
 

 

 

 

 

 

mgr Alicja Małgorzata Rabiasz 

 

 

Analiza funkcjonalna wybranych genów zaangażowanych  

w patogenezę pierwotnej dyskinezy rzęsek przy użyciu 

organizmu modelowego Schmidtea mediterranea 

 

 

Rozprawa doktorska przygotowana  

w Instytucie Genetyki Człowieka Polskiej Akademii Nauk 

 

 

Promotor: prof. dr hab. Ewa Ziętkiewicz 

 

 

 

 

Poznań 2025 



2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Serdecznie dziękuję  

 

Prof. dr hab. Ewie Ziętkiewicz za opiekę naukową,  

przekazaną wiedzę, wszelką pomoc i wsparcie oraz za ogromną życzliwość, 

 

Byłym i obecnym Pracownikom Zakładu Genetyki Molekularnej i Klinicznej  

za wspólne lata pracy, inspirujące rozmowy przy kawie oraz nieocenioną pomoc, 

 

Moim Rodzicom za nieustanną wiarę we mnie oraz troskę, 

 

Mojemu Narzeczonemu Tomkowi za ogrom wsparcia, wyrozumiałość  

oraz obecność każdego dnia. 

 

 



3 
 

Rozprawa doktorska przygotowana na podstawie następujących publikacji: 

1. Alicja Rabiasz, Ewa Ziętkiewicz 

„Schmidtea mediterranea as a Model Organism to Study the Molecular Background 

of Human Motile Ciliopathies”  

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

(praca przeglądowa) 

Impact Factor: 4.9 

Punkty MNiSW: 140 

 

2. Ewa Ziętkiewicz, Zuzanna Bukowy-Bieryłło, Alicja Rabiasz, Patrycja Daca-

Roszak, Alina Wojda, Katarzyna Voelkel, Ewa Rutkiewicz, Andrzej Pogorzelski, 

Margarida Rasteiro, Michał Witt 

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

in Ciliary Dynein Arms Trafficking” 

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

(praca oryginalna) 

Impact Factor: 5.373 

Punkty MNiSW: 100 

 

3. Alicja Rabiasz, Zuzanna Bukowy-Bieryłło, Patrycja Kaźmierczak*, Hanna 

Przystałowska-Macioła*, Marcin Mikoś, Irena Wojsyk-Banaszak, Ewa Ziętkiewicz 
*równorzędny wkład 

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

dyskinesia” 

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

(praca oryginalna) 

Impact Factor: 4.2 

Punkty MNiSW: 140 

 

4. Alicja Rabiasz, Monika Drobna-Śledzińska, Patrycja Kaźmierczak, Michał Witt, 

Ewa Ziętkiewicz 

„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” 

Genes & Diseases, https://doi.org/10.1016/j.gendis.2025.101535 

praca zaakceptowana, dostępna online, oczekuje na nadanie numeru tomu 

(praca oryginalna) 

Impact Factor: 6.9 

Punkty MNiSW: 140 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.gendis.2025.101535


4 
 

Rozprawa doktorska realizowana w ramach projektów finansowanych przez:  

 

 

 

 
 

OPUS 2018/31/B/NZ2/03248, Kierownik: prof. dr hab. Ewa Ziętkiewicz 

OPUS 2014/13/B/NZ2/03858, Kierownik: prof. dr hab. Ewa Ziętkiewicz 

PRELUDIUM 2018/29/N/NZ5/00810, Kierownik: mgr Alicja Rabiasz 

 

 

 

 

Mingrant 2021/01, Kierownik: mgr Alicja Rabiasz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

Pozostałe publikacje nie obejmujące prac stanowiących rozprawę doktorską: 

 

1. Zuzanna Bukowy-Bieryłło, Alicja Rabiasz*, Maciej Dąbrowski*, Andrzej 

Pogorzelski, Alina Wojda, Hanna Dmeńska, Katarzyna Grzela, Jakub Sroczyński, 

Michał Witt, Ewa Ziętkiewicz 

„Truncating mutations in exons 20 and 21 of OFD1 can cause primary ciliary 

dyskinesia without associated syndromic symptoms” 

J Med Genet. 2019 Nov;56(11):769-777. 

Impact Factor: 4.943 

Punkty MNiSW: 140 

 

2. Małgorzata Grabowska*, Konrad Kuczyński*, Monika Piwecka, Alicja Rabiasz, 

Joanna Zemła, Paweł Głodowicz, Dariusz Wawrzyniak, Małgorzata Lekka, 

Katarzyna Rolle 

*równorzędny wkład 

„miR-218 affects the ECM composition and cell biomechanical properties of 

glioblastoma cells.”  

J Cell Mol Med. 2022 Jul;26(14):3913-3930. 

Impact Factor: 5.3 

Punkty MNiSW: 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

Lista plakatów i wystąpień konferencyjnych zaprezentowanych w trakcie realizacji 

rozprawy doktorskiej:  

 

13-15.10.2024 6th European Meeting on Planarian Biology, Platja d'Aro, Hiszpania 

Plakat „Smed-spag1 is required for motile cilia function, while Smed-

polr2k is essential for planarian regeneration and maintaining body 

homeostasis” 

Alicja Rabiasz*, Ewa Ziętkiewicz 

 

04-07.10.2022 5th European Cilia Conference, Kolonia, Niemcy 

Plakat „The genomic deletion encompassing important parts of 

POLR2K and SPAG1: detrimental effect of the loss of POLR2K 

function explains the lack of SPAG1-del homozygotes among primary 

ciliary dyskinesia patients” 

Alicja Rabiasz*, Monika Drobna-Śledzińska, Ewa Ziętkiewicz 

 

27-30.06.2022 VI Kongres Genetyki, Kraków, Polska 

 Plakat „POLR2K as a passenger gene mutated together with SPAG1, 

the known primary ciliary dyskinesia (PCD) gene” 

Alicja Rabiasz*, Monika Drobna-Śledzińska, Natalia Maćkowska-

Maślak, Ewa Ziętkiewicz 

Nagroda „Helisa 2022” za najlepszy plakat 

 

Plakat„Using SPEF2 antibody to analyze potential pathogenicity of 

new HYDIN variants detected in the patient with primary ciliary 

dyskinesia” 

Hanna Przystałowska Macioła*, Zuzanna Bukowy-Bieryłło, Alicja 

Rabiasz, Ewa Ziętkiewicz 

 

25-25.02.2021 International Young Scientists Conference on Molecular and Cell 

Biology, Warszawa, Polska 

Wystąpienie „Searching for novel genes involved in the pathogenesis 

of primary ciliary dyskinesia (PCD)” 



7 
 

Alicja Rabiasz*, Patrycja Kaźmierczak, Michał Witt, Ewa 

Ziętkiewicz 

 

27.04.2019 X Wykłady Otwarte z cyklu Spotkania Młodych z Nauką, Poznań, 

Polska 

Wystąpienie „Identyfikacja genów potencjalnie zaangażowanych w 

patogenezę pierwotnej dyskinezy rzęsek” 

Alicja Rabiasz*, Michał Witt, Ewa Ziętkiewicz 

Nagroda za najlepsze wystąpienie 

 

26-29.03.2019 4rd Beat-PCD Conference & 5th PCD Training School, Poznań, Polska 

Plakat „Short Scientific Mission in Lisbon: Analysis of the cilia-

related phenotypes in CFAP300-knockdown zebrafish” 

Alicja Rabiasz*, Margarida Rasteiro, Susana Lopes, Michał Witt, Ewa 

Ziętkiewicz 

 

13-15.09.2018 IX Zjazd Polskiego Towarzystwa Genetyki Człowieka, Bydgoszcz, 

Polska 

Plakat „Schmidtea mediterranea as a model organism to study novel 

genes potentially involved in primary ciliary dyskinesia pathogenesis” 

Alicja Rabiasz*, Michał Witt, Ewa Ziętkiewicz 

Nagroda „Helisa 2018” za najlepszy poster 

 

Plakat „Sequential culture of primary respiratory epithelium cells, 

although suitable for diagnosis of genetic cilia defects, is not a suitable 

model for respiratory epithelium differentiation studies”  

Zuzanna Bukowy-Bieryłło*, Maciej Dąbrowski, Patrycja Daca-

Roszak, Magdalena Pikulska, Alicja Rabiasz, Agnieszka Fedoruk-

Wyszomirska, Eliza Wyszko, Michał Witt, Ewa Ziętkiewicz 

 

 

*osoba prezentująca  

 

 

 



8 
 

Lista nagród i stypendiów otrzymanych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej  

 

• Stypendium „EMBO Scientific Exchange Grant” na realizację projektu „The use  

of mRNA therapy to restore ciliary function in zebrafish with knockout of CCDC39, 

the known primary ciliary dyskinesia (PCD) gene” i odbycie trzymiesięcznego stażu 

w NOVA Medical School, Lizbona, Portugalia (realizacja stażu: 06.03-03.06.2023) 

• Grant podróżny uzyskany w ramach programu COST (BM1407) na realizację 

krótkoterminowego stażu „Short Term Scientific Mission” w Chronic Diseases 

Research Center (CEDOC), NOVA Medical School, Lizbona, Portugalia (realizacja 

stażu: 10-24.11.2018) 

• Grant podróżny uzyskany w ramach programu COST (BM1407) na udział w 3rd 

Beat-PCD Conference & 4th PCD Training School, Lizbona, Portugalia, 06-

09.02.2018 

• Nagroda „Helisa 2022” za najlepszy plakat podczas VI Kongres Genetyki, Kraków, 

Polska, 27-30.06.2022 

• Nagroda za najlepsze wystąpienie ustne podczas X Wykładów Otwartych z cyklu 

Spotkania Młodych z Nauką, Poznań, Polska, 27.04.2019 

• Nagroda „Helisa 2018” za najlepszy plakat podczas IX Zjazdu Polskiego 

Towarzystwa Genetyki Człowieka, Bydgoszcz, Polska, 13-15.09.2018 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

Spis treści 

Wykaz skrótów .................................................................................................................... 10 

Wykaz nazw genów ............................................................................................................. 12 

Wstęp ................................................................................................................................... 14 

Cel rozprawy doktorskiej ..................................................................................................... 21 

Omówienie publikacji wchodzących w skład cyklu prac stanowiących rozprawę doktorską

 ............................................................................................................................................. 22 

Artykuł 1 .......................................................................................................................... 22 

Schmidtea mediterranea as a Model Organism to Study the Molecular Background of 

Human Motile Ciliopathies .............................................................................................. 22 

Artykuł 2 .......................................................................................................................... 50 

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

Ciliary Dynein Arms Trafficking ..................................................................................... 50 

Artykuł 3 .......................................................................................................................... 79 

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

dyskinesia ......................................................................................................................... 79 

Artykuł 4 .......................................................................................................................... 99 

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 .............................................................................................................................. 99 

Wnioski .............................................................................................................................. 132 

Streszczenie ....................................................................................................................... 133 

Abstract .............................................................................................................................. 135 

Bibliografia ........................................................................................................................ 137 

Oświadczenia współautorów publikacji ............................................................................ 142 

Oświadczenia współautorów Artykułu 1 ....................................................................... 142 

Oświadczenia współautorów Artykułu 2 ....................................................................... 144 

Oświadczenia współautorów Artykułu 3 ....................................................................... 152 

Oświadczenia współautorów Artykułu 4 ....................................................................... 159 

 

 

 

 

 

 



10 
 

Wykaz skrótów 

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

ASCs dorosłe komórki macierzyste (adult stem cells) 

ATP adenozyno-5′-trifosforan (adenozyno-5′-trifosforan) 

CBF częstotliwość bicia rzęsek (ciliary beat frequency)  

cDNA komplementarny RNA (complementary RNA) 

dsRNA dwuniciowy RNA (double-stranded RNA) 

eGFP białko wzmocnionej zielonej fluorescencji (enhanced green fluorescent 

protein) 

FGF czynnik wzrostu fibroblastów (fibroblast growth factor) 

HAE ludzki nabłonek oddechowy (human airway epithelium) 

HSVM mikroskopia szybkoklatkowa (high-speed videomicroscopy) 

IDA wewnętrzne ramiona dyneinowe (inner dynein arm) 

IF immunofluorescencja (immunofluorescence) 

IFT transport wewnątrzrzęskowy (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 wywołany obecnością przedwczesnego kodonu 

nonsensownego (nonsense mediated mRNA decay) 

mRNA matrycowy RNA (messenger RNA) 

ODA zewnętrzne ramiona dyneinowe (outer dynein arm) 

PCD pierwotna dyskineza rzęsek (primary ciliary dyskinesia) 

PCR łańcuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction) 
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PDGFRα czynnik wzrostu alfa uwalniany z płytek krwi (platelet-derived growth 

factor receptor-alpha) 

qRT-PCR ilościowa łańcuchowa reakcja polimerazy z odwrotną transkrypcją 

(quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) 

RNAi interferencja RNA (RNA interference) 

RS szprychy promieniste (radial spokes) 

RT-PCR łańcuchowa reakcja polimerazy z odwrotną transkrypcją (reverse 

transcription polymerase chain reaction) 

siRNA mały interferujący RNA (small interfering RNA) 

SSCP polimorfizm konformacji jednoniciowych fragmentów (single-strand 

conformation polymorphism) 

TEM transmisyjny mikroskop elektronowy (transmission electron microscope) 

WES sekwencjonowanie całoeksomowe (whole-exome sequencing) 

WHO Światowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization) 
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Wykaz nazw genów 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

Wstęp 

 Rzęski są ewolucyjnie zakonserwowanymi organellami, które tworzą wypustki na 

powierzchni wielu komórek eukariotycznych. Głównym elementem tych organelli jest 

wystająca ponad powierzchnię komórki aksonema, zakotwiczona w błonie komórkowej za 

pośrednictwem ciałka podstawnego1. Ze względu na różnice w budowie i funkcji, rzęski 

można tradycyjnie podzielić na dwa rodzaje: rzęski ruchowe (i dłuższe od nich wici) oraz 

pozbawione zdolności ruchu rzęski pierwotne (czuciowe); dokładna klasyfikacja rzęsek jest 

bardziej skomplikowana2,3.  

  Rzęski ruchowe mogą występować na komórce w liczbie od jednej do kilkuset4. Na 

wczesnym etapie ewolucji, obecność tych organelli komórkowych zapewniała możliwość 

przemieszczania się organizmów jednokomórkowych w środowisku wodnym.  

U organizmów bardziej zaawansowanych ewolucyjnie (zwierząt wielokomórkowych) rzęski 

zostały zaadaptowane do pełnienia szeregu funkcji wymagających przemieszczania płynów 

zewnątrzkomórkowych5. Skoordynowany ruch licznych rzęsek obecnych na apikalnej 

powierzchni komórek nabłonka odpowiada za oczyszczanie górnych dróg oddechowych 

poprzez transport śluzowo-rzęskowy, a także za przepływ płynu mózgowo-rdzeniowego 

oraz transport oocytów w jajowodach6. Pojedyncze rzęski ruchowe komórek węzła 

zarodkowego ssaków (i podobnych struktur niektórych kręgowców) regulują kierunkowy 

przepływ morfogenów wymaganych do ustanowienia w zarodku wzorca symetrii osi ciała 

„lewo-prawo”; pojedyncza wić plemnika (witka) odpowiada za ruchliwość męskiej 

gamety5,7. Chociaż funkcja rzęsek ruchowych i wici jest głównie związana z ich zdolnością 

do ruchu, mogą też one pełnić funkcje sensoryczne2,8,9.  

Drugi rodzaj rzęsek to rzęski pierwotne, występujące pojedynczo na powierzchni 

większości komórek eukariotycznych. Ich główną rolą jest odbieranie i przekazywanie 

sygnałów biorących udział w regulacji procesów komórkowych w trakcie rozwoju oraz 

utrzymaniu homeostazy tkanek10. Rzęski pierwotne są zaangażowane w koordynację wielu 

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

czynnik wzrostu fibroblastów (fibroblast growth factor, FGF), czy czynnik wzrostu alfa 

uwalniany z płytek krwi (platelet-derived growth factor receptor-alpha, PDGFRα); ponadto 

odgrywają istotną rolę w regulacji wewnątrzkomórkowego poziomu wapnia11. 

Istotna rola rzęsek w wielu procesach biologicznych sprawia, że genetycznie 

uwarunkowane zmiany w ich strukturze lub funkcji prowadzą do rozwoju szeregu chorób 
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genetycznych zwanych ciliopatiami. Większość tych chorób wynika z dysfunkcji rzęsek 

pierwotnych7,12. Są to zwykle choroby syndromiczne, do których można zaliczyć: zespół 

Bardet-Biedla, zespół policystycznych nerek, zespół Jouberta i inne13. Zaburzenia dotyczące 

rzęsek ruchowych są podłożem heterogennej genetycznie choroby znanej jako pierwotna 

dyskineza rzęsek (primary ciliary dyskinesia, PCD)7. Należy podkreślić, że słowo 

„pierwotna” w nazwie choroby nie odnosi się do rzęsek pierwotnych. Określenie to 

podkreśla mechanizm patogenezy wynikający z genetycznie uwarunkowanej dysfunkcji 

rzęsek ruchowych, w odróżnieniu od przyczyn wtórnej dyskinezy rzęsek, która jest chorobą 

niedziedziczną i wynika z działania czynników środowiskowych. 

 Ze względu na tematykę rozprawy doktorskiej w dalszej części opisu skupiono się 

na rzęskach ruchowych oraz pierwotnej dyskinezie rzęsek.  

Rzęski ruchowe 

 Aksonemę typowych rzęsek ruchowych charakteryzuje wysoce uporządkowana 

podstawowa struktura składająca się z dziewięciu peryferyjnie ułożonych dubletów 

mikrotubul typu A i B, które otaczają jedną parę centralną mikrotubul (wzór na przekroju 

rzęski 9x2 +2)1,5 [Rycina 1]. W pracy przeglądowej (Artykuł 1) stanowiącej element 

niniejszej rozprawy doktorskiej przedstawiono odstępstwa w budowie rzęsek ruchowych 

różnych typów. Wielobiałkowe kompleksy, do których należą zewnętrzne i wewnętrzne 

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

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

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

są z peryferyjnie ułożonymi mikrotubulami typu A i rozmieszczone na całej ich długości1,5. 

Ruch rzęsek możliwy jest dzięki aktywacji białek dyneinowych wchodzących w skład 

kompleksów ODA i IDA, które wykazują aktywność adenozynotrifosfatazy (ATPazy)14,15. 

Hydroliza adenozynotrifosforanu (adenozyno-5′-trifosforan, ATP) uwalnia energię 

niezbędną do wzajemnego ruchu mikrotubul względem siebie16. ODA i IDA poruszają się 

w sposób synchroniczny wzdłuż mikrotubuli B sąsiedniego dubletu, a powstałe w ten sposób 

wzajemne przesuwanie się dubletów jest ograniczone przez N-DRC łączące sąsiadujące 

dublety, co ostatecznie prowadzi do zgięcia rzęski17. Ponadto ruch rzęsek jest regulowany 

przez RSy, które tworzą strukturalne połączenie między centralną parą mikrotubul  

a mikrotubulami peryferyjnymi14,18.  
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Rycina 1. Schemat przedstawiający przekrój podłużny przez typową rzęskę ruchową. Po 

prawej stronie: przekrój poprzeczny rzęski. 

  

Składanie i wzrost rzęsek są możliwe dzięki obecności specjalnego 

dwukierunkowego systemu transportującego elementy składowe struktury rzęsek wzdłuż 

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

jest niezbędny do wzrostu rzęsek poprzez transport białek strukturalnych lub ich 

kompleksów, z wnętrza komórki do apikalnej części rzęski; odpowiada również za transport 

w przeciwnym kierunku19. Transport do i z rzęski jest kontrolowany poprzez zlokalizowaną 

u podstawy aksonemy rzęski strefę przejściową, która tworzy selektywną barierę dla 

transportowanych elementów20.  

 Badania proteomiczne z wykorzystaniem dwuwiciowego organizmu modelowego 

Chlamydomonas reinhardtii, wykazały, że istnieje około 360-650 białek strukturalnych 

rzęsek i wici21. Późniejsze badania z wykorzystaniem innych organizmów modelowych oraz 

komórek ludzkiego nabłonka oddechowego dowiodły, że genów kodujących białka 

strukturalne oraz białka cytoplazmatyczne zaangażowane w biogenezę rzęsek może być 

prawie tysiąc22,23. Patogenne warianty w części tych genów stanowią molekularne podłoże 

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

 Pierwotna dyskineza rzęsek (OMIM244400) jest rzadką, genetycznie heterogenną 

chorobą należącą do grupy ciliopatii związanych z dysfunkcją rzęsek ruchowych. PCD jest 

chorobą dziedziczoną najczęściej autosomalnie w sposób recesywny, ale w rzadkich 

przypadkach może być przekazywana wraz z chromosomem X lub autosomalnie w sposób 

dominujący24. Częstość występowania PCD w populacji oceniana jest najczęściej jako  

1:10 000-1:20 000 żywych urodzeń, jednak ze względu na heterogenność objawów 

klinicznych, złożoność diagnostyki oraz w zależności od analizowanej populacji, 

rzeczywista częstość występowania PCD może być wyższa7,25. 

 Objawy PCD odzwierciedlają funkcje rzęsek ruchowych w organizmie człowieka. 

Dysfunkcja rzęsek komórek nabłonka oddechowego prowadzi do upośledzenia transportu 

śluzowo-rzęskowego, co zazwyczaj wiąże się z niewydolnością oddechową u noworodków, 

a następnie objawia się nawracającymi infekcjami dolnych i górnych dróg oddechowych, 

zapaleniem zatok przynosowych oraz wysiękowym zapaleniem ucha środkowego26. 

Konsekwencją częstych infekcji mogą być rozstrzenia oskrzeli oraz upośledzenie funkcji 

płuc, w najcięższych przypadkach wymagające wdrożenia tlenoterapii lub przeszczepu 

płuc27. Dysfunkcja rzęsek ruchowych w jajowodach może wpływać niekorzystnie na 

transport komórek jajowych, a defekty witek plemników na ich ruch, co może skutkować 

obniżeniem płodności u kobiet i mężczyzn. Dysfunkcja pojedynczych rzęsek w węźle 

zarodkowym na wczesnym etapie embriogenezy zaburza gradient morfogenów, co może 

powodować odwrócenie osi symetrii ciała, obserwowane u około 50% pacjentów z PCD 

(tzw. syndrom Kartagenera)7,28. Niezwykle rzadko obserwuje się też wodogłowie 

spowodowane dysfunkcją rzęsek ruchowych nabłonka wyściełającego komory mózgu, które 

odpowiadają za transport płynu mózgowo-rdzeniowego7.  

 Ze względu na niespecyficzne objawy, trudności w rozpoznaniu choroby oraz brak 

specjalistycznych ośrodków w niektórych krajach, PCD jest często diagnozowana 

późno7,29,30. Wieloośrodkowa analiza dotycząca diagnostyki PCD w 18 krajach wykazała, 

że tylko u 17% spośród 3013 analizowanych pacjentów, PCD została zdiagnozowana  

w pierwszych latach życia (0-9 lat); najwięcej pacjentów (38%) otrzymało diagnozę w wieku 

10-19 lat31. Intensywne badania naukowe oraz współpraca międzynarodowa w ciągu 

ostatnich lat pozwoliły na lepsze zrozumienie zarówno klasycznych, jak i nietypowych 

objawów PCD, zaobserwowanie korelacji między obserwowanym fenotypem a genotypem 
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oraz określenie regionalnych różnic w częstości występowania choroby30,32. Mimo 

opracowania nowych standardów diagnostycznych, PCD pozostaje trudna do 

zdiagnozowania ze względu na heterogenny obraz kliniczny choroby oraz złożoność 

podstaw molekularnych i genetycznych. PCD nie można potwierdzić ani wykluczyć za 

pomocą jednego testu diagnostycznego. Przykładowo, chociaż analiza struktury rzęsek przy 

użyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (transmission electron microscope, 

TEM) od lat stanowi jeden ze standardów diagnostycznych PCD, nie zawsze pozwala ona 

na jednoznaczne potwierdzenie lub wykluczenie PCD; u około 30% pacjentów ultrastruktura 

rzęsek analizowana tą metodą jest bowiem prawidłowa, podczas gdy u zdrowych osób 

narażonych na czynniki środowiskowe lub po infekcji struktura rzęsek może ulec wtórnym, 

odwracalnym zmianom33,34. Doskonalenie diagnostyki wymaga dalszej współpracy między 

klinicystami, genetykami i biologami, połączonej z analizą funkcjonalną i strukturalną 

rzęsek oraz skutecznym wykrywaniem patogennych wariantów genetycznych35. 

Molekularne podstawy zaburzenia funkcjonowania rzęsek ruchowych u pacjentów  

 z PCD 

 Ze względu na znaczny wzrost wiedzy na temat molekularnego i genetycznego 

podłoża PCD, coraz większe znaczenie w diagnostyce tej choroby zyskują testy genetyczne. 

Aktualnie znanych jest ponad 50 genów zaangażowanych w patogenezę PCD, których 

patogenne warianty pozwalają na wyjaśnienie podstawy zaburzeń struktury lub funkcji 

rzęsek ruchowych obserwowanych u pacjentów32. 

W większości przypadków upośledzenie ruchu rzęsek jest spowodowane zmianami 

w ultrastrukturze tych organelli, takimi jak: brak lub skrócenie ODA, IDA lub obu ramion 

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

Zaburzenia ultrastruktury rzęsek mogą wynikać z obecności patogennych wariantów  

w genach kodujących białka strukturalne rzęsek, jak również genach kodujących białka 

cytoplazmatyczne zaangażowane w biogenezę rzęsek (tzw. ciliogenezę). Te drugie, mimo iż 

nie są fizycznie częścią rzęsek, odgrywają istotną rolę w montażu oraz transporcie 

elementów budujących aksonemę37, a wynikające z ich braku lub dysfunkcji wady 

ultrastruktury rzęsek są często nie do odróżnienia od wad wywołanych przez zaburzenia lub 

brak białek strukturalnych1,7. Patogenne warianty innych genów (kodujących czynniki 

transkrypcyjne istotne w procesie ciliogenezy) nie powodują wprawdzie istotnych zmian  

w strukturze, ale poprzez redukcję liczby rzęsek w komórkach wielorzęskowych zaburzają 
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ich prawidłowe funkcjonowanie38. Z drugiej strony, patogenne warianty w niektórych 

genach kodujących białka strukturalne, nie prowadzą do łatwo obserwowalnych zmian 

liczby czy struktury rzęsek komórek nabłonka oddechowego, ale mogą powodować 

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

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

sequencing, NGS) pozwoliło na identyfikację wielu patogennych wariantów w genach PCD, 

u około 1/3 pacjentów genetyczne podłoże PCD pozostaje niewyjaśnione34,41. W celu 

lepszego zrozumienia tej heterogennej genetycznie choroby i zwiększenia efektywności 

diagnostyki PCD, konieczne jest poszukiwanie nowych patogennych wariantów w znanych 

genach PCD lub identyfikacja kolejnych genów potencjalnie zaangażowanych w patogenezę 

tej choroby (tzw. genów kandydatów). Udowodnienie wpływu nowo zidentyfikowanych 

genów kandydatów na funkcjonowanie rzęsek ruchowych wymaga przeprowadzenia analizy 

funkcjonalnej tych genów przy użyciu organizmów modelowych lub hodowli komórkowych 

in vitro.  

Analiza funkcjonalna genów kandydatów potencjalnie zaangażowanych w patogenezę 

PCD  

 Dużym ograniczeniem badań mających na celu wyjaśnienie roli genów potencjalnie 

zaangażowanych w ciliopatie związane z dysfunkcją rzęsek ruchowych jest brak 

komercyjnie dostępnych linii komórkowych, które reprezentowałyby zróżnicowane 

komórki ludzkiego nabłonka oddechowego (human airway epithelium, HAE)42. 

Alternatywnym rozwiązaniem jest zastosowanie pierwotnych komórek nabłonka 

oddechowego dostępnych komercyjnie lub uzyskanych od pacjentów lub zdrowych 

dawców43,44. Hodowle komórek HAE są jednak stosunkowo drogie, czasochłonne, wykazują 

ograniczone zdolności proliferacyjne, a modyfikacje genetyczne tych komórek stanowią 

wyzwanie badawcze42. Dopiero stosunkowo niedawno opisano użycie zmodyfikowanych 

komórek HAE w celu wyjaśnienia roli nowo zidentyfikowanego genu w patogenezie PCD45.  

 Znaczny wzrost wiedzy na temat biologii rzęsek oraz roli genów związanych  

z rzęskami w patogenezie chorób człowieka jest wynikiem badań z użyciem organizmów 

modelowych, możliwych dzięki wysokiemu poziomowi ewolucyjnego zakonserwowania 

tych organelli21,46,47. Identyfikacja pierwszego genu zaangażowanego w patogenezę PCD – 

DNAI1 (Dynein Axonemal Intermediate Chain 1) – była poparta badaniami  

z wykorzystaniem jednokomórkowej dwuwiciowej zielonej algi, Chlamydomonas 
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reinhardtii48. Do badania rzęsek ruchowych wykorzystywane są również inne organizmy: 

jednokomórkowe np. Paramecium tetraurelia49, Trypanosoma brucei50; bezkręgowe jak 

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

mediterranea52; oraz zaawansowane modele kręgowców, np. żaba (Xenopus laevis)53, ryba 

– danio pręgowane (Danio rerio)54, mysz (Mus musculus)55, czy pies (Canis lupus 

familiaris)56. 

S. mediterranea jest wolnożyjącym, słodkowodnym płazińcem, który słynie  

z ogromnych zdolności regeneracyjnych związanych z obecnością licznej grupy dorosłych 

komórek macierzystych (adult stem cells, ASCs) zwanych neoblastami57,58. Pocięcie 

robaków na kilka fragmentów skutkuje odtworzeniem brakujących części ciała, co jest 

możliwe dzięki proliferacji neoblastów i wytworzeniu tzw. blastemy, w której mogą 

różnicować się brakujące tkanki59,60. Cecha ta sprawiła, że S. mediterranea jest chętnie 

wykorzystywana jako organizm modelowy do badania procesu regeneracji i komórek 

macierzystych. Znajomość sekwencji genomu i transkryptomu61, dane z sekwencjonowania 

pojedynczych komórek62, protokoły opisujące możliwości użycia różnych technik biologii 

molekularnej do badań z użyciem robaków63, stosunkowo łatwa i niedroga hodowla64, 

stwarzają warunki do wykorzystania planarii jako organizmu modelowego w wielu 

obszarach badawczych.  

Pod kątem wykorzystania planarii do badania rzęsek ruchowych istotne jest, że ruch 

robaków zależy od pokrywającego brzuszną stronę ich ciała nabłonka składającego się  

z wielorzęskowych komórek, który w znacznym stopniu odzwierciedla złożoność nabłonka 

oddechowego u ludzi. Dodatkowo, wpływ wyciszenia genów rzęskowych na 

funkcjonowanie rzęsek ruchowych może być łatwo monitorowany poprzez analizę ruchu 

robaków65. Mimo to, dotychczas stosunkowo mało uwagi poświęcono możliwości 

wykorzystania S. mediterranea jako organizmu modelowego do badania genów związanych 

z patogenezą pierwotnej dyskinezy rzęsek. Aktualny stan wiedzy na temat możliwości 

wykorzystania S. mediterranea do badania rzęsek ruchowych i ciliopatii przedstawiono  

w pracy przeglądowej (Artykuł 1) stanowiącej element niniejszej rozprawy doktorskiej. Jak 

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

płazińca z gatunku S. mediterranea jako organizmu modelowego do badania niektórych 

aspektów związanych z rzęskami (np. ewolucji rzęsek, składania elementów rzęsek), 

niewiele jest doniesień naukowych opisujących użycie tego gatunku jako modelu in vivo do 

potwierdzenia roli badanych genów w patogenezie PCD. 
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Cel rozprawy doktorskiej 

 Uzyskanie pełnego obrazu genetycznego i molekularnego podłoża pierwotnej 

dyskinezy rzęsek wymaga poszukiwania nowych patogennych wariantów i identyfikacji 

kolejnych genów związanych z patogenezą PCD.  

 Pierwszą hipotezą badawczą było założenie, że potencjalnie patogenne warianty 

genów CFAP300 i CFAP221, wykryte w badaniach przesiewowych u chorych na PCD, leżą 

u podłoża patogenezy PCD, natomiast delecja części genu POLR2K występująca razem  

z delecją części znanego genu PCD, SPAG1, nie jest bezpośrednią przyczyną choroby. 

Druga hipoteza postawiona w niniejszej rozprawie doktorskiej zakładała, że wykorzystanie 

prostego, taniego i łatwo dostępnego modelu planarii z gatunku S. mediterranea pozwala na 

efektywne potwierdzenie zaangażowania badanych genów w dysfunkcję rzęsek ruchowych 

leżącą u podłoża patogenezy PCD.  

 W związku z powyższym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej było 

zoptymalizowanie i praktyczne zastosowanie S. mediterranea jako organizmu modelowego 

do potwierdzenia związku wybranych genów z zaburzeniami funkcji rzęsek ruchowych  

i patogenezą PCD. 

 

 Cel ten został zrealizowany poprzez realizację poszczególnych zadań badawczych: 

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

genów leżących u podłoża ciliopatii związanych z dysfunkcją rzęsek ruchowych 

2. Analiza in silico ewolucyjnego zakonserwowania wybranych genów  

z wykorzystaniem baz danych dedykowanych S. mediterranea 

3. Optymalizacja użycia planarii jako organizmu modelowego do badania genów 

związanych z funkcjonowaniem rzęsek ruchowych 

4. Analiza funkcjonalna wybranych genów zaangażowanych lub potencjalnie 

zaangażowanych w patogenezę PCD oraz ocena związku między wpływem ich 

wyciszenia na fenotyp planarii a wpływem patogennych wariantów na funkcję 

nabłonka oddechowego u pacjentów. 
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Omówienie publikacji wchodzących w skład cyklu prac stanowiących 

rozprawę doktorską 

 

Artykuł 1 

Schmidtea mediterranea as a Model Organism to Study the Molecular Background  

of Human Motile Ciliopathies 

Alicja Rabiasz, Ewa Ziętkiewicz 

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

 

 Wykorzystanie organizmów modelowych do badania homologów genów 

rzęskowych przyczyniło się do lepszego zrozumienia molekularnych podstaw chorób 

związanych z dysfunkcją rzęsek ruchowych, a w szczególności pierwotnej dyskinezy rzęsek. 

Wyróżnić można dwa podejścia stosowane w badaniach z użyciem organizmów 

modelowych: (1) wykorzystanie opublikowanych już informacji na temat homologów 

genów rzęskowych zidentyfikowanych u organizmów modelowych w celu lepszego 

zrozumienia molekularnych i genetycznych podstaw chorób człowieka lub (2) 

wykorzystanie organizmów modelowych do przeprowadzenia analizy funkcjonalnej genów 

o nieznanej lub niepewnej roli w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych oraz patogenezie 

ciliopatii związanej z dysfunkcją rzęsek ruchowych. Dzięki rozwojowi technik 

wysokoprzepustowych liczba patogennych wariantów znanych genów PCD oraz genów 

potencjalnie zaangażowanych w ciliopatie stale rośnie, a potwierdzenie ich statusu jako 

genów PCD stanowi wciąż aktualne wyzwanie badawcze.  

W niniejszej publikacji przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat genetycznych 

podstaw PCD, roli organizmów modelowych w zrozumieniu funkcji genów 

zaangażowanych w patogenezę tej choroby oraz skupiono się na możliwości wykorzystania 

S. mediterranea jako organizmu modelowego do badania genów zaangażowanych w tę 

chorobę. Ponadto w pracy uwzględniono przykłady genów o niepewnej roli w patogenezie 

PCD lub genów powodujących choroby ze spektrum PCD. W ramach omawianej pracy 

dokonano przeglądu 245 pozycji literaturowych, na podstawie których wyodrębniono trzy 

główne rozdziały. W rozdziale pierwszym, który stanowi wstęp do dalszej części pracy, 

opisano rzęski oraz ciliopatie, skupiając się głównie na rzęskach ruchowych, których 



23 
 

dotyczy omawiana praca. Następnie omówiono pierwotną dyskinezę rzęsek; w formie 

dwóch tabeli przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat genów PCD, przykładów genów 

o niepewnej roli w patogenezie PCD oraz genów zaangażowanych w rozwój chorób ze 

spektrum PCD. Ze względu na tematykę rozprawy doktorskiej, w przedstawionych tabelach 

uwzględniono zarówno organizmy modelowe, które zostały użyte do potwierdzenia roli 

badanych genów w patogenezie PCD i innych ciliopatii związanych z dysfunkcją rzęsek 

ruchowych, jak i organizmy, które nie zostały użyte lub zacytowane w tych pracach, ale 

przyczyniły się do lepszego zrozumienia roli wymienionych genów w strukturze lub funkcji 

rzęsek ruchowych. Podkreślono także konieczność potwierdzenia udziału genów 

kandydatów w patogenezie PCD i chorób ze spektrum PCD przy użyciu organizmów 

modelowych.  

Rozdział drugi został poświęcony opisowi płazińca z gatunku Schmidtea 

mediterranea – jego klasyfikacji systematycznej, ogromnym zdolnościom regeneracyjnym 

oraz budowie anatomicznej. Przedstawiono zalety planarii jako organizmu modelowego, 

m.in. poprzez zwrócenie uwagi na obecność wielu homologów genów ludzkich, łatwość 

hodowli tego organizmu oraz dostępność rożnych protokołów opisujących techniki biologii 

molekularnej, które można wykorzystać do badań z użyciem tego organizmu. Zaletą planarii 

jest możliwość wykonania wyciszenia badanych genów poprzez zastosowane metody 

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

(double-stranded RNA, dsRNA). Istnieją różne strategie wprowadzania dsRNA do 

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

ekspresji zaprojektowanego dsRNA lub jako wcześniej przygotowane dsRNA). Następnie 

omówiono model S. mediterranea w kontekście badania rzęsek (np. ewolucji rzęsek, roli 

rzęsek w ścieżkach sygnalizacyjnych), uwzględniając aktualny stan wiedzy na temat rzęsek 

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

synchronicznego ruchu rzęsek (występujących w liczbie około 80 rzęsek na komórkę) 

zlokalizowanych w nabłonku po brzusznej stronie ich ciała; w związku z tym, wyciszenie 

genów rzęskowych skutkuje zaburzeniem ruchu planarii, które objawia się jako 

spowolnienie i zmiana wzorca przemieszczania się robaków (tzw. inchworming movement). 

Ponadto w pracy omówiono metody badawcze, która można zastosować w celu analizy 

wpływu wyciszenia badanych genów na ruch robaków oraz rzęski ruchowe planarii. 

Używając stereoskopu z kamerą można w łatwy sposób dokumentować zmiany ruchu 

robaków, a następnie stosując darmowy, ogólnodostępny program ImageJ można 
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porównywać dystans jaki w określonej jednostce czasu pokonały robaki kontrolne i robaki 

z wyciszonym genem. Ponadto, podobnie jak przypadku ludzkich komórek nabłonka 

oddechowego, można dokonać analizy funkcji lub struktury rzęsek poprzez użycie: 

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

(immunofluorescence, IF) lub transmisyjnego mikroskopu elektronowego.  

Na końcu rozdziału drugiego przedstawiono opis modelu płazińca w kontekście 

badania PCD oraz innych ciliopatii przypominających PCD. Przegląd danych literaturowych 

wykazał, że chociaż płaziniec z gatunku S. mediterranea bywa wykorzystywany do 

wyjaśnienia roli różnych genów w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych, to niewiele jest prac 

opisujących bezpośrednie zastosowanie tego organizmu w badaniach patogenezy ciliopatii. 

W przypadku prac opisujących patogenne warianty różnych genów, płaziniec ten był 

wykorzystany do badania roli dwóch genów związanych z patogenezą ciliopatii jak dotąd 

niezaklasyfikowanej jako PCD (CFAP45 i CFAP52) oraz trzech genów o potwierdzonym 

związku z patogenezą PCD (CFAP298, CCDC151 i CFAP300); badanie genu CFAP300 

opisano w Artykule 2 wchodzącym w skład niniejszej rozprawy doktorskiej. W pracy 

przeglądowej zwrócono również uwagę na geny, które w momencie badania  

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

ale po znalezieniu patogennych wariantów tych genów u ludzi, w oparciu o dane kliniczne 

pacjentów oraz inne wyniki badań, zostały zaklasyfikowane jako geny zaangażowane  

w patogenezę tej choroby.  

W rozdziale trzecim przedstawiono perspektywy dotyczące wykorzystania  

S. mediterranea jako organizmu modelowego. Ze względu na rosnącą liczbę naukowców 

zajmujących się badaniem planarii, wiedza na temat robaków, liczba danych genomowych, 

transkryptomicznych, fenotypowych, filogenetycznych, a w konsekwencji liczba narzędzi 

oraz baz danych dedykowanych S. mediterranea nieustannie rośnie, czyniąc ten organizm 

bardziej dostępnym i atrakcyjnym dla środowiska naukowego.  

Podsumowanie: 

Przedstawione w pracy przeglądowej dane dotyczące S. mediterranea jako modelu 

do badania genów związanych z funkcjonowaniem rzęsek ruchowych oraz genów 

zaangażowanych w PCD i inne ciliopatie rzęsek ruchowych, pozwoliły na wysunięcie 

wniosku, że organizm ten może być efektywnym i niedrogim modelem do przeprowadzenia 

wstępnej analizy funkcjonalnej genów związanych z rzęskami ruchowymi, w tym genów 
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potencjalnie zaangażowanych w PCD. Pokrywający brzuszną część ciała planarii nabłonek, 

którego komórki na swej apikalnej części posiadają liczne rzęski ruchowe, w zadowalającym 

stopniu odzwierciedla złożoność ludzkiego nabłonka oddechowego, czyniąc ten organizm 

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

P. tetraureli). Równocześnie, ze względu na prostotę, niskie koszty, planarie są modelem 

łatwiej dostępnym niż bardziej zaawansowane modele kręgowców (np. ryby, myszy).  

 

Mój wkład w powstanie publikacji:  

• ustalenie koncepcji i planu pracy 

• przegląd i wybór prac omówionych w publikacji 

• pisanie oryginalnej wersji publikacji 

• opracowanie rycin i tabel. 

 

Publikacja jest dostępna pod następującym adresem internetowym:  

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

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

Ciliary Dynein Arms Trafficking 

Ewa Ziętkiewicz, Zuzanna Bukowy-Bieryłło, Alicja Rabiasz, Patrycja Daca-Roszak, Alina 

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

Michał Witt 

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

 

Wieloletnie badania prowadzone w Zakładzie Genetyki Molekularnej i Klinicznej 

IGC pozwoliły na wyjaśnienie genetycznego podłoża PCD u około 50% rodzin pochodzenia 

słowiańskiego (grupa badawcza: 398 Polaków i 16 Słowaków). W celu lepszego 

zrozumienia podłoża PCD, przeprowadzono sekwencjonowanie całoeksomowe (whole-

exome sequencing, WES) u 120 polskich pacjentów z PCD o niezidentyfikowanym dotąd 

podłożu tej choroby. Analiza WES pozwoliła na identyfikację nowych patogennych 

wariantów w znanych genach PCD, jak również genów kandydatów, potencjalnie 

zaangażowanych w patogenezę tej ciliopatii. Jednym z takich genów był zlokalizowany  

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

w którym u siedmiu niespokrewnionych pacjentów (homozygot) zidentyfikowano 

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

3. 

 W momencie projektowania, jak i realizacji badań do publikacji nie było danych na 

temat związku genu CFAP300 z patogenezą PCD, w związku z czym został on 

zaklasyfikowany jako gen kandydat potencjalnie zaangażowany w PCD. Celem omawianej 

pracy było potwierdzenie roli CFAP300 w patogenezie PCD i określenie wpływu badanego 

genu na strukturę i funkcję rzęsek ruchowych. 

Przy użyciu sekwencjonowania Sangera w rodzinach pacjentów potwierdzono 

recesywny sposób dziedziczenia wariantu c.[198_200 delTTTinsCC]. Dodatkowa analiza 

materiału od pozostałych (około 80) pacjentów, oparta o metodę polimorfizmu konformacji 

jednoniciowych fragmentów (single-strand conformation polymorphism, SSCP) 

i sekwencjonowanie Sangera, pozwoliła na identyfikację tego wariantu u kolejnych 

dziesięciu niespokrewnionych chorych: siedmiu homozygot, dwóch złożonych 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 którego w toku dalszych 

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

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

delTTTinsCC], którego obecność może prowadzić do wprowadzenia przedwczesnego 

kodonu STOP i tym samym powstania skróconego białka CFAP300. Dostępność materiału 

(cDNA uzyskanego z RNA wyizolowanego z komórek nabłonka oddechowego pacjenta) 

umożliwiła sprawdzenie wpływu obecności homozygotycznego wariantu c.[198_200 

delTTTinsCC] na poziom ekspresji mRNA CFAP300 poniżej (3’) i powyżej (5’) 

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

wykazała brak fragmentu transkryptu CFAP300 poniżej (3’) eksonu 3 u pacjenta, przy 

jednocześnie niezmienionym poziomie ekspresji równolegle analizowanych genów (genów 

kodujących białka strukturalne rzęsek: DNAH5, RSPH4A oraz genu referencyjnego: 

GAPDH). Poziom ekspresji fragmentu transkryptu powyżej (5’) eksonu 3 był znacznie 

obniżony (do około 10% w odniesieniu do kontroli). Obserwacje te sugerują degradację 

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

który polega na wykryciu i eliminacji cząsteczek mRNA zawierających przedwczesny 

kodon STOP. Analiza in silico pozostałych wariantów CFAP300 (c.353A>G oraz 

c.675+3_6delAAGT) wskazała na ich potencjalny udział w składaniu (splicingu) 

transkryptu kodowanego przez CFAP300, co również może mieć charakter patogenny. Ze 

względu na brak materiału od pacjentów, nie zostało to potwierdzone eksperymentalnie.  

Analiza danych klinicznych pacjentów z patogennymi wariantami w genie CFAP300 

wykazała, że wszyscy pacjenci mieli typowe objawy PCD; odwrócenie narządów (situs 

inversus totalis) było obserwowane u dziewięciu (na 19) pacjentów, zaś dane dostępne dla 

pięciu pacjentów wykazały, że zmiany w badanym genie prowadzą do znacznego obniżenia 

poziomu tlenku azotu w odniesieniu do wartości referencyjnej. Dostępne dla pięciu 

pacjentów filmy z HSVM wykazały całkowity brak ruchu rzęsek komórek nabłonka 

oddechowego, zaś analiza archiwalnych zdjęć przekroju rzęsek komórek nabłonka 

oddechowego (dla dwóch pacjentów) wskazała na zaburzenia w strukturze rzęsek: brak 

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

2). W celu lepszego zrozumienia wpływu c.[198_200 delTTTinsCC] na ultrastrukturę 

rzęsek, przeprowadzono analizę immunofluorescencyjną komórek nabłonka oddechowego 

pacjenta w odniesieniu do kontroli z użyciem przeciwciał skierowanych na różne elementy 
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strukturalne rzęsek. Podczas gdy GAS8, CCDC39 i RSPH4A wykazywały prawidłową 

lokalizację w aksonemie (wskazanej przez markerowe przeciwciało, acetylowaną alfa-

tubulinę), stwierdzono brak obecnych w kontroli markerów ODA (DNAH5 i DNAI2) oraz 

IDA (DNALI1), co potwierdziło obserwacje z TEM. Chociaż białka te nie występowały  

w aksonemie rzęsek, w większości komórek zaobserwowano ich obecność w apikalnej 

części cytoplazmy. Co ciekawe, sygnał DNALI1 zlokalizowany był bardziej dystalnie niż 

marker ciałek podstawnych (centryna), podczas gdy sygnał DNAH5 nie przechodził  

z cytoplazmy poza ciałko podstawne.  

W celu lepszego zrozumienia profilu ekspresji CFAP300 względem wybranych 

genów reprezentujących różne elementy rzęsek ruchowych (FOXJ1, DNAH5, DNAI1, 

CCDC40, RSPH4A, DYX1C1), przeprowadzono kompleksową analizę względnej ekspresji 

badanych genów w trakcie różnicowania hodowli komórek nabłonka oddechowego 

pochodzących z polipów zdrowych dawców. Profil ekspresji CFAP300 (wzrost ekspresji 

między dniem 3 a 11 ciliogenezy, następnie stopniowe efekt plateau lub delikatny spadek 

ekspresji) był podobny do profilu ekspresji innych genów rzęskowych: DYX1C1, który jest 

zaangażowany w składanie ramion dyneinowych, genów kodujących białka strukturalne 

ramion dyneinowych (DNAH5, DNAI1) oraz genu kodującego białko kompleksu N-DRC 

(CCDC40).  

Kolejnym etapem była analiza ewolucyjnego zakonserwowania CFAP300 między 

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

silico struktury genu wykazała, że gen ryby, podobnie jak człowieka, składa się z siedmiu 

eksonów, podczas gdy gen S. mediterranea z pięciu. Porównanie sekwencji białkowej 

CFAP300 pozwoliło na stwierdzenie, że najwyższy stopień zakonserwowania (>43% 

identyczności) we wszystkich trzech organizmach dotyczy sekwencji białkowej 

opowiadającej eksonowi drugiemu oraz piątemu genu człowieka.  

Ostatnim etapem badań było potwierdzenie ewolucyjnego zakonserwowania roli 

genu CFAP300 w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych przy użyciu metody interferencji RNA 

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

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

Efektywność wyciszenia potwierdzono na poziomie mRNA S. mediterranea. Dzień po 

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

nowych komórek nabłonka i procesu ciliogenezy. Po upływie 6-7 dni od cięcia robaków 
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obserwowano wpływ wyciszenia homologa CFAP300 (Smed-cfap300) na lokomocję 

robaków (wzór i prędkość ruchu). Robaki z wyciszonym Smed-cfap300 poruszały się  

w charakterystyczny sposób spowodowany zaburzeniem funkcji rzęsek ruchowych, 

wykazując ruch typowy dla funkcji aparatu mięśniowego (tzw. inchworming movement). 

Przemieszczanie się robaków było około 5 razy wolniejsze w porównaniu do robaków 

kontrolnych karmionych wątróbką z dsRNA skierowanym przeciwko białku zielonej 

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

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

planarii przy użyciu HSVM potwierdziła wpływ wyciszenia na funkcję rzęsek ruchowych 

robaków; w odróżnieniu od robaków kontrolnych, rzęski robaków z wyciszonym Smed-

cfap300 poruszały się bez zachowania koordynacji ruchowej.   

Omówiona praca pozwoliła na potwierdzenie roli CFAP300 w patogenezie PCD. Ze 

względu na stosunkowo dużą częstość obecności patogennego wariantu 

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

słowiańskiego, stwierdzono, że testy diagnostyczne w polskiej populacji powinny zostać 

rozszerzone o analizę tego genu. Analiza materiału od pacjentów wykazała, że patogenne 

warianty genu CFAP300 mają związek z zaburzeniem ruchu rzęsek (całkowity brak ruchu) 

oraz zaburzeniami ultrastruktury rzęsek (brak zewnętrznych i wewnętrznych ramion 

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

innych genów rzęskowych, wraz z analizą dostępnych danych literaturowych (Dyskusja 

pracy) wskazują na rolę CFAP300 w cytoplazmatycznym składaniu ramion dyneinowych 

oraz ich transporcie. Ponadto potwierdzono ewolucyjnie zakonserwowaną rolę CFAP300  

w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych; wyciszenie Smed-cfap300 spowodowało zaburzenie 

funkcji rzęsek ruchowych w organizmie modelowym, S. mediterranea. 

Wykorzystanie S. mediterranea jako organizmu modelowego w omawianej pracy 

było poprzedzone optymalizacją użycia tego organizmu do badania genów związanych  

z funkcjonowaniem rzęsek ruchowych. Organizm ten nie był wcześniej wykorzystywany  

w Zakładzie, ani Instytucie, w którym realizowana była rozprawa doktorska; jego 

wprowadzenie i optymalizacja użycia stanowiły istotny element przedłożonej rozprawy 

doktorskiej. 
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Mój wkład w powstanie publikacji: 

• udział w ustaleniu koncepcji i metodologii badań  

• analiza wpływu obecności patogennego wariantu na poziom ekspresji wybranych 

genów (RT-PCR na archiwalnym materiale pacjenta) 

• udział w hodowli komórek nabłonka oddechowego  

• analiza in silico ewolucyjnego zakonserwowania CFAP300 między organizmami 

• zaprojektowanie, wykonanie i interpretacja doświadczeń z wykorzystaniem  

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

i synteza dsRNA przy użyciu transkrypcji in vitro), potwierdzenie efektywności 

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

wpływu wyciszenia na funkcjonowanie rzęsek ruchowych planarii (analiza 

lokomocji robaków i ruchu rzęsek) 

• udział w przygotowaniu rycin i tabel 

• udział w pisaniu oryginalnej wersji manuskryptu i krytyczny przegląd ostatecznej 

wersji manuskryptu. 

 

 

Publikacja oraz informacje dodatkowe (załączniki) są dostępne pod następującym adresem 

internetowym: 

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

 

https://doi.org/10.1165/rcmb.2018-0260OC
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Figure E1 
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Figure E3 
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Artykuł 3 

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

dyskinesia  

Alicja Rabiasz, Zuzanna Bukowy-Bieryłło, Patrycja Kaźmierczak, Hanna Przystałowska-

Macioła, Marcin Mikoś, Irena Wojsyk-Banaszak, Ewa Ziętkiewicz 

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

 

 W odpowiedzi na stale rosnącą liczbę genów raportowanych jako nowe geny 

zaangażowane w różne jednostki chorobowe powstała baza danych ClinGen (Clinical 

Genome Resourse) działająca przy Narodowych Instytutach Zdrowia (National Institutes  

of Health, NIH), która służy jako narzędzie do zdefiniowania znaczenia raportowanych 

patogennych wariantów i genów w różnych chorobach człowieka. Zgodnie z zasadami tej 

bazy, aby gen otrzymał status genu definitywnie zaangażowanego w patogenezę danej 

choroby, jego związek z określoną chorobą powinien zostać zgłoszony kilka razy. CFAP221 

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

jest jednym z genów PCD, który zdaniem grupy ekspertów ClinGen wymaga pilnego 

potwierdzenia poprzez opublikowanie dodatkowych przypadków pacjentów z patogennymi 

w wariantami w tym genie, co pozwoli na określenie spektrum wariantów powodujących 

chorobę oraz cech klinicznych związanych z tym genem a chorobą. Celem omawianej pracy 

było potwierdzenie roli genu CFAP221 w patogenezie pierwotnej dyskinezy rzęsek.  

 Analiza genetyczna DNA pacjenta o lżejszym przebiegu PCD z dominującymi 

objawami laryngologicznymi, brakiem rozstrzeni oskrzeli, prawidłową funkcją płuc  

w wieku 18 lat, brakiem odwrócenia narządów, wadą serca w wywiadzie oraz obniżonym 

poziomem tlenku azotu, wykazała obecność patogennego wariantu 

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

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

wariantu na drugim allelu, przeprowadzono analizę WES. Analiza ta również nie wykazała 

zmian na drugim allelu genu LRRC6 u pacjenta, natomiast pozwoliła na identyfikację 

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

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

i rodziców potwierdziło recesywny sposób dziedziczenia tego wariantu. Podczas gdy 

patogenny wariant LRRC6:c.436G>C był obecny tylko u pacjenta oraz jego matki, 



80 
 

nosicielstwo CFAP221:c.1641dup stwierdzono u obojga rodziców oraz u zdrowego brata 

pacjenta. Analiza in silico wskazała na potencjalnie silny patogenny wpływ 

zidentyfikowanego wariantu, którego pojawienie się może prowadzić do wprowadzenia 

przedwczesnego kodonu STOP. W celu określenia wpływu patogennego wariantu na 

poziom ekspresji CFAP221 przeprowadzono analizę poziomu transkryptu oraz białka  

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

zlokalizowanych powyżej (5’), pomiędzy oraz poniżej (3’) miejsca występowania wariantu 

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

w odniesieniu do genu referencyjnego, wykazała całkowity brak produktu PCR  

w porównaniu do kontroli (zdrowego dawcy); obserwacja ta została potwierdzona na 

poziomie białkowym. Uzyskane wyniki sugerują degradację nieprawidłowego mRNA 

CFAP221 na skutek szlaku NMD. 

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

(powodującego brak białka CFAP221) na funkcjonowanie rzęsek ruchowych 

przeprowadzono analizę struktury i funkcji rzęsek komórek nabłonka oddechowego  

u pacjenta w porównaniu do kontroli. Analiza IF z użyciem przeciwciał skierowanych 

przeciwko białkom DNAI1, RSPH4A, GAS8, acetylowanej alfa-tubulinie wskazała na brak 

wpływu patogennego wariantu CFAP221 na główne elementy ultrastruktury aksonemy 

(ODA, RS, N-DRC); sygnał IF z użyciem przeciwciał dla białek pary centralnej (STK36  

i SPEF2) był natomiast nieznacznie zmieniony. U kontroli oba przeciwciała specyficznie 

barwiły rzęski; u pacjenta sygnał anti-SPEF2, chociaż obecny w rzęskach, dominował  

w cytoplazmie, natomiast sygnał anti-STK36 w części komórek (31%) występował  

w rzęskach, a w pozostałych (69%) zarówno w rzęskach jak i w cytoplazmie. Kolejna 

analiza, badanie ruchu rzęsek przy użyciu HSVM, wykazała, że rzęski pacjenta poruszały 

się niesynchronicznie, w sposób okrężny. Aby wykluczyć wpływ czynników 

środowiskowych na ruch rzęsek, wyprowadzono hodowlę komórek pierwotnych nabłonka 

oddechowego pacjenta oraz kontroli, które następnie były różnicowane w hodowli na 

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

pacjenta po ciliogenezie pozostał niesynchroniczny i okrężny; średnia częstotliwość bicia 

rzęsek (ciliary beat frequency, CBF) komórek pacjenta wynosiła 6.91 ± 0.91, a u kontroli 

8.14 ± 1.36 Hz (p<0.001). W celu określenia wpływu okrężnego ruchu rzęsek na transport 

śluzowo-rzęskowy przeprowadzono eksperyment z użyciem kulek fluorescencyjnych 

(sferyczne/kuliste cząstki o średnicy 0.5 µm). Prędkość transportu kuleczek przez w pełni 



81 
 

zróżnicowane komórki nabłonka oddechowego była ponad 5 razy niższa u pacjenta  

w porównaniu do zdrowej kontroli (13.63 ±5.95 i 69.95 ±5.74 µm/s, odpowiednio; p<0.001). 

Uzyskanie materiału (próbka nasienia) od pacjenta umożliwiło analizę wpływu badanego 

wariantu na funkcję witek plemników. Znaczna większość plemników miała normalną 

witkę, a analiza ruchu oraz morfologii plemników nie odbiegała od norm przyjętych przez 

Światową Organizację Zdrowia (World Health Organization, WHO). 

 Ostatnim etapem badań było potwierdzenie roli CFAP221 w funkcjonowaniu rzęsek 

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

badanego genu robakom podawano dsRNA skierowane przeciwko homologowi ludzkiego 

CFAP221 – Smed-cfap221 (jako kontrolę użyto robaki traktowane dsRNA przeciwko 

eGFP); efektywność wyciszenia potwierdzono przy użyciu qRT-PCR. Wpływ wyciszenia 

badanego genu na fenotyp S. mediterranea obserwowano na całych, nieciętych robakach. 

RNAi Smed-cfap221 nie wpłynęło na zmianę wzoru ruchu, ale spowodowało istotne 

statystycznie spowolnienie lokomocji planarii o 34% w porównaniu do kontroli (0.954 ± 

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

w okolicy głowy robaków wykazała wpływ wyciszenia na ruch rzęsek: rzęski poruszały się 

wolniej i w sposób niesynchroniczny. Średnia częstotliwość bicia rzęsek u robaków  

z wyciszonym Smed-cfap221 była o około 15% wolniejsza w porównaniu do robaków 

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

 Podsumowując, omówiona praca pozwoliła na potwierdzenie roli wariantu 

CFAP221:c.1641dup w patogenezie pierwotnej dyskinezy rzęsek o lżejszym przebiegu 

klinicznym. Analiza rzęsek nabłonka oddechowego pacjenta wykazała wpływ braku białka 

CFAP221 na zaburzenie elementów pary centralnej, przy jednoczesnym braku wpływu na 

inne struktury aksonemy rzęsek. Ruch rzęsek był niesynchroniczny i okrężny, co  

w konsekwencji prowadziło do istotnego spowolnienia transportu śluzowo-rzęskowego. 

Badanie nasienia pacjenta nie wykazało wpływu braku CFAP221 na standardowe parametry 

nasienia, w tym na morfologię plemników czy ich ruchliwość. Ponadto stwierdzono 

ewolucyjnie zakonserwowaną rolę badanego genu w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych  

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

był spójny z fenotypem obserwowanym u planarii po wyciszeniu homologa genu CFAP221 

(Smed-cfap221). 
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Mój wkład w powstanie publikacji: 

• udział w ustaleniu koncepcji; przygotowanie planu badań 

• zabezpieczenie środków finansowych  

• analiza wpływu obecności patogennego wariantu na poziom ekspresji mRNA  

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

Blot) 

• udział w analizie nasienia pacjenta 

• zaprojektowanie, wykonanie i interpretacja doświadczeń z wykorzystaniem  

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

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

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

PCR), analiza wpływu wyciszenia na funkcjonowanie rzęsek ruchowych planarii 

(analiza lokomocji robaków i ruchu rzęsek) 

• pisanie oryginalnej wersji manuskryptu, przygotowanie tabel i większości rycin 

• przygotowanie ostatecznej wersji manuskryptu 

• obowiązki autora korespondencyjnego.  

 

 

Publikacja oraz informacje dodatkowe (załączniki) są dostępne pod następującym adresem 

internetowym: 

https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2025.167855 
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Artykuł 4 

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 

Alicja Rabiasz, Monika Drobna-Śledzińska, Patrycja Kaźmierczak, Michał Witt, Ewa 

Ziętkiewicz  

Genes & Diseases, https://doi.org/10.1016/j.gendis.2025.101535 

 

 SPAG1 (sperm-associated antigen 1) zlokalizowany w chromosomie 8, jest jednym 

z genów, którego patogenne warianty prowadzą do wystąpienia PCD na skutek uszkodzenia 

składania ramion dyneinowych, które stanowią istotny element strukturalny i funkcjonalny 

rzęsek ruchowych. Pacjenci z patogennymi wariantami SPAG1 mają typowe 

pulmonologiczne objawy PCD, u większości obserwowane jest zaburzenia osi symetrii ciała 

(odwrócenia narządów), a rzęski komórek nabłonka oddechowego pacjentów są nieruchome 

w związku z brakiem ramion dyneinowych. W grupie prawie 300 pacjentów, u których  

w toku długoletnich badań prowadzonych w Zakładzie zidentyfikowano genetyczne podłoże 

PCD, patogenne warianty w SPAG1 występowały u 60 niespokrewnionych pacjentów, 

czyniąc ten gen najczęściej zaangażowanym w patogenezę PCD u polskich pacjentów. Dwa 

najczęściej występujące i wcześniej opublikowane warianty to: nonsensowny wariant  

w eksonie 16 (NM_003114.5:c.2014C>T; p.Gln672Ter) oraz duża delecja 11 973 bp, 

[NM_005034.4:c.61+201__NM_003114.5:c.140+1169]del), obejmująca dwa pierwsze 

eksony SPAG1 oraz eksony 3-4 genu POLR2K (RNA Polymerase II, I and III Subunit K), 

który znajduje się 5’ w stosunku do SPAG1. Wariant c.2014C>T był obserwowany u 27 

homozygot oraz 31 złożonych heterozygot, z czego u 28 pacjentów drugim patogennym 

wariantem była duża delecja; delecja 11 973 bp została również zidentyfikowana u 2 innych 

złożonych heterozygot. Podobnie jak w dwóch wcześniejszych pracach opisujących SPAG1, 

nie zaobserwowano homozygot z delecją obejmującą części genów SPAG1 i POLR2K. 

Celem pracy było wyjaśnienie przyczyny braku homozygotycznych pacjentów z delecją 

obejmującą eksony 1-2 genu SPAG1 oraz eksony 3-4 genu powyżej SPAG1, POLR2K.  

Zgodnie z prawem Hardy’ego-Weinberga, w grupie 60 pacjentów z patogennymi 

wariatami w genie SPAG1 powinny występować 4 homozygoty z delecją 11 973 bp. Aby 
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zwiększyć istotność prowadzonej analizy, do grupy 60 analizowanych pacjentów, dołączono 

dane dla wcześniej raportowanych 16 pacjentów (w tym 8 złożonych heterozygot z delecją) 

oraz 25 niemieckich pacjentów prof. Heymuta Omrana (6 homozygot c.2014C>T i 19 

heterozygot zawierających c.2014C>T i dużą delecję; tam również nie zaobserwowano 

żadnej homozygoty z dużą delecją). Według prawa Hardy’ego-Weinberga w rozszerzonej 

grupie 103 pacjentów PCD liczba oczekiwanych homozygot powinna wzrosnąć do ośmiu. 

Na podstawie obserwowanego rozkładu genotypów sformułowano hipotezę, że brak 

homozygot z delecją obejmującą 1-2 eksony SPAG1 i 3-4 POLR2K wynika ze szkodliwego, 

potencjalnie letalnego wpływu braku funkcjonalnej formy POLR2K. POLR2K jest 

najmniejszą podjednostką polimerazy II RNA, dzieloną z polimerazą RNA I oraz III; jest 

zaangażowana w powstawanie każdego rodzaju cząsteczek RNA oraz wpływa na składanie 

kompleksu preinicjacyjnego polimerazy III RNA. 

 W celu weryfikacji hipotezy porównano wpływ wyciszenia homologów SPAG1  

i POLR2K na poziomie całego organizmu. W tym celu przeprowadzono RNAi dla każdego 

z genów w modelu S. mediterranea; organizm ten jest nie tylko wykorzystywany do badania 

genów rzęskowych, ale jest również opisywany jako alternatywny model do badania 

embrionalnie letalnych genów w dorosłym organizmie. Wyciszenie badanych genów 

przeprowadzono poprzez podawanie dsRNA skierowanych przeciwko Smed-spag1 lub 

Smed-polr2k (jako kontrolę użyto robaki karmione dsRNA przeciwko eGFP), efektywność 

wyciszenia potwierdzono na poziomie mRNA. RNAi Smed-spag1 nie wpłynęła na 

morfologię S. mediterranea, ale spowodowała zaburzenie wzoru i prędkości ruchu robaków; 

planarie przemieszczały się w sposób charakterystyczny dla defektu rzęsek ruchowych, przy 

pomocy mięśni (inchworming movement), a prędkość ich poruszania była około 3 razy 

mniejsza niż w kontroli (0.354 ± 0.065 mm/s i 1.189 ± 0.371, odpowiednio; p <0.001).  

W przeciwieństwie do Smed-spag1, wyciszenie Smed-polr2k nie wpłynęło na lokomocję 

robaków, ale spowodowało liczne defekty ciała robaków (np. lizę tkanki, regresję głowy), 

finalnie prowadząc do ich śmierci. Ze względu na ogromne zdolności regeneracyjne  

S. mediterranea zbadano wpływ RNAi Smed-polr2k na regenerację robaków (dzień po 

ostatnim podaniu dsRNA robaki pocięto w celu stymulacji procesu regeneracji). Wyciszenie 

badanego genu spowodowało zaburzenie regeneracji robaków, co finalnie, podobnie jak  

w przypadku nieciętych robaków, doprowadziło do ich śmierci. W celu lepszego 

zrozumienia wpływu wyciszenia Smed-polr2k na fenotyp planarii i odniesienia uzyskanych 

wyników do ludzi, dokonano analizy wyciszenia POL2RK na funkcje życiowe komórek linii 
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HEK293T. Komórki transfekowano oddzielnie przy użyciu dwóch komercyjnie dostępnych 

siRNA (POLR2K siRNA_1 i siRNA_2) celujących w różne miejsca eksonu 3 POLR2K (jako 

kontrole użyto rekomendowane siRNA niecelujące w sekwencje kodujące); efektywność 

wyciszenia potwierdzono na poziomie mRNA oraz białka. 48h po transfekcji z użyciem 

POLR2K siRNA_1 i siRNA_2 zaobserwowano wzrost liczby komórek apoptotycznych  

w porównaniu do kontroli negatywnej. Ponadto wyciszenie POLR2K z użyciem obu siRNA 

doprowadziło do znacznego obniżenia proliferacji komórek w porównaniu do komórek 

transfekowanych kontrolnym siRNA. 

Uzyskane wyniki pozwoliły na potwierdzenie hipotezy, że brak homozygotycznych 

pacjentów z dużą delecją wynika z braku funkcjonalnego białka POLR2K, nie zaś SPAG1 

(homozygoty patogennego wariantu w eksonie 16 SPAG1 występowały w badanej grupie  

z częstością zgodną z oczekiwaną na podstawie częstości allelu w populacji chorych). 

Badania z użyciem S. mediterranea potwierdziły ewolucyjnie zakonserwowaną rolę Smed-

spag1 w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych. Wyciszenie Smed-polr2k wykazało, że gen ten 

jest niezbędny do utrzymania homeostazy organizmu, prawdopodobnie poprzez regulację 

obiegu komórek, np. poprzez wpływ na proliferację dorosłych komórek macierzystych 

robaka. Wyciszenie POLR2K w ludzkiej linii komórkowej (HEK293T) pozwoliło na 

potwierdzenie wpływu POLR2K na funkcje życiowe komórek, proliferację i apoptozę. 

Analiza rozkładu genotypów u pacjentów z patogennymi wariantami w genie SPAG1 oraz 

uzyskane wyniki sugerują, że w przypadku opracowywania terapii, np. w oparciu o mRNA, 

leczenie pacjentów PCD, u których jednym z patogennych wariantów jest duża delecja 

obejmująca część SPAG1 oraz POLR2K, powinno opierać się na przywróceniu funkcji 

SPAG1.   

 

Mój wkład w powstanie publikacji: 

• ustalenie koncepcji i planu badań 

• zabezpieczenie środków finansowych  

• zaprojektowanie, wykonanie i interpretacja doświadczeń z wykorzystaniem  

S. mediterranea: analiza in silico, wyciszenie homologa genu SPAG1 i POLR2K  

(w tym zaprojektowanie i synteza dsRNA przy użyciu transkrypcji in vitro), 

potwierdzenie efektywności wyciszenia na poziomie mRNA (izolacja RNA, synteza 

cDNA, qRT-PCR), analiza wpływu wyciszenia obu genów na fenotyp planarii  
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(w tym na lokomocję robaków), analiza wpływu wyciszenia POLR2K na zdolności 

regeneracyjne S. mediterranea 

• zaprojektowanie, wykonanie i interpretacja doświadczeń z wykorzystaniem ludzkiej 

linii komórkowej: wyciszenie POLR2K w komórkach HEK293T, potwierdzenie 

efektywności wyciszenia na poziomie mRNA i białka (izolacja RNA, synteza cDNA, 

qRT-PCR, izolacja białka, Western-Blot), przeprowadzenie testów funkcjonalnych  

• pisanie oryginalnej wersji manuskryptu, przygotowanie tabel i rycin 

• przygotowanie ostatecznej wersji manuskryptu 

• obowiązki autora korespondencyjnego. 

 

 

Publikacja oraz informacje dodatkowe (załączniki) są dostępne pod następującym adresem 

internetowym: 

https://doi.org/10.1016/j.gendis.2025.101535 
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Wnioski 

 Poszukiwanie nowych wariantów i genów potencjalnie zaangażowanych  

w patogenezę PCD, w połączeniu z potwierdzeniem ich roli w funkcjonowaniu rzęsek 

ruchowych, stanowi wciąż aktualne wyzwanie badawcze. W niniejszej pracy do 

przeprowadzenia analizy funkcjonalnej wybranych genów o nieznanej, niedostatecznie 

poznanej i znanej roli w PCD, opracowano i zastosowano organizm modelowy Schmidtea 

mediterranea.   

 W wyniku przeprowadzonych analiz opisanych w niniejszej rozprawie 

sformułowano następujące wnioski: 

• Schmidtea mediterranea stanowi obiecujący, ale dotychczas mało wykorzystany 

model do przeprowadzenia przesiewowej analizy funkcjonalnej zakonserwowanych 

ewolucyjnie genów potencjalnie związanych z patogenezą PCD.  

• Badanie wpływu wyciszenia genów na funkcjonowanie rzęsek ruchowych jest 

bardziej skuteczne przy wykorzystaniu całych, nieciętych robaków niż robaków 

pociętych.  

• Rola genów Smed-cfap300, Smed-cfap221 oraz Smed-spag1 w funkcjonowaniu 

rzęsek ruchowych jest ewolucyjnie zakonserwowana. 

• Wyciszenie homologów genów CFAP300 i CFAP221 w modelu S. mediterranea 

wskazało na ich istotną rolę w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych, tym samym 

potwierdzono udział badanych genów w patogenezie PCD.  

• Badania z użyciem S. mediterranea (uzupełnione o badania na ludzkiej linii 

komórkowej) potwierdziły hipotezę, że brak homozygotycznych pacjentów z dużą 

delecją obejmującą eksony 1-2 genu SPAG1 oraz eksony 3-4 genu POLR2K wynika 

z braku funkcjonalnej formy POLR2K; tym samym wykluczono rolę POLR2K  

w patogenezie PCD. 

• Obserwowany wpływ wyciszenia badanych genów na funkcjonowanie rzęsek 

ruchowych planarii był podobny do wpływu patogennych wariantów na funkcję 

nabłonka oddechowego u chorych na PCD (silny wpływ wyciszenia Smed-cfap300  

i Smed-spag1 na lokomocję robaków był spójny ze znacznymi zmianami funkcji 

rzęsek nabłonka oddechowego u pacjentów; subtelne zmiany w lokomocji i ruchu 

rzęsek robaków z wyciszonym Smed-cfap221 były spójne z łagodnym fenotypem 

obserwowanym u pacjenta). 
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Streszczenie  

 Rzęski ruchowe są ewolucyjnie zakonserwowanymi organellami komórkowymi, 

które tworzą wypustki na powierzchni wielu komórek eukariotycznych. Patogenne warianty 

w genach kodujących białka strukturalne rzęsek lub białka zaangażowane w ich biogenezę, 

prowadzą do rozwoju chorób genetycznych zwanych ciliopatiami. Sztandarowym 

przykładem ciliopatii związanej z dysfunkcją rzęsek ruchowych jest pierwotna dyskineza 

rzęsek (primary ciliary dyskinesia, PCD; OMIM244400). PCD jest rzadką chorobą 

dziedziczoną głównie autosomalnie w sposób recesywny, którą charakteryzuje duża 

heterogenność genetyczna i kliniczna. Objawy PCD obejmują m.in. na nawracające infekcje 

dróg oddechowych, ucha i zatok oraz ograniczoną płodność lub bezpłodność; ponadto  

u około 50% pacjentów z PCD obserwuje się odwrócenie narządów ciała.  

 Chociaż znanych jest aktualnie ponad 50 genów zaangażowanych w patogenezę tej 

choroby, u około 30% pacjentów genetyczne podłoże PCD pozostaje nieznane. 

Poszukiwanie nowych wariantów i genów odpowiadających za wystąpienie tej choroby,  

w połączeniu z potwierdzeniem ich roli w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych, stanowi wciąż 

aktualne wyzwanie badawcze. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było 

zoptymalizowanie i praktyczne zastosowanie Schmidtea mediterranea jako organizmu 

modelowego do potwierdzenia związku wybranych genów z zaburzeniami funkcji rzęsek 

ruchowych i patogenezą PCD. Ruch S. mediterranea zależy od komórek wielorzęskowych 

nabłonka pokrywającego brzuszną stronę ich ciała; wyciszenie genów związanych  

z rzęskami objawia się zaburzeniem ruchu robaków. Chociaż S. mediterranea jest opisywana 

jako model do badania rzęsek ruchowych, niewiele jest doniesień naukowych opisujących 

użycie tego organizmu jako modelu in vivo do potwierdzenia roli badanych genów  

w patogenezie PCD.  

 Niniejsza rozprawa doktorska stanowi zbiór czterech prac, w których zweryfikowano  

możliwość użycia płazińca (planarii), S. mediterranea, do badania genów zaangażowanych 

w patogenezę PCD. Pierwsza publikacja (praca przeglądowa) opisuje aktualny stan wiedzy 

na temat możliwości wykorzystania planarii do badania rzęsek ruchowych oraz ciliopatii 

związanych z dysfunkcją tych organelli. Pozostałe publikacje to prace oryginalne, których 

celem było potwierdzenie roli zidentyfikowanych patogennych wariantów w genach 

CFAP221 i CFAP300 oraz genu POLR2K (którego fragment ulega delecji razem z częścią 

znanego genu PCD, SPAG1), w patogenezie PCD.  
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 W celu potwierdzenia roli badanych genów w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych  

i patogenezie PCD, przeprowadzono ich wyciszenie przy użyciu metody interferencji RNA 

(RNA interference, RNAi) w modelu płazińca. Uzyskane wyniki pozwoliły na potwierdzenie 

roli CFAP221 i CFAP300 w patogenezie badanej choroby oraz wskazały na brak 

zaangażowania genu POLR2K w PCD. Badania z wykorzystaniem S. mediterranea 

udowodniły ewolucyjne zakonserwowanie roli CFAP300, CFAP221 i SPAG1  

w funkcjonowaniu rzęsek ruchowych. Planarie z wyciszonym CFAP300, SPAG1 poruszały 

się kilka razy wolniej od kontroli, czemu towarzyszyła zmiana wzorca ruchu; efekt 

wyciszenia był podobny do silnego wpływu obecności patogennych wariantów na funkcję 

komórek nabłonka oddechowego pacjentów. Wpływ wyciszenia CFAP221 na 

funkcjonowanie rzęsek ruchowych u robaków był subtelniejszy, zgodny z fenotypem 

obserwowanym u pacjenta. Uzyskane wyniki pozwoliły na potwierdzenie, że Schmidtea 

mediterranea stanowi prosty, tani i łatwo dostępny model do badania genów potencjalnie 

zaangażowanych w patogenezę PCD.  
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Abstract 

 Motile cilia are evolutionary conserved organelles that form protrusions on the 

surface of many eukaryotic cells. Pathogenic variants in genes encoding structural proteins 

or proteins involved in the biogenesis of cilia lead to a range of genetic disorders collectively 

called ciliopathies. A key example of ciliopathy caused by dysfunction of motile cilia is 

primary ciliary dyskinesia (PCD; OMIM244400). PCD is a rare disease inherited mainly in 

an autosomal recessive manner and is characterized by a great genetic and clinical 

heterogeneity. Symptoms of PCD include recurrent respiratory, ear and sinus infections and 

reduced fertility or infertility; in addition, in about 50% of PCD patients, situs inversus is 

observed. 

 Although more than 50 genes are known to be involved in the pathogenesis of PCD, 

in about 30% of patients the genetic basis of PCD remains unknown. Therefore, the search 

for new pathogenic variants and genes responsible for the occurrence of this disease, 

combined with confirmation of their role in the functioning of motile cilia, is still a current 

research challenge. The aim of this doctoral dissertation was to optimize and practically 

apply Schmidtea mediterranea as a model organism to confirm the role of genes associated 

with dysfunction of motile cilia and the PCD pathogenesis. S. mediterranea’ movement 

depends on multiciliated cells covering the ventral site of the planarian body; knockdown of 

cilia-related genes is manifested by changes in worm locomotion. Although planarians are 

described as an animal model for studying motile cilia, there is insufficient information in 

the literature on the use S. mediterranea as an in vivo model to confirm the role of studied 

genes in the pathogenesis of PCD. 

 This dissertation is a collection of four publications that verify the possibility of using 

S. mediterranea to study genes involved in the pathogenesis of PCD. The first publication 

(a review article) describes the current state of knowledge on the possibility of using 

planarians to study motile cilia and ciliopathies associated with dysfunction of these 

organelles. The remaining publications are original papers, the aim of which was to confirm 

the role of identified pathogenic variants in the CFAP221 and CFAP300 genes, and the 

POLR2K gene (a part of which is deleted, together with part of the known PCD gene, 

SPAG1). In order to confirm the role of selected genes in the functioning of motile cilia and 

the PCD pathogenesis, their silencing was carried out using the RNA interference (RNAi) 

method in the planarian model. The obtained results allowed to confirm the role of CFAP221 

and CFAP300 in the pathogenesis of studied disorder and indicated the lack on involvement 
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of POLR2K in PCD. Studies using S. mediterranea have demonstrated the evolutionary 

conserved role of CFAP221, CFAP300 and SPAG1 in the functioning of motile cilia.  

S. mediterranea after SPAG1 and CFAP300 silencing moved several times slower than 

controls, which was accompanied by a change in the movement pattern; the effect of 

silencing was similar to the significant impact of the presence of pathogenic variants on the 

function of respiratory epithelial cells of the PCD patients. The influence of CFAP221 

silencing on the function of motile cilia in worms was more subtle, consistent with mild 

phenotype observed in patient. The obtained results confirmed that Schmidtea mediterranea 

is a simple, cheap and easily accessible model for studying genes potentially involved in the 

pathogenesis of PCD. 
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