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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Cezarego Odrzygdzdzia pod tytutem:
‘Identyfikacja oraz wstepna charakterystyka biatek odpowiedzialnych za miedzykomérkowy
transport kwaséw nukleinowych u Schmidtea mediterranea’

Tematyka badar i cele rozprawy

Pan mgr inz. Cezary Odrzygdidi przygotowat rozprawe doktorska jako autorskie
opracowanie wynikéw eksperymentalnych wykonanych w ramach uczestnictwa w projekcie pt.:
Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie ,NanoBioTech”, realizowanym wspélnie przez trzy
jednostki: Politechnike Poznariskg, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu oraz Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk, a projekt jest
wspétfinansowany przez Unie Europejska z Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach
Programu Operacyjnego, Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020. Praca zostata przygotowana pod
kierownictwem, prof. dr hab. Marka Figlerowicza (promotor) oraz we wspétpracy z Panig dr
Natalia Koralewska (promotor pomocniczy) i wpisuja sie w tematyke naukowa metabolizmu
matych niekodujgcych RNA, realizowang z powodzeniem w Zaktadzie Biologii Molekularnej i
Systemowej, IChB-PAN. Praca skierowana jest na poznanie zjawiska regulacji ekspresji genéw
pod wplywem egzogennego dsRNA, ktére moze by¢ pobierane ze Srodowiska, i wywierac
ogélnoustrojowy wplyw na poziom ekspresji genéw, zjawiska zwanego srodowiskowg
interferencjg RNA - eRNAi (environmental RNA interference). Sam proces interferencji RNA, byt
jak i jest aktywnie eksplorowany przez wiele grup badawczych na catym s$wiecie, czego
rezultatem jest poznanie szklakéw metabolicznych zwigzanych z regulacjg ekspresji informacji
genetycznej na bazie matych nie kodujacych RNA; co wazne, wiedza ta stata sie podstawg do
opracowania techniki, tzw. ‘reverse genetics’, ktéra obecnie swieci triumfy w naukach
eksperymentalnych, w celu badania funkcji wielu biatek na drodze wytaczenia ekspresji genéw
kodujacych badane biatka. Co wiecej, RNAi a przede wszystkim eRNAI, znalazio juz zastosowanie
w biotechnologii jako nowa lub alternatywna bron do zwalczania szkodnikéw roslin uprawnych,
ktére nabyly odpornos¢ na klasyczne insektycydy. Pomimo juz dobrze ugruntowanej pozycji
RNAi w s$wicie naukowym, to jednak mechanizmy pobierania jak i transportu dsRNA ze
$rodowiska zewnetrznego do komdrki i jednoczesnie jego dystrybucji nie zostaly dobrze
poznane, oraz znaczenie biologiczne eRNAi takze pozostaje strefg mato poznang. Doktorant
swoimi dziataniami wypetnia t3 mato eksplorowana nisze naukowa, podejmujac temat analizy
funkcjonalnej biatek receptorowym w transporcie i dystrybucji dsRNA; Opracowat On
dedykowany model badawczy na bazie organizmu Schmidtea mediterranea - wyptawka.
Dziatania Doktorant moina zaklasyfikowaé do prac w zakresie ‘high-risk/high-gain research’, w
ktérych to Doktorant wychodzgc od zatozonej tezy, opracowuje wstepne dane na bazie prac in
silico (analizy filogenetyczne wraz z klasyczng analiza modelowania struktury biatka na bazie
sekwencji aminokwasowej) typujac obiekty badawcze - biatka z rodziny SID -
transportery/receptory dla dsRNA, a nastepnie przeprowadza ich wersyfikacje metodami
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eksperymentalnymi, z powodzeniem wykorzystujgc szereg technik w zakresie biologii
molekularnej, wykazujac sie doskonale opanowanym warsztatem badawczym.

Ocena pracy

Przedstawione do oceny opracowanie zostato przygotowane w klasycznym uktadzie dla
prac doktorskich jako autorska praca Pana mgr inz. Cezarego Odrzygdidzia; praca zawiera
wstep, cele, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie, literatura, zataczniki i
spis rysunkéw. Praca zostata przygotowana starannie, a forma prezentacji danych nie budzi
zastrzezen, spetniajac standardy naukowe dla opracowan tego typu.

Opracowanie otwiera wstep, formujacy obraz tematyki, w ktérej Doktorant jest
zakotwiczony. Autor skupia swoja uwage na zjawisku interferencji RNA - RNAi wskazujac, ze jest
to jeden z mechanizméw w regulacji ekspresji informacji genetycznej, wptywajac na stabilnosé
mRNA czy na regulacje wykorzystania mRNA w translacji, a tym samym podkres$la fakt, ze
mechanizmy regulujace stan proteomu w komdrce posiadajg wielopoziomowy wymiar. Co
wazne, Autor zwraca uwage na fakt, iz zjawisko RNAi z jednej strony wywiera bezposrednie
oddziatanie na metabolizm pojedynczej komérki, ale sygnat na bazie dsRNA i proces RNAi moze
posiadac charakter systemowy, tj. moze rozprzestrzenia¢ sie uktadowo, zjawisko zwane jako
srodowiskowe RNAI, eRNAi (environmental RNA interference). Autor wskazat, ze rola biologiczna
srodowiskowego RNAi nie zostat wyjasniona sugerujac, ze moze ono mieé¢ charakter
horyzontalnego transferu informacji, w szczegdlnosci u nizszych eukariontéw, ktére za
posrednictwem dsRNA jako molekut sygnalnych mogg adaptowac sie do zmian srodowiskowych.
Jednym z zasadniczych zagadnien jakie porusza Autor, w zwigzku ze Srodowiskowym RNAI, jest
mechanizm pobierania i transportu dsRNA przez organizmy wielokomdérkowe. Doktorant
wskazuje, ze w proces ten zaangazowane jest grupa biatek SID, a przede wszystkim biatka SID-1 i
SID-2. Biatka te majg charakter biatek transmembranowych, z tym, ze SID-1 dziata jako
niespecyficzny transporter RNA zas SID-2 moze dziata¢ jako receptor dla dsRNA, ktéry indukuje
pobdr dsRNA na drodze endocytozy. Doktorant podkresla, ze pomimo wielu lat badan, nie
zaproponowano modelu opisujacego pobdr i dystrybucji dsSRNA w obrebie wielokomérkowych
organizmoéw; ponadto wskazat On, ze obecnie jedyny model badawczy opiera sie na organizmie
C. elegans. Podsumowujac, Pan mgr inz. Cezary Odrzygdidz przedstawit obecny stan wiedzy na
temat zjawiska eRNAi, wskazujac na aspekty dobrze poznane, ale co wazne uwypuklajgc
wyzwania naukowe jakie stojg przed Srodowiskiem naukowym, aby lepiej poznaé funkcje
egzogennego dsRNA w procesie regulacji metabolizmu komérki eukariotycznej. Autor posiada
gruntowng wiedze, pozwalajagcg na krytyczne podejscie do problemu, co jest kluczowe dla
kreatywnej pracy naukowej i podejmowania ambitnych zamierzer naukowych.

Zasadniczym celem pracy byto ‘wkroczenie’ na mato poznane terytorium zwigzane z
tematyka transportu i dystrybucji dsRNA w obrebie organizmu wielokomdérkowego. Aby
osiggnac ten cel, Doktorant opracowat system badawczy z na bazie wyptawka jako organizmu
modelowego, a drogg do osiggniecia celu byta identyfikacja i charakterystyka funkcjonalna
biatek, ktore s3 zaangazowane w pobieranie ze Srodowiska dsRNA i miedzykomérkowy transport
kwaséw nukleinowych. Podjete dziatania mozna podzieli¢ na dwa zadania: pierwszy to dziatania
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z zakresu prac koncepcyjnych, na bazie ktérych Doktorant zidentyfikowat cele analityczne —
geny/biatka, ktére moga by¢ zaangazowane w transport/dystrybucje dsRNA, druga czges¢ to
eksperymentalna walidacja zidentyfikowanych celéw. W pierwszym zadaniu Autor dokonat
identyfikacji celéw, tj. genéw kodujacych biatka SID w genomie/transkryptomie wyptawka
wykorzystujac klasyczne metody oparte na algorytmie BLAST, a przede wszystkim tBLASTn, z
wzorcami SID-1 i SID-2 pochodzacymi z C. elegans, wykorzystujgc dedykowana baze danych
‘PlaneMine’ zawierajacg genomiczne/transkryptmiczne dane wyptawka; Autor nie wspomina o
proteomie wyptawka — czy takowy jest dostepny? Doktorant, zidentyfikowat pig¢ transkryptéw
wykazujacych podobieistwo do referencyjnego genu SID-1, za$ nie zidentyfikowano homologa
dla genu SID-2; nasuwa sie pytanie, czy zastosowana jedna metoda analityczna — tBLASTn — byfa
wystarczajaca, a tym samym, czy brak genu/biatka SID-2 u wyptawka, moze wynika¢ z
ograniczerr analitycznych; czy wykorzystano inne metody analityczne, aby zweryfikowac
obecnoé¢ czy brak zidentyfikowanych gendéw/transkryptéow (np. algorytm FASTA, czy inne). W
dalszej czeéci Doktorant dokonat wyboru trzech form/homologéw dla biatka SID-1 wyptawka, a
nastepnie zweryfikowat On ich obecnos¢ eksperymentalnie metoda RT-PCR, potwierdzajac
jednoznacznie obecno$é zidentyfikowanych transkryptéw w transkryptomie wyptawka. W
dalszej czesci Doktorant przeprowadzit analize filogenetyczng na bazie 23 sekwencji z 14
gatunkéw; myéle, ze bytoby ciekawe wykona¢ analize bioragc pod uwage szeroki zakres
organizméw z rdéiznych grup systematycznych, co mogtoby wskaza¢ droge ewolucyjng
genu/biatka SID. W dalszej kolejnosci, Doktorant skupit swoja uwage na walidacji i jednoczesnie
okresleniu poziomu ekspresji gendéw kodujacych biatka Smed-SIDT1-3 na poziomie tkankowym,
komérkowym i subkomérkowym na modelu wyptawka. W tym miejscu chciatbym sie zatrzymac
na drobnej kwestii semantycznej, tj.: Autor pisze , Kluczowe z perspektywy zrozumienia funkcji
gendw jest okredlenie tkankowo-specyficznych wzordw ich ekspresji.” - cel podania informac;ji
jest zasadny, ale zastanawiam sie, jak Autor rozumie informacje ...funkcji gendéw... ; nawigzujac
do stéw naszego Wieszcza, Juliusza Stowackiego: ,Chodzi mi o to, aby jezyk gietki, powiedziat
wszystko, co pomysli glowa...” — czy gen, poza kodowaniem informacji, moze posiadac jeszcze
inng funkcje. Skupiajac sie na merytoryce, musze przyznaé, ze Doktorant obrat dwu-wektorowa
droge analityczng, aby dokonaé walidacji zidentyfikowanych transkryptéw dla biatek Smed-
SIDT1-3. | tak, z jednej strony przeprowadzit On profilowania bioinformatycznego na bazie
dostepnych danych transkryptomicznych z poszczegélnych tkanek i izolowanych komérek
wyptawka, a co najwazniejsze przeprowadzit eksperymentalng walidacje lokalizacji tkankowej
poszczegblnych transkryptéw. Woykorzystat On technike WISH (whole-mount in situ
hybridization), co pozwolito zdefiniowaé obecnos¢ poszczegélnych transkryptéw w catym ciele
wyptawka. W konsekwencji, Doktorant zbudowat spéjng mape lokalizacji transkryptéw dla
biatek Smed-SIDT1-3, wykorzystujac dostepne bazy danych jak i wtasne analizy; prace te
jednoznacznie wskazaty, ze geny dla badanych biatek efektywnie ulegaja ekspresji, a co ciekawe
wzor jest charakterystyczny dla kazdego transkryptu, podkreslajac potencjalne zréznicowanie w
funkcji biatek w obrebie ciata wyptawka. W tym miejscu nasuwa sie pytanie o identyfikacje
biatek Smed-SIDT1-3; czy takowa identyfikacja byta rozpatrywana; nalezy podkresli¢, ze
obecno$é transkryptu dla danego biatka nie jest réGwnoznaczna z obecnoscig biatka, a tym
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samym pozostaje kwestig do rozwigzania, czy badane transkrypty podlegajg aktywnej translacji;
czy Doktorant rozpatrywat prace na poziomie biatka, np. analizy immuno-detekcji itp. Zakres
prac badawczych doktoranta nie tylko ograniczyt sie do analiz na poziomie biologii tkanek, ale
takze skupit swoja uwage na hipotetycznej dystrybucji tych biatek w komérce; wykorzystujac
ponownie narzedzia bioinformatyczne - DeeplLock wskazat, ze biatka te posiadajg potencjat do
lokalizacji w membranie komdrkowej; fakt ten, podkresla ich trans-membranowy charakter, a
tym samym wskazuje, Zze mogq one posiadac role biatek receptorowych. Koicowy etap analiz in
silico to analiza topologii oraz opracowanie modelu strukturalnego; prace wskazaly, ze biatka te
posiadajg domeny trans-membranowe, a modele strukturalne pozwolity na okreslenie pozycji
poszczegblnych domen w badanych biatkach; Doktorant do opracowania modeli strukturalnych
wykorzystat narzedzie zwane trRosetta, ale mys$le ze zasadne by byto wykorzystaé szereg
narzedzie, z ‘AlphaFold’ na czele, czy ‘ESM Metagenomic Atlas’, co zapewnito by wieksza
wiarygodnos¢ analiz in silico. Podsumowujac, pierwsza cze$¢ opracowania, to szeroko zakrojone
meta-analizy wsparte walidacja eksperymentalng, na bazie ktérych Doktorant z duzg doza
prawdopodobienstwa zidentyfikowat biatka nalezgce do grupy biatek zaangazowanych w
transport dsRNA.

Nalezy przyznaé, ze prace in silico (dodatkowo zweryfikowane eksperymentalnie) staty sie
‘preludium’ do zainicjowania, zasadniczego zadania, tj. analiz funkcjonalnych biatek Smed-SIDT1-
3 na bazie podejscia ‘reverse genetics’. Doktorant, opart analizy funkcjonalne na bazie
wyciszenia gendw kodujacych biatka Smed-SIDT1-3, wykorzystujagc dwa model badawcze:
wyptawek, jako zasadniczy obiekt oraz komérki embrionalne D. melanogaster, ktére nie
posiadaja biatka homologicznego SIDT1. Pierwszy krok, jak ze wainy, to opracowanie modelu
eksperymentalnego, z witasciwymi kontrolami, i walidacja efektywnosci wyciszenia
poszczegblnych gendw. Zadanie to zostato zrealizowane bardzo dobrze, Doktorant opracowat i
wykonat wyciszanie genéw Smed-SIDT1-3, ocenit kluczowe parametry jak: efektywnosé,
trwatos¢ efektu, behawior wyptawka, reakcje na stres czy wspétzaleznosci poziomu
poszczegdblnych transkryptéw w stosunku do wyciszanego genu. Jako tzw. ‘readout’ w analizie
funkcjonalnej Doktorant wykorzystat dobrze poznany fenotyp, tj. wyciszenie ekspresji -
kateniny prowadzace do zaburzenia polarnosci w ciele wyptawka, tzw. dwugtowy fenotyp. W
swoim postepowaniu zatozyt On, ze wyciszenie ekspresji genéw Smed-SIDT1-3, moze skutkowad
zaburzeniem transportu dsRNA ze $wiatta jelita wyptawka, karmionego dsRNA w celu wyciszenia
ekspresji B-kateniny, i w konsekwenciji, nie powinno powodowa¢ dwugtowego fenotypu. Nalezy
podkresli¢, ze podejscie eksperymentalne Doktoranta to doskonaty przyktad dziatan z zakresu
tzw. ‘hypothesis-driven research’, w ktérych to wyniki z analiz meta-genomiczne postuzyty do
przygotowania warsztatu analitycznego w celu walidacji postawionej hipotezy badawczej. W
rezultacie, Doktorant, wykazat, ze wyptawki z obnizong ekspresjg poszczegdlnych genéw, Smed-
SIDT #1, #2 i #3, nie wykazywaty obnizonej ekspresji genu dla B-kateniny (potwierdzone metoda
RT-PCR), co takze miato odzwierciedlenie w fenotypie, tj. fenotyp dziki dominowat; nasuwa sie
pytanie w zwigzku z tym, czy zaburzenie w poziomie ekspresji genéw Smed-SIDT1-3, a tym
samym ‘braku’ okreslonych biatek, moze obniza¢ dystrybucje czy pobdr dsRNA? Nalezy wskazac
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takze, ze efekt nie jest rGwno cenny, wyciszenie ekspresji genu #1 wywotuje najsilniejszy efekt;
jak Doktorant interpretuje ten wynik, czy mozna to korelowaé z lokalizacja transkryptéw/biatek
w ciele wyptawka i jednoczesnie przypisa¢ wstepne funkcje? Czy raczej jest zwigzane
zaleznosciami ekspresji miedzy poszczegdinymi genami — jak Doktorant wskazat na przyktadzie
wyciszenia ekspresji gendw Smed-SIDT1-3 na rycinie IV-22. Jako ostatni etap w ocenie
funkcjonalnej biatek Smed-SIDT1-3 Autor opracowania przeprowadzit charakterystyke badanych
biatek w uktadzie modelowych, na bazie komérek S2 z D. melanogaster, komérek ktére z
powodzeniem zostaty wykorzystane do charakterystyki biatka homologicznego Ce-SID-1.
Doktorant przygotowat komérki S2 transfekowane wektorami kodujacymi poszczegélne geny
Smed-SIDT1-3, co pozwolito na synteze biatek Smed-SIDT1-3 z etykieta V5 (obecnos¢ biatek
potwierdzono metodg western blotting (WB)) — zastanawia mnie kontrola K+, ktéra pokazuje
ekspresje biatka kontrolnego EGFP-V5, jak przypuszczam jest to fluorescencyjne biatko zielone;
masa molekularna tego biatko to 27 kDa — a sygnat w kontroli koresponduje z masg okoto 200
kDa — jak Doktorant interpretuje ten wynik — Rys. IV-32, K+). Tak przygotowane komorki zostaty
eksponowane na siRNA znakowane fluoresceing, a efektywnos$¢ poboru RNA zostata oceniona z
wykorzystaniem cystometrii przeptywowej; otrzymane wyniki wskazaty, ze siRNA zostato
pobrane do komérek, ktére prowadzity ekspresje jednego z badanych biatek Smed-SIDT1-3, z
efektywnoscia (po 60 min ekspozycji) okoto 40% niezaleznie od badanego biatka. Jak Doktorant
interpretuje osiggnieta wydajno$¢, wynoszaca okoto 40% - czy jest to podyktowane niska
transfekcja komérek S2 wektorami kodujagcymi biatka Smed-SIDT1-3 — czy niska wydajnoscia
transportu RNA do komérek S2; czy Doktorant rozpatrywat uzycie kontroli, na przyktad juz
wczesniej badanego biatka Ce-SID-17?

Podsumowujac, przeprowadzone prace badawcze przez Pana mgr inz. Cezarego
Odrzygbidzia, to spéjne dziatania naukowe, ktére poprzez dziatania koncepcyjne oparte o
analizy in silico wyznaczyly logiczny wektor poznawczymi. Majac solidne podstawy, oraz
opracowany model analityczny, Doktorant przeprowadzit analizy funkcjonalne wskazujac, ze
zidentyfikowane geny/transkrypty moga kodowac biatka o charakterze receptoréw zwigzanych z
transportem dsRNA. Wszystkie dziatania naukowe, to wymagajace pod wzgledem technicznym
prace eksperymentalne, ktére zostaly wykonane przez Doktoranta bardzo dobrze, z
zachowaniem stosownych standardéw eksperymentalnych. Koricowym efektem dziatan
Doktoranta jest opracowany i zweryfikowany funkcjonalnie model eksperymentalny, ktéry moze
postuzyé¢ do dalszych prac naukowych w kierunku poznania roli Srodowiskowej interferencji RNA
— eRNAi. W niniejszej ocenie nie mozna poming¢ koricowej czesci opracowania, tj. Dyskusji;
informacja podana przez Doktoranta jest jasna, spdjna, wida¢ swobode w syntezie danych
eksperymentalnych z aktualnym stanem wiedzy; ponownie wracajgc do naszego Wieszcza, i
cytujac fragment z Jego utworu, tekst opracowania mozna podsumowac: ,Strofa by¢ winna
taktem, nie wedzidtem” i tekst Doktorant posiada takowy ‘takt’ naukowy.

Whniosek koncowy
Przedstawiona do oceny praca doktorska to autorskie opracowanie naukowe Pana mgr
inz. Cezarego Odrzygdidzia, ktére spetnia standardy stawiane opracowaniom tego typu.
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Stwierdzam, ze Doktorant na drodze meta-analiz w potaczeniu z badaniami funkcjonalnymi
opracowat nowatorski model badawczy, ktadac podwaliny pod prace badawcze w kierunku
wyjasnienia zjawiska s$rodowiskowej interferencji RNA — eRNAi. Doktorant wykazat si¢
profesjonalnym warsztatem naukowy w zakresie analiz in silico jak i na polu analiz
eksperymentalnych w zakresie biologii molekularnej, co czyni Go osobg o wysokich
kwalifikacjach. Podsumowujac, rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789 ze zm.) w zwigzku z art.179 ust.1 i 2 ustawy z 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018
poz.1669) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o
dopuszczenie Pana mgr inz. Cezarego Odrzygdzdzia, do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Lublin 23.02.2023 Prof. dr hab. Marek Tchérzewski
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