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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Cezarego Odrzygézdzia

pt. ,,Identyfikacja oraz wst¢pna charakterystyka bialek odpowiedzialnych za

mi¢dzykomorkowy transport kwaséw nukleinowych u Schmidtea mediterranea”

Praca doktorska Pana mgr inz. Cezarego Odrzygdzdzia zostata wykonana pod opieka
promotora Pana prof. dr hab. Marka Figlerowicza oraz promotora pomocniczego Pani dr
Natalii Koralewskiej w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Systemowej Instytutu Chemii
Bioorganiczne] Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Temat rozprawy doktorskiej
dotyczy niezwykle waznego i ciekawego zagadnienia jakim sg mechanizmy regulacji
procesOw regeneracyjnych u zwierzat. Modelem badawczym w pracy jest wyptawek
Schmidtea mediterranea, ktory jest zdolny do bardzo efektywnej regeneracji dzigki statej
obecnosci w organizmie populacji pluripotentnych komorek macierzystych oraz

multipotentnych neoblastow.

Jednym z waznych narzedzi biologii molekularnej, ktore moga by¢ zastosowane
do badania procesu regeneracji jest selektywne wyciszanie gendéw za pomoca
mechanizmu RNAI. Dzialanie tego mechanizmu jest zalezne od wprowadzenia dsRNA
do badanego organizmu. Aby dobrze zrozumie¢ w jaki sposéb to narzedzie moze byc¢
stosowane w badaniach S. mediterranea Doktorant postanowit pozna¢ jeden z aspektow
procesu pobierania i transportu dsSRNA w organizmie S. mediterranea jakim jest
funkcjonowanie transporterow dsRNA. Jako cel pracy Doktorant postanowit zbada¢ u S.
mediterranea wystepowanie oraz funkcje biatek, ktore sa homologiczne do biatka SID-1

uczestniczacego w procesie transportu dsRNA u nicienia Caenorhabditis elegans.

Wstep literaturowy stanowi bardzo pomocne wprowadzenie do tematyki pracy,
poniewaz objasnia kluczowe zagadnienia zwigzane z fizjologia 1 procesami
regeneracyjnymi u S. mediterranea, a takze mechanizmem RNAi u zwierzat. Ponadto
Doktorant omoéwit stan wiedzy na temat mechanizméw pobierania dsRNA ze
srodowiska, w oparciu przede wszystkim o badania nicieni C. elegans. W tym kontekscie
szczegoOlnie szeroko objasnil sposob dziatania blonowego biatka SID-1, ktore u C.
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elegans funkcjonuje jako kanal biernie transportujgcy RNA. Ponadto przedstawit

mozliwe alternatywne funkcje genow homologicznych do SID-1 u kregowcoéw. Co
ciekawe znacznie mniej wiadomo na temat wyst¢pujacego u nicieni biatka SID-2, ktore
rowniez jest bialkiem blonowym, prawdopodobnie funkcjonujgcym jako receptor w
endocytotycznym pobieraniu dsRNA. Podsumowujac, w tej czgsci pracy Doktorant
bardzo przekonujgco uzasadnit duze znaczenie badan zdefiniowanych jako cel niniejszej

rozprawy, oraz przedstawit aktualny stan wiedzy w tej dziedzinie.

Swoje badania Pan Cezary Odrzygoézdz rozpoczal od zastosowania analizy
bioinformatycznej do znalezienia odpowiedzi na pytanie czy u S. mediterranea wystgpuja
biatka homologiczne do SID-1 i SID-2 z C. elegans. Wyniki tej analizy pozwolity mu na
wskazanie 3 bialek homologicznych do SID-1, natomiast nie wykazaly istnienia
homologdéw SID-2 u tego wyplawka. Nastepnie przy pomocy metody ddPCR Doktorant
wykryl obecnos$¢ transkryptow tych trzech gendéw, co potwierdza, ze ulegaja one
ekspresji u S. mediterranea. Stwierdzenie obecnosci biatek homologicznych do SID-1 u
S. mediterranea jest wazna obserwacja, poniewaz sugeruje mozliwg droge transportu
dsRNA do organizmu tego wyptawka. Jednoczesnie brak genu dla biatka
homologicznego do SID-2 sugeruje roznice w mechanizmie transportu dsRNA w
poréwnaniu do C. elegans. W opisie tych wynikéw zabrakto mi ilustracji pokazujacej
przyrownanie sekwencji (sequence alignment) odkrytych przez Doktoranta trzech bialek
homologicznych do SID-1. Pozwoliloby to czytelnikowi na stwierdzenie, np. na ile biatka
te sa podobne do siebie na poziomie sekwencji, albo czy posiadajg pewne domeny takie
same, a inne roznigce je od siebie, lub inaczej potaczone ze soba. Cechy te moglyby

zasugerowac na ile biatka te moga pelni¢ odmienne, a na ile naktadajace si¢ funkcje.

Nastepnie Doktorant sprawdzit jakie jest rozmieszczenie transkryptow genow
Smed-sidt1-3 w oparciu o istniejace bazy danych. Wykonal takze eksperymenty majace
na celu okreslenie rozmieszczenia tych transkryptow za pomoca metody WISH.
Poréwnanie informacji odczytanych z dwoéch baz danych oraz uzyskanych
eksperymentalnie przez Doktoranta wykazato zgodno$¢ lokalizacji dla Smed-sidt]
(parenchyma), natomiast odmienne obrazy dla Smed-sidt2 (wedlug wlasnych danych
eksperymentalnych Doktoranta: lokalizacja jelitowa) 1 Smed-sidt3 (rozmieszczenie
rozproszone). Sg to interesujgce dane i mimo rozbieznosci sg zgodne co do tego, ze
poszczegblne biatka SIDT1-3 moga wystgpowa¢ m. in. w parenchymie lub w regionie

jelitowym tego wyptawka. W kontekscie tych danych poprositbym Doktoranta w czasie

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 829 59 49
ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Biologii
uAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

obrony pracy doktorskiej o przedyskutowanie jakie moga by¢ przyczyny rozbieznosci

dotyczacych tkankowospecyficznej ekspresji badanych biatek widoczne w bazach danych

oraz w eksperymentach przeprowadzonych przez Doktoranta.

W kolejnym etapie prac Doktorant dokonal zbadatl przewidywana topologie
badanych biatek i porownat z topologia homologicznych bialek z innych organizmow.
Wyniki tej analizy wykazaly duze podobienstwo tych bialek. Cechg charakterystyczng
biatka Smed-sidt3 byta natomiast obecno$¢ dodatkowych regionow transmembranowych
pochodzacych z sekwencji N-koncowej. Co ciekawe, wszystkie trzy biatka zawieraly
motywy sekwencji charakterystyczne dla bialek wigzacych cholesterol. Czy mogtbym
poprosi¢ o przedyskutowanie w czasie obrony pracy jakie wnioski dotyczace funkcji tych
biatek wynikajg z pordwnania ich przewidywanych struktur? Jaka moze by¢ funkcja N-

koncowych domen o strukturze -kartki, ktore sa zlokalizowane wewngtrzkomorkowo?

W ostatnim, obszernym etapie badan Pan Cezary Odrzygdédz postanowit
sprawdzi¢, czy zgodnie z przewidywaniem wynikajacym z ich homologii do SID-1 z C.
elegans, biatka Smed-SIDT1-3 transportuja czasteczki RNA. Aby to sprawdzi¢ dokonat
wyciszenia ich ekspresji za posrednictwem mechanizmu RNAIi przez podanie dsRNA
przeciwko transkryptom Smed-sidt1-3 za pomoca iniekcji do swiatla jelita. Metoda ta
byta skuteczna prowadzac do obnizenia poziomu transkryptow tych gendéw. Ciekawy
aspekt tego eksperymentu polegal na tym, ze polegaty one na podawaniu dsRNA w celu
wyciszenia ekspresji genow, od ktorych produktow biatkowych zalezy pobranie tego
dsRNA. Czy to oznacza, ze istnieje jedynie krétkie okno czasowe dla stosowania dsSRNA
do wyciszenia Smed-sidt1-3 zanim poziom tych biatek obnizy si¢ w btonie komorkowe;j
prowadzac do ograniczenia pobierania dsRNA? Jak dhugi jest czas poéttrwania tych
biatek? Dodatkowe pytanie dotyczace tych eksperymentow jest zwigzane z faktem, ze
dsRNA dla wyciszenia Smed-SIDT1-3 byly podawane do $wiatla jelita poprzez iniekcje.
Czy w takich warunkach jest mozliwe, ze dSRNA dostaje si¢ do organizmu wyptawka
przez uszkodzenie S$ciany jelita spowodowane nakluciem, a nie tylko przez pobranie
przez komorki $ciany jelita? Czy sprawdzano skuteczno$¢ wyciszania Smed-SIDT1-3
gdy dsRNA byl podawany z pokarmem? Doktorant sprawdzal takze jakie sa zaleznosci
pomiedzy stosowaniem dsRNA przeciwko jednemu z trzech genow tych bialek a
wyciszeniem pozostatych (str. 79). Czy obserwowane zaleznosci moga wynika¢ z

wlasciwosci wybranej do tego celu sekwencji dsSRNA (podobienstwo sekwencji lub jej
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dostepnos¢ w transkrypcie)? Czy sprawdzano efekt stosowania innych sekwencji dsSRNA

do wyciszenia tych gendw?

Po ustaleniu efektu wyciszenia ekspresji genow Smed-sidt1-3 Doktorant zbadat
czy dodatkowe podanie dsRNA prowadzacego do wyciszenia ekspresji genu -kateniny
wywota scharakteryzowany uprzednio efekt fenotypowy (dwuglowowos¢). Dane te
pokazaly, ze uprzednie wyciszenie genow Smed-sidt1-3 zapobiegato pojawieniu si¢ tego
efektu fenotypowego, co zinterpretowano jako spowodowane zahamowanym
pobieraniem dsRNA ze $wiatla jelita. W tych eksperymentach dsRNA dla wyciszenia
Smed-sidt1-3 byt podawany z pokarmem, a nie na drodze iniekcji. Ponadto Doktorant
zbadal, czy wprowadzenie do btony cytoplazmatycznej komorek D. melanogaster biatek
Smed-SIDT1-3 spowoduje nabycie przez te komoérki zdolnosci do pobierania siRNA.
Pozytywny wynik tych badan potwierdza, ze biatka Smed-SIDT1-3 posiadajg zdolnos¢
do transportu czasteczek RNA przez blong komérkowa.

Podsumowujac, przeprowadzone przez Doktoranta badania pozwolily na
ustalenie, ze u S. mediterranea wystepuja trzy biatka homologiczne do SID-1. Doktorant
zastosowal réznorodne metody badawcze po to aby pokazaé, ze biatka te uczestniczg w
transporcie RNA, co jest bardzo wazna obserwacja z punktu widzenia zrozumienia

mechanizméw regulacyjnych zaleznych od egzogennego RNA u S. mediterranea.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018
r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w
Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr
99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.). w zwigzku z tym wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr. inz.

Cezarego Odrzygo6zdzia do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora.

M, \/w\\@ S de\\u rale
Mikotaj Olejniczak
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