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Recenzja rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr Anastasii Zaremby pt. “Biocinformatics approaches to the analysis
of smallnon-coding RNAs in Schmidtea mediterranea” zostata przygotowana w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN pod kierunkiem Pani dr hab. Pauliny Jackowiak.

Rozprawa dotyczy opracowania i zastosowania metod bioinformatycznych do analizy matych
niekodujgcych RNA (sncRNA) w modelu regeneracyjnym Schmidtea mediterranea, ze
szczegolnym uwzglednieniem konsekwencji wyciszenia genu Smed ELAC2. Rozprawa taczy
rozwoj narzedzi bioinformatycznych, analize danych wielkoskalowych oraz interpretacje
biologiczng procesow regeneracji.

Badania nad sncRNA stanowig obecnie jeden z najdynamiczniej rozwijajacych sie obszarow
biologii molekularnej. W przeciwienstwie do klasycznych modeli zwierzecych, takich jak niektére
ssaki, Drosophila melanogaster, czy tez Caenorhabditis elegans, organizmy ,nieklasyczne” - takie
jak Schmidtea mediterranea (ptaziniec) - sg znacznie mniej poznane i dane na ich temat sa
relatywnie ubogie (np. brakuje wysokiej jakosci zasobow referencyjnych). Autorka identyfikuje te
luke metodologiczng i proponuje rozwigzania majace realng wartos¢ uzytkowa dla rozwoju

badan.

Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem formalnym i strukturalnym, a
uktad pracy jest logiczny i przejrzysty. Na uwage zastuguje obszerny i dobrze uporzadkowany
wstep, jasno sformutowane cele pracy, szczegétowy opis metod, czytelna prezentacja wynikow
oraz rozbudowana dyskusja uzyskanych wynikow w kontekscie obecnego stanu wiedzy.
Szczegolnie wysoko oceniam rozdziaty metodologiczne dotyczace analizy sncRNA, problemu
multimappingu, modyfikacji tRNA, ograniczen technologii single-cell oraz strategii inferencji
funkcjonalnej. To bogactwo metodologiczne rozprawy stanowi jej zalete, ale miejscami utrudnia
odbior pracy czytelnikowi spoza ,.biologii obliczeniowej”. Niektore fragmenty mogtyby zostac
uproszczone lub uzupetnione o bardziej syntetyczne podsumowania biologiczne.

Jak wspomniatem, w wynikach badan przedstawionych w Rozprawie wykorzystano bardzo
szerokie spektrum metod. Zakres ten wykracza poza standardowy poziom metodologiczny

typowy dla rozpraw doktorskich z bioinformatyki. Autorka wykazuje przy tym duzg samodzielnosc
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analityczng, dobra znajomos$¢ ograniczen technologicznych oraz umiejetnosc krytycznej
interpretacji danych.

Najwazniejszym osiggnigciem rozprawy jest stworzenie ram metodologicznych/analitycznych
umozliwiajgcych badania sncRNA w organizmach o ograniczonych zasobach referencyjnych. Ale
rownie wysoko oceniam korekte modelu genu Smed ELAC2, analize konsekwencji jego
wyciszenia, identyfikacje zmian w populacjach tRF oraz probe funkcjonalnej interpretacji 5'
tIRNA-Gly-GCC.

Istotnym walorem pracy jest potgczenie aspektow technicznych z biologicznymi konsekwencjami
zaburzen metabolizmu RNA podczas regeneracii. Interesujgce sag szczegolnie obserwacje
dotyczace selektywnej dysregulacji tRF, zmian trajektorii roznicowania neoblastéw oraz
potencjalnej roli regulatorowej 5' tiRNA-Gly-GCC.

Na wysoka oceneg zastuguje rowniez dorobek publikacyjny doktorantki, a szczegolnie publikacja
w czasopismie Genomics oraz udziat w pracy znajdujgcej sie w drugiej rundzie recenzji w Nucleic
Acids Research.

Potwierdza to wysoki poziom naukowy badan prowadzonych przez Doktorantke, ich

konkurencyjnosc miedzynarodowa, a i dojrzatosé badawcza autorki.

Warto podkreslic, ze biologiczny aspekt rozprawy wykracza poza klasyczna analize zmian
ekspresji sncRNA u ,nastepnego gatunku” i dotyczy fundamentalnego problemu biologii
regeneracji — mechanizmow kontrolujacych przejscia pomiedzy stanami komorek macierzystych
a programami roznicowania. Szczegolnie interesujace sg obserwacje sugerujgce, ze zaburzenia
metabolizmu tRNA mogg wptywac na trajektorie roznicowania neoblastéw, a wiec procesy
kluczowe dla utrzymania potencjatu regeneracyjnego wyptawka.

Rozprawa wnosi rowniez istotny wktad do rozwijajgcego sie obszaru badan nad biologiczna rolg
tRNA-derived fragments. W ostatnich latach coraz czesciej wskazuje sig, ze wybrane tRF moga
petni¢ funkcje regulatorowe analogiczne do miRNA lub piRNA, jednak nadal pozostaje otwarte
pytanie, ktore z obserwowanych czasteczek stanowig rzeczywiscie funkcjonalne regulatory, a
ktore sg jedynie produktami degradacji RNA. Doktorantka $wiadomie podejmuje ten problem i
przedstawia spojne modele biologiczne, zachowujac jednoczesnie ostroznosé interpretacyjna.
Szczegolnie wartosciowa wydaje sie proba powigzania zmian w poziomie 5' tIRNA-Gly-GCC 2
okreslonymi populacjami komorkowymi uczestniczacymi w regeneracii. Analizy sugerujace
potencjalne znaczenie tej czgsteczki w komorkach PGRN-dodatnich oraz fagocytach stanowia
interesujgca hipoteze biologiczna, ktéra moze stanowic punkt wyjscia do dalszych badan nad rola

sncRNA w komunikacji migdzykomorkowej oraz kontroli odpowiedzi regeneracyjne;.
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Jednoczesnie nalezy zaznaczyc, ze czes$¢ proponowanych modeli funkcjonalnych ma obecnie
charakter hipotez opartych gtownie na analizach korelacyjnych, predykeii oddziatywan oraz
inferencji aktywnosci regulatorowej. W szczegolnosci bezposrednie wykazanie molekularnego
mechanizmu dziatania 5' tiRNA-Gly-GCC wymagatoby dalszych badan eksperymentalnych.

W mojej opinii interesujgcym zagadnieniem wymagajacym dalszej dyskusji jest rowniez kwestia
przyczynowosci obserwowanych zmian biologicznych. Nie jest bowiem catkowicie jasne, w jakim
stopniu zaburzenia regeneracji wynikajg bezposrednio ze zmian poziomu okreslonych tRF, a w
jakim sg wtérng konsekwencja ogolnego zaburzenia metabolizmu tRNA po wyciszeniu Smed
ELAC2. Nie zmniejsza to jednak wartosci pracy, lecz wskazuje naturalny kierunek dalszych badan.
Pomimo bardzo wysokiej oceny rozprawy nalezy wskazac kilka kwestii dyskusyjnych.

1 Najwazniejsze zastrzezenie dotyczy stosunkowo ograniczonej walidacji funkcjonalne;
proponowanych mechanizmow dziatania tRF/tiRNA.

2 Znaczna czgsc interpretacji opiera sie na modelowaniu bioinformatycznym, inferencji
aktywnosci regulatorowej oraz analizach korelacyjnych. W przysztosci wartosciowe bytoby
uzupetnienie pracy o bezposrednie testy funkcjonalne.

3. Badania dotyczgce tRF niosg ryzyko nadinterpretacji i nadal pozostaja czesciowo
kontrowersyjne. Nie wszystkie obserwowane fragmenty tRNA musza petnié funkcje regulatorowe;
Czgs¢ moze stanowic produkty uboczne proceséw degradacyjnych lub odpowiedzi stresowe;.
Nie zmienia to mojej opinii, ze rozprawa prezentuje bardzo wysoki poziom naukowy zarowno pod
wzgledem biologicznym, jak i analitycznym. Doktorantka wykazuje duzg dojrzatosé badawcza,
umiejgtnosc krytycznej interpretacji danych oraz $wiadomos¢ ograniczen wspotczesnych metod
analizy sncRNA. Uzyskane wyniki maja znaczenie nie tylko dla biologii wyptawkow, lecz takze dla
szerszego zrozumienia roli matych niekodujgcych RNA w procesach regeneracyjnych i odpowiedzi

komorkowej w zaburzeniach homeostazy RNA.

Na podstawie powyzszej oceny stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
spetnia wymagania okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym
inauce (Dz.U. 2018, poz. 1668 ze zm.). oraz w sposobie postepowania w zakresie nadania stopnia
doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN
nr 4/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 3.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr Anastasii Zaremby do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie zwracam sig do Rady Naukowej Instytutu z propozycja nagrodzenia rozprawy.

Dariusz Rakus
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