ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Pozna

ﬁ INSTYTUT CHEMII BIOORGANICZNE] tel. cenirala 61852 85 03, sekretariat 61852 89 1

faks: 61 852 05 32, e-mail: ibch@ibch poznan.p

%’ Polskiej Akademii Nauk REGON 000849327 NIP 777-00-02-062
= http:/fwww. ibch.poznan.pl

Poznan, 22 maja 2025
Prof. dr hab. Piotr Koztowski

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Staszak

Powiqzania pomiedzy retrogenami i nowotworami — kontekst ewolucyjny

Praca doktorska zostata wykonana na Wydziale Biologii, Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, pod kierunkiem prof. dr hab. Izabeli Makatowskiej, promotora
rozprawy.

Rozprawa doktorska ma charakter monografii. Gtéwnym celem a tym samym przedmiotem
pracy doktorskiej byt zwigzek retrogenéw z nowotworami, ktéry to zwigzek byt
identyfikowany gtéwnie poprzez ekspresje réznicowa retrogendw w réznych typach
nowotwordw cztowieka i innych kregowcéw oraz w réznych podtypach klinicznych raka.
Praca doktorska oparta byta gtéwnie na analizach zewngtrznych onkogenomicznych danych
ekspresyjnych oraz klinicznych, ktérych wybrane wyniki zostaty potwierdzane i uzupetniane
wtasnymi eksperymentalnymi analizami molekularnymi. Praca jest bardzo interesujaca i
zdecydowanie oryginalna. Nie przypominam sobie innych kompleksowych analiz retrogenéw

w kontekscie nowotworzenia.

Rozprawa ma tradycyjny charakter, sktada sie z nastgpujacych czesci stanowiacych
jednoczeénie gtéwne rozdziaty: (i) Wstep, (ii) Cel pracy, (i) Materiaty i metody, (iv) Wyniki,
(v) Dyskusja, (vi) Wnioski i (vii) Literatura. Dodatkowo rozprawa uzupetniona jest
streszczeniem w jezyku polskim i angielski oraz szeregiem technicznych rozdziatéw, tj., spis
treéci, spisy skrétéw, tabel i rycin. Rozprawa uzupetniona jest Aneksem, zawierajacym tabele
ze szczegdtowymi wynikami przeprowadzonych analiz. Proporcje pomigdzy poszczegolnymi
czeéciami s3 odpowiednia a ich rozmiar uzasadniony zawartoscia.

W skrocie:

(ad. i) Wstep dobrze wprowadza w zagadnienia rozprawy doktorskiej, w tym
charakterystyke, mechanizmy powstawania oraz ewolucje retrogenéw, oraz powigzanie
retrogenéw z procesem nowotworzenia, jak réwniez stan wiedzy na ten temat. Z lektury
wstepu jasno wynika uzasadnienie do podjecia badar, ktdre jest przekonujace. Warte
odnotowania sa starannie przygotowane i informatywne ryciny, ktdrych koncepcja
merytoryczna i wizualna w znacznym stopniu powstata przy okazji przygotowywanego
wczeéniej artykutu przegladowego. Nie dopatrzytem sie w tym rozdziale zadnych powaznych




btedéw. Jedynym elementem, ktérego mi troche brakowato w trakcie lektury péZniejszych
rozdziatéw, a ktéry moégtby ciekawie uzupetnié wprowadzenie, jest zagadnienie i kryteria
identyfikacji retrogendw w genomie. Np. na jakiej zasadzie byty identyfikowane i
kwalifikowane retrogeny do bazy danych RetrogeneDB, przygotowanej wczesniej w zespole
przez Rosikiewicz i Makatowska, a ktéra zostata wykorzystana jako Zrédto i podstawa
adnotacji retrogenéw w tej pracy. W skrécie, w jaki sposéb odrézni¢ retrogen od
,normalnego” genu, poza tym, ze retrogeny czesciej majq strukture jednoeksonowa.

(ad. ii) Cel pracy, jest jasny i dobrze uzasadniony, jasno wynika z poprzedniego rozdziatu.
Poza celem gtéwnym/ogélnym w czeéci tej zostaty zdefiniowane 4 cele szczegotowe,
sformutowane jako hipotezy badawcze, ktére konsekwentnie byty weryfikowane w pracy.

(ad. iii) W rozdziale Materiaty i metody zostaty skrupulatnie opisane wszystkie obliczeniowe i
eksperymentalne/molekularne metody uzyte w pracy doktorskiej. Dodatkowo w tej czgsci
zostaty opisane i scharakteryzowane wszystkie zasoby wykorzystane w pracy, w tym
ekspresyjne dane RNA-seq z bazy NCBI SRA oraz zestawy danych onkogenomicznych TCGA,
jak réwniez zrédta adnotacji retrogenéw, RetrogeneDB2 i Ensembl. Nie dopatrzytem sig w tej
czesci, zadnych powaznych btedow.

(ad. iv) Wyniki obejmuja szereg analiz danych zewnetrznych oraz uzupetniajgcych i
potwierdzajacych je wynikéw eksperymentalnych. (a) Pierwsza, a jednoczesnie zasadniczy
analiza byta identyfikacja retrogenéw ulegajacych zréznicowanej ekspresji w tkankach raka w
poréwnaniu do odpowiadajacych im tkanek nienowotworowych. Analiza ta zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem setek wyselekcjonowanych danych RNA-seq, pobranych z
bazy danych NCBI SRA oraz zestawéw danych dla 8 typéw nowotworéw wygenerowanych w
ramach projektu TCGA. Analiza ta zostata poprzedzona odpowiedniag selekcja najbardziej
informatywnych retrogenéw oraz wykluczeniem ,odstajacych” prébek, ktére mogtyby
zaktécié analize, wprowadzajac nadmiarowa zmiennos$¢, a tym samym obnizajgc moc
statystyczng eksperymentéw. W wyniku analizy danych NCBI SRA i TCGA zostato
zidentyfikowanych odpowiednio 33 i 119 retrogenéw wykazujacych zréznicowana ekspresje,
przy czym, na co warto zwrdcié uwage, listy tych genéw znaczaco sig pokrywaty (n=20), co
jest silnym dowodem na prawdziwos¢ wynikéw. Wsréd genow wystepujacych w obu
zestawach i wykazujacych ten sam kierunek zmiany ekspresji byty, CALMS5 i RHOB, ktére
obok genu HSPA2 (wykrytemu tylko w TCGA) byly najczesciej identyfikowane w réznych,
niezaleznych analizach w tej pracy, co wzajemnie potwierdza uzyskiwane wyniki, réwniez
pod wzgledem technicznym, i wskazuje, ze te trzy geny sg najpewniejszymi (najrzetelniej
udokumentowanymi) retrogenami zidentyfikowanymi w tej pracy. Jestem ciekawy, czy
intuicyjnie obserwowana nadreprezentacja retrogenéw wykrytych w zestawie NCBI SRA i
TCGA jest istotna statystycznie i jaki jest stopierr tego wzbogacenia. (b) W kolejnych
analizach doktorantka, w podobny sposéb zidentyfikowata retrogeny réznicujace w
nowotworach innych kregowcéw, psa i kury, oraz retrogeny réznicujace rézne podtypy i
stopnie ztoéliwoéci nowotworéw. Odnosénie do wszystkich analiz zréznicowanej ekspresji

troche brakowato mi wizualizacji uzyskanych wynikéw w formie tzw. volcano plot,




pozwalajacych na wizualizacje genéw réznicujacych na tle zmian nieistotnych czy globalnych
trendéw zmiany kierunku ekspresji. (c) Waznym elementem pracy byto, wykazanie, ze
ogromna wigkszos¢ retrogendéw 0 sréznicowanej ekspresji, zarébwno tych wykrytych w
analizie danych NCBI SRA, jak i TCGA, to retrogeny bardzo mfode, powstaly na etapie
ewolucji naczelnych albo nawet na etapie ewolucji cztowieka. Ciekawy bytbym spekulacji na
temat, w jakim stopniu obserwowana nadreprezentacja mtodych retrogenéw moze wynikaé
z ich ogdlnej czestosci w poszczegdlnych ,grupach ewolucyjnych”, lub czy moze wynika¢ z
réznego poziomu ekspresji starszych i mtodszych retrogendw. Gdyby mtodsze retrogeny
wykazywaty ogélnie wyzszy poziom ekspresji, mogtoby to im dawaé wigksza moc
statystyczna, do bycia wykrytymi jako zréznicowane. (d) W pracy wykonano tez szereg analiz
eksperymentalnych, obejmujaca walidacje najmtodszych i najstarszych ewolucyjnie
retrogenéw o zmienionej ekspresji w nowotworach, wptywu retrogenéw na poziom genow
rodzicielskich, oraz wpfywu retrogenéw na zywotnosé komérek nowotworowych. (e) W
ostatniej czesci doktorantka przeprowadzita analize retrogendéw w trakcie réznicowania
tozyska i wykazata, ze wiele retrogenéw réznicujacych w trakcie rozwoju tozyska pokrywa sie
z retrogenami réznicujacymi w procesie nowotworzenia.

(ad. v) Dyskusja, zostata przedstawiona z sachowaniem wiaéciwych proporcji. Doktorantka
prawidfowo przedstawita w tym rozdziale podsumowanie najwazniejszych wynikow.
Najciekawsza dla mnie czeécia byta dyskusja i powigzanie uzyskanych wynikow 2z
dotychczasowa wiedza na temat 3 wspomnianych wczeéniej retrogenow CALMS5, RHOB i
HSPA2. Spdéjnosé uzyskanych wynikéow z weczeéniejsza wiedza potwierdza role tych
retrogenéw W nowotworzeniu, a tym samym uprawdopodabnia poprawnos¢ wszystkich
wynikéw. Nie dopatrzytem sig w Dyskusji, zadnych nadinterpretacji.

Poza kwestiami zgtoszonymi powyzej chciatbym, zeby doktorantka odniosta sie¢ W trakcie
obrony do nastepujacych pytar'\/zagadnier’\: (i) Czesto dowodem na role jakiego$ genu W
nowotworzeniu jest obserwacja w tym genie czy jego regionie somatycznych mutacji,
mutacji utraty funkcji czy delecji w przypadku gendéw supresorowych, czy mutacji
aktywujacych/ampliﬁkacji w przypadku onkogenoéw. Czy istnieja jakie$ informacje na temat
nowotworowych mutacji somatycznych w retrogenach w wykrytych jako zréznicowane W
nowotworach w tej pracy? (i) W jakim stopniu na badanie ekspresji retrogenéw moga
wptywaé zaktécenia wynikajace z nieprawidtowego mapowania odczytéw/sygnatow
pochodzacych z ich genow macierzystych, czy z innych kopii danego retrogenu? Roéwniez czy
wystepowanie retrogenéw moze saktécaé ocene poziomu ekspresji genow macierzystych?
Czy stosuije sig jakies specjalne procedury, 7eby takich zaktocen uniknac?

Podsumowujac, praca doktorska dotyczy bardzo ciekawego i niezwykle oryginalnego
zagadnienia, jakim jest rola retrogenow w nowotworzeniu. Przeczytatem tg praceg z duzym i
autentycznym zainteresowaniem. Sposéb przedstawienia pracy jest bardzo klarowny,
podjecie badan sostato dobrze uzasadnione i nie dopatrzytem sig zadnych nieprawidtowosci
w interpretacji wynikow. Zidentyfikowane retrogeny O zréznicowanym poziomie ekspresji w
nowotworach, szczegolnie CALM5, RHOB i HSPAZ, powtarzalnie wykrywane w réznych
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niezaleznych analizach, moga znaczaco przyczyni¢ sie¢ do lepszego zrozumienia proceséw
nowotworowych.

Warto réwniez zwrécié uwage, ze doktorantka jest autorka dwdch artykutéw przeglagdowych,
opublikowanych w czasopismach notowanych w bazie Journal Citation Reports, Life i Cells.
Oba artykuty dotycza retrogenéw, zagadnienia $cisle powigzanego z tematyka rozprawy
doktorskiej, a pierwszy z tych artykutéw, ktérego doktorantka jest pierwszym autorem,
dotyczacy zagadnienia retrogenéw w raku, zostat wykorzystany do przygotowania Wstepu.

W zwiazku z powyzej przytoczonymi argumentami jestem przekonany, ze przedtozona
rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i zwracam si¢ do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Klaudii Staszak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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