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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Anastasii Zaremby
pt. ,Bioinformatics approaches to the analysis of small non-coding RNAs
in Schmidtea mediterranea”

Recenzje przygotowano na podstawie uchwaty Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN z dnia 20 marca 2026 r.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anastasii Zaremby zostata
zrealizowana pod kierunkiem Pani dr hab. Pauliny Jackowiak, prof. ICHB PAN, w Pracowni
Analiz Pojedynczych Komérek Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.
Badania byty finansowane w ramach projektu NCN nr 2019/35/B/NZ2/02658, kierowanego
przez dr hab. Pauline Jackowiak.

Rozprawa doktorska obejmuje anglojezyczng monografie pt. Bioinformatics
approaches to the analysis of small non-coding RNAs in Schmidtea mediterranea, oraz
publikacje: Zaremba A., Marszatek-Zericzak M., Dutta A., Samelak-Czajka A., Jackowiak P.
(2025). ,,A modular pipeline for evidence-integrated genome annotation across species: a case
study on Schmidtea mediterranea”. Genomics 117(6): 1111104. Pani A. Zaremba jest
pierwszym autorem tej publikacji, ale nie jest autorem korespondencyjnym. Do pracy
zataczono oswiadczenia wspétautordw, opisujace istotny wktad Doktorantki w planowanie i
realizacje badar oraz przygotowanie manuskryptu. Uwzgledniajac te deklaracje oraz opisy
wktadu poszczegdlnych autoréw zawarte w samej publikacji, mozna stwierdzi¢, ze rola
Doktorantki w planowaniu, wykonywaniu i opracowaniu otrzymanych wynikéw badan byta
znaczaca.

Recenzowana dysertacja, zgodnie z zataczonym oswiadczeniem autorki, prezentuje
wyniki badan, ktére zostaty przygotowane do publikacji w postaci artykutu: Dutta A., Zaremba
A., Samelak-Czajka A., Marszatek-Zeiczak M., Trybus M., Osuch M., Figlerowicz M., Jackowiak
P. ,Knockdown of Smed ELAC2 in Schmidtea mediterranea results in delayed regeneration and
a reduced accumulation of the small non-coding RNA molecule, 5' tiRNA-Gly-GCC”.

Manuskrypt ten znajduje sie obecnie w procesie recenzji w prestizowym czasopismie Nucleic
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Acids Research. Doktorantka deklaruje, ze jest jednym z dwdch pierwszych autoréw
o réwnorzednym i dominujagcym wplywie na powstanie manuskryptu. Dodatkowo dorobek
naukowy Pani magister A. Zaremby wzbogacaja dwa artykuty naukowe opublikowane w Genes
& Diseases oraz Frontiers in Cell and Developmental Biology, ktére nie wchodzg bezposrednio
w skfad pracy doktorskiej.

Rozprawa doktorska liczy 189 stron i zostata podzielona na szes¢ rozdziatow. Gtéwne
rozdziaty poprzedza spis tresci, oméwienie prac naukowych wchodzgcych w sktad doktoratu,
podziekowania, streszczenia w jezyku angielskim i polskim oraz lista skrétéw. Rozdziaty pracy
tworzg klasyczny ukfad przyjety dla dysertacji naukowych: (1) Wprowadzenie (Introduction),
(2) Cele i zadania (Aims and Objectives), (3) Materiaty i metody (Material and Methods), (4)
Wyniki (Results), (5) Dyskusja (Discussion) oraz (6) Wnioski (Conclusions). W dalszej czesci
praca zawiera informacje o materiatach znajdujacych sie w suplemencie udostepnionym przez
Internet, bibliografie oraz zataczniki: oswiadczenia Doktorantki i Promotora o wktadzie w
publikacje stanowiaca czes¢ dysertacji, a takze wydruk tej publikacji.

Wstep rozprawy doktorskiej mgr A. Zaremby stanowi szczegétowe kompendium
wiedzy na temat matych niekodujacych czasteczek RNA (sncRNA). Ta cze$¢ pracy zawiera
réwniez opis proceséw regeneracji u wyptawkéw oraz wyzwan bioinformatycznych
zwigzanych z analiza modeli nieklasycznych. Opis wiedzy przedstawiony jest w sposdb spdjny,
a w kolejnych fragmentach Doktorantka odnosi sie do wczesniej omoéwionych zagadnien,
dzieki czemu czytelnik uzyskuje zintegrowang i przekrojowa wiedze obejmujgca wptyw matych
niekodujacych czasteczek RNA na procesy biologiczne, w tym réznicowanie sie neoblastéow w
procesie regeneracji u wirkdw. W drugiej czesci wstepu autorka dokonuje krytycznej analizy
postepu osiagnietego w zakresie genomiki i transkryptomiki gatunku S. mediterranea.
Wykorzystanie postepu, jaki dokonat sie w ostatnich latach w poznaniu genomu tego gatunku
(schMedS2), jest wciaz ograniczone licznymi trudnosciami. Szczegétowa diagnoza problemoéw
obejmuje zjawisko btednych i niekompletnych adnotacji genowych (dotyczacych zazwyczaj
grupy krotkich niekodujgcych RNA), oraz brak dedykowanych baz danych. Niedoktadno$é¢
narzedzi bioinformatycznych prowadzi do niewtasciwej rekonstrukcji fragmentarycznych lub
chimerycznych transkryptéw. Doktorantka stusznie konkluduje, ze wykorzystanie takich
obcigzonych btedami danych w procesie adnotacji skutkuje btednymi interpretacjami
proceséw biologicznych. Dodatkowo, w przypadku gatunkdéw niemodelowych sytuacje
komplikuje ograniczona ilos¢ danych eksperymentalnych, ktéra utrudnia walidacje
przewidywanych modeli. W ostatnim podrozdziale wstepu Autorka uzasadnia wykorzystanie
strategii wyciszania (knockdown) genu ELAC2 w badaniach nad wptywem czasteczek sncRNA
na przebieg procesu regeneracji S. mediterranea.

Opisujac stan wiedzy i istotne braki w obszarze genomiki, transkryptomiki oraz analiz

bioinformatycznych u S. mediterranea, Doktorantka wykazata potrzebe stworzenia
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ulepszonych rozwigzan. Z tego powodu jednym z gtéwnych celéw recenzowanej dysertacji
byto opracowanie i optymalizacja pipeline’u analitycznego SmedAnno, pozwalajacego na
kompletng analize danych: od surowych odczytéw sekwencyjnych, przez mapowanie i
sktadanie de novo, az do wyznaczania adnotacji genowych i analizy transkryptomu. Ulepszone
narzedzie miato pozwoli¢ na realizacje zaawansowanych analizy krétkich niekodujacych RNA
u S. mediterranea. Zainteresowania naukowe Autorki byty skoncentrowane doprecyzowaniu
roli sncRNA w regeneracji, dlatego celem szczegétowym pracy doktorskiej byto wyjaénienie
obserwowanego wptywu wywotanego wyciszeniem genu Smed ELAC2 na zaburzenia
procesow regeneracyjnych u S. mediterranea.

Na poczatku rozdziatu ,Materiaty i metody” Autorka definiuje swéj wkiad informujac,
ze laboratoryjna czes¢ eksperymentéw zostata zrealizowana przez wspdtpracownikéw.
Samodzielnym i twdrczym osiagnieciem mgr A. Zaremby prezentowanym w pracy jest
stworzenie, przetestowanie i optymalizacja narzedzi bioinformatycznych SmedAnno oraz
wykonanie pozostatych analiz wynikéw sekwencjonowania RNA-seq , zaréwno uznanych dla
prob zbiotczych, jak i pojedynczych komérek. Metodyka zostata opisana szczegétowo, a dobér
narzedzi badawczych odpowiada postawionym celom naukowym. Uwzglednienie specyfiki
biologicznej S. mediterranea pozwolito na wdrozenie autorskich rozwigzar analitycznych
w obszarach, w ktérych standardowe podejécia okazywaty sie niewystarczajace.

Zaréwno w monografii, jak i w publikacji stanowiacej cze$¢ dysertacji obszernie
opisano rozwdj i walidacje narzedzia SmedAnno. Autorka nie ograniczyta sie do zastosowania
gotowych rozwigzan, lecz zintegrowata programy bioinformatyczne w ciag (pipeline) w taki
sposob, by zoptymalizowaé¢ kazdy z etapdw procesu adnotacji genoméw. Pozwolito to na
uzyskanie wyraznego postepu w analizie transkryptomu w zakresie zaréwno kodujacych, jak
i niekodujacych typdw czasteczek RNA. Aby potwierdzi¢ warto$é nowego rozwigzania, Autorka
poddata dziatanie algorytméw SmedAnno szczegdtowym testom. Elementy pipelin’u badano
pod katem stabilnosci oraz zdolnosci do jednoczesnej analizy réznych klas czasteczek — od
mRNA po specyficzne fragmenty sncRNA. Autorka dokonata korekty modeli genowych w celu
wyeliminowania btedéw w adnotacji genéw. Zastosowata réwniez rygorystyczne podejécie do
mapowania odczytow, co w przypadku krétkich sekwencji sncRNA (czesto mapujacych sie w
wielu miejscach genomu) jest wyzwaniem krytycznym dla wiarygodnosci wynikéw. Pipeline
SmedAnno charakteryzuje si¢ automatyzacjg, wszechstronnoscig i modutowoscig.
Wprowadzenie zaawansowanych algorytmdw, takich jak oparte na uczeniu gtebokim
narzedzie DeepSpice, pozwolito na uzyskanie wyiszej doktadnosci strukturalnej niz
w przypadku metod standardowych. Dodatkowo wprowadzenie automatycznych oznakowan
jakosciowych  transkryptéw  (wykazujgcych cechy potencjalnie  chimeryczne lub
fragmentaryczne) pozwala na filtrowanie wynikéw przed etapem manualnej analizy,

podnoszac wartos¢ informacyjna dla biologicznych interpretacji adnotaciji.
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Nowe narzedzie bioinformatyczne Doktorantka zastosowata do realizacji kolejnego
celu, ktérym byta analiza zmian w puli sncRNA wywotanych wyciszeniem genu kodujgcego
rybonukleaze ELAC2. Wykazano, ze brak aktywnosci biatka Smed ELAC2 w komdrkach
prowadzi do selektywnej, a nie globalnej przebudowy krajobrazu matych RNA. Stosujac
wieloetapowe profilowanie i selekcje, wykazano spadek akumulacji czgsteczki 5'-tiRNA-Gly-
GCC. Dane uzyskane z analiz bioinformatycznych zostaty potwierdzone eksperymentalnie za
pomocg metody qPCR. Doktorantka wykazata zwigzek zmian molekularnych z fenotypem
makroskopowym. Wyniki wskazuja, ze knockdown Smed ELAC2 skutkuje zmianami i istotnym
opézZnieniem procesu regeneracji, objawiajgcym sie m.in. pdzniejszym pojawieniem sie
pigmentacji oczu w blastemie. W badaniach tych zastosowano nowoczesng metode
sekwencjonowania transkryptoméw z pojedynczych komérek (scRNA-seq). Pozwolito to na
precyzyjne zlokalizowanie ekspresji genu Smed ELAC2 w okreslonych populacjach neoblastéw
(m.in. typu zeta i gamma) oraz przesledzenie zaburzen w trajektoriach réznicowania.
Doktorantka stosujac ztozone podejscie analityczne wykazata, ze wptyw wyciszenia genu Smed
ELAC2 nie ogranicza sig tylko do komérek poddanych bezposredniemu dziataniu RNAi. Okazato
sig, ze wywotane przez spadek poziomu 5'-tiRNA-Gly-GCC zmiany funkcjonalne komérek s3
wykrywalne gtéwnie w réznicujacych sie komérkach sasiadujgcych — fagocytach i komérkach
migzszu — gdzie nastepowata represja docelowych transkryptéw mRNA.

Autorka podjeta réwniez prébe funkcjonalnej interpretacji roli 5-'tiRNA-Gly-GCC,
stosujgc metode posredniego wnioskowania o aktywnosci matych RNA z danych
sekwencjonowania transkryptoméw pojedynczych komdrek. Czgsteczki sncRNA nie posiadaja
na koncu 3’ struktury poli(A), przez co nie sg wykrywane w atlasach RNA single-cell. Aby obej$¢
to ograniczenie, Doktorantka zaproponowata tzw. metode ,scRNA-seq guided activity
inference”, polegajaca na analizie ,$ladu”, jaki niekodujgce RNA pozostawiaja na swoich
transkryptach docelowych. Opracowane algorytmy, przy uzyciu modeli parowania sekwencji,
identyfikowaty zestaw potencjalnych genéw docelowych (targetéw), ktérych ekspresja byta
nastepnie analizowana w pojedynczych komérkach w odniesieniu do genéw kontrolnych.
Spojnos¢ wynikdw byta ostatecznie weryfikowana w odniesieniu do obserwacji konkretnych
sncRNA w danych z sekwencjonowania na prébach zbiorczych. tgczac dane o spadku poziomu
sncRNA z danymi o wzroscie ekspresji genéw docelowych w konkretnych populacjach
komorek, Autorka zaproponowata spdjny model regulacyjny. Chociaz s3 to konkluzje oparte
na modelowaniu in silico, to rygorystyczna analiza statystyczna wynikéw (testy permutacyjne,
korekta Benjamini-Hochberg) oraz osadzenie w kontekscie biologicznym (komoérki PGRN-
dodatnie) czynia z nich solidng podstawe do dalszych badan funkcjonalnych.

W kolejnym rozdziale (Dyskusja) Doktorantka dokonuje merytorycznej syntezy
uzyskanych wynikdw, konfrontujagc je z aktualnym stanem wiedzy. Przygotowanie

i optymalizacja narzedzia SmedAnno umozliwity opracowanie wysokiej jakosci adnotacji
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genomu schMed_Pn. Stworzony przez Doktorantke pipeline integruje wiele typéw danych
(llumina, PacBio) i narzedzi umozliwiajgcych automatyczne wykrywanie artefaktow
(fragmentacja, chimeryzm), podwdjne podejscie do sktadania transkryptéw (reference-based
i de novo) oraz szerokg adnotacje funkcjonalng. Wykazata, ze nowe adnotacje tworza bardziej
kompletny profil, zwtaszcza wzbogacajac opis izoform transkryptéw, unikajac przy tym
wysokiego stopnia fragmentacji genéw widocznego np. w genomie dd_Smed_v6. Dzieki
zastosowaniu opracowanej procedury bioinformatycznej zidentyfikowano 4011 nowych
genow oraz liczne, nieopisane wczesniej, izoformy i sncRNA. SmedAnno poréwnywano w
testach z popularnym narzedziem BRAKER3, uzyskujac lepsze wyniki pod wzgledem
doktadnodci i kompletnosci na wszystkich poziomach (egzondw, intronéw i catych
transkryptow).

Wyniki dotyczace zmian w sktadzie matych RNA po wyciszeniu Smed ELAC2 Autorka
poréwnuje z danymi pochodzacymi z innych organizméw. U kregowcéw angiogenina jest
gtéwna rybonukleazg odpowiedzialng za ciecie dojrzatych czasteczek tRNA w petli
antykodonowej w warunkach stresu. Analizy sekwencji wykazaty, ze gatunek S. mediterranea
nie posiada homologu angiogeniny. W ramach pracy badano, czy role te moze petnié produkt
genu ELAC2. Wykazano, ze wyciszenie Smed ELAC2 prowadzi do selektywnych zmian w puli
miRNA i tRF (fragmentéw tRNA). Autorka przeprowadzita szczegétowa analize potencjalnych
mechanizméw dziatania zidentyfikowanej czasteczki 5'-tiRNA-Gly-GCC. Rozwazano trzy
modele: (1) petnienie funkcji fragmentu RNA nakierowujacego dla dziatania nukleazy ELAC2,
(2) selektywna represja mRNA gendw targetowych, zgodnie z mechanizmem miRNA oraz (3)
oddziatywanie piRNA wspdlnie z biatkami PIWI. Udato sie eksperymentalnie potwierdzi¢
oddziatywanie represorowe typu miRNA na gen fosfatazy tyrozynowej. Oddziatywanie
czgsteczki z biatkami z rodziny PIWI (u wyptawka okreélanymi jako SMEDWI) wykazano na
podstawie danych pochodzacych z sekwencjonowania bibliotek matych RNA przygotowanych
dwoma metodami: immunoprecypitacji biatek SMEDWI wraz z sncRNA oraz biblioteki
sekwencji fragmentéw hybrydowych uzyskanych metodg CLASH (Cross-linking, Ligation, and
Sequencing of Hybrids) miedzy fragmentami tiRNA a docelowymi genami. Opisane analizy
stanowig cenny wktad w zrozumienie wptywu matych niekodujgcych czgsteczek RNA na
regulacje ekspresji gendw u wyptawkow.

W dyskusji nad efektem wyciszania genu Smed ELAC2 na poziomie komdrkowym
i tkankowym Doktorantka przedstawia spdjng koncepcje okreslong jako ,stepwise model”.
Stawia hipoteze, ze cho¢ zalezna od enzymu ELAC2 biogeneza 5’ tiRNA-Gly-GCC przebiega
w neoblastach, to dziatanie tej czasteczki przeniesione jest do komérek potomnych lub
sasiednich, ktére posiadajg peten zestaw biatek efektorowych i tam nastepuje ekspresja
genow docelowych. Rozwazane s3 potencjalne drogi przeniesienia sygnatu miedzy

komérkami. Autorka wskazuje na pecherzyki zewnatrzkomérkowe (EV), ktére mogg

(i



Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Dojazd 11

60-632 Poznan

tel. +48 61 848 72 02

e-mail: kbib@up.poznan.pl

transportowac tiRNA, oraz kanaty typu gap junction umozliwiajgce przeptyw sygnatéw
regulacyjnych. Model zaproponowany przez Doktorantke zaktada, ze wczesne zaburzenie w
neoblastach propaguje sie w czasie, wywotujac pdzniejsze, posrednie skutki w réznicujacych
sig tkankach. Prowadzi to do zmian w alokacji linii komérkowych i opéznierr w regeneracj
oczu, promujgc jednoczesdnie alternatywne Sciezki (neuronalng i parenchymalng). Wyniki te
pokazujg, ze konsekwencje wyciszenia Smed ELAC2 wykraczajg poza komérki, w ktérych gen
ten ulega pierwotnej ekspresji, wptywajac na caty ekosystem tkankowy bioracy udziat w
regeneracji.

Podsumowujac, przedstawiona dysertacja, sktadajaca sie z monografii doktorskiej oraz
powigzanej z nig publikacji (Zaremba i in. 2025), prezentuje kompleksowe badania nad rola
matych niekodujacych RNA (sncRNA) w regeneracji wyptawka Schmidtea mediterranea. Praca
opiera si¢ na bardzo wysokim standardzie metodycznym. Stworzenie i wykorzystanie
autorskich  narzedzi  bioinformatycznych, a takize $wiadome postuzenie sie
transkryptomicznymi  danymi sekwencyjnymi, pozwolito autorce na rekonstrukcje
mechanizmu, w ktérym rybonukleaza Smed ELAC2 oraz czasteczka 5’ tiRNA-Gly-GCC wptywaja
na réznicowanie komorek macierzystych w procesie regeneraciji. Praca ta bez watpienia wnosi
nowg jakos¢ do badan nad biologig regeneracji i bioinformatykg sncRNA.

Uwagi do tekstu:

e Strona 7. w spisie artykutéw wchodzacych w skfad rozprawy podano skrécony numer
Genomics 117(6): 111110, powinno by¢ 1111104

e Strona 31. Cytowanie w ilustracji Figure 5. Wymieniona tam pozycja Rink, 2018 nie
wystepuje - w spisie literatury

e Strona48. W ostatniej linii tabeli cytowanie Li et al. 2015 nie wystepuje w Bibliography

e W  podrozdzialach pracy dotyczacych postepu nad poznaniem genomu S.
mediterranea zabrakto informacji o doktadnej wielkosci genomu oraz wskazania
konkretnych Zrédet internetowych (repozytoridw), z ktérych pobrano aktualne
sekwencje i adnotacje genomowe.

Pytania do Doktorantki:

1) W pracy wykazano asocjacje tiRNA-Gly-GCC z biatkami PIWI. Czy Autorka planuje
badania nad wptywem tej czasteczki na stabilnos¢ transpozonéw lub stan chromatyny
w neoblastach, bioragc pod uwage silne wigzanie z jgdrowym SMEDWI-2? Jakimi
metodami mozna takie badania przeprowadzic¢?

2) Dzigki ulepszeniu doktadnosci w biatku ELAC2 wykryto obecnos¢ sekwenciji kierujacej
do mitochondridw. Aktywnos$¢ tego biatka ma byé zlokalizowana zaréwno w
jadrze/cytoplazmie jak i w mitochondriach. Czy zaburzenia proceséw regeneracyjnych
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obserwowane po wyciszeniu genu ELAC2 moga wynika¢ nie tylko z deficytu
cytoplazmatycznych tiRNA, lecz réwniez z dysfunkcji metabolicznych neoblastéw,

spowodowanych zaktéceniem dojrzewania mitochondrialnych pre-tRNA

Whiosek koricowy:

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia 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.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr Anastasii Zaremby do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Ponadto, uznajgc bardzo wysokg wartos¢ naukowga i aplikacyjng recenzowanej
rozprawy doktorskiej wnioskuje o jej wyrdznienie.



