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STRESZCZENIE

Proces retropozycji, w ktorym dojrzaty mRNA podlega odwrotnej transkrypcji do
cDNA 1 ponownej integracji z genomem, skutkuje powstaniem dodatkowej kopii istniejacego
genu (genu rodzicielskiego). Kopie takie, nazywane retrokopiami lub retrogenami, czgsto
osadzajg si¢ w intronach innych genéw, zwanych genami gospodarzy. Retrokopie, dotychczas
opisywane jako niefunkcjonalne elementy, sa obecnie uznawane za istotne w kontekscie
ewolucji, a ich rola w ksztaltowaniu genomoéw, transkryptoméw i proteomow staje si¢ coraz
bardziej widoczna. Rosngaca liczba danych z wysokoprzepustowych eksperymentéw umozliwia
identyfikacj¢ nowych funkcjonalnych retrogenow. Bardzo czgsto reguluja one poziom ekspres;ji
swoich gendw rodzicielskich dziatajac jako gabki miRNA czy antysensowne transkrypty oraz
moga bra¢ udziat w regulacji epigenetycznej, modyfikacji alternatywnego splicingu czy w
formacji transkryptow fuzyjnych. Zjawisko retropozycji byto szczegdlnie wzmozone podczas
ewolucji naczelnych. Zwiazek miedzy wyjatkowo duzag liczba retrokopii czlowieka, w
poréwnaniu do innych gatunkow zwierzat, a transformacja nowotworowa u naszego gatunku,
nie jest dobrze poznany. Dlatego gldéwnym celem pracy byto sprawdzenie na ile intensywny
proces retropozycji u naczelnych moze by¢ powigzany ze wzmozonymi, w poréwnaniu z

innymi gatunkami, procesami nowotworzenia u czlowieka.

Materiat do badan stanowily dane transkryptomiczne cztowieka, psa oraz kury.
Ekspresje retrogenéw zwigzanych z nowotworami zweryfikowano takze eksperymentalnie w
ludzkich liniach komérkowych, w panelu cDNA pochodzacego z réznych narzadow badanych
gatunkow oraz w S$wiezo mrozonych probach nowotworowych 1 tkankach okalajacych
pobranych od pséw i szczuréw. Ekspresje wybranych retrogendéw wyciszono w ludzkich liniach

komoérkowych, by zbada¢ wptyw na ekspresj¢ genu rodzicielskiego lub genu gospodarza.

W oparciu o wyniki analizy ekspresji roznicowej zidentyfikowano 135 retrogenow o
zmienionej ekspresji w nowotworach cztowieka. Sposrod nich ponad trzykrotnie wiecej nalezy
do retrogenow specyficznych dla naczelnych. Retrogeny HSPA2, RHOB 1 CALMLS5 wskazano
jako retrogeny powigzane z nowotworami odlegtych ewolucyjnie gatunkéw kregowcow.
Ponadto, wskazano retrogeny powigzane z nowotworami, ktore sa specyficzne dla badanych
gatunkow kregowcow a takze retrogeny, ktore moga dziata¢ jako wazne niekodujagce RNA
regulujace geny znane jako peknigce role w komoérkach nowotworowych. Wyniki uzyskane w
ramach niniejszej pracy umozliwily po raz pierwszy w tak duzej skali spojrze¢ na profil

ekspresji retrogenow w nowotworach w konteks$cie ewolucyjnym.



ABSTRACT

The process of retroposition, in which mature mRNA 1is reverse transcribed into cDNA
and reintegrated into the genome, results in the creation of an additional copy of an existing
gene (parental gene). Such copies, called retrocopies or retrogenes, are often embedded in
introns of other genes, called host genes. Retrocopies, previously described as non-functional
elements, are now recognized as important in the context of evolution, and their role in shaping
genomes, transcriptomes and proteomes is becoming increasingly evident. An increasing
amount of data from high-throughput experiments is allowing the identification of new
functional retrogenes. Very often, they regulate the expression level of their parental genes by
acting as miRNA sponges or antisense transcripts, and may participate in epigenetic regulation,
modification of alternative splicing or in the formation of fusion transcripts. The phenomenon
of retroposition has been particularly intensified during the evolution of primates. The
relationship between the exceptionally high number of human retrocopies, compared to other
animal species, and neoplastic transformation in our species is not well understood. Therefore,
the main aim of the study was to investigate to what extent the intensive process of retroposition
in primates can be linked to increased, compared to other species, processes of human

carcinogenesis.

The study material consisted of transcriptomic data from human, dog and chicken. The
expression of retrogenes associated with tumors was also experimentally verified in human cell
lines, in a panel of cDNA from different organs of the studied species and in fresh-frozen tumor
samples and surrounding tissues collected from dogs and rats. The expression of selected
retrogenes was silenced in human cell lines to examine the effect on the expression of the

parental gene or the host gene.

Based on the results of the differential expression analysis, 135 retrogenes with altered
expression in human tumors were identified. Of these, more than three times as many belong
to primate-specific retrogenes. The retrogenes HSPA2, RHOB and CALMLS5 were identified as
retrogenes associated with cancers of evolutionarily distant vertebrate species. In addition, we
identified cancer-associated retrogenes that are specific to the vertebrate species studied, as well
as retrogenes that may act as important non-coding RNAs regulating genes known to play a
role in cancer cells. The results of this work allow, for the first time on such a large scale, to

consider the expression profile of retrogenes in cancers in an evolutionary context.



WYKAZ SKROTOW

ActB — z ang. actin beta)

APTX — z ang. aprataxin

BRCA — z ang. breast carcinoma

CALM3 — z ang. calmodulin 3

CALMLS — z ang. calmodulin like 5

cDNA — z ang. complementary DNA

cis-NAT — z ang. cis natural antisense transcript

CMC - z ang. canine mammary carcinoma

COAD -z ang. colon adenocarcinoma

CSCs — z ang. cancer stem cells

CSMD3 — z ang. CUB and Sushi multiple domains 3
CTNNAIPI — z ang. catenin alpha 1 pseudogene 1

DCAF12 — z ang. DDBI and CUL4 associated factori?2

DEG — z ang. differential expressed gene

EEFI1A1 —z ang. eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1
EEFI1AIPI13 — z ang. eukaryotic translation elongation factor 1 alpha I pseudogene 13
ENO?2 —z ang. enolase 2

ER+ — z ang. estrogen receptor positive

fef4 — z ang. fibroblast growth factor 4

FMOS5 — z ang. flavin containing dimethylaniline monoxygenase 5
FTHIP3 — z ang. ferritin heavy chain I pseudogene 3

GBM- z ang. glioblastoma multiforme

H3P6 — z ang. H3 histone pseudogene 6

HCC — z ang. hepatocellular carcinoma

HMGAI — z ang. high mobility group AT-hook 1

HMGBI — z ang. high mobility group box 1

HMGBIPS5 — z ang. high mobility group box 1 pseudogene 5
HMGBIP6 — z ang. high mobility group box I pseudogene 6
HMM-HA — z ang. high-molecular-mass hialuronian

HSPA2 — z ang. heat shock protein family A (Hsp70) member 2
HSPAS — z ang. heat shock protein family A (Hsp70) member 8
INTS6 — z ang. integrator complex subunit 6

INTS6P1 — z ang. integrator complex subunit 6 pseudogene 1

ISF — z ang. inward stranded forward



ISR — z ang. inward stranded reverse

IU — z ang. inward unstranded

KIRC — z ang. kidney renal clear cell carcinoma

LEP — 7 ang. leptin

LIHC — z ang. liver hepatocellular carcinoma

IncRNA — z ang. long non-coding RNA

log2FC — z ang. log2 of Fold Change

LUSC- z ang. lung squamous cell carcinoma

MALATI — z ang. metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1
MCF-7 — linia komorkowa ludzkiego estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi
MCF-12F — linia komérkowa ludzkiego gruczotu mlekowego

miRNA — z ang. micro RNA

MRC-5 — linia komérkowa ludzkich fibroblastow ptuca

mRNA — z ang. messenger RNA

MSL3PI —z ang. MSL complex subunit 3B

NANOGPS — z ang. Nanog homeobox retrogene P8

NAT - z ang. natural antisense transcript

NCBI SRA — z ang. National Center for Biotechnology Information Sequence Read Archive
NCI-H1703 — linia komorkowa niedrobnokomoérkowego raka ptuc

NKAPL — z ang. NFKB activating protein like

NOPCHAPI1 — ang. NOP protein chaperon 1

OV- z ang. ovary cancer

PCBPI — z ang. poly(rC) binding protein 1

PCNA — z ang. proliferating cell nuclear antigen

PCR — z ang. polymerase chain reaction

PDIA3PI — z ang. protein disulfide isomerase family A member 3 pseudogene 1
PLEKHA?7 — z ang. pleckstrin homology domain containing A7

POUSF1P4/P5 — z ang. POU class 5 homeobox 1 pseudogene 4/pseudogene 5
PPIAP43 — z ang. peptidylprolyl isomerase A pseudogene 43

PPPIRI14B — z ang. protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 14B)
PPPIRI4BP3 — z ang. protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 14B pseudogene 3
PRAD — z ang. prostate adenocarcinoma

PTEN — z ang. phosphatase and tensin homolog

PTENPI — z ang. phosphatase and tensin homolog pseudogene 1

pz - par zasad



qPCR — z ang. quantitive polymerase chain reaction

READ -z ang. rectum adenocarcinoma

RHOA — z ang. ras homolog family member A

RHOB — z ang. Ras homolog family member B

RHOG — z ang. ras homolog family member G

RNA-Seq — z ang. RNA sequencing

RNF113B — 7z ang. ring finger protein 113B

RPLI0P9 — z ang. ribosomal protein L10 pseudogene 9
RPL36A — z ang. ribosomal protein L36a

RPL9 — 7z ang. ribosomal protein L9

RPS18 — z ang. ribosomal protein S18

Rps23rl — z ang. ribosomal protein S23, retrogene 1
RPS28P7 — z ang. ribosomal protein S28 pseudogene 7

rRNA — z ang. ribosomal RNA

RT-PCR — ang. reverse transcribed polymerase chain reaction
SOCS?2 — z ang. suppressor of cytokine signaling 2

SF — z ang. stranded forward

SR — z ang. stranded reverse

TCGA — z ang. The Cancer Genome Atlas

THSD4 — z ang. thrombospondin type 1 domain containing 4
TNBC — z ang. triple-negative breast cancer

TP53 — z ang. tumor protein p53

TPM — z ang. transcripts per million

trans-NAT — z ang. trans natural antisense transcript

TSEEN — z ang. tumor-specifically expressed, evolutionarily novel
UCEC — z ang. uterine corpus endometrial carcinoma

UCPI — z ang. uncoupling protein 1

UTP14C —z ang. UTP14C small subunit processome component
UTR - z ang. untranslated regions

YWHAQ — z ang. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein
theta






1. WSTEP
1.1. Retrogeny

Zmieniajgce si¢ warunki $rodowiska determinuja pojawienie si¢ nowych cech
adaptacyjnych, = umozliwiajagcych  przetrwanie  gatunkow.  Wystepowanie  tych
charakterystycznych cech fenotypowych moze by¢, miedzy innymi, efektem dziatania
nowopowstatych gendéw. Duplikacja gendéw, dostarczajac "material" dla dziatania doboru
naturalnego, jest glownym mechanizmem zwigzanym z powstawaniem nowych genow
(Kaessmann 1 in., 2009; Pegueroles 1 in., 2013). Przez dlugi czas uwazano, ze funkcjonalne
kopie gendw powstaja gldwnie poprzez duplikacje regionow DNA. Kolejne badania wykazaty,
ze duplikacja oparta na RNA (proces retropozycji) moze by¢ jeszcze bardziej znaczacym
zrédtem nowych gendw, petnigcych istotne funkcje w komoérce (Kaessmann i in., 2009; Kubiak
1 in., 2020; Kubiak & Makatowska, 2017). Kopie te odgrywaja wazng role w ewolucji
molekularnej genomoéw i1 zostaly nazwane ,,zarodkami ewolucji” (ang. seeds of evolution)

(Brosius, 1991).

Proces powstawania retrokopii rozpoczyna si¢ od transkrypcji genu rodzicielskiego
(ang. parental gene) (Rycina 1a). Dojrzaly mRNA przechodzi do cytoplazmy, gdzie przytaczajg
si¢ do niego biatka kodowane przez retrotranspozon L1, odwrotna transkryptaza i endonukleaza
kodowane przez ORF2 oraz biatka opiekuncze kodowane przez ORF1. Powstaly kompleks jest
nastgpnie przenoszony z powrotem do jadra komoérkowego, gdzie mRNA genu rodzicielskiego
taczy sie z uszkodzonym koncem DNA. Zachodzi proces odwrotnej transkrypcji, a powstate
cDNA jest wlaczane ponownie do genomu jako tzw. retrokopia. Retrokopie sg pozbawione
introndéw 1 elementow regulatorowych, posiadaja ogon poli-A oraz powtorzenia flankujace w
miejscu insercji. Kopie te, mimo poczatkowego braku elementéw regulatorowych moga ulega¢
transkrypcji. Aktywno$¢ t¢ uzyskuja poprzez wykorzystanie m.in. promotoréw sasiadujacych
genow, odleglych sekwencji CpG, a czasami nawet cze$ci swoich wlasnych sekwencji.
Ponadto, gdy retrokopia wstawiona zostaje do intronu innego genu moze wykorzystywac
elementy regulatorowe tego tzw. genu gospodarza (ang. host gene) (Kaessmann i in., 2009;
Vinckenbosch i in., 2006). Retrokopie aktywne transkrypcyjnie nazywane sg retrogenami. Ich
mRNA przez dlugi czas uwazano za szum transkrypcyjny, z uwagi na ich znaczace

podobienstwo do gendw rodzicielskich oraz powszechne traktowano jako pseudogeny.
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Rycina 1. Mechanizm powstawania retrokopii genéw kodujacych biatka (a) oraz mozliwe
funkcje pelnione w komorce (b) (Staszak & Makatowska, 2021).

1.2. Ewolucja i funkcje retrogenow

Gdy powstaje dodatkowa kopia genu kodujgcego biatko, podlega ona mniejszym
ograniczeniom ewolucyjnym niz gen, z ktérego si¢ wywodzi (Magadum i in., 2013). Duplikacja
pozwala na swobodna selekcje oczyszczajaca, wigc kopie maja tendencje do szybszego
gromadzenia mutacji, co sprawia, ze ewoluujg szybciej (Tutar, 2012). Sposréd dwoch rodzajow
duplikacji, to duplikaty powstate na drodze retropozycji czg$ciej nabywaja nowy wzor ekspresji
i funkcji. Duplikacja na poziomie DNA prowadzi do powstania potomnych kopii o takiej same;j
organizacji genomowej jak gen rodzicielski, z tym, ze nie zawsze zduplikowana jest cata
sekwencja genu. Duplikaty zawierajace cato$¢ sekwencji genu, wlaczajac w to rejon
regulatorowy, zazwyczaj odzwierciedlajg funkcje oraz wzor ekspresji ich przodka (Kaessmann
11n., 2009; Vinckenbosch 1 in., 2006). Ponadto, sugeruje si¢, ze ewolucja przebiega wolniej w
obszarach ekson-intron oraz w genach zawierajacych wiele intronow (Parmley i in., 2007). Co

ciekawe, zauwazono, ze tempo ewolucji w retrokopiach jest najwicksze w obszarach



poprzednich miejsc splicingowych w genie rodzicielskim (Kaessmann i in., 2009; Parmley i

in., 2007).

Insercja retrokopii moze by¢ zrodtem cech gatunkowo specyficznych. Dobrym
przyktadem jest retrogen fgf4 (ang. fibroblast growth factor 4), ktory wystepuje u ras psoOw o
krotkich nogach 1 jest odpowiedzialny za chondrodysplazje (Parker i in., 2009). Z kolei
retrokopia genu cyklofiliny A zwigzana jest z odpornoscig na HIV u matp ponocnicowatych
(Richardson 1 in., 2014). Zatem zrozumienie réznic migdzygatunkowych ma kluczowe
znaczenie w badaniach medycznych, poniewaz mogg one by¢ powodem, dla ktérego wynikow
badan na zwierzgtach nie mozna przenies¢ na ludzi. Przyktadowo funkcjonalny retrogen
Rps23rl (ang. ribosomal protein S23, retrogene 1), ktorego rola zwigzana jest z redukcja
poziomu beta-amyloidu oraz fosforylacji biatka tau w przypadku choroby Alzheimera, jest
specyficzny dla myszy i nie wystepuje u czlowieka (Y. Zhang i in., 2009). Liczne analizy
wskazuja, ze proces retropozycji byt szczegdlnie wzmozony wsréd ewolucji naczelnych (ang.
burst of retroposition), co zwigzane jest z wystepowaniem duzej ilosci retrokopii w genomach
tego rzedu ssakoéw (Marques 1 in., 2005; Navarro & Galante, 2015). Pojawity si¢ takze
doniesienia, w ktorych stosujac inne metody szacowania ilosci zduplikowanych genow
pokazano, ze u myszy proces retropozycji byt rownie intensywny (Pan & Zhang, 2007). Te
rozbiezno$ci moga wynika¢ z roéznic w ilosci i jakosci danych dostepnych dla réznych

gatunkow.

Retrokopie, poczatkowo jednoegzonowe, moga z czasem zyskiwaé introny lub
dodatkowe eksony. Szczeséniak i in. opisali dwa retrogeny, RNF113B (ang. ring finger protein
113B) 1 DCAF12 (ang. DDBI and CUL4 associated factor 12), w ktdrych introny powstaty w
wyniku mutacji 1 pojawienia si¢ nowych miejsc splicingowych (Szcze$niak i in., 2011). Z kolei
zespoty Fablet i in. oraz Carelli 1 in, wskazatyprzyktady retrogendw, ktore nabyty nowe eksony
(Carelli i in., 2016; Fablet i in., 2009). Gdy retrokopia zostanie wlaczona w rejon innego genu,
moze zosta¢ aktywowana podczas transkrypcji genu gospodarza, tworzac chimeryczne
transkrypty. Taka integracja retrokopii przyczynia si¢ do powstania nowych form
splicingowych, czesto ze zmodyfikowanym biatkiem 1 specyficznym wzorem ekspresji.
Dobrym przykladem moze by¢ retrokopia retro hsap 4001', zlokalizowana w locus genu
CSMD3 (ang. CUB and Sushi multiple domains 3), ktora jest zwigzana z powstaniem dwoch
pierwszych eksonow krotszego wariantu CSMD3 (CSMD3-203). Kompleksowa analiza

" Nazwy rozpoczynajace si¢ od ,,retro” pochodza z bazy danych RetrogeneDB, retrokopie te nie maja swojego
odpowiednika lub nazwy w innych bazach.



retrokopii cztowieka wskazata 71 transkryptow, ktore zawieraly sekwencje 56 retrokopii.

(Kubiak i in., 2020).

Dotychczas opisano wiele przyktadow retrogendéw, ktore posiadaja potencjal do
kodowania biatek (Kaessmann i in., 2009; S. Chen i in., 2010; Kubiak i in., 2020) (Rycina 1b).
Zidentyfikowano az 106 znanych genoéw kodujacych biatka, ktore powstaty na drodze
retropozycji (Rosikiewicz 1 in., 2017). W toku ewolucji retrogeny te moga podlegac
subfunkcjonalizacji, dzielac funkcje ze swoim genem rodzicielskim lub nawet zastapi¢ swoje
geny rodzicielskie, mowimy wowczas o retrogenach ,.sierocych” (ang. orphan retrogenes)
(Ciomborowska 1 in., 2013). Jak wspomniano wcze$niej, sekwencje retrogendow czesto
ewoluujg w szybkim tempie, wskutek czego moga zyskiwa¢ nowe funkcje, a wigc podlegac
neofunkcjonalizacji. Funkcje te wynikajg z uzyskania nowych wzorcow ekspresji, narzuconych
przez zawarto$¢ sekwencji genomowej otaczajacej retrokopi¢ w miejscu wstawienia oraz

szybko kumulujace si¢ mutacje (Poliseno i in., 2010).

Gen zagniezdzony w intronie innego genu moze powodowal przedwczesne
zakonczenie transkrypcji genu gospodarza (Kaer i in., 2011). Kolejnym przyktadem funkcji
retrogendw moze by¢ zatem ich udzial w interferencji transkrypcji. W zjawisku tym
transkrypcja retrogenu znajdujacego si¢ na przeciwnej nici DNA wplywa hamujaco na
transkrypcje innego genu. Przyktadem moze by¢ zagniezdzona w intronie genu ERLIN2 (ang.
ER lipid raft associated 2) retrokopia retro_hsap 4044. Sugeruje si¢, ze ekspresja tej retrokopii
moze by¢ zwigzana z wczesniejsza terminacjg transkrypcji genu ERLIN2, a co za tym idzie z
wystepowaniem krotszych form splicingowych tego genu (ERLIN2-002, ERLIN2-006) (Kubiak
iin., 2020).

Na etapie potranskrypcyjnym, RNA pochodzace z retrogenu moze wpltywaé na
regulacje ekspresji innych gendéw na poziomie epigenetycznym. Dobry przyklad stanowi
tranksrypt antysensowny do retrokopii Oct4-pseudogen 5 (asOct4-pg5, ang. antisense to Oct4-
pseudogen 5), ktory jest czegscig kompleksu modulujacego na poziomie epigenetycznym

aktywnos¢ transkrypcyjna genu rodzicielskiego Oct4 (Hawkins & Morris, 2010).

Retrogeny mogg pemic takze funkcje regulatorowych RNA, dzialajac jako cis-NAT
(ang. cis natural antisense transcript) oraz trans-NAT (ang. trans natural antisense transcript).
Ze wzgledu na wysoka komplementarno$¢ sekwencji retrogendéw do gendéw rodzicielskich,
retrogeny mogg tworzy¢ dupleksy RNA:RNA (Kubiak i in., 2020), ktore odgrywaja wazna roleg
w modulacji splicingu pre-mRNA, edycji RNA, kontroli stabilnosci mRNA, a takze znoszeniu
represji indukowanej miRNA (Rosikiewicz & Makatowska, 2016). W badaniu Kubiak i in.,
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wskazano 78 retrokopii potencjalnie regulujacych ekspresj¢ swoich gendéw rodzicielskich

dziatajac jako trans-NATs (Kubiak 1 in., 2020).

Ponad 40% retrokopii jest zagniezdzonych w intronach innych genéw (2019 sposrod
4611 retrogendw, na podstawie bazy danych RetrogeneDB2). Kiedy retrokopie wystepuja na
przeciwnej nici DNA mogg regulowac ekspresj¢ gospodarza dziatajac jako cis-NAT (Groen i
in., 2014; Kubiak i in., 2020). Wyjasnienie dziatania tego mechanizmu nie jest do konca znane.
W wielkoskalowej analizie zidentyfikowano 656 retrokopii, wykazujacych istotng statystycznie
korelacje ekspresji ze swoim genem gospodarzem — co moze sugerowac ich funkcje jako cis-
NAT (Kubiak i in., 2020). Przyktadem retrogenu potencjalnie funkcjonujacego jako cis-NAT
moze by¢ PDIA3PI (ang. protein disulfide isomerase family A member 3 pseudogene I,
retro_hsap 217) zagniezdzony w onkogenie FMOS (ang. flavin containing dimethylaniline
monoxygenase 5). FMOS5 wykazuje zwigkszong ekspresje w raku jelita grubego (T. Zhang i in.,
2018). Jego ekspresja jest dodatnio skorelowana z ekspresja retrogenu co moze sugerowac

pewna regulacyjng role zagniezdzonej retrokopii (Kubiak 1 in., 2020).

Retrokopie aktywne transkrypcyjnie mogg takze petni¢ funkcje gabek miRNA. Takim
przyktadem sg gen HMGAI (ang. high mobility group AT-hook 1) oraz jego dwie retrokopie.
HMGAIP6 1 HMGAIP7, ktore dziataja jak ,,wabiki” dla czasteczek miRNA i w ten sposob
reguluja ekspresje rodzicielskiego genu HMGA I (Esposito i in., 2014). Innym przyktadem jest
dhugi niekodujacy RNA INTS6P1 (ang. integrator complex subunit 6 pseudogene 1) wraz ze
swoim genem rodzicielskim INTS6, ktory jest genem supresorowym w raku
watrobowokomorkowym. Mechanizm regulacji ekspresji takze powigzano z konkurencja o

onkogenny miR-17-5p (Peng i in., 2015).

1.3. Retrogeny, nowotwory i ewolucja

Retrokopie jako wazne elementy biorgce udzial w ewolucji gatunkow, powigzano takze
z wystepowaniem nowotwordéw. W literaturze opisano retrokopie, ktére wykazuja wlasciwosci
zardwno onkogenne jak i supresorowe (Esposito i in., 2014; Poliseno i in., 2015; Rohozinski 1
in., 2012; Staszak & Makatowska, 2021; Yu i in., 2014). Natomiast szybkie tempo ewolucji,
ktore charakteryzuje geny powstate w wyniku retropozycji, nalezy takze do cech typowych dla
guzo6w nowotworowych. W rozdziale tym opisane sg zatem powigzania i podobienstwa

pomigdzy retrogenami i nowotworami z uwzglgdnieniem aspektow ewolucyjnych (Rycina 2).
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poziom ekspresji onkogenow
i genéw supresorowych

Retrogeny Nowotwory
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ksztattowanie genomow
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obrebie guza nowotworowego

Rycina 2. Schematyczne ujecie zwigzkéw pomigdzy retrogenami, procesem nowotworzenia a
ewolucja (na podstawie Staszak & Makatowska, 2021).

1.3.1. Mechanizmy ewolucyjne i nowotwory

Kancerogeneza jest zjawiskiem ztozonym, wieloczynnikowym 1 wcigz owianym
wieloma niewiadomymi. Wysokie ryzyko transformacji nowotworowej u czlowieka moze by¢
spowodowane na przyklad stylem zycia czy czynnikami $rodowiskowymi. Kluczowym
aspektem sa jednak czynniki genetyczne, predysponujace do rozwoju nowotworu. Spogladaja
na drzewo ewolucji zwierzat, zjawisko to wydaje si¢ dos¢ powszechne (Kitsoulis i in., 2020;

Vincze i in., 2022).

U kilku gatunkow zwierzat zidentyfikowano geny, ktére powigzano ze zmniejszong
podatnoscia na transformacj¢ nowotworowa (Rycina 3a). Mechanizm ,,odporno$ci” na procesy
nowotworzenia zaobserwowano w populacji dlugowiecznych wielorybdéw grenlandzkich (zyja
ok 200 lat). Zjawisko to powigzano m.in. z wysokim tempem ewolucji genéw zaangazowanych
zarOwno w powstawanie nowotwordw, jak 1 procesy starzenia tj. SOCS?2 (ang. suppressor of
cytokine signaling 2), APTX (ang. aprataxin), LEP (ang. leptin) oraz specyficznymi mutacjami
w obrebie genéw zwigzanych z termoregulacja (gen UCPI, ang. uncoupling protein 1).
Dodatkowo, zaobserwowano duplikacje genu PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen),
ktory jest kluczowy dla procesow naprawy uszkodzen DNA. Podejrzewa si¢, ze geny te sg
zwigzane ze zmniejszong czgstotliwoscia mutacji, co z kolei przyczynia si¢ do zapobiegania

powstawaniu nowotwordéw (Keane i in., 2015; Seim i in., 2014).
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U stonia mechanizm odpornosci na nowotwory powigzano ze skuteczniejsza reakcja na
uszkodzenia DNA dzigki dodatkowym kopiom genu 7P53 (ang. tumor protein p53). W
przeciwienstwie do ludzkich komoérek, gdzie zazwyczaj wystepuje jedna kopia genu 7P353,
stonie afrykanskie majg az 20 kopii tego genu, z czego 19 powstalo w wyniku retropozycji
(Abegglen 1 in., 2015). Gen 7P53 koduje biatko p53, ktore jest nazywane ,,straznikiem
genomu” (Efeyan & Serrano, 2007). Biatko to jest kluczowym supresorem nowotworow, a
mutacje w genie 7P53 wystepujg czgsto w roznych typach nowotworow u ludzi (Giacomelli 1
in., 2018; Olivier i in., 2010). Zaburzenie funkcji biatka p53 prowadzi do wystapienia cech
charakterystycznych dla komorek nowotworowych. Dodatkowe kopie genu 7P53 u sloni
afrykanskich sprzyjaja efektywnej reakcji na uszkodzenia DNA poprzez nadaktywny szlak z
udziatem 7P53 (Abegglen i in., 2015).

Specyficzny mechanizm "odpornosci na nowotwory" mozemy znalez¢ takze wsrdd
przedstawicieli gryzoni. Slepy kretoszczur (tac. Spalax ehrenbergi) potrafi dozyé 21 lat,
wyjatkowo dtugo w pordwnaniu z innymi przedstawicielami tego rzedu ssakow (mysz zyje ok.
4 lata). Ponadto, nalezy do gatunkéw o wyjatkowo niskim wskazniku transformacji
nowotworowej — nigdy nie zaobserwowano u jego przedstawicieli wystepowania nowotworow.
Zyjac pod ziemig, gatunek ten charakteryzuje si¢ silng tolerancja na ekstremalne warunki
niedotlenienia. Biatko p53 kontroluje odpowiedZ komoérkowa na rozne warunki stresowe, w
tym uszkodzenie DNA 1 niedotlenienie, prowadzgc do zatrzymania podziatow komorkowych 1
apoptozy. Inaktywacja p53, wystepujaca w 40-50% ludzkich nowotwordw, zapewnia
selektywna przewage w niedotlenionym mikro$rodowisku podczas progresji nowotworu.
Poddano zatem badaniom biatko p53 u slepego kretoszczura i zidentyfikowano substytucje
argininy na lizyng¢ w domenie wigzacej DNA (miejsce 174). Biatko to jest zdolne do
indukowania zatrzymania cyklu komoérkowego, ale nie inicjuje apoptozy. Pozniejsze badania
eksperymentalne wykazaty, ze dominujagcym mechanizmem przeciwnowotworowym w
komorkach tego gatunku nie jest apoptoza, lecz nekroza. Jedng z korzy$ci martwicy moze by¢
usunigcie wszystkich komoérek wokot zmiany przednowotworowej, catego potencjalnie

reaktywnego mikrosrodowiska (Gorbunova i in., 2012).

Innym przyktadem gryzonia, u ktoérego wyewoluowala strategia przeciwdziatania
procesowi nowotworzenia, jest nagi kretoszczur (tac. Heterocephalus glaber) — zostat opisany
jako gatunek niemal ,,wolny od raka” (Tollis i in., 2020). Mechanizm tej niezwyklej odpornosci
polega na ograniczeniu proliferacji komorek poprzez ekspresje hialuronianu o duzej masie

czasteczkowe] (HMM-HA, ang. high-molecular-mass hyaluronan). Diuzsza forma HMM-HA
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petni rolg cytostatyczna, hamujac podziaty komorkowe (Tian i in., 2013). Ponadto, w genomie
tego gatunku odnotowano 17 dodatkowych kopii genu PTEN (ang. phosphatase and tensin
homolog), ktory jest waznym supresorem nowotworowym - co moze dodatkowo przyczyniaé

sie do silnej odpornosci na nowotwory u tego gatunku (J. Tang i in., 2016).
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Rycina 3. Mechanizmy ewolucyjne a nowotwory.

Geny zwigzane z ,,0odpornoscig” na wystgpowanie nowotwordéw u niektorych gatunkéw ssakow
(a), kolejne subpopulacje komodrek podczas progresji guza nowotworowego (b), ewolucyjne
podejscie do leczenia onkologicznego (¢) (na podstawie Staszak & Makatowska, 2021).

Ewolucyjny charakter kancerogenezy znajduje rowniez odzwierciedlenie w
mikroewolucji komorek w obrgbie samego nowotworu (Venkatesan i in., 2017; Zhu i in., 2021).
Guz nowotworowy sktada si¢ z wielu kopii pojedynczej komorki. Podczas rozwoju nowotworu
mutacje prowadza do powstania heterogenicznych grup komorek, ktore stanowig punkt wyjscia
dla dziatania presji ewolucyjnej. W trakcie kolejnych niekontrolowanych podziatéw
komoérkowych dochodzi do powstania réznych subklonéw genetycznych (McPherson 1 in.,
2018) (Rycina 3b). W tym momencie selekcja ewolucyjna zaczyna dziata¢ i niektore grupy
komorek nowotworowych zaczynaja szybciej ewoluowac. Takie sytuacje moga mie¢ miejsce,
gdy pewne komorki nabiorg cech, ktére daja im przewage w okreslonym $rodowisku

nowotworu, co skutkuje wigksza liczba kolejnych komoérek potomnych. Ponadto wysoki
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stopien réznorodnosci nowotwordw i niestabilno$¢ genomowa zwigkszaja ryzyko wystapienia
mutacji korzystnych dla komorek nowotworowych, co z kolei przyspiesza postep choroby

(Fortunato i in., 2017).

Kolejnym argumentem przemawiajacym za istotnym dziataniem mechanizméw
ewolucyjnych w  procesie nowotworzenia jest to, ze zastosowanie terapii
przeciwnowotworowej moze wywotywac presj¢ selekcyjng — dziatajaca analogicznie do presji
selekcyjnej podczas zmieniajgcych si¢ warunkow srodowiska naturalnego (Rycina 3c). Ta sama
terapia moze wywota¢ odmienny skutek u ré6znych pacjentéw, u ktoérych zdiagnozowano ten
sam typ nowotworu. Zakladajac, ze u pierwszego pacjenta zdiagnozowany nowotwor sktada
si¢ wylacznie z komorek wrazliwych na terapie, wowczas rokowanie pacjenta jest dobre i
najprawdopodobniej pacjent zostanie wyleczony. Jednakze u niektorych pacjentow po
zastosowaniu okreslonych terapii obserwuje si¢ poczatkowa odpowiedz, po czym progresja
nowotworu niespodziewanie przyspiesza. To moze sugerowac obecnos$¢ subpopulacji komorek
opornych na terapi¢ we wstepnie leczonym guzie. Presja selekcyjna wynikajaca z terapii moze
prowadzi¢ do wzrostu populacji opornych na leczenie, co z kolei moze prowadzi¢ do rozwoju
"opornosci nabytej". Z tego powodu zaproponowano terapi¢ adaptacyjng, ktéra polega na
utrzymaniu populacji komorek wrazliwych na lek, co ogranicza wzrost populacji opornych na
leczenie (Enriquez-Navas 1 in., 2015; McPherson 1 in., 2018; Russo & Bardelli, 2017,
Venkatesan i in., 2017).

Rola mechanizméw ewolucyjnych w powstawaniu podatno$ci na nowotwory moze
mie¢ odzwierciedlenie w pojawieniu si¢ cech adaptacyjnych u poszczegoélnych gromad
kregowcow. Jedng z nich jest wystepowanie tozyska u ssakow tozyskowych. Pomiedzy
procesem inwazji tozyska a inwazjg komoérek nowotworowych wystgpuja duze podobienstwa
(Kshitiz i in., 2019). Inwazje¢ komdrkowa do sasiednich tkanek obserwuje si¢ w czasie cigzy,
gdy tozysko ptodu nacieka endometrium matki oraz w przypadku raka, gdy rozsiew komorek
nowotworowych do otaczajacego zrgbu komorek jest etapem poprzedzajagcym wystapienie
przerzutow. Stopien inwazji tozyska do endometrium rézni si¢ znacznie u réznych ssakow
tozyskowych (Rycina 4a) (Suhail 1 in., 2022). Sugeruje si¢, ze gatunki charakteryzujgce si¢
bardziej inwazyjnym typem ltozyska (np. czlowiek) sa bardziej podatne na nowotwory ztosliwe.
Przeprowadzono badania, gdzie porownano proces inwazji trofoblastu do fibroblastow z
uzyciem komorek ludzkich (gatunek o inwazyjnym tozysku) oraz bydlecych (gatunek o
nieinwazyjnym tozysku) (Rycina 4b). Zidentyfikowano geny o wysokiej ekspresji w ludzkich
fibroblastach, ktore nie ulegaly ekspresji w fibroblastach bydlecych. Nastepnie wyciszono ich
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ekspresje w ludzkich fibroblastach i zauwazono, Zze byly one bardziej odporne na inwazje¢
komorek nowotworowych niz fibroblasty stanowigce kontrole. Wywnioskowano, ze geny
zwigzane ze zdolnos$cig wnikania tozyska do endometrium macicy, mogg by¢ reaktywowane w
komorkach nowotworowych, co moze prowadzi¢ do przerzutéw (Kshitiz i in., 2019). Ponadto,
obecno$¢ hipermetylacji genéw supresorowych zaréwno w tozysku cztowieka, jak i pawiana,
ale nie w tozysku myszy, sugeruje, ze geny te przyczyniaja si¢ do specyficznej dla naczelnych
inwazji tozyska w sposob porownywalny z rolg tych genow w inwazyjnych nowotworach

(Macaulay i in., 2017; Suhail i in., 2022).
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Rycina 4. Inwazja tozyska a proces inwazji komdrek nowotworowych.

Stopien inwazji lozyska u wybranych gatunkéw ssakow tozyskowych (na podstawie Suhail i
in., 2022) (a). Schemat dwoch rodzajow tozyska oraz ich zwigzek z inwazjg komorek
nowotworowych (na podstawie Kshitiz i in., 2019) (b).

1.3.2. Retrogeny i nowotwory

Ewolucje specyficznych dla gatunku mechanizméw opornosci na raka oraz
wystepowanie okreslonych typow nowotworéw i1 odpowiedzi pacjentéw na zastosowane

leczenie powigzano w niektorych przypadkach z ekspresjg retrogendéw (R. Wang 1 in., 2018; S.
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Wang & Yu, 2019). Jednym z najlepiej opisanych retrogendw zwigzanych z procesem
nowotworzenia jest RHOB (ang. Ras homolog family member B), znany gtownie jako supresor
nowotworu, ktory powstal w wyniku retropozycji na wezesnych etapach ewolucji krggowcow
(J. A. Ju & Gilkes, 2018; Mazieres i in., 2004). Kolejnym przyktadem retrogenu o funkcji
supresorowej jest NKAPL (ang. NFKB activating protein like). Zmniejszenie poziomu ekspresji
tej retrokopii powigzano z krotszym okresem przezycia pacjentow z rakiem
brodawkowatokomorkowym nerki, gruczolakorakiem trzustki czy rakiem migdatkowo-
torbielowatym (M. Li i in., 2017). Zmniejszony poziom ekspresji w nowotworach wykazaty
takze inne retrogeny jak np. PTENPI (Yu i in., 2014), CTNNAIPI (X. Chen i in., 2016),
TUSC2PI (Rutnam i in., 2014) 1 INTS6P1 (Peng i in., 2015).

Duza grupe stanowig retrogeny o podwyzszonej ekspresji w nowotworach. W wielu
przypadkach zwigkszona ekspresja tych retrokopii sprzyja rozwojowi nowotworu. Jednym z
przyktadow takiego retrogenu jest UTPI4C (ang. UTPI4C small subunit processome
component). Predyspozycja do raka jajnika jest powigzana z podniesiong ekspresjag UTP14C,
retrokopii genu UTPI14A. Mechanizm regulatorowy najprawdopodobniej polega na tym, ze
UTP14C kieruje biatko p53 na droge degradacji. W komorkach o wysokiej ekspresji UTP14C
biatko p53 nie moze spetnia¢ swojej funkcji, czyli blokowa¢ cyklu komdrkowego i kierowaé
komorek na droge apoptozy (Rohozinski 1 in., 2012). Z kolei, zwigkszona ekspresja MSL3P1
(ang. MSL complex subunit 3B) zostala skorelowana =z wystgpowaniem raka
nerkowokomoérkowego (B. Chen i in., 2018). Do grupy retrogendéw o zwigkszonym poziomie
ekspresji w nowotworach nalezg rowniez m.in. KRASP1 (Poliseno i in., 2010), UBE2CP3 (Lin
11in., 2018), ANXA2P2 (Q.-S. Wang 1 in., 2019), RACGAPIP (M.-Y. Wang i in., 2019) oraz
LGMNPI (H. Xuiin., 2019).

Jednym z retrogenow, ktore powigzano z wystepowaniem przerzutdw jest wspomniany
wezesniej] CTNNAIPI (ang. catenin alpha 1 pseudogene 1). U pacjentéw z rakiem jelita
grubego wykazano istotng korelacje ekspresji tego retrogenu z inwazja do weztow chionnych
(X. Chen i in., 2016). Zwigkszona ekspresje retrogendw NANOGPS (ang. Nanog homeobox
retrogene P8) 1 POU5SF1P4/P5 (ang. POU class 5 homeobox I pseudogene 4/pseudogene 5)
powigzano natomiast z wystepowaniem fenotypu macierzystych komorek nowotworowych
(CSCs, ang. cancer stem cells). Wystepowanie tej subpopulacji komoérek o wysokiej zdolnosci

do inwazji, zwiastuje intensywng ekspansje nowotworu (Fairbanks i in., 2012).

W literaturze znajdujemy takze przyklady rerogenoéw istotnych w odpowiedzi na

zastosowane leczenie. Retrokopie¢ PPIAP43 (ang. peptidylprolyl isomerase A pseudogene 43)
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powigzano z wrazliwo$cig na radioterapi¢ wsrod pacjentdow z niedrobnokomorkowym rakiem
phtuc (S. Wang & Yu, 2019). Interesujacy przyktad stanowi rowniez retrogen FTHIP3 (ang.
ferritin heavy chain 1 pseudogene 3), ktdrego poziom ekspresji powigzano z opornoscig na

leczenie paclitaxelem (Wang i wsp., 2019).

Doktadne mechanizmy dzialania retrokopii w komoérkach nowotworowych w wigkszosci
przypadkéw nie sg dobrze poznane. Retrokopie mogg petni¢ réznorodne funkcje, ale wydaje
sie, ze w wigkszosci przypadkow dziataja jako niekodujace gabki miRNA (Ciomborowska-
Basheer i in., 2021). Ze wzgledu na mechanizm powstawania, retrokopie charakteryzuja si¢
wysokim stopniem podobienstwa sekwencji do swoich przodkéw (gendéw rodzicielskich).
Mimo, ze potencjal kodowania biatek nie zawsze jest zachowany, miejsca docelowe miRNA
czesto pozostajg w sekwencji retrokopii niezmienione. Przyktady funkcji retrokopii w
komorkach zdrowej i nowotworowej ilustruje Rycina 5. Sytuacje, w ktorej retrogen reguluje
ekspresje genu rodzicielskiego bedacego genem supresorowym przedstawia Rycina S5a. W
zdrowej komorce poziom ekspresji tego retrogenu jest zrownowazony. Wystarczajaca ekspresja
retrokopii reguluje ekspresje genow supresorowych poprzez konkurowanie o wspolne miRNA.
Zapobiega to degradacji transkryptu genu supresorowego i umozliwia proces translacji.
Analogicznie, obnizony poziom ekspresji tego typu retrogendow przyczynia si¢ do
zwigkszonego wigzania miRNA z transkryptem genu supresorowego, co kieruje go na $ciezke
degradacji i sprzyja transformacji nowotworowej (Rycina 5d). Dobrym przyktadem jest niski
poziom ekspresji retrokopii PTENPI (ang. phosphatase and tensin homolog pseudogene 1),
ktéry powigzano z wystgpowaniem nowotwordéw (C.-L. Chen i in., 2015; Yu i in., 2014). W
normalnych warunkach sensowny transkrypt PTENP chroni gen rodzicielski przed wigzaniem
miRNA, a tym samym przed degradacja i obnizonym poziomem translacji. W komorkach
nowotworowych obnizenie ekspresji PTENPI prowadzi do degradacji PTEN pod wplywem
wigzania miRNA (Poliseno i in., 2015). Innym przyktadem jest dtugi niekodujacy RNA
INTS6P1 wraz z jego genem rodzicielskim INTS6 (ang. integrator complex subunit 6),
supresorem raka watrobowokomorkowego. Mechanizm ich wspoéldziatania powigzano z
konkurencja o onkogenny miR-17-5p (Pengiin., 2015). Odwrotnie jest w przypadku retrokopii,
ktore pochodza od gendw rodzicielskich nalezacych do onkogenow. W zdrowej komorce niska
ekspresja retrogenu, ktéry ma wspolne miejsca wigzania miRNA z danym onkogenem,
powoduje, ze miRNA wigze si¢ gtownie z mRNA onkogenu 1 kieruje go na $ciezke degradacji
(Rycina 5b). W komorce nowotworowej podwyzszona ekspresja retrokopii powoduje wigzanie

wiekszej 1losci miRNA, co z kolei zapobiega degradacji transkryptu onkogenu (Rycina 5e),
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prowadzac do progresji nowotworu. Dobrym przykladem jest gen HMGAI i jego retrokopie
HMGAIP6 i HMGA1P7 dziatajace jako gabki dla wspdlnych miRNA, regulujace w ten sposob
ekspresje onkogenu HMGA 1 (Esposito i in., 2014).

Komorka zdrowa Komoérka nowotworowa
rysoka ckspresja - mRNA genu
(a) }Aeﬂi?ge}ﬁl SRS suprcso%owcgo niska ekspresja mRNA genu
a— > (d) retrogenu supresorowego
S~ - g
;: (% :M i % (M ; =
translacja degradacja ‘ ‘ X l
"} translacja degradacja
(b) ?Cifgxgecl;supresja (e) wysoka ekspresja P R i3 \\
T Lerosen /" (f) gen gospodarza \
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Rycina 5. Retrogeny zwigzane z procesem nowotworzenia jako gabki miRNA i cis-NATs w
komorce zdrowej 1 nowotworowe;.

Wiazanie miRNA przez retrogen o wysokiej ekspresji i translacja genu supresorowego (a).
Degradacja mRNA onkogenu poprzez wigzanie miRNA z powodu niskiej ekspres;ji retrogenu
(b). Wysoka ekspresja retrogenu i1 spadek ekspresji onkogennego genu gospodarza (c).
Degradacja mRNA genu supresorowego poprzez wigzanie miRNA z powodu niskiego poziomu
retrogenu (d). Wigzanie miRNA z retrogenem o wysokiej ekspresji i translacja onkogenu (e).
Niska ekspresja retrogenu i podwyzszony poziom ekspresji gospodarza dzialajacego jako
onkogen (f) (na podstawie Staszak & Makatowska, 2021).

Istnieje kilka mozliwych scenariuszy, w ktérych retrogeny moga regulowaé funkcje
swoich gospodarzy zaro6wno w komorkach zdrowych, jak i nowotworowych. Retrogen
dziatajacy jako cis-NAT moze, w zaleznosci od mechanizmu dziatania, zar6wno promowac, jak
1 hamowac¢ transkrypcje gospodarza (Rosikiewicz & Makalowska, 2016). Rycina S5Sc
przedstawia przypadek, w ktorym retrogen jest zagniezdzony w onkogenie a ich ekspresja jest
ze soba negatywnie skorelowana. W zwigzku z czym w zdrowej komoérce wysoka ekspresja
retrogenu moze utrzymaé ekspresje onkogenu na niskim poziomie poprzez np. zjawisko
interferencji transkrypcji. Z kolei w komdrce nowotworowej niska ekspresja retrogenu nie
zatrzymuje transkrypcji onkogennego genu gospodarza, co skutkuje jego wysoka ekspresja
(Rycina 5f).
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Coraz wigce] badan podkresla funkcjonalno$¢ retrogenéw oraz ich zwiazek z
wystepowaniem chorob, w tym nowotworow. Mimo to, retrokopie sa nadal czesto pomijane
jako geny kandydujace w badaniach nad nowotworami. Moze to wynika¢ z tego, ze analiza
tych duplikatow stanowi duze wyzwanie, gléwnie ze wzgledu na ich niska ekspresje¢ w
poréwnaniu z genami kodujacymi biatka oraz wysoki poziom podobienstwa sekwencji z ich
genami rodzicielskimi (Staszak & Makatowska, 2021). Ustalenie profilu ekspresji i funkcji
retrogenow moze stanowi¢ istotny kierunek badan nad korelacja wydarzen ewolucyjnych z
podatno$cia na proces nowotworzenia wsrdod réznych gatunkéw, w tym czlowieka.
Wyselekcjonowane retrogeny-biomarkery danych typow nowotwordéw, moglyby znalez¢
zastosowanie w standardowej diagnostyce onkologicznej, wpltywajac na zwigkszenie

skutecznos$ci identyfikowania poszczegolnych rodzajow nowotwordow.
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2. CEL PRACY

Retropozycja dostarcza nowego materialu genetycznego, ktory przynajmniej
poczatkowo nie podlega presji ewolucyjnej 1 dos¢ szybko ewoluuje. Proces retropozycji genow
kodujacych biatka byl szczegdlnie intensywny w czasie ewolucji naczelnych. Wiele z tych
nowo powstatych duplikatow gendw ulega transkrypcji. Czg$¢ koduje biatka, inne funkcjonuja
jako regulatorowe RNA. Zwigzek pomiedzy tymi nowymi funkcjonalnymi czgsteczkami a
nowotworami nie byt dotad badany. A zatem, gléwnym celem pracy bylo sprawdzenie na ile
intensywny proces retropozycji u naczelnych moze by¢ powiazany ze wzmozonymi, w
poréwnaniu z innymi gatunkami, procesami nowotworzenia u czlowieka. Postawiono trzy

hipotezy badawcze:

1. Specyficzne dla naczelnych lub czlowieka retrogeny czgsciej wykazuja zwigzane z
nowotworami zmiany ekspresji w pordéwnaniu z retrogenami ewolucyjnie starszymi.

2. Wisrdd retrogendw wykazujacych zmieniong ekspresje w nowotworach, przewazaja
retrogeny powstale z genow kodujacych istotne dla proceséw nowotworowych
biatka lub ulokowane w intronach takich genow.

3. Retrogeny, ktore powstaty ze znanych onkogendéw i genéw supresorowych lub sg
zagniezdzone w takich genach, powigzane sa z procesami nowotworowymi poprzez

regulacje ekspresji tychze genow.

Bardzo duze podobienstwa pomiedzy procesem inwazji tozyska a inwazja komorek
nowotworowych sugeruja, ze gatunki charakteryzujace si¢ bardziej inwazyjnym typem tozyska
(np. cztowiek) sg bardziej podatne na nowotwory ztosliwe. Dlatego postawiono kolejna,

zwigzang z tym zagadnieniem hipotezg:

4. Retrogeny, ktére wykazujg zmieniony poziom ekspresji w nowotworach, w podobny

sposOb zmieniajg ekspresje w trakcie rozwoju tozyska.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Analizy bioinformatyczne
3.1.1. Dane transkryptomiczne (RNA-Seq)

Materiat do badan stanowity dane transkryptomiczne (RNA-Seq, ang. RNA Sequencing)
cztowieka (tac. Homo sapiens), psa (tac. Canis lapus familiaris) oraz kury (tac. Gallus gallus)
zdeponowane w bazie danych NCBI SRA (The National Center for Biotechnology Information
Sequence Read Archive) (Leinoneniin., 2011) (Tabela 1, Tabela 2). Selekcja zestawow danych
opieratla si¢ gtownie na liczbie prob oraz w miar¢ mozliwosci wspolnym pochodzeniu (proby z
tkanek nowotworowych i zdrowych od tych samych osobnikoéw). Wymienione gatunki zwierzat
zostaly wybrane jako grupa poréwnawcza ze wzgledu na dystans ewolucyjny 1 ilo$¢ dostgpnych
danych nowotworowych. Dodatkowo pies posiada stosunkowo dobrze poznany genom i
najblizszy cztowiekowi poziom opieki medycznej, co pozwalalo na zebranie materiatu

badawczego.

Tabela 1. Zestawy danych nowotworowych z repozytorium NCBI SRA uzyte do analiz
bioinformatycznych. ER+- rak piersi z pozytywnym statusem receptorow estrogenowych,

TNBC- potrojnie ujemny rak piersi, C2, C1- podtypy molekularne watrobiaka zarodkowego.

Zestaw danych (numer 1D)

Proby - tkanka nowotworowa

Proby - tkanka okalajaca

(zdrowa)
Czlowiek (fac. Homo sapiens)
Rak piersi (PRINA251383) (Varley i 42 ER+ 30 okalajagce guz ER+,
in., 2014) 42 TNBC 21 okalajace guz TNBC,

5 z mammoplastyki

(PRINA489087) (Kim i in., 2020)

Gruczolakorak jelita grubego 18 pierwotny rak jelita grubego, 18
(PRINA218851) (Kim i in., 2014) 18 przerzuty do watroby
Gruczolakorak ptuc (PRIEB2784) (Ju 85 77
iin, 2012)
Rak watrobowokomodrkowy 50 50
(PRINA310012) (Liu i in., 2016)
Watrobiak zarodkowy 18 subtyp C1 25
(PRINA413799) (Hooks i in., 2018) 7 subtyp C2

Pies (fac. Canis lupus familiaris)
Rak gruczotu mlekowego psa 138 (9 ras)* 61

Rak gruczolu mlekowego psa

22 (carcinoma)

26 proby zdrowe z widocznymi

(PRINA362606) (Tangiin., 2017)

(PRINA561580) (Graim i in., 2020) 41 (adenoma) atypiami
Kura (tac. Gallus gallus)

LMH Linia komorkowa raka 6 -

watrobowokomorkowego kury

(PRINA239321) (Suni in., 2015)

Probki zdrowej watroby kury - 6

*przeanalizowano tylko te rasy, dla ktorych dostepne byly zaréwno proéby nowotworowe, jak i zdrowe, czyli
wskazane 138 prob nowotworowych i 61 prob okalajacych
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Tabela 2. Zestaw danych z eksperymentu inwazji fozyska z repozytorium NCBI SRA uzyty
do analiz bioinformatycznych.

Zestaw danych (numer 1D) Fibrobl_asty zrebu endometrium Fibroblasty zrebu
po inwazji trofoblastem endometrium
Cziowiek (tac. Homo sapiens)
Inwazja tozyska (PRINAS562073 ) 3 3
(Kshitiz i in., 2019)

W celu zwigkszenia skali analiz ekspresji retrokopii w nowotworach czlowieka,
przeanalizowano dane dotyczace ekspresji 10 rodzajow nowotwordw znajdujace si¢ w
repozytorium TCGA (The Cancer Genome Atlas) (The Cancer Genome Atlas Program (TCGA)
- NCI, 2022; Weinstein 1 in., 2013) (Tabela 3). Dane z glejaka wielopostaciowego (TCGA-
GBM) oraz raka jajnika (TCGA-OV) z uwagi na matg ilo$¢ lub brak prob zdrowych zostaty
uzyte tylko do analizy ogélnej ekspresji retrogenéw, nie uwzgledniono ich w analizach

ekspresji roznicowej, gdzie porownywano proby nowotworowe i proby zdrowe.

Tabela 3. Zestawy danych z repozytorium TCGA uzyte do analiz bioinformatycznych.
*oznaczono pakiety danych, ktorych nie uwzgledniono w analizach ekspresji réznicowej, gdzie
porownywano proby nowotworowe i proby zdrowe z uwagi na zbyt mata liczbe prob zdrowych

Proby nowotworowe

Proby Proby

nowotworowe | zdrowe | Stadium | Stadium Efekt terailpn— Efekt tera}pn
v I postepujacy — calkowita

nowotwor remisja

Typ nowotworu

Rak piersi (TCGA-
BRCA, ang. breast 1113 113 - - - -
carcinoma)
Gruczolakorak jelita
grubego (TCGA-COAD, 473 41 66 78 24 134
colon adenocarcinoma)
Glejak wielopostaciowy
(TCGA-GBM, ang. 169 5 - ) ) .
glioblastoma
multiforme)*

Rak jasnokomorkowy
nerki (TCGA-KIRC, ang.
kidney renal clear cell
carcinoma)

Rak
watrobowokomorkowy
(TCGA-LIHC, ang. liver 374 50 5 177 - -
hepatocellular
carcinoma)

Rak ptaskonabtonkowy
ptuc (TCGA-LUSC, ang.
lung squamous cell
carcinoma)

Rak jajnika (TCGA-OV,
ang. ovary cancer)*
Gruczolakorak prostaty
(TCGA-PRAD, ang.
prostate
adenocarcinoma)

538 72 81 272 4 48

501 51 - - 13 274

429 0 - - 32 243

502 52 - - 16 313
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Gruczolakorak odbytnicy
(TCGA-READ, ang. 167 10 25 33 6 42
rectum adenocarcinoma)
Rak endometrium trzonu
macicy (TCGA-UCEC,
ang. uterine corpus
endometrial carcinoma)

550 35 - - 17 388

3.1.2. Adnotacje retrokopii

Jako Zrédlo adnotacji retrokopii wykorzystano baz¢ danych RetrogeneDB2
(Rosikiewicz i in. 2017). W zwiagzku z tym, ze RetrogeneDB2 opiera si¢ na poprzedniej wersji
ludzkiego genomu (GRCh37), Ensembl ID zostaly przekonwertowane do nowszej wersji
ludzkiego genomu, w oparciu o koordynaty genomowe przy uzyciu Assembly Converter (Yates
1 in., 2020). Ostateczna lista obejmowata zaktualizowane do wersji GRCh38 retrokopie
znajdujace si¢ zarowno w Ensembl jak i RetrogeneDB2, retrokopie adnotowane jedynie w
RetrogeneDB?2 (tzw. novel) oraz dodatkowo retrokopie zwigzane z nowotworami pochodzace
z danych literaturowych (niezaadnotowane w RetrogeneDB2). W przypadku pozostatych
gatunkéw nie byla dostgpna nowsza wersja genomu 1 w zwigzku z tym nie byto potrzeby
aktualizacji identyfikatoréw i nazw retrokopii. W sytuacji braku nazwy genu w Ensembl

pozostawiono ID z RetrogeneDB2.

3.1.3. Przetwarzanie danych RNA-Seq

Bezposrednio pobrane dane RNA-Seq z NCBI SRA zostaly poddane kontroli jakos$ci
zuzyciem programu FastQC (Andrews, 2010) (Rycina 6a). Wykonane nastepnie wstgpne
przetwarzanie danych z uzyciem narzedzia BBduk2 (qtrim=w trimq=20 maq=10 k=23
mink=11 hdist=1 tbo tpe minlength=2/3length; https://jgi.doe.gov) obejmowato przycinanie i
filtrowanie odczytow oraz usuwanie sekwencji adapterow, stanowigcych potencjalne
zanieczyszczenia prob (Tabela 4). Zgodnie z informacja zawartag w repozytoriach, z ktorych
pobrano dane, podczas przygotowywania biblioteck RNA-Seq usunig¢te zostaly odczyty
pochodzace z rybosomalnego RNA (rRNA). W celu usunigcia ewentualnych pozostatosci
rRNA odczyty zostaly zmapowane do referencyjnego rRNA (Ensembl, NCBI) z uzyciem
Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012). Przetworzone dane zostaly poddane ponownej kontroli
jakosci (Rycina 6b). Przed podjeciem kolejnych krokow okreslony zostat rodzaj kazdej z
bibliotek, gdyz jest to istotnym parametrem na etapie mapowania. W tym celu postuzono si¢
narzgdziem infer experiment.py (http://rseqc.sourceforge.net/). Poziom ekspresji zostal
oszacowany z uzyciem programu Salmon przy uzyciu parametrow domyslnych oraz flag —

seqBias i —gcBias, w celu skorygowania potencjalnych odchylen w danych wejsciowych
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(Patro iin., 2017). Do mapowania uzyto nastepujacych wersji transkryptomow: cztowiek 1 pies
(Ensembl 101) oraz kury (Ensembl 103), ktére wzbogacono o sekwencje retrokopii
zaadnotowanych jedynie w bazie RetrogeneDB2 (novel) (Rosikiewicz i in., 2017). Wartos$ci
ekspresji z poziomow transkryptow przekonwertowano na poziom genow (dodano wartosci
ekspresji wszystkich transkryptow danego genu) a nastgpnie dane zaimportowano do
srodowiska R (wersja 2.1.6) przy pomocy pakietu tximport

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/tximport.html).

Tabela 4. Przykladowe podsumowanie przetwarzania danych RNA-Seq z repozytorium NCBI
SRA (*dotyczy pierwszej proby z kazdego z pakietow danych).
Mozliwe rodzaje bibliotek dla odczytow sparowanych (ang. paired-end): 1U-niespecyficzna
niciowo, ISF- pierwszy odczyt pochodzi z nici wiodacej, ISR- pierwszy odczyt pochodzi z nici
przeciwnej; dla odczytéw niesparowanych (ang. single-end): SF- pierwszy odczyt pochodzi z
nici wiodacej; SR- pierwszy odczyt pochodzi z nici przeciwnej.

. Dlugosé¢ . Wejsciowa Liczba , .

Pakiet danych RNA-Seq osgzdzt?’)] odczytow bﬁ)cl’%zteeuki liczba odczytow po \:]’qs;m;\c;grl]lil;k

YOW I (p2) odezytow* | filtrowaniu* P
Nowotwor piersi | Paired- 50 U 131191 930 | 105582 550 65%
(PRINA251383) (Varley i | end
in., 2014)
Rak jelita grubego | Paired- 101 U 78493548 | 42122512 93%
(PRINA218851)  (S.-K. | end
Kimiin., 2014)
Gruczolakorak ptuc | Paired- 101 U 45688760 | 26 456 920 86%
(PRIEB2784)(Y. S. Ju i | end
in., 2012b)
Rak Paired- 100 U 93946 356 | 60 199 452 89%
watrobowokomoérkowy end
(PRINA310012) (G. Liu i
in., 2016)
Watrobiak zarodkowy | Paired- 125 ISR 169 073 930 | 144 450 926 85%
(PRINA413799) (Hooks i | end
in., 2018)
Inwazja fozyska | Paired- 50 ISR 120980520 | 101 485 886 94%
(PRINA562073) (Kshitizi | end
in., 2019)
Rak gruczotu mlekowego | Paired- 101 ISR 74696 512 | 68 308 274 67%
psa (PRINA489087) (T.- | end
M. Kim i in., 2020)
Rak gruczolu mlekowego | Single- 141 SF 131221568 | 66 584 592 64%
psa (PRINA561580) | end
(Graim i in., 2020)
LMH Linia komorkowa | Single- 50 SR 22491917 | 19094 035 72%
raka end
watrobowokomodrkowego
kury (PRINA239321) (Sun
i in., 2015)
Probki zdrowej watroby | Paired- 125 ISR 48426516 | 38814304 80%
kury (PRINA362606) (Q. | end
Tangiin., 2017,s.)
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Rycina 6. Kontrola jakosci odczytow pochodzacych z préby SRR3129838 (rak
watrobowokomodrkowy) przed (a) i po oczyszczeniu z adapteréw, odczytow niskiej jakosci oraz
rRNA (b).

Z repozytorium TCGA dla kazdej proby pobrano dane dotyczace liczby surowych
odczytéw oraz warto$ci TPM (ang. Transcript Per Milion) (Goldman i in., 2020; Grossman i
in., 2016) z uzyciem pakietu TCGAbiolinks (Colaprico i in., 2016). Dane te byly nastepnie

wykorzystane do analizy ekspresji réznicowe;j.

3.1.4. Analizy ekspresji réznicowej
Geny o zmienionym poziomie ekspresji (DEGs ang. Differential Expressed Genes)
zidentyfikowano przy uzyciu pakietu DESeq2 (Love i in., 2014), porownujac proby

nowotworowe 1 proby zdrowe. Z analiz usuni¢to warto$ci odstajace tylko tam, gdzie
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znajdowaty si¢ one powyzej wartosci 100 na wykresie gldéwnych sktadowych (PCA ang.
Principal Component Analysis), a jednoczesnie opis kliniczny nie wyjasniat tej zmiennosci.
Ustalono prog istotnosci padj < 0,05 i |log2FC| > 0,58 (padj, ang. adjusted p-value,
log2FC, ang. log? of fold change). Nastgpnie przefiltrowano wyniki by uzyska¢ retrokopie
o istotnej statystycznie zmianie ekspresji. Dodatkowo filtrowano wyniki na podstawie rdznic
w $rednich wartosciach TPM miedzy nowotworem a zdrowg tkankg (|r6znica TPM| > 10), tak
by wyniki odzwierciedlaly jedynie biologicznie istotne zmiany w poziomie ekspresji. Miato to
na celu odfiltrowanie przypadkow, w ktorych wartosci ekspresji byty bardzo mate i cho¢
zmiany byly istotne statystycznie, biologicznie zmiany te byly nieistotne. Dla przyktadu,
retrogen MSL3P]1 istotnie zwigkszyl swojg ekspresje (log2FC=2,34; padj=6.41 e-55), przy
czym roznica ta wynosita 3,3 TPM — w tkance zdrowej jego $rednia ekspresja wynosita 0,86
TPM a w tkance nowotworowej 4,16 TPM co oznacza, ze poziom retrogenu w obu przypadkach

byt bardzo maty.

3.1.5. Analizy korelacji ekspresji
Aby obliczy¢ wspotczynniki korelacji pomigdzy poziomem ekspresji retrokopii
i genami rodzicielskimi/genami gospodarzy, wykorzystano funkcj¢ corr.test z testem
Spearmana z pakietu psych (R, wersja 2.1.6). Aby korelacja zostala uznana za istotng

wymagane byto: p <0,001 i |rho | > 0,25.

3.1.6. Potencjalne miejsca wigzania miRNA
Miejsca wigzania miRNA ustalono z uzyciem bazy danych miRDB (Chen & Wang,
2020; Liu & Wang, 2019).

3.1.7. Wizualizacja danych
Wykresy pudetkowe przygotowano za pomoca pakietu ggplot2 (Wickham, 2009) oraz
ggsignif z uzyciem testu t-studenta (Ahlmann-Eltze & Patil, 2021). Wykresy typu mapa cieplna
(ang. heatmap) wykonano z uzyciem narzedzia ComplexHeatmap (Gu 1 in., 2016, Gu, 2022).
Wykresy wynikow z eksperymentow qPCR zostaty wykonane w GraphPad Prism 8 (GraphPad,
USA).

3.1.8. Analiza filogenetyczna
Do okreslenia czasu powstania retrogendw wykorzystano baze¢ danych GenTree

(http://gentree.ioz.ac.cn) (Shao 1 in., 2019). Aby potwierdzi¢ czas powstania retrokopii
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specyficznych dla cztowieka, sprawdzono réwniez ortologi w bazach RetrogeneDB2
(Rosikiewicz 1 in., 2017), NCBI Orthologs (O’Leary i in., 2016) i Ensembl Comparative
(Herrero i in., 2016). Przy uzyciu programu BLASTN (Camacho i in., 2009) sprawdzono takze,
czy istniejg ludzkie ortologi retrogendw zwigzanych z nowotworami specyficznych dla psa
i kury oraz obliczono podobienstwo sekwencji pomigdzy retrogenami réznych gatunkow
zwierzat (cztowiek, szympans, mysz, pies, kura). Programu BLASTP (Johnson 1 in., 2008)

uzyto do okreslenia podobienstwa biatek kodowanych przez wybrane retrogeny.

3.1.9. Testy statystyczne
W celu koncowego zweryfikowania postawionych hipotez przeprowadzono testy
statystyczne z wykorzystaniem funkcji chisq.test z pakietu stats (R wersja 4.2.2) (R: The R
Project for Statistical Computing, 2025).

3.2. Analizy eksperymentalne
3.2.1. Material biologiczny

Ekspresje retrogenéow zwigzanych z nowotworami zweryfikowano w ludzkich liniach
komorkowych: MCF-7 (linia komorkowa ludzkiego estrogenozaleznego gruczolakoraka
piersi), MCF-12F (linia komoérkowa ludzkiego gruczolu mlekowego), NCI-H1703 (linia
komorkowa niedrobnokomoérkowego raka ptuc) i MRC-5 (ludzkie fibroblasty ptuca). Ekspresje
retrokopii sprawdzono takze w panelu ludzkiego cDNA pochodzacego z 8 narzagdow (Human
MTC™ Panel I, Takara Bio), panelu cDNA pochodzacego z 6 narzadéow psa (Dog Tissue
CDNA, Zyagen) i cDNA pochodzacego z 6 narzadow kury (Chicken Tissue CDNA, Zyagen)
oraz w §wiezo mrozonych probach nowotworowych i probach tkanek okalajacych pobranych
od psow 1 szczurow. Proby do analiz pozyskano z kliniki weterynaryjnej ,,Klinika Matych
Zwierzat Wasiatycz” w Poznaniu. Uzyskano zgode Inspekcji Weterynaryjnej Powiatowego

Lekarza Weterynarii w Poznaniu (decyzja nr 821/2021).

3.2.2. Hodowle komorkowe
Linie komérkowe utrzymywano w odpowiednich dla danej linii pozywkach (MCF-7 i
NCI-H1703 w pozywce RPMI; MCF-12F w pozywce DMEM F12; MRC-5 w pozywce
DMEM) w temperaturze 37°C, 5% CO., w inkubatorze z systemem nawilzajagcym powietrze

(zgodnie z wymaganiami ATCC).
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3.2.3. Izolacja RNA i odwrotna transkrypcja
Catkowity RNA ekstrahowano przy uzyciu odczynnika TRI Reagent (Molecular
Research Center, USA) i poddano odwrotnej transkrypcji za pomoca cDNA RevertAid KIT

(Qiagen, Niemcy) zgodnie z protokotami producenta.

3.24. PCR
Startery specyficzne dla poszczegolnych genow zaprojektowano w PrimerBlast

(Yeiin., 2012) (Tabela 5,

Tabela 6) 1 zaméwiono w Merck Life Science Sp.z.0.0. Amplifikacja PCR zostala
przeprowadzona przy uzyciu EconoTaq PLUS2X Master Mix (Lucigen, USA) w objetosci 10
pl. 5 pl produktéw PCR zostato uzyte do elektroforezy zelowe; w 1,5% zelu agarozowym
zawierajagcym GelRed i1 1x bufor TAE. Zdjecia zelu zostaly wykonane za pomoca G:Box EF2
(Syngene, UK) i oprogramowania analitycznego GeneSys (Syngene, UK). Pozostate 5 pl
produktéw PCR zostalo poddane oczyszczeniu enzymatycznemu odczynnikiem ExoSAP-IT™
PCR Product Cleanup Reagent (ThermoScientific, USA) i1 sekwencjonowane przy uzyciu Big
Dye V3.1 Terminator Kit w analizatorze ABI Prism 3130XL Analyzer (Applied Biosystems,
UK). Do analizy zsekwencjonowanych produktow PCR wykorzystane zostalo oprogramowanie

BioEdit (Hall, 1999).

Tabela 5. Startery PCR stosowane w analizach ekspresji genow cztowieka.

Gen Nazwa startera Sekwencja startera 5° — 3’
CALM3 CALM3_F1_127 AGGGAAAGTAGTCCGGCGA
CALM3_R1_127 TGCAATCTGCTCCTCAGTCA
CALMLS5 CALML5_221 F GAACTGTCTGGGACAGACGC
CALMLS5_221 R GGCATTGATGGTGCCGTTTC
HMGB1 HMGB1_F1_193 ACCGATAGGAAACGAGGCTG
HMGB1_R1 193 TGACATTTTGCCTCTCGGCT
HMGB1P6 HMGB1P6_F_159 TTTTTGTGCAAACGTCGGGA
HMGB1P6_R_159 TAATGGGCCTTGTCCACCTT
HSPA2 HSPA2_F1_131 ATCATCGCCAACGACCAGG
HSPA2_R1 131 TTGGCGTCGAAGATGGTGTT
PLEKHA7 PLEKHA7_F1_134 CGGGACACTTTACCTGAGCA
PLEKHA7_R1_134 ATCATGTGGCCCGAGTTGAC
retro_hsap_852 hsap_852_F2_168 TGGAGAACAGATCAGCGGAAG
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hsap_852_R2_168 GCGGAAAGAAGCCAGGTTTT
retro_hsap_1605 | retro_hsap_1605 UNI_F_182 | AGCTCTTGATGTTATCTCTGCACT
retro_hsap_1605_UNI_R_182 | CACGATAACTGTGCGTCCCT
RHOB RHOB_UNI_F2_145 CAAGAAGCTGGTGGTGGTGG
RHOB_UNI_R2_145 CACCTGCTTGCCGTCCA
RPL36A RPL36A_F1 154 ATAAGAAGAGAAAGGGCCAAGTG
RPL36A R1 154 TCCCCACAAGCGGAATTGTATT
RPL9 RPL9 F3_193 CCCACTCTCGGAACCTTGTC
RPLO_R3_103 GAATTACGAGGCCCAGCAGT
THSD4 THSD4_F1_190 GTACAGTGAGGGAGAGCCGA
THSD4_R1_190 GCTGTTTGAACGTGGAGCAA

Tabela 6. Startery PCR stosowane w analizach ekspresji genow psa, kury i szczura.

Gen Nazwa startera Sekwencja startera 5’ — 3°
CALMLS5 pies CALML5_dog_F_191 GACGGGCAAGTGAACTACGA
CALML5_dog R_191 AAGAGAGGCCATGCTTTCCC
CALMLS5 szczur CALMLS rat 131 F1 TGTGTGGGAAACTACCTCATGG
CALMLS5 rat_131 R1 GACCAACCCAAAGAAACCGTC
HSPA2 pies HSPA2_dog_F_149 AGGACGACATTGACCGGATG
HSPA2_dog_R_149 CTTGCCCCTGAGTTTCTCGT
HSPA2 kura HSPA2_chicken F_ 158 ACGTATTCTTGCGTGGGTGT
HSPA2_chicken_R_158 GTGTTGGTGGGGTTCATTGC
HSPA2 szczur HSPA2_rat F 110 CCTAACGTTGCTTTGCCTGT
HSPA2_rat R_110 CTTGCCATGTTGGAAGACCC
RHOB pies RHOB_UNI_F2_145 CAAGAAGCTGGTGGTGGTGG
RHOB_UNI_R2_145 CACCTGCTTGCCGTCCA
RHOB kura RHOB_chicken_F_154 TCTCTCCTACCCAGACACGG
RHOB_chicken_R_154 GCGCAGGTCTTTCTTGTTGG
retro_cfam_1036 | cfam_1036_F1_130 GGATGACCTCCTTTGCACGA
cfam_1036_R1_130 CTGCTTGGCGTTGGCAAT
retro_cfam 1061 | cfam 1061 F1 148 CTGAAGAATCCGCACCCTGA
cfam_1061_R1_148 CCGAATATGCCACGGACAGT
retro_ggal_15 ggal_15_F2_156 ATGTCAACCAGTTACGGAGGG
ggal_15_R2_156 ATCATTTGCATGCGCCATCTG
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3.2.5. Woyciszanie ekspresji

Ekspresje retrogenow wyciszono w ludzkich liniach komoérkowych, by zbadaé jego
wplyw na ekspresje genu rodzicielskiego lub genu gospodarza. Mieszanina transfekcyjna
antysensownych LNA gapmeRs (Qiagen, Niemcy) (Tabela 7) zostata przygotowana w
Opti- MEM (Gibco, USA) i Lipofectamine 3000 (InvitrogenTM, USA). Mieszanina
transfekcyjna zostata dodana do hodowanych komorek. Komorki zostaty pobrane do analizy
po 72 godzinach od momentu transfekcji. Stezenie poszczegdlnych gapmeRoOw wynosito
CALMLS5=50nM, retro_hsap 852=30nM, HMGBIP6=50nM. Wyciszenie ekspresji MALAT]
(ang. metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1) stanowito kontrolg pozytywna
gapmeRa. Kontrole negatywne obejmowaty sprawdzenie ewentualnego wptywu lipofektaminy

(LIPO) na ekspresje gendow oraz wptywu samego gapmeRa — kontrola producenta (NEG).

Tabela 7. Sekwencje gapmeRoO6w uzyte do wyciszenia ekspresji poszczegdlnych retrogenow.

Gen Nazwa gapmeRa Sekwencja 5’ - 3’
CALML5 CALML5S ACTCGGCAGTCCTTTA
HMGB1P6 HMGB1P6_flank 200 GGTCGGGAATGGTATG
Retro_hsap_852 Human 852 5’ 200nt 2 | CGGAAAGAAGCCAGGT

3.2.6. qPCR

RNA zostal wyizolowany 1 przepisany na ¢cDNA, jak opisano powyzej. qPCR zostat
przeprowadzony na platformie QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) przy uzyciu PowerUp™ SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, UK) zgodnie ze standardowym protokolem. Ekspresja ActB (ang. actin beta)
stanowita kontrole jako gen o konstytutywnej ekspresji. Eksperymenty zostaty przeprowadzone
w trzech powtorzeniach technicznych dla trzech powtdrzen biologicznych. Wzgledne ilo§ciowe
oznaczenie ekspresji gendéw zostalo przeprowadzone metodg 242CY(Livak & Schmittgen,

2001).
3.2.7. Test zywotnosci

Wplyw wyciszenia retrogenu na zywotno$¢ komorek byt analizowany przy uzyciu
TrypanBlue (Merck) zgodnie z protokotem producenta. Do 0,1 ml roztworu komorek dodano
0,1 ml TrypanBlue. Procentowa zawartos¢ zywych komorek policzono z uzyciem The

Countess™ 3 Automated Cell Counter.
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WYNIKI
3.3. Identyfikacja retrokopii o zmienionej ekspresji w nowotworach

czlowieka, psa i kury

3.3.1. Szacowanie poziomu ekspresji retrokopii

W analizach danych transkryptomicznych czlowieka wzieto pod uwage 62 319
kodujacych biatka i niekodujacych gendw, wliczajac retrokopie. Uwzglednionych byto 4580
retrokopii, w tym: 4486 retrokopii adnotowanych zard6wno w RetrogeneDB?2 jak 1 Ensembl, 83
retrokopie adnotowane jedynie w bazie RetrogeneDB2 (tzw. novel) oraz 11 retrokopii
zwigzanych z procesem nowotworowym wybranych na podstawie doniesien w literaturze

(nieadnotowane w RetrogeneDB2).

Ekspresje retrokopii w tkankach cztowieka sprawdzono w 506 bibliotekach RNA-Seq.
W celu wyeliminowania artefaktow wzigto pod uwage tylko retrokopie, ktore wykazywaty
ekspresj¢ minimum 1 TPM w co najmniej 1% bibliotek. W przypadku czlowieka bylo to
6 bibliotek. Srednia wartoé¢ TPM dla retrokopii uznanych za ulegajace ekspresji zostata
wyliczona tylko dla prob, w ktorych ekspresja danego retrogenu wynosita minimum 1 TPM.
Analiza wskazata 1851 retrogendw wykazujacych ekspresje oraz 2729 retrokopii
niespetniajacych przyjetych warunkéw. 143 retrokopie wykazywaty ekspresje w ponad polowie
(powyzej 253) prob, a 89 retrokopii wykazywato $rednig ekspresj¢ minimum 10 TPM (Rycina
7). Do retrogenow o najwyzszej $redniej wartosci ekspresji, przekraczajacej 100 TPM (od 146
do 442 TPM) nalezalo 10 retrogenow: RPS2P5 (ENSG00000240342), H3P6
(ENSG00000235655), RPL36AL (ENSG00000165502), RPS28P7 (ENSG00000227097),
PCBP1 (ENSG00000169564), CALMLS5 (ENSG00000178372), RHOB (ENSG00000143878),
RPL234AP4 (ENSG00000234851), retro_hsap 852 (ENSG00000244398) oraz RPL2IPI
(ENSG00000220842).
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Rycina 7. Ekspresja retrokopii cztowieka w analizowanych prébach (NCBI SRA). Liczba
bibliotek, w ktorych retrokopia wykazywata ekspresje minimum 1 TPM (0§ x) oraz $rednia
wartos¢ ekspresji (0$ y).

W przypadku analiz danych transkryptomicznych pochodzacych z tkanek psa wzigto
pod uwage 32 270 gendw wliczajac 2091 retrokopii. Wsrod retrokopii 611 adnotowanych byto
w obu bazach, Ensembl i RetrogeneDB, a 1480 retrokopii adnotowanych byto jedynie w bazie
RetrogeneDB (tzw. novel). Podobnie jak w przypadku analiz tkanek cztowieka, warunkiem
uznania, ze dana retrokopia ulega ekspresji byta wartos¢ minimum 1 TPM w co najmniej 1%
bibliotek (w tym przypadku w 3 bibliotekach). Srednia warto$¢é TPM liczona byta jedynie dla
retrokopii spetniajacych wczesniejsze kryterium i liczona zostala tylko dla préb, w ktérych
ekspresja wynosita minimum 1 TPM. W analizach bibliotek RNA-Seq psa (288 prob), 591
retrokopii wykazywato ekspresje (Rycina 8). 142 retrokopie ulegaty ekspresji w ponad potowie
prob. W przypadku 27 retrogenow $rednia warto$¢ TPM przekraczata 100 1 wynosita pomiedzy
106 a 2722 TPM. Do retrogendow o najwyzszej ekspresji (Srednia wartos¢ TPM > 200) nalezato
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10 retrogenow: retro_cfam_203 (ENSCAFG00000005494), retro_cfam 1011
(ENSCAFG00000004857), CALMLS (ENSCAFG00000005235), retro_cfam_113
(ENSCAFG00000024837), retro_cfam 36 (ENSCAFG00000016065), retro cfam 145
(ENSCAFG00000010850, retro cfam 1671 (ENSCAFG00000018652), retro cfam 1642
(ENSCAFG00000024420), retro_cfam 2167 (ENSCAFG00000017231), retro cfam 150
(ENSCAFG00000030465).
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Rycina 8. Ekspresja retrokopii psa w analizowanych probach (NCBI SRA). Liczba bibliotek,
w ktorych retrokopia wykazywatla ekspresj¢ minimum 1 TPM (0§ x) oraz Srednia wartos¢
ekspresji (08 y).

W analizach danych kury wzigto pod uwage 24 194 gendéw wliczajac retrokopie.
Ostateczna liczba retrokopii uwzglednionych w analizie wynosita 25, w tym 10 retrokopii
adnotowanych zarowno w bazie Ensembl jak i RetrogeneDB oraz 15 retrokopii adnotowanych

jedynie w bazie RetrogenDB (tzw. novel). W przypadku analiz 12 bibliotek RNA-Seq kury
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zastosowano inne kryterium ze wzgledu na bardzo matg liczbe bibliotek — retrogen uznano za
ulegajacy ekspresji, gdy wartos¢ TPM wynosita minimum 1 TPM, w co najmniej dwoch
probach (16% bibliotek). Srednia warto$¢ TPM dla danej retrokopii, podobnie jak w przypadku
cztowieka 1 psa, zostala wyliczona tylko dla retrokopii okreslonych jako ulegajace ekspresji
ijedynie na podstawie prob, w ktorych ekspresja przekraczata 1 TPM. Zgodnie z tymi
kryteriami, w analizowanych probach ekspresji ulegato 11 retrokopii (Rycina 9). Retrogeny
RHOB (ENSGALG00000016485) 1 ARF6 (ENSGALG00000026944) pokrywaja si¢ na Rycinie
9 — obydwa wykazywaty §rednig ekspresje na podobnym poziomie. W przypadku 7 retrokopii
$redni poziom ekspresji byt wigkszy niz 10 TPM. Do retrogendw o najwyzszej ekspresji, w

zakresie $redniej wartosci, przekraczajacej 100 TPM, nalezal retrogen retro ggal 21.

o= RHOB
\ ARF6

wh

log10(sredniaTPM)
L ]

H 8
Liczba bibliotek

Rycina 9. Ekspresja 11 retrokopii kury w 12 analizowanych bibliotekach (NCBI SRA).
Liczba bibliotek, w ktérych retrokopia wykazywata ekspresj¢ minimum 1 TPM (0§ x) oraz
$rednia warto$¢ ekspresji (08 y).
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3.3.2. Identyfikacja retrogenow o zmienionym poziomie ekspresji w

nowotworach czlowieka

Przed rozpoczeciem szczegdtowych analiz wykonano analize¢ sktadowych gtownych w
celu identyfikacji prob, ktore odstaja od pozostatych i mogltyby zaburza¢ pdzniejsze analizy.
Przed analizg ekspresji roznicowej usuni¢to nastepujace proby ,,odstajace” (ang. outliers):

PRINA251383 — SRR1313203, SRR1313175; PRIEB2784 — ERR164583, ERR164620;

PRINAS561580 — SRR10012983; PRINA489087 — SRR10012983. Przyktad dwoch
odstajacych prob przedstawiono na rycinie 10.
a) b)
" r ] :- . "\..‘
/ o T,
| @ S . K 1 s
" Outlier ERR164583 _ oSy,
Outlier ERR164620 .

proby z tkanki okalajace)
®  proby z tkanki nowotworowej

Rycina 10. Przyktad identyfikacji prob odstajacych na podstawie analizy glownych sktadowych
dla gruczolakoraka pluc PRIJEB2784. Wykres PCA przed usunigciem (a) oraz po usuni¢ciu
prob ERR164583 1 ERR164620 (b).

Na podstawie wynikow analiz bioinformatycznych, udalo si¢ zidentyfikowac¢ 33
retrogeny o istotnie zréznicowanym poziomie ekspresji w co najmniej jednym z pigciu ludzkich
nowotworow (Tabela 8). W przypadku raka piersi (BRCA) oraz watrobiaka zarodkowego (HB)
wszystkie dwa typy nowotworu zostaty ujete wspdlnie jako proby nowotworowe. Szczegdtowe
informacje dotyczace retrogendw o zmienionej ekspresji (log2foldchange, wartosci p oraz
zmiany w wartosciach TPM) znajduja si¢ w tabelach na koncu niniejszej pracy (Aneks, Tabele

21 do 25).
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Tabela 8. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji w 5 ludzkich nowotworach (dane NCBI
SRA). Czerwong strzatkg oznaczono zwigkszony poziom ekspresji a zielong zmniejszony
poziom ekspresji. BRCA- rak piersi, COAD- gruczolakorak jelita grubego, HB- watrobiak

zarodkowy, HCC- rak watrobowokomoérkowy, LUAD- gruczolakorak ptuc.

Retrogen Gen | Brca | coap | Hce LUAD HB

rodzicielski

ALDH1B1 ALDH2 [ NA |

BTF3L4P2 BTF3L4

CALML5 CALM3

CCT8P1 CCT8

CHMP1B CHMP1A

FOSL1P1 FOSL1

FTLP14 FTL

H3P6 H3-38B

HMGB1P3 HMGB1

HMGB1P5 HMGB1

HMGB1P6 HMGB1

HMGN4 HMGN2 | na | na

LRRFIP1P1 LRRFIP1

MEIS3P1 MEIS3

T2 Wz | | ]

PA2G4P4 PA2G4

PPP1R14BP3  |PPP1R14B

retro_hsap 154 |TMA7 [ NA |

retro_hsap_1605 |RPL9 -

retro_hsap_2297 |PPIA

retro_hsap_3179 |FAM133B

retro_hsap_3325 |RPL31

retro_hsap_794 |RPL31

retro_hsap_852 [RPL36A | 1A |

RHOB RHOA [ NA |

RHOG RAC1

RPL23AP42 RPL23A

RPL21P16 RPL21

RPS20P33 RPS20

RPS2P5 RPS2 [ NA | NA |

RRAGA RRAGB [ NA | NA ]

SFN wHAQ [ A | A

TMEM30B TMEM30A

Najwigcej retrogenow o zmienionej ekspresji zostato zidentyfikowanych w nowotworze
piersi (22) a najmniej w watrobiaku zarodkowym (3) (Tabela 8). 8 sposrod wskazanych
retrokopii zmienito swoja ekspresj¢ w co najmniej dwoch nowotworach cztowieka. Retrokopie
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TMEM30B, RHOB oraz retro_hsap 154 to grupa retrokopii, ktore posiadaja obnizony poziom
ekspresji w co najmniej dwoch nowotworach. Natomiast SFN, retro hsap 852 a takze
HMGBIP6 to przyktady retrogenow, ktorych ekspresja wzrasta w co najmniej dwodch
analizowanych zestawach danych. Wigkszo$¢ retrokopii (25 z 33) reprezentuje geny, ktore

zmieniaja poziom ekspresji tylko w jednym nowotworze.

3.3.3. Retrogeny o zmienionej ekspresji w roznych typach i stadiach

nowotworow czlowieka

W celu wyselekcjonowania retrogendéw o zmienionej ekspresji w roznych typach
nowotworow cztowieka przeprowadzono analizy ekspresji roznicowej porownujac ekspresje w
dwoéch typach nowotworu piersi — ER+ (ang. estrogen receptor positive) oraz TNBC (ang.
triple-negative breast cancer) oraz w dwoch subtypach molekularnych watrobiaka
zarodkowego — C1 oraz C2. Subtyp C2 to bardziej zaawansowane stadium nowotworu
watrobiaka zarodkowego z gorszym rokowaniem, w pordwnaniu z subtypem C1 (Hooks i in.,
2018). Wyniki analiz wskazaly RHOB i RPS2P5 jako retrogeny o zmienionej ekspresji w
bardziej inwazyjnym subtypie C2 (Tabela 9). Z kolei, w poréwnaniu TNBC i ER+
zidentyfikowano trzy retrogeny o zwigkszonej ekspresji w bardziej ztosliwym typie nowotworu
piersi (TNBC): CALMLS, retro_hsap 3325 i retro_hsap 852. Wszystkie spos$rod nich zostaly
zidentyfikowane w opisanej wczesniej analizie jako retrokopie o zmienionej w nowotworach
ekspresji. Ponadto, 7 retrogenow (CALML3, FOSLIPI, HSPA2, RHOB, RPS20P33,
TMEM30B, TOMM40P4) wykazato zmniejszony poziom ekspresji w TNBC a wérod nich trzy:
CALML3, HSPA2 oraz TOMM40P4 to niezidentyfikowane we wcze$niejszej analizie
przypadki.

W celu identyfikacji retrogenow o zmienionej ekspresji podczas rozwoju przerzutow
gruczolakoraka jelita grubego poréwnano dane pochodzace z guzéw przerzutujacych z probami
z guzdw pierwotnych. Zidentyfikowano jeden retrogen, ktory zmienit swoja ekspresje w tej
inwazyjnej formie nowotworu (Tabela 9). Retrogenem tym jest HSPA2 (ang. heat shock protein
family A (Hsp70) member 2), ktérego zmiang ekspresji zaobserwowano dopiero w pozniejszych
stadiach progresji nowotworu jelita grubego, podobnie jak w bardziej inwazyjnym typie TNBC
w przypadku raka piersi. Sugeruje to, ze obnizenie poziomu ekspresji retrogenu HSPA2 moze
by¢ wskaznikiem stopnia zaawansowania nowotworow w przypadku raka piersi i

gruczolakoraka jelita grubego.
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Tabela 9. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji w rdznych typach lub stadiach 3
ludzkich nowotwordéw (dane NCBI SRA). Czerwong strzatkg oznaczono zwigkszony poziom
ekspresji a zielong zmniejszony poziom ekspresji. BRCA- rak piersi, ER+- rak piersi z
pozytywnym statusem receptorow estrogenowych, TNBC- potrdjnie ujemny rak piersi, COAD-
gruczolakorak jelita grubego, HB- watrobiak zarodkowy, C2, C1- subtypy molekularne

watrobiaka zarodkowego.

COAD
Retrogen Gen ) BRCA (przerzuty vs HB
rodzicielski | (TNBCvsER+) guz (C2vsC1)
pierwotny)
CALML3 CALM3
CALML5 CALM3
FOSL1P1 FOSL1
HSPA2 HSPAS8
retro_hsap_3325 |RPL31
retro_hsap_852 |RPL36A
RHOB RHOA
RPS20P33 RPS20
RPS2P5 RPS2
TMEM30B TMEM30A
TOMM40P4 TOMM40

3.3.4. Identyfikacja retrogenéw o zmienionym poziomie ekspresji w

nowotworach psa

Analogiczne analizy przeprowadzono dla dwdéch innych gatunkéow kregowcow, psa i
kury, uzywajac dostepnych danych transkryptomicznych. W przypadku psa analizowano dwa
zestawy danych z gruczolu mlekowego. Zestawy danych pochodza z r6znych laboratoriow wigc
analizowano je osobno ze wzgledu na tzw. efekt wsadowy (ang. batch effect). Analiza ekspresji
roznicowej danych RNA-Seq pierwszego z nich (PRINA489087) pozwolita na
zidentyfikowanie 5 retrogendow o obnizonym poziomie ekspresji (CALMLS, retro _cfam 942,
HSPA2, retro_cfam_179, RHOB) oraz 3 retrogendéw o zwigkszonej ekspresji (retro_cfam 1061,
retro_cfam_1036, retro_cfam_320) (Tabela 10). Trzy sposrdéd nich— RHOB, HSPA2 1 CALMLS,
zidentytfikowano takze we wczesniejszych analizach dotyczacych czlowieka. Doktadne
informacje dotyczace retrogendw o zmienionej ekspresji (log2foldchange, wartoSci p oraz

zmiany w warto$ciach TPM) znajduja si¢ w aneksie do niniejszej pracy (Aneks, Tabele 19-20).
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Tabela 10. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach psa. Czerwona
strzatkg oznaczono zwigkszony poziom ekspresji a zielong zmniejszony poziom ekspresji.

Rak gruczotu | Rak gruczotu
Retrogen Gen rodzicielski mlekowego mlekowego

PRJNA489087)| (PRJINA561580)

CALML5 CALM3
retro_cfam_942 |CAPNS1
HSPA2 HSPA8
retro_cfam_179 |RPS3A
RHOB RHOA

retro_cfam_1061 |LDHA
retro_cfam_1036 |ENSCAFG00000007199
retro_cfam _320 |ENO2

W przypadku drugiego zestawu danych psa (PRINA561580) wyselekcjonowano tylko
jeden retrogen o istotnie zmienionej ekspresji — retro_cfam_320, ktory wykazat zwigkszony
poziom ekspresji w tkance nowotworowej w porownaniu z tkankg zdrowa (Tabela 10). Z opisu
klinicznego wynika, ze w probach zdrowych widoczne byly pierwsze zmiany predysponujace
do kancerogenezy tj. atypowa hiperplazja przewodowa, co moze ttumaczy¢ identyfikacje tylko
jednego retrogenu o zmienionej ekspresji. Niemniej jednak podkres$la to potencjalng role
retro_cfam 320 jako retrogenu zwigzanego z nowotworem gruczotu mlekowego u tego

gatunku.

3.3.5. Identyfikacja retrogenéow o zmienionym poziomie ekspresji w

nowotworze kury

Analizie poddano takze dane RNA-Seq =z linii komorkowej raka
watrobowokomodrkowego kury (PRINA239321, PRINA362606). Ze wzgledu na wezesniej juz
wspomniany efekt wsadowy bezposrednie porownywanie danych z réznych laboratoriow w
jednej analizie nie jest wskazane. Niestety byly to jedyne dane, ktére byly dostgpne w
repozytorium NCBI SRA dla bardziej odleglego ewolucyjnie gatunku kregowca.
Zidentyfikowano 5 retrokopii o zmienionym w probach nowotworowych poziomie ekspresji,
w tym RHOB, HSPA2, retro ggal 14, retro ggal 15 oraz retro ggal 18 (Tabela 11).
Szczegotowe informacje dotyczace retrogendw o zmienionej ekspresji (log2foldchange,
warto$ci p oraz zmiany w wartosciach TPM) znajduja si¢ w tabeli na koncu niniejszej pracy

(Aneks, Tabela 31).
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Tabela 11. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworze kury. Czerwong strzatka
oznaczono zwigkszony poziom ekspresji a zielong zmniejszony poziom ekspresji.

Rak
Retrogen Gen rodzicielski 3
watrobowokomorkowy
RHOB RHOA
HSPA2 HSPAS8

retro_ggal_15 C12o0rf45
retro_ggal_18 Pou5f3
retro_ggal_14 SCO1

3.4. Analiza ewolucyjna retrogenow o zmienionej ekspresji w

nowotworach

3.4.1. Retrogeny zwigzane z nowotworami wspolne dla czlowieka, psa i

kury

Retrokopie o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach cztowieka poddano
analizie ewolucyjnej. Baza danych GenTree pozwolita na okres§lenie czasu powstania 34
sposrod 36 zidentyfikowanych retrokopii. Nie ustalono czasu powstania retro_hsap 2297 oraz
retro_hsap 3325 ze wzgledu na brak adnotacji w bazie danych GenTree (Shao i in., 2019).
Wiegkszo$¢ sposrdd zidentyfikowanych retrokopii (21 sposréd 34) o zmienionym w
nowotworach cztowieka poziomie ekspresji powstala podczas ewolucji naczelnych i nalezy do
ewolucyjnie mtodych genow (Rycina 11). Sposrdd nich 16 jest wspolnych dla naczelnych, a 5
specyficznych  dla  czlowieka  (retro_hsap 852, HMGBIP6, retro _hsap 3179,
retro_hsap 1605, RPL2IP16). Pozostale 13 retrokopii powstato podczas wczesniejszej
ewolucji kregowcow — wsrod nich 6 nalezy do retrogendéw specyficznych dla ssakow (NXT1,
HMGN4, RPL134P17, CHMPI1B, CALMLS5, TMEM30B), a tylko trzy wystepuja u wszystkich
kregowcoéw (RHOG, RHOB, RRAGA).
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DEG gruczolakorak jelita grubego A DEG watrobiak zarodkowy

Rycina 11. Czas powstania retrogenéw o zmienionej ekspresji w nowotworach cztowieka (na
podstawie GenTree http://gentree.ioz.ac.cn, brak retro hsap 2297 oraz retro_hsap 3325 ze
wzgledu na brak adnotacji w bazie danych GenTree).

Strzatka w gore symbolizuje retrogen o zwigkszonej ekspresji w nowotworze, a strzatka w dot
retrogen o zmniejszonej ekspres;ji.

Przeprowadzone analizy pozwolily na zidentyfikowanie trzech ewolucyjnie starych
retrokopii: RHOB 1 HSPA2, ktére wykazaly zmian¢ ekspresji w danych nowotworowych
wszystkich trzech gatunkéw oraz retrogen specyficzny dla ssakow CALMLS5 (ang. calmodulin
like 5), o zmienionej ekspresji w nowotworach cztowieka 1 psa. CALMLS5 wykazat spadek
ekspresji w lagodniejszym typie nowotworu piersi ER+, natomiast wzrost w bardziej
agresywnym typie TNBC. W przypadku psa ekspresja tego retrogenu spadta w probach
nowotworowych. Z kolei, HSPA2 i1 RHOB zostaly zidentyfikowane jako retrogeny o
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zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach cztowieka, psa i kury. U wszystkich gatunkéw
oba retrogeny wykazaty spdjnie, zmniejszong ekspresje w probach nowotworowych. RHOB
nalezy do znanych gendéw zwigzanych z nowotworami. Wedlug danych literaturowych
ekspresja RHOB w wigkszos$ci nowotworow spada (Mazieres 1 in., 2004). Podobnie w 4 z
analizowanych nowotworow cztowieka retrogen ten rowniez posiadat obnizong ekspresje
(Tabela 8). W przypadku raka piersi i watrobiaka zarodkowego RHOB wykazat nizszg ekspresje
w bardziej zaawansowanych typach nowotworéw — odpowiednio TNBC oraz w podklasie
molekularnej watrobiaka zarodkowego C2 (Tabela 9). Z kolei, HSPA2 wykazywat znaczaca
zmiang ekspresji tylko w bardziej agresywnym typie nowotworu piersi — TNBC (Tabela 9). W
probach nowotworu jelita grubego ekspresja HSPA2 zmienita si¢ istotnie statystycznie
pomigdzy roznymi postaciami raka, z wigkszym spadkiem w probach stanowigcych guzy
przerzutowe (log2FC=-1,93). W celu potwierdzenia powstania na drodze retropozycji trzech
ewolucyjnie starych retrogenéw, wspdlnych dla nowotwordéw cztowieka, psa i kury, poréwnano
u cztowieka ich sekwencje 1 strukture genomows z ich genami rodzicielskimi (Rycina 12). Gen
rodzicielski RHOA (ang. ras homolog family member A) 1 retrokopia RHOB znajduja si¢
odpowiednio na chromosomach 3 i 2. W jednoeksonowej retrokopii RHOB zachowana jest
wickszos¢ eksondw kodujacych, co zostalo zobrazowane poprzez odpowiadajace sobie
fragmenty zaznaczone w postaci blokow (Rycina 12a). Identycznos$¢ sekwencji kodujacych
tych gendw wynosi 93,48%, przy pokryciu rownym 73%, co znaczy, ze cz¢s$¢ sekwencji genu
rodzicielskiego nie zostata w retrogenie zachowana. Pokrycie dotyczy sekwencji kodujacej, bez
sekwencji UTR (ang. untranslated regions). W przypadku pary HSPAS (ang. heat shock protein
Jfamily A (Hsp70) member 8) 1 HSPA2 rowniez widoczne jest wysokie podobienstwo sekwencji,
z identycznoscig na poziomie 88,09% 1 pokryciem wynoszacym 94% (Rycina 12b). Z kolei
retrogen CALMLS5 wykazuje znacznie mniejszy stopien podobienstwa do swojego genu
rodzicielskiego CALM3 (ang. calmodulin 3), w poréwnaniu do RHOB lub HSPA2, co znajduje
odzwierciedlenie w nizszym stopniu identyczno$ci sekwencji (51,02%). Natomiast 99%
pokrycie oznacza, ze praktycznie cata sekwencja kodujaca genu CALM3 zostala zachowana w

retrogenie (Rycina 12c¢).
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Rycina 12. Porownanie struktury i lokalizacji retrokopii RHOB (a) HSPA2 (b) i CALMLS (c)
z ich genami rodzicielskimi.

Wyniki w Tabeli 12. przedstawiaja procentowe podobienstwo sekwencji
aminokwasowych RHOB, HSPA2, CALMLS5 w odniesieniu do wybranych gatunkow
kregowcow. Wysokie podobienstwo sekwencji pomiedzy retrogenami czlowieka a retrogenami
szympansa odzwierciedla to, ze jest on najblizszym ewolucyjnym krewnym cztowieka. RHOB
nalezy do retrogenow o wysoce konserwatywnej sekwencji (Tabela 12). Najprawdopodobniej,
retrogen ze wzgledu na pelniong funkcje jest pod wigksza presja selekcyjna. Podobnie w
przypadku HSPA?2, ktory takze wykazuje duze podobienstwo sekwencji w badanych gatunkach.
Moze to sugerowaé, ze zaro6wno biatkko RHOB, jak i HSPA2 pelnig istotng role w
podstawowych procesach biologicznych. Interesujacym przypadkiem jest CALMLS5. Retrogen
ten jest naymtodszym z analizowanej trojki, a jednoczes$nie wykazuje najwigksze zroznicowanie
sekwencji. Niskie podobienstwo sekwencji tego retrogenu w porownaniu mi¢dzy cztowiekiem
a myszg i psem (odpowiednio 53,04% 1 57,05%) moze wskazywac na znacznie mniejsza presj¢

ewolucyjnag i specyficzne funkcje adaptacyjne tego biatka u odlegtych ewolucyjnie gatunkow.
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Tabela 12. Porownanie podobienstwa sekwencji aminokwasowej RHOB, HSPA2 oraz

CALMLS (BLASTP) miedzy biatkami cztowieka 1 innych gatunkow kregowcow.

id- identycznos¢, cov- pokrycie

Retrogeny .
czlowieka Szympans Mysz Pies Kura
RHOB id= 100% id=100% id=100 % 1d=97.45%
cov=100% cov=100% cov=100% cov=100%
HSPA2 id=99.38% id=98.44% id=99.22% id=92.18 %
cov=100% cov=100% cov=100% cov=100%
id=95.89% id=53.04 % id=57.05%
CALMLS cov=100% COV=96% cov=100% -

4.2.2. Retrogeny specyficzne dla badanych gatunkow kregowcow

Na podstawie bazy danych GenTree (Shao i in., 2019) zidentyfikowano 5 retrogenow,
ktore naleza do grupy retrogenow specyficznych dla naszego gatunku. Naleza do nich:
retro_hsap 852, retro hsap 1605, retro hsap 3179, HMGBIP6 oraz RPL2IPI16. Dane
zweryfikowano takze w bazie RetrogeneDB2. W tym przypadku analizy potwierdzily, ze
retrokopie te nie posiadajg ortologdw wérod innych gatunkéw kregowcoOw (Rosikiewicz i in.,
2017).

Jednym =ze zidentyfikowanych retrogenow, specyficznych dla czltowieka, jest
HMGBI1P6 (ang. high mobility group box 1 pseudogene 6). Analizy wykazaty, ze ekspresja tego
retrogenu jest zwigkszona w probach nowotworowych piersi i jelita grubego. Nie stwierdzono
natomiast istotnych zmian w ekspresji HMGBIP6 pomiedzy poszczegdlnymi typami
nowotworu piersi czy stadiami nowotworu jelita grubego. Druga retrokopia — retro_hsap 1605
— wykazata obnizony poziom ekspresji w nowotworze piersi i nowotworze ptuc. W probach
raka watrobowokomorkowego retro_hsap 1605 wykazywat zwigkszong ekspresje. Natomiast
retrogen retro_hsap 852 wykazal jednolity kierunek zmian — wzrost ekspresji w trzech
ludzkich nowotworach.

Jako retrogeny o zwigkszonej ekspresji w probach nowotworu gruczolu mlekowego psa
zidentyfikowano retro_cfam 320, retro_cfam_1061 i retro_cfam 1036. Retrokopie te naleza
do retrokopii specyficznych dla tego gatunku. Zgodnie z baza RetrogeneDB2 nie posiadaja
ortologbw w genomach innych kregowcéw (Rosikiewicz i in., 2017). W przypadku analizy
retrokopii kury zidentyfikowano jeden retrogen specyficznie wystepujacy w genomie tego
gatunku. Retrokopia retro_ggal 15 nalezy do retrogendéw specyficznych dla kury — nie posiada

ortologdw w genomach innych kregowcodw (Rosikiewicz i in., 2017).
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4.3. Analiza eksperymentalna retrogenow o zmienionej ekspresji w

nowotworach

4.3.1. Ekspresja w nowotworach i zdrowych tkankach/narzadach RHOB, HSPA2 i
CALMLS

W celu zweryfikowania wynikéw analiz bioinformatycznych, ekspresj¢ trzech
retrogendw wspdlnych dla nowotworow odleglych ewolucyjnie gatunkéw kregowcow
sprawdzono eksperymentalnie w ludzkich liniach komérkowych MCF-7 (linia komérkowa
ludzkiego estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi), MCF-12F (linia komorkowa ludzkiego
gruczolu mlekowego), NCI-H1703 (linia komérkowa niedrobnokomoérkowego raka pluc) i
MRC-5 (ludzkie fibroblasty pluca). Ekspresj¢ retrokopii sprawdzono takze w panelu ludzkiego
cDNA pochodzacego z 8 narzaddéw, panelu cDNA pochodzacego z 6 narzadow psa i cDNA
pochodzacego z 6 narzadow kury oraz w $wiezo mrozonych probach nowotworowych i
tkankach okalajacych pobranych od pséw i szczuréw. Pary prob do analiz pozyskano z kliniki
weterynaryjnej ,,Klinika Malych Zwierzat Wasiatycz” w Poznaniu. Pozyskano 2 pary prob
gruczolu mlekowego szczura, par¢ prob guza z jamy brzusznej psa, pare prob guza §ledziony
psa, par¢ prob guza z obszaru zatoki okoloodbytniczej psa oraz 2 pary prob gruczotu
mlekowego szczura. W zwigzku z tym analizy rozszerzono o wyzej wymienione nowotwory.
Nie udato si¢ uzyska¢ materialu weterynaryjnego pochodzacego od kury. Podj¢to takze probe
potwierdzenia ekspresji retrogenéw w probach pochodzacych z guzow nowotworowych oraz
tkanek okalajacych kota i chomika. Ze wzgledu na zbyt duze podobienstwo sekwencji
retrokopii 1 ich genoéw rodzicielskich w przypadku tych dwoéch gatunkéw nie udato sie

zaprojektowac specyficznych dla retrokopii starteréw.
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Rycina 13. Wykresy pudetkowe dla trzech ewolucyjnie starych retrogendéw, wspdlnych dla
nowotworow cztowieka, psa i kury — CALMLS5, HSPA2 oraz RHOB.

Z-proby zdrowe; N-proby nowotworowe; BRCA- rak piersi; CMC- rak gruczolu mlekowego
psa; COAD-gruczolakorak jelita grubego; HCC- rak watrobowokomorkowy; LUAD-
gruczolakorak ptuc; HB- watrobiak zarodkowy.

*#%p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns-p>0,05

Pierwszy z analizowanych retrogenow — CALMLS5 — zidentyfikowano jako retrogen o
zmienionym poziomie ekspresji w ludzkim nowotworze piersi (Rycina 13a). Co ciekawe,
ekspresja CALMLS5 maleje w tagodniejszym nowotworze typu ER+, natomiast wzrasta w
TNBC — bardziej agresywnym typie nowotworu piersi. Potwierdzono ekspresje¢ CALMLS w
linii komoérkowej nowotworu piersi MCF-7, w pozostatych liniach komérkowych nie wykazano
ekspresji tego retrogenu (Rycina /4a). Nie potwierdza to analiz bioinformatycznych, w tym
przypadku konieczna bytaby analiza tkanki guzoéw pobranych od pacjentek z roznymi typami

nowotworu piersi — ER+ oraz TNBC. W danych transkryptomicznych nowotworu gruczotu
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mlekowego psa CALMLS5 zostat zidentyfiowany jako retrogen o zmniejszonym poziomie
ekspresji (Rycina 13b). Potwierdzono to w $wiezo mrozonych probach, pochodzacych od
szczura 1 psa — widoczny byt spadek poziomu ekspresji CALMLS5 w prébach nowotworowych
(Rycina /4bc, szczur, T1, N1, T2, N2, pies, T3, N3, T4, N4, T5, N5). W przypadku préb psa,
CALMLS nie wykazywal ekspresji w nowotworze $ledziony oraz tkance okalajacej (Rycina
14c, T2, N2). Dodatkowo sprawdzono ekspresje¢ w probach z nowotworu zlokalizowanego w
jamie brzusznej psa oraz tkanki okalajacej, gdzie CALMLS wykazat ekspresje w obydwoch
probach (Rycina /4c, T1, NI). Nowotwor jamy brzusznej psa to mato precyzyjne okreslenie,
niemniej jednak tylko taki opis otrzymano z Kliniki Weterynaryjnej. Ekspresj¢ retrogenu
sprawdzono w tkankowych panelach cDNA (Rycina /4de). CALMLS jest specyficzny dla
ssakow, nie wystgpuje w genomie kury, dlatego jego ekspresj¢ sprawdzano tylko w przypadku
cztowieka i psa. CALMLS5 nie ulegal ekspresji w ktoérejkolwiek z testowanych zdrowych
narzadow/tkanek cztowieka. CALMLS5 u czlowieka nalezy do gendéw wysoce tkankowo-
specyficznych i jak wskazuja dane z projektu GTEx (ang. The Genotype-Tissue Expression)
ulega ekspresji gléwnie w komorkach skory (GTEx Consortium, 2013). Co ciekawe, w
przeciwienstwie do cztowieka, CALMLS5 wykazuje szeroka ekspresj¢ w narzadach psa. Moze
to $wiadczy¢ o roli biatka CALMLS w podstawowych procesach fizjologicznych u psa. Z kolei
ekspresja CALMLS5 ograniczona do skory moze sugerowac ewolucyjng specjalizacje funkcji
tego genu w ludzkim organizmie. To zréznicowanie profilu ekspresji retrogenu, a co za tym
idzie najprawdopodobniej takze funkcji, znajduje odzwierciedlenie we wczesniej juz

wspomnianych stosunkowo duzych réznicach w samej sekwencji.
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Rycina 14. Wyniki analiz eksperymentalnych retrogenu CALMLS.

Cztowiek: 1.MCF-7 rak piersi; 2. MCF-12F piers, tkanka zdrowa; 3. NCI-H1703 rak ptuc;
4.MRC-5 ptuco, tkanka zdrowa; 5. Kontrola PCR.

Szczur: T1, N1, T2, N2 — probki gruczotu mlekowego;

Pies: T1, N1 - jama brzuszna; T2, N2 - §ledziona; T3, N3 - obszar zatoki okotoodbytniczej;
T4, N4, T5, N5 - probki gruczolu mlekowego.

Kolejnym starym ewolucyjnie retrogenem jest HSPA2, ktorego obnizony poziom
ekspresji wystepowal w przerzutach gruczolakoraka jelita grubego cztowieka oraz w bardziej
agresywnym typie raka piersi (Rycina 13cd). Analizy eksperymentalne réwniez wykazaty
nizsza ekspresje HSPA2 w nowotworowych ludzkich liniach komérkowych w poréwnaniu z
ekspresja w liniach pochodzacych ze zdrowych tkanek (Rycina 15a). Z wykorzystaniem analizy
PCR potwierdzono ekspresje HSPA2 w probach gruczotu mlekowego psa (Rycina 15¢). Analizy
eksperymentalne nie pokazaly zmiany ekspresji tego retrogenu w przypadku préb
nowotworowych. Warto zaznaczy¢ jednak, ze rozklad zmienno$ci ekspresji HSPA2 w
przypadku analiz bioinformatycznych psa jest spory w zdrowej tkance i pokrywa si¢ czesciowo
z zakresem zmienno$ci w nowotworze (Rycina 13e). Ekspresj¢ HSPA2 wykazano dodatkowo

w probach z guza gruczotu mlekowego oraz tkanki okalajacej szczura (Rycina 15b). Ponadto z
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wykorzystaniem paneli bibliotek cDNA z r6znych narzadow wykazano, ze HSPA2 nalezy do

retrogenow o szerokiej ekspresji w tkankach cztowieka, psa oraz kury (Rycina 15def).
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Rycina 15. Wyniki analiz eksperymentalnych retrogenu HSPA2.

Cztowiek: 1.MCF-7 rak piersi; 2. MCF-12F piers, tkanka zdrowa; 3. NCI-H1703 rak ptuc;
4. MRC-5 ptuco, tkanka zdrowa; 5. Kontrola PCR.

Szczur: T1, N1, T2, N2 — prébki gruczolu mlekowego;

Pies: T1, N1 - jama brzuszna; T2, N2 - §ledziona; T3, N3 - obszar zatoki okotoodbytniczej;
T4, N4, TS5, N5 - probki gruczotu mlekowego.

Ostatnim retrogenem, wspolnym dla nowotworéw kregowcoéw jest RHOB, ktory
wykazal obnizony poziom ekspresji w raku piersi, gruczolakoraku ptuc, raku
watrobowokomodrkowym oraz watrobiaku zarodkowym cztowieka (Rycina 13ghij). Spadek
ekspresji potwierdzono w linii komdérkowej nowotworu ptuc (Rycina 16a). PCR nie wskazat
widocznej réznicy w ekspresji RHOB w liniach komoérkowych piersi. Zmniejszong ekspresje
tego retrogenu wykazano takze w analizach ekspresji roznicowej retrogendw psa i kury (Rycina
13kl). RHOB wykazat wyrazny spadek ekspresji w probach z nowotworu jamy brzusznej,

obszaru zatoki okotoodbytniczej oraz nowotworu gruczolu mlekowego psa (Rycina 16b, 71,
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N1, T3, N3, T4, N4). Odmienny kierunek zmiany ekspresji zaobserwowano w probach
pochodzacych ze $ledziony psa (Rycina 16, 72, N2). RHOB nalezy do retrogenéow
charakteryzujacych si¢ ekspresja w szerokim zakresie tkanek cztowieka, psa oraz kury (Rycina

16¢de).

RHOB
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Rycina 16. Wyniki analiz eksperymentalnych retrogenu RHOB.

Cztowiek: 1.MCF-7 rak piersi; 2. MCF-12F piers, tkanka zdrowa; 3. NCI-H1703 rak ptuc;
4. MRC-5 ptuco, tkanka zdrowa; 5. Kontrola PCR.

Pies: T1, N1 - jama brzuszna; T2, N2 - §ledziona; T3, N3 - obszar zatoki okotoodbytniczej;
T4, N4, T5, N5 - probki gruczolu mlekowego.

4.3.2. Ekspresja retrogenoéw specyficznych gatunkowo w nowotworach oraz

zdrowych tkankach i narzgdach

Sposréd 5 retrogendw specyficznych dla czlowieka wybrano trzy HMGBIPG,
retro_hsap 1605 1 retro_hsap 852, ktore wykazywaty zmiane ekspresji w co najmniej dwoch
nowotworach, a nastepnie sprawdzono ich ekspresje eksperymentalnie. Co ciekawe, zaden ze
specyficznych dla cztowieka retrogenow nie wykazywal zmienionej ekspresji w przypadku

watrobiaka zarodkowego (hepatoblastoma).
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Rycina 17. Retrogeny specyficzne dla badanych gatunkéw kregowcow.
Z-proby zdrowe; N-proby nowotworowe; BRCA- rak piersi; CMC- rak gruczotu mlekowego

psa; COAD-gruczolakorak jelita grubego; HCC- rak watrobowokomorkowy; LUAD-
gruczolakorak ptuc; HB- watrobiak zarodkowy.

*#%p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns-p>0,05
HMGBIP6 wykazal podwyzszony poziom ekspresji w raku piersi (Rycina 17a) i
gruczolakoraku jelita grubego (Rycina 17b). Podobnie jak w przypadku innych badanych

retrogendw czlowieka, analizy eksperymentalne przeprowadzano w liniach komorkowych
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pochodzacych z nowotwordw piersi i ptuca oraz ich odpowiednich liniach nienowotworowych.
HMGBI1P6 wykazywat ekspresje we wszystkich czterech liniach komorkowych (Rycina 18a).
Analiza ta nie potwierdzita jednak zwigkszonej ekspresji w nowotworze piersi. Pozwolita
natomiast na wykazanie wzrostu ekspresji HMGBIP6 w linii nowotworu ptuc na co nie
wskazywaly analizy bioinformatyczne. Drugi retrogen specyficzny dla naszego gatunku,
retro_hsap 1605, rowniez wykazal ekspresj¢ we wszystkich ludzkich liniach komorkowych z
widocznie nizszym poziomem ekspresji w nowotworze ptuc (Rycina 18c). Jest to zgodne z
wynikami analiz bioinformatycznych, gdzie poziom ekspresji retro_hsap 1605 byl nizszy w
gruczolakoraku ptuc (Rycina 17d). Nie udato si¢ potwierdzi¢ zmienionej ekspresji tego
retrogenu W nowotworze piersi. Retrogen retro hsap 852 w wynikach analiz
bioinformatycznych wykazal jednolity kierunek zmian — wzrost ekspresji w trzech ludzkich
nowotworach: LUAD (Rycina 17f), HCC (Rycina 17g) i COAD (Rycina 17h). PCR nie
potwierdzit wynikow analiz bioinformatycznych — retro_hsap 852 wykazywat ekspresj¢ tylko

w liniach komorkowych pochodzacych ze zdrowych tkanek (Rycina 18e).

Analizy z wykorzystaniem panelu bibliotek cDNA pozwolity scharakteryzowac profil
ekspresji tychze retrogené6w w narzadach czlowieka. Wszystkie trzy badane retrogeny,
HMGBIPO6, retro_hsap 1605 oraz retro_hsap 852 ulegaja ekspresji w trzustce cztowieka.
Ponadto, HMGBIP6 wykazal ekspresje w mozgu, tozysku, watrobie oraz migéniu
szkieletowym (Rycina 18b). Poza wspomniang trzustka, retrogen retro hsap 1605 ulegat
ekspresji w sercu, plucu oraz watrobie (Rycina 18d) a retro_hsap 852 w tozysku oraz nerce
cztowieka (Rycina 18f). Co ciekawe, analiza ekspresji z wykorzystaniem komercyjnych
bibliotek cDNA nie potwierdzila ekspresji retro_hsap 852 w ptucach na co wskazywaty wyniki
PCR w linii komérkowej pochodzacej ze zdrowej tkanki ptucnej (Rycina 18e).
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Rycina 18. Wyniki analiz eksperymentalnych retrogenéw specyficznych dla czlowieka,
zidentytikowanych jako retrogeny o zmienionej ekspresji w wigcej niz jednym nowotworze
cztowieka.

1.MCF-7 rak piersi; 2. MCF-12F piers, tkanka zdrowa; 3. NCI-H1703 rak ptuc; 4. MRC-5
phuco, tkanka zdrowa; 5. Kontrola PCR.

Z  przeprowadzonych analiz  bioinformatycznych  wynika, Ze retrogeny
retro _cfam_ 1061, retro cfam 1036 oraz retro_cfam 320, ktore sg specyficzne dla psa, cechujg
si¢ zwigkszong ekspresjag w nowotworze gruczotu mlekowego (Rycina 17ijkl). Ekspresje tych
retrogendw poddano weryfikacji w §wiezo mrozonych probach pochodzacych z guzéw
nowotworowych i tkanek okalajacych pobranych od pséw oraz w panelu cDNA pochodzacego
z 6 narzadow psa (Rycina 19). Analiz¢ przeprowadzono jedynie dla dwoch retrokopii gdyz nie
udato si¢ zaprojektowacl starterow specyficznych dla retro cfam 320. Wykazano ekspresje

retrogendw retro_cfam 1061 1 retro_cfam 1036 we wszystkich probach pochodzacych z
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guzdw 1 tkanek okalajacych psa (odpowiednio Rycina 19a i Rycina 19¢) bez wyraznej roznicy
w poziomach ekspresji pomigdzy probami z tkanki nowotworowej a probami z tkanki
okalajacej. Analizy z wykorzystaniem panelu cDNA wykazaly ekspresje retrogenow
retro_cfam_1061 i retro_cfam_1036 we wszystkich badanych narzadach psa (odpowiednio
Rycina 19b 1 19d).
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Rycina 19. Wyniki analiz eksperymentalnych retrogendw specyficznych dla psa lub kury, ktore
wykazywaty zmieniony poziom ekspresji w nowotworach.

Pies: T1, N1 - jama brzuszna; T2, N2 - §ledziona; T3, N3 - obszar zatoki okotoodbytniczej;
T4, N4, T5, N5 - probki gruczotu mlekowego.

Do retrogenow specyficznych dla kury nalezy retro ggal 15, ktéry wykazatl ekspresje
jedynie w prébach nowotworowych (Rycina 17m). Ze wzglgdu na brak mozliwosci
sprawdzenia ekspresji w tkance nowotworowej lub pochodzacej od takiej tkanki linii

komorkowej, ekspresj¢ retro_ggal 15 zbadano eksperymentalnie jedynie w panelu cDNA
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pochodzacego z 6 narzadéw kury (Rycina 19¢). Retrogen wykazatl ekspresj¢ we wszystkich
tkankach z wyjatkiem watroby, co jest zgodne z analizg bioinformatyczng, gdzie w probach

pochodzacych ze zdrowej watroby nie wykazano ekspres;ji tej retrokopii.

4.4. Profil ekspresji retrogenow a réznicowanie typow nowotworow

Poszczegdlne typy nowotworéw rdznia si¢ znaczaco pod wzgledem molekularnym,
histopatologicznym oraz klinicznym. Zrozumienie zrdznicowania ekspresji gendw w réznych
typach nowotworéw moze mie¢ kluczowe znaczenie dla precyzyjnej diagnostyki i doboru
terapii onkologicznej. W przypadku niektérych z retrokopii widoczny jest spojny wzorzec
zmiany ekspresji w roznych typach badanych nowotwordéw. Przyktadem jest podwyzszona
ekspresja retro_hsap 852 w 3 nowotworach czy zmniejszona ekspresja RHOB w 4 sposrod 5
analizowanych nowotworéw cztowieka. Niejednokrotnie retrogeny zmieniajg swoj poziom
ekspresji w roznym kierunku, w zaleznosci od rodzaju nowotworu. Dobrym przyktadem jest
retro_hsap 1605, ktorego zmniejszony poziom ekspresji wystgpowal w raku piersi i
gruczolakoraku pluc a podwyzszony w raku watrobowokomérkowym. Aby dowiedzie¢ sig¢
wiecej na temat rdznic pomiedzy analizowanymi typami nowotworo6w w oparciu o ekspresje
retrogenow, przeprowadzono analize sktadowych glownych (PCA, z ang. principal component
analysis). Por6wnano zdolno$¢ roznicowania poszczegolnych typoéw nowotwordéw lub tkanek
zdrowych przez profil ekspresji 5 retrogenéw specyficznych dla cztowieka z ekspresja 5
najczesciej cytowanych genow zwigzanych z nowotworzeniem (7P53, MYC, KRAS, EGFR,
ERBB2; wedlug CancerMine database). Analizy PCA wykazaly, ze mlodsze ewolucyjnie
retrogeny (specyficzne dla cztowieka) réznicujg 4 sposrod badanych nowotwordw nieco lepiej
niz znane geny nowotworowe (BRCA, COAD, HB, HCC) (Rycina 20). Przeciwnie,
gruczolakorak pluc (LUAD) jest lepiej réznicowany na podstawie ekspresji 5 gendw,
powigzanych z nowotworami. Wykresy wskazuja, ze poziom ekspresji retrogenéw pozwala na
czgsciowe oddzielenie prob raka piersi oraz raka jelita grubego. W przypadku znanych genow
zwigzanych z nowotworami widoczna jest wicksza kumulacja prob w centrum wykresu. W
przypadku tkanek zdrowych, ekspresja wskazanych retrogenow pozwala na calkowite
odroznienie prob pochodzacych z tkanek okalajacych raka piersi oraz czesciowo tkanek

okalajacych watrobiaka zarodkowego.
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Rycina 20. Profile ekspresji wybranych genow a zdolno$¢ réznicowania rodzajow
Nnowotworow.

BRCA- rak piersi, COAD- gruczolakorak jelita grubego, HB- watrobiak zarodkowy, HCC- rak
watrobowokomodrkowy, LUAD- gruczolakorak ptuc.

4.5. Wielkoskalowe analizy retrokopii
4.5.1. Ekspresja retrokopii w danych TCGA

W celu zwigkszenia skali analiz ekspresji retrokopii w nowotworach czlowieka,
przeanalizowano dane dotyczace 10 rodzajéw nowotwordéw znajdujace si¢ w repozytorium
TCGA (The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) - NCI, 2022; Weinstein i in., 2013).
Analizy oparto na bezposrednio pobranych macierzach, ktore zawieraly dane ekspresji 60 660
genow, w tym IncRNA (Tabela 3). 8 zestawoéw danych zawieralo wystarczajaca liczbe bibliotek
pochodzacych z tkanek okalajacych, by przeprowadzi¢ analiz¢ ekspresji réznicowej. Dane z
glejaka wielopostaciowego (TCGA-GBM) oraz raka jajnika (TCGA-OV) z uwagi na mata ilo$¢
lub brak prob zdrowych zostaty uzyte tylko do analizy ogolnej ekspresji retrogenow, nie

uwzgledniono ich w analizach ekspresji roznicowej na tym etapie.

Ekspresje retrokopii sprawdzono w sumie w 5250 bibliotekach RNA-Seq. W celu
wyeliminowania artefaktéw wzigto pod uwagg tylko retrokopie, ktore wykazywaly ekspresje

minimum 1 TPM w co najmniej 1% bibliotek. W tym przypadku byty to 53 biblioteki. Srednia
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warto$¢ TPM dla retrokopii uznanych za ulegajace ekspresji zostala wyliczona tylko dla prob,
w ktorych ekspresja danego retrogenu wynosita minimum 1 TPM. Analiza wskazata 2554
retrogendw wykazujacych ekspresje oraz 2026 retrokopii niespelniajacych przyjetych
warunkow. 681 retrogendw wykazywato ekspresje w co najmniej 1000 bibliotek (Rycina 21).
Ponadto, 469 retrokopii wykazywalo ekspresj¢ w ponad potowie prob. Do retrogendow o
najwyzszej ekspresji, sredniej przekraczajacej 100 TPM (101 — 1065 TPM) w ponad 5000 prob,
nalezato 17 retrogenow: RHOG (ENSGO00000177105), RPS28P4 (ENSG00000237039),
retro_hsap 852 (ENSG00000244398), RPLI7P6 (ENSG00000226084), RPLI3AP5
(ENSG00000236552), RPLI13P12 (ENSG00000215030), RPLISAP3 (ENSG00000213442),
HMGN4 (ENSG00000182952), ARF6 (ENSG00000165527), PPIAP22 (ENSG00000198618),
RRAGA (ENSGO00000155876), RPS2P5 (ENSG00000240342), SFN (ENSG00000175793),
retro_hsap 1605  (ENSG00000237550), RHOB  (ENSG00000143878), RPL36AL
(ENSG00000165502), RPS28P7 (ENSG00000227097).

* - 1000 TPM
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¥

¢ _ 200 TPM

++d — 100 TPM
z | }
E . . . . ;

10 TPM

i i L} i i
1000 2000 3000 4000 5000
Liczba bibliotek

Rycina 21. Ekspresja retrokopii w analizowanych 5250 probach TCGA. Liczba bibliotek, w
ktorych retrokopia wykazywala ekspresj¢ (minimum 1 TPM) (0§ x) oraz $rednia warto$¢
ekspresji (08 y).
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4.5.2. Retrogeny o zroznicowanej ekspresji w nowotworach czlowieka —

dane TCGA

8 zestawow danych nowotworéw czlowieka zostalo poddanych analizie ekspresji
réznicowej, gdzie poréwnywano préby nowotworowe i proby zdrowe (BRCA, COAD, KIRC,
LIHC, LUSC, PRAD, READ, UCEC). Wyniki analiz danych TCGA pozwolity na identyfikacje

119 retrogendw o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach cztowieka (
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Tabela 13). 20 sposrod nich to retrogeny, ktore wskazano takze w poprzedniej analizie
danych NCBI SRA (Tabela 8). Wszystkie trzy wspomniane wczesniej jako ,,stare” ewolucyjnie
retrogeny (CALMLS, HSPA2, RHOB) zostaly zidentyfikowane jako retrogeny o zmienionej
ekspresji w nowotworach, takze w przypadku wynikow analiz TCGA. Wyniki analizy retrogenu
CALMLS potwierdzily kierunek zmiany ekspresji z poprzedniej analizy nowotworu typu TNBC

— u pacjentow z rakiem piersi wykazal wzrost ekspresji (
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Tabela 13). Zwigkszony poziom ekspresji tego retrogenu wykazano takze w raku ptuc
oraz raku endometrium trzonu macicy. Retrogen HSPA2 wykazat spadek ekspresji w
nowotworze jelita grubego, analogicznie do wczesniejszych wynikow. W przypadku raka piersi
jego ekspresja wzrosta, w przeciwienstwie do poprzedniej analizy. Ponadto poziom ekspresji
HSPA2 spadt w raku jasnokomérkowym nerki oraz gruczolakoraku odbytnicy. Z kolei, RHOB
podobnie do wczesniejszych wynikoéw, wykazat spadek ekspresji w nowotworze watroby oraz
nowotworze ptuc. Ekspresja tego retrogenu spadia takze w trzech innych nowotworach:
gruczolakoraku prostaty, gruczolakoraku odbytnicy oraz raku endometrium trzonu macicy.
Szczegdtowe informacje dotyczace wszystkich retrogendow o zmienionej ekspresji
(log2foldchange, warto$ci p oraz zmiany w warto$ciach TPM) znajduja si¢ w tabelach na koncu

niniejszej pracy (Aneks, Tabela 32 — Tabela 39).

Retrogen retro_hsap 852 — specyficzny dla naszego gatunku — wykazatl w nowotworze
jelita grubego, nowotworze watroby oraz ptuc podobne zmiany ekspresji jak w poprzednich

analizach (
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Tabela 13). Jego ekspresja wzrosta takze w raku jasnokomorkowym nerki,
gruczolakoraku prostaty oraz gruczolakoraku odbytnicy. Drugi specyficzny dla czlowieka
retrogen retro_hsap 1605 wykazal istotny statystycznie wzrost ekspresji w raku
jasnokomoérkowym nerki oraz spadek w raku endometrium trzonu macicy. HMGBI1P6 nie

zostal zidentyfikowany jako retrogen o zmienionym poziomie ekspresji w wynikach analiz

danych TCGA.
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Tabela 13. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji w 8 ludzkich nowotworach (dane
TCGA). Czerwong strzatka oznaczono zwigkszony poziom ekspresji a zielong zmniejszony
poziom ekspresji. BRCA- rak piersi, COAD- gruczolakorak jelita grubego, KIRC- rak
jasnokomorkowy nerki, LIHC- rak watrobowokomorkowy, LUSC- rak ptaskonablonkowy
phuc, PRAD- gruczolakorak prostaty, READ- gruczolakorak odbytnicy, UCEC- rak
endometrium trzonu macicy.

Retrogen -
rodzicielski

ALDH1B1 ALDH2
ANXA2P2 ANXA2
ARF6 ARF3
CALML3 CALM3
CALMLS CALM3
CAPNS2 CAPNS1
CHCHD2P2 CHCHD2
CHCHD2P9 CHCHD2
CHMP1B CHMP1A
COX6A1P2 COX6A1
COX7A2P1 COX7A2
(el0) v/:74 COX7B
DHFR2 DHFR
DIO3 DIO1
DNAJB6P1 DNAJB6
EEF1A1P13 EEF1A1
EEF1A1P5 EEF1A1
EEF1A1P6 EEF1A1
EIF3FP3 EIF3F
FABP5P7 FABP5
FAM122A FAM122C
FAM3C2P FAM3C
FAMS508 FAM50A
FAUP1 FAU
FTLP3 FTL
GAPDHP1 GAPDH
H3P6 H3-38
HMGN2P46 HMGN2
HMGN4 HMGN2
HNRNPA1P57 HNRNPA1
HSPA2 HSPA8
KRT8P36 KRT8
MEIS3P1 MEIS3
MORF4L1P1 MORF4L1
NPM1P27 NPM1
NUS1P2 NUS1
NXT1 NXT2
PCBP1 PCBP2
PPIAP22 PPIA
PPP1R14BP3 PPP1R14B
PRR13P5 PRR13
PTGES3P1 PTGES3
retro_hsap_1061 |PDAP1
retro_hsap_118 |RPS16
retro_hsap_119 |RPS14
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Retrogen

Gen
rodzicielski

retro_hsap_1371

RPS18

retro_hsap_154

TMA7

retro_hsap_1605

RPL9

COAD

KIRC

retro_hsap_172

RPL17

retro_hsap_1964

RPL28

retro_hsap 2032

IPMK

retro_hsap 222

VOPP1

retro_hsap_2348

RPLP1

retro_hsap_268

RPS14

retro_hsap 2736

RPS3

retro_hsap_2820

RPS18

retro_hsap_2851

RPL8

retro_hsap_3158

RPS8

retro_hsap_3371

RPS25

retro_hsap_3408

PTS

retro_hsap_3436

RPS10

retro_hsap 3511

RPL29

retro_hsap_3581

RPL23

retro_hsap_3682

RPL27A

retro_hsap 3710

RPL23

retro_hsap 3726

RPL32

retro_hsap_3895

RPL18

retro_hsap_3906

EEF1G

retro_hsap_754

RPS2

retro_hsap_821

RPLP2

retro_hsap_852

RPL36A

retro_hsap_869

RPS10

RHOB

RHOA

RHOG

RAC1

RPL10PS

RPL10

RPL12P14

RPL12

RPL13AP17

RPL13A

RPL13AP25

RPL13A

RPL13AP5

RPL13A

RPL13P12

RPL13

RPL14P1

RPL14

RPL18AP3

RPL18A

RPL21P16

RPL21

RPL24P4

RPL24

RPL35P2

RPL35

RPL36AL

RPL36A

RPL37AP8

RPL37A

RPL37P2

RPL37

RPL4P4

RPL4

RPL6P27

RPL6
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Retrogen o
rodzicielski

RPL7P16 RPL7
RPL7P9 RPL7
RPLPOP6 RPLPO
RPS11P5 RPS11
RPS13P2 RPS13
RPS14P8 RPS14
RPS15P4 RPS15
RPS18P12 RPS18
RPS19P1 RPS19
RPS20P14 RPS20
RPS23P8 RPS23
RPS27AP16 RPS27A
RPS28P4 RPS28
RPS28P7 RPS28
RPS2P46 RPS2
RPS2P5 RPS2
RPS3AP26 RPS3A
RPS7P1 RPS7
RPS7P11 RPS7
RRAGA RRAGB
SFN YWHAQ
SLC5A3 SLC5A1
SNRPGP2 SNRPG
TMEM185B TMEM185A
TMEM308 TMEM30A
TPI1P1 TPI1
TPT1P9 TPT1
TRAM1L1 TRAM1
UBQLN2 UBQLN1

Do retrogenow najczesciej wykazujacych zmiany poziomu ekspresji, w ponad potowie
analizowanych nowotworéw (minimum 5), naleza: ALDHIBI, GAPDHPI, MEIS3PI,
PPPIRI4BP3, retro_hsap 2348, retro_hsap 2820, retro_hsap 3682, retro_hsap 852, RHOB,
RPLI3PI12, RPS2P5, SFN oraz SNRPGP2. Na podstawie ekspresji zidentyfikowanych
retrogendw przeprowadzono grupowanie hierarchiczne 119 retrogenéw o zmienionych w
nowotworach profilach ekspresji. Celem byto uzyskanie klastrow retrogenéw o podobnych
profilach ekspresji w analizowanych prébach oraz klastrow nowotworow i zdrowych tkanek
podobnych pod wzgledem poziomu ekspresji retrogenéw (Rycina 22). W klastrze grupujagcym
retrogeny o najwigkszej ekspresji znalazly sie: RPS28P7, RHOB, RPL36AL i retro_hsap 1605.
Analizowane dane nie grupowaly si¢ w jaki$ okreslony sposob, ani pod wzgledem swojego
pochodzenia ani pod wzgledem tego czy sa to proby ze zdrowej czy nowotworowej tkanki.
Proby z tkanek nowotworowych grupowaly si¢ czgsto z prébami pochodzacymi z innych
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zdrowych narzadow. Wyjatkiem sg grupujace si¢ razem i wyraznie odrozniajace si¢ trzy grupy
nowotworowe: gruczolakorak jelita grubego (COAD), gruczolakorak odbytnicy (READ) i rak

endometrium trzonu macicy (UCEC).
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RPS28P7

RHOB

RPL36AL

retro_hsap_1605

SFN

| RPS2P5

M RRAGA
PPIAP22

ARF8

HMGN4

retro hsar_172

ALDH1B

EEF1A1PS

RPL13P12

RPL13APS

retro_hsap_852

retro_hsap_869
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EPS28P4

RPL14
retr'a1 th,a 3726 meanTPM
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RPL37P2
3

retro_hsap_3408
retro_hsap_°
retro_hsap_1061
TRAMIL
COX7A2P1
retro_hsap_1964
retro_hsap_821
NUSTP2

RPL12P14
COX7B:
retro_hsap_3710
RPL13AP17
CALMLS
RPL7P16
HMGN2P46

Rycina 22. Ekspresja retrogenéw o zmienionej ekspresji w 8 nowotworach cztowieka (dane
TCGA). Wiersze przedstawiajg retrogeny i przedstawione za pomocag gradientu kolorow
poziomy ich ekspresji. Kolor biaty oznacza brak ekspresji (0 TPM), a ciemno czerwony
najwyzszg ekspresje (500+ TPM). Pomigedzy wierszami oraz kolumnami przeprowadzono
grupowanie hierarchiczne w celu uzyskania odpowiednio klastrow gendéw oraz klastrow
rodzajow prob.
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Podobnie jak w przypadku analizy danych z repozytorium NCBI SRA, okre$lono czas

powstania retrokopii o zmienionej ekspresji w nowotworach (Rycina 23). Nie ustalono czasu

powstania retro_hsap 3906 ze wzglgdu na brak adnotacji w bazie danych GenTree (Shao i in.,

2019). Wigkszos¢ sposrod zidentyfikowanych retrokopii (89 sposrod 118) zwigzanych z

nowotworzeniem u cztowieka powstata podczas ewolucji naczelnych i1 nalezy do ewolucyjnie

mtodych genow. Sposrdd nich 66 jest wspolnych dla naczelnych, a 23 specyficznych dla

czlowieka.

b
o s retro_hsap_118 retro_hsap_3371 RPL37P2
retro_hsap_119 retro_hsap_3408 RPL37APS
CHCHD2P9 retro_hsap_154 retro_hsap_3436 RPS2P5
COX6A1P2 retro_hsap_172 retro_hsap_3581 RPS3AP26
COX7A2P1 retro_hsap_268 retro_hsap_3682 RPS7P11
EEFIA1P13 retro_hsap_754 retro_hsap_3710 RPS11P5
FAUP1 retro_hsap_821 retro_hsap_3726 RPS13P2
FTLP3 retro_hsap 869 retro_hsap_3895 RPS14P8
GAPDHP1 Aap 20 RPLPOPG RPS15P4
13P6 retro_hsap_1061 RPL4P4 RPS18P12
KRTSP36 retro_hsap_1371 RPL7P16 RPS19P1
MEIS3P1 retro_hsap_2032 RPLIZADP2S RPS20P14
NPM1P27 retro_hsap_2348 RPLI3P12 RPS23P8
NUS1P2 retro_hsap_2736 RPL12P14 RPS27AP16
PPIAP22 retro_hsap_2820 RPL24P4 SNRPGP2
PPP1R14BP3 retro_hsup_28§1 RI’L";'PZ TPI1P1
PTGES3P1 retro_hsap_3158 I TPT1P9
DHFR2
retro_hsap_1964
5 NXT1
a2
< RPL13AP17
COX7B2 RPL36AL
FAM122A TMEM185B
FAM50B TMEM30B
HMGN4 TRAMI1L1
HNRNPA1P57 UBQLN2
CALML3
SFN
ALDH1B1
CAPNS2
HMGN2P46
HSPA2
ARF6
DIO3
RHOB
RHOG
RRAGA
SLC5A3

DNAJB6P1
EEF1A1P5
EEF1A1P6
EIF3FP3
FABP5P7
FAM3C2P
MORF4L1P1
PRR13P5
retro_hsap_222
retro_hsap_852
retro_hsap_1605

retro_hsap_3511
RPL10P9
RPL13AP5
RPL14P1
RPL1SAP3
RPL21P16
RPL6P27
RPS28P4
RPS28P7
RPS7P1
RPL7P9
RPS2P46
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Rycina 23. Czas powstania retrogenow o zmienionej ekspresji w nowotworach cztowieka (dane
TCGA, na podstawie GenTree http://gentree.ioz.ac.cn, brak retro _hsap 3906 ze wzgledu na
brak adnotacji w bazie danych GenTree).
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W ramach przedstawionej pracy sformutowano hipotezg, ktora zaktadata, ze retrogeny
specyficzne dla naczelnych lub czlowieka czes$ciej wykazuja powigzania z nowotworami w
poréwnaniu z retrogenami ewolucyjnie starszymi. Analizy bioinformatyczne pozwolity na
zidentyfikowanie odpowiednio 36 1 119 retrogenéw wykazujacych istotne roznice w poziomie
ekspresji w danych nowotworowych z NCBI SRIA i TCGA. Spo$rod nich 20 retrogenow
zostalo wspdlnie wykrytych w danych z obydwoch repozytoriow. W sumie udato sie
zidentytikowa¢ 135 retrogenow charakteryzujacych si¢ zmieniong ekspresja w ludzkich
nowotworach. Za pomocg bazy danych GenTree ustalono czas powstania 132 retrogendw,
posrdd ktorych grupa 30 retrogendéw powstala na roznych etapach ewolucji kregowcow, a w
102 przypadkach retropozycja nastgpita podczas ewolucji naczelnych. Ponad trzykrotnie wiecej
retrogenow zwigzanych z nowotworami cztowieka nalezy do stosunkowo nowych genow, co
moze sugerowaé, ze milodsze retrogeny czesciej odgrywajg istotng rolg¢ w procesach

zwigzanych z transformacja nowotworowa u naszego gatunku.

4.5.3. Retrogeny zwiazane z ewolucja komorek w obre¢bie guza nowotworowego

oraz z odpowiedzig na terapie

W celu identyfikacji retrogendw zwigzanych z rozwojem guza nowotworowego
przeprowadzono analizy ekspresji roznicowej pomigdzy probami nowotworowymi w réznych
stadiach nowotworow. Wyniki, ktore wykazaly istotno$¢ statystyczng otrzymano tylko w
przypadku porownania stadium IV 1 I w raku jasnokomorkowym nerki (KIRC) oraz raku
watrobowokomoérkowym (LIHC) (Tabela /4). Szczegdtowe informacje dotyczace retrogenow
o zmienionej ekspresji (log2foldchange, warto$ci p oraz zmiany w wartosciach TPM) znajduja
si¢ w tabeli na koncu niniejszej pracy (Aneks, Tabela 40). Ze wzgledu na zbyt matg liczbe prob,
w niektorych nowotworach nie uzyskano zalozonej istotnosci statystyczne;.

Tabela 14. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji podczas ewolucji guza
nowotworowego (dane TCGA). Czerwong strzatkg oznaczono zwigkszony poziom ekspresji a

zielong zmniejszony poziom ekspresji. KIRC- rak jasnokomoérkowy nerki, LIHC- rak
watrobowokomorkowy.

Can KIRC | LIHC

Retrogen i i
g rodzicielski (stadium (stadium

IVvsl) IVvsl)

RHOB RHOA
PPP1R14BP3 PPP1R14B
retro_hsap_2820 |RPS18
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Zidentyfikowano 3 retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji podczas progresji
nowotworow (Tabela /4). Pierwszy z nich, RHOB wykazal zmniejszong ekspresje podczas
rozwoju raka jasnokomoérkowego nerki. RHOB to wskazany wczesniej retrogen wykazujacy
zmiany ekspresji w nowotworach odleglych ewolucyjnie gatunkow kregowcow. Spadek
ekspresji RHOB odnotowano takze w 9 nowotworach czlowieka, w tym w bardziej
agresywnym typie raka piersi (TNBC) oraz watrobiaka zarodkowego (C2). Kolejny retrogen
PPPIRI4BP3 (ang. protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 14B pseudogene 3)
wykazal zwigkszong ekspresj¢ wraz z progresja raka jasnokomoérkowego nerki (Rycina 24a).
W poprzednich analizach rowniez wykazano wzrost ekspresji tego retrogenu w 5 nowotworach
(BRCA, LIHC, LUSC, PRAD, UCEC). Do tej pory nie wykazano zwigzku migdzy ekspresja
PPPIRI4BP3 a wystgpowaniem nowotworéw cztowieka. Z kolei, rola jego genu
rodzicielskiego w nowotworach zostala do$¢ dobrze opisana. PPPIRI4B (ang. protein
phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 14B) wskazano jako marker diagnostyczny u
pacjentek z rakiem endometrium trzonu macicy (He i in., 2023). Ekspresj¢ PPPIRI4B
powigzano z progresja raka piersi TNBC (Liao 1 in., 2023).

a) PPP1R14BP3 b) PPP1R14BP3 ) retro_hsup_2820
KIRC UCEC LIHC
- 3 = . 25 e
E | + + + + Ez Ez.o
o ++ "
1 1
05
N i | 11 11 1v

N I Im I 1Iv N Remisja Postepujacy

nowotwor

Rycina 24. Wykresy pudetkowe dla wybranych retrogenow zwigzanych z ewolucjag w obrebie
guza nowotworowego lub odpowiedzig na terapig.

KIRC- rak jasnokomoérkowy nerki, LIHC- rak watrobowokomérkowy, UCEC- rak
endometrium trzonu macicy, N — proby zdrowe, I-1V stadia guzéw nowotworowych.
*#%p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, ns-p>0,05

Retro_hsap 2820 zidentyfikowano jako retrokopig, ktérej poziom ekspresji wzrasta
wraz z progresja raka watrobowokomoérkowego (Rycina 24c¢). We wceze$niejszych analizach

retro_hsap 2820 wykazal zwigkszony poziom ekspresji w 5 badanych nowotworach (BRCA,
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LIHC, LUSC, READ). Dotychczas nie powigzano ekspresji tej retrokopii z nowotworami
cztowieka. Natomiast wariant rs17215231 (C/T) genu rodzicielskiego RPSI8 (ang. ribosomal
protein S18) wskazano jako czynnik zwigkszajacy ryzyko wystepowania raka piersi (Bigge i
in., 2024).

W celu identyfikacji retrogenéw zwigzanych z efektem dziatania terapii pordwnano ich
ekspresje pomiedzy probami, gdzie w wyniku terapii nowotwor postepowatl a probami, gdzie
terapia skutkowata remisjg choroby nowotworowej. Zidentyfikowano trzy retrogeny o
zmienionej ekspresji (Tabela /6). Szczegotowe informacje dotyczace retrogenéw o zmienione;j

ekspresji znajduja si¢ w tabeli na koncu niniejszej pracy (Aneks, Tabela 41).

Tabela 15. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji w odpowiedzi na zastosowang terapi¢
(dane TCGA). Czerwong strzaltka oznaczono zwigkszony poziom ekspresji a zielong
zmniejszony poziom ekspresji. LUSC- rak ptaskonablonkowy pluc, OV- rak jajnika, UCEC-
rak endometrium trzonu macicy.

LUSC ov UCEC
Retrogen Gen (postepujacy | (postepujacy | (postepujacy
rodzicielski | nowotwér vs | nowotwoér vs | nowotwor vs
remisja) remisja) remisja)
RPL10PS RPL10
PPP1R14BP3 PPP1R14B
RPS28P7 RPS28

Spadek ekspresji retrogenu RPLIOPY (ang. ribosomal protein L10 pseudogene 9)
powiazano z postepujacym rakiem plaskonabtonkowym phuc po zastosowanej terapii (Tabela
15). Odwrotnie, istotny statystycznie wzrost ekspresji RPL10P9 zauwazono w postepujacym
raku jajnika. Zwigkszony poziom ekspresji tego retrogenu wykazano w 4 analizowanych
wczesniej nowotworach (BRCA, COAD, KIRC, READ). Dotychczas nie powigzano RPL10P9
z wystgpowaniem nowotwordéw. Natomiast mutacje w obrebie genu rodzicielskiego RPLI0
powiazano z dziecieca ostra biataczka limfoblastyczng komorek T (De Keersmaecker i in.,

2013).

Zwickszona ekspresja PPPIRI4BP3 zostala powigzana z postepujagcym rakiem
endometrium trzonu macicy (UCEC) po zastosowanej terapii onkologicznej (Rycina 24b). Jak
wspomniano wczesniej PPPIRI4BP3 nie zostal opisany w literaturze w kontekscie

nowotworow. Natomiast jego gen rodzicielski powigzano z odpowiedzia na terapi¢, doktadniej
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z rozwojem opornosci na paklitaksel u pacjentek z rakiem piersi TNBC (Liao i in., 2023).
Drugim retrogenem, ktorego ekspresja wzrosla wraz z postepujagcym nowotworem po
wdrozonym leczeniu UCEC byt RPS28P7 (ang. ribosomal protein S28 pseudogene 7).
RPS28P7 wykazal zwigkszony poziom ekspresji w raku jasnokomorkowym nerki (KIRC).
Salgado wraz z zespolem zidentyfikowali RPS28P7 jako pseudogen, ktorego zwigkszona
ekspresja w raku trzustki wplywa na zte rokowanie i1 szybsza $mier¢ pacjentow (Salgado i in.,

2024).

4.5.4. Retrogeny o z_r()inicowanej ekspresji pochodzace od gendéw powigzanych z
nowotworami

Sposrod 1520 genow rodzicielskich opisanych w RetrogeneDB2 (Rosikiewicz 1 in.,
2017) az 562 jest powigzanych z nowotworami (na podstawie wyszukiwania w bazie danych
CancerMine (Lever i in., 2019)). Z grupy 119 retrogendw o zréznicowanej ekspresji w
nowotworach z repozytorium TCGA, wyselekcjonowano 39 retrokopii, ktéorych geny
rodzicielskie odgrywaja role w nowotworach cztowieka (Tabela 16). Wiekszos¢ retrokopii (26
z 39) powstata z genéw wykazujacych role onkogenng. 9 retrogenéw powstata na drodze
retropozycji z genow, ktore okresla sie jako kluczowe dla inicjacji 1 progresji guzow
nowotworowych (ang. driver). Sa to retrogeny: RHOB, H3P6, RPS15P4, RPL10P9, NPMI1P27,
ANXA2P2, GAPDHIPI, FABP5P7, CAPNS2. Warto zaznaczyC, ze sposréd genow
rodzicielskich EEFIAI 1 RPSI4 daly po 3 retrokopie wykazujace zmiany ekspresji w

nowotworach.

Tabela 16. Retrogeny o zréznicowanej ekspresji wyselekcjonowane na podstawie roli ich genu
rodzicielskiego w nowotworach cztowieka.
*onc — onkogen; sup — gen supresorowy; driv — driver

Rola genu

rodzicielskiego
RetrogeneDB2 ID Ensembl ID Nazwa retrogenu Ensem!)l ID genu Na.z“.’a ge.nu W

retrogenu rodzicielskiego rodzicielskiego | nowotworach*

(Leveriin.,

2019)

retro_hsap_4150 | ENSG00000231991 ANXA2P2 ENSG00000182718 ANXA2 onc, driv
retro_hsap_98 ENSG00000256812 CAPNS2 ENSG00000126247 CAPNS1 onc, driv
retro_hsap_75 ENSG00000255112 CHMP1B ENSG00000131165 CHMP1A sup, onc
retro_hsap_6 ENSG00000178700 DHFR2 ENSG00000228716 DHFR onc
retro_hsap_939 ENSG00000254612 DNAJB6P1 ENSG00000105993 DNAJB6 onc
retro_hsap_4220 | ENSG00000196205 EEF1A1P5 ENSG00000156508 EEF1A1 onc
retro_hsap_3825 | ENSG00000233476 EEF1A1P6 ENSG00000156508 EEF1A1 onc
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retro_hsap_3291 | ENSG00000250182 EEF1A1P13 ENSG00000156508 EEF1A1 onc
retro_hsap_2106 | ENSG00000233426 EIF3FP3 ENSG00000175390 EIF3F sup
retro_hsap_880 ENSG00000234964 FABP5P7 ENSG00000164687 FABP5 sup, driv
retro_hsap_4806 | ENSG00000228232 GAPDHP1 ENSG00000111640 GAPDH onc, driv
retro_hsap_2180 | ENSG00000235655 H3P6 ENSG00000132475 H3-3B driv
retro_hsap_1492 | ENSG00000179362 HMGN2P46 ENSG00000198830 HMGN2 onc
retro_hsap_100 ENSG00000182952 HMGN4 ENSG00000198830 HMGN2 onc
retro_hsap_2096 | ENSG00000237442 HNRNPA1P57 ENSG00000135486 HNRNPA1 onc
retro_hsap_2842 | ENSG00000240668 KRT8P36 ENSG00000170421 KRT8 onc
retro_hsap_3355 | ENSG00000249353 NPM1P27 ENSG00000181163 NPM1 sup, onc, driv
retro_hsap_83 ENSG00000169564 PCBP1 ENSG00000197111 PCBP2 onc
retro_hsap_2497 | ENSG00000198618 PPIAP22 ENSG00000196262 PPIA onc
retro_hsap_119 ENSG00000226396 | retro_hsap_119 ENSG00000164587 RPS14 sup
retro_hsap_172 ENSG00000226084 | retro_hsap_172 ENSG00000265681 RPL17 sup
retro_hsap_222 ENSG00000223612 | retro_hsap_222 ENSG00000154978 VOPP1 onc
retro_hsap_268 ENSG00000213058 | retro_hsap_268 ENSG00000164587 RPS14 sup
retro_hsap_3408 | ENSG00000253520 | retro_hsap_3408 | ENSG00000150787 PTS sup, onc
retro_hsap_3581 | ENSG00000180211 | retro_hsap_3581 ENSG00000125691 RPL23 onc
retro_hsap_3710 | ENSG00000232383 | retro_hsap_3710 | ENSG00000125691 RPL23 onc
retro_hsap_108 ENSG00000143878 RHOB ENSG00000067560 RHOA sup, onc, driv
retro_hsap_1905 | ENSG00000235552 RPL6P27 ENSG00000089009 RPL6 onc
retro_hsap_3265 | ENSG00000233913 RPL10PY ENSG00000147403 RPL10 sup, onc, driv
retro_hsap_1810 | ENSG00000215030 RPL13P12 ENSG00000167526 RPL13 onc
retro_hsap_1015 | ENSG00000139239 RPL14P1 ENSG00000188846 RPL14 sup
retro_hsap_3879 | ENSG00000214389 RPS3AP26 ENSG00000145425 RPS3A onc
retro_hsap_1737 | ENSG00000263266 RPS7P1 ENSG00000171863 RPS7 sup
retro_hsap_3232 | ENSG00000239528 RPS14P8 ENSG00000164587 RPS14 sup
retro_hsap_2341 | ENSG00000233762 RPS15P4 ENSG00000115268 RPS15 driv
retro_hsap_8 ENSG00000175793 SFN ENSG00000134308 YWHAQ sup
retro_hsap_12 ENSG00000182107 TMEM30B ENSG00000112697 TMEM30A sup
retro_hsap_4307 | ENSG00000234782 TPT1P9 ENSG00000133112 TPT1 onc
retro_hsap_58 ENSG00000188021 UBQLN2 ENSG00000135018 UBQLN1 sup

Ze wzgledu na mechanizm powstawania, retrokopie charakteryzuja si¢ wysokim
stopniem podobienstwa sekwencji do swoich przodkow, czyli genow rodzicielskich. Mimo, ze
potencjat kodowania biatek nie zawsze jest zachowany, miejsca docelowe miRNA czgsto
pozostaja w sekwencji retrokopii niezmienione. W zwigzku z tym, posiadaja miejsca docelowe
dla tych samych miRNA co ich geny rodzicielskie i dlatego moga dziata¢ jak gabki miRNA
regulujace ekspresje gendw rodzicielskich, a takze innych genéw. Wczesniejsze analizy,
wskazaly m.in. retro_hsap 119, RPS7P1 i FABP5P7 jako retrogeny potencjalnie pelniace role
gabek (Kubiak i in., 2020). W celu zidentyfikowania retrogenow potencjalnie regulujacych ich

geny rodzicielskie obliczono wspoiczynniki korelacji ekspresji. Korelacj¢ ekspresji obliczano
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dla kazdego z rodzajow nowotwordw, osobno dla prob nowotworowych i zdrowych (Rycina

25). Szczegotowe dane dotyczace wartosci wspodtczynnikow korelacji oraz wartosci p zawarte

sa w aneksie na koncu niniejszej pracy (Tabela 42).
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Rycina 25. Retrogeny, ktore potencjalnie moga regulowaé ekspresje gendw rodzicielskich
powiazanych z nowotworami.

Wykres typu mapa cieplna dla istotnych statystycznie wspotczynnikow korelacji ekspresji (p <
0,001 i|rho | > 0,25). Nieistotne statystycznie wyniki oznaczono kolorem bezowym. Pomi¢dzy
wierszami oraz kolumnami przeprowadzono grupowanie hierarchiczne w celu uzyskania
odpowiednio klastrow genow oraz klastrow rodzajow nowotworow oraz tkanek okalajacych na
podstawie korelacji ekspresji retrogenow i ich genow rodzicielskich.

T- préby nowotworowe, N-proby zdrowe

W przewazajacych przypadkach korelacja ekspresji pomiedzy retrokopig i genem
rodzicielskim byta korelacja pozytywna. Wiele retrogenéw wykazywato taka korelacje w
wiekszosci analizowanych prob. Jedynie w przypadku dwoch retrogendw, SEN (ang. stratifin)
oraz retro_hsap 3408, korelacja ekspresji z genem rodzicielskim przyjela wartos¢ ujemna
(Rycina 25). Co ciekawe retrogeny te wykazywaly jednocze$nie w innych probach korelacje
dodatnig. SFN i jego gen rodzicielski YWHAQ wykazaly pozytywna korelacj¢ ekspresji w

74



probach zdrowych piersi oraz nerki, natomiast negatywna w probach nowotworowych z glejaka
wielopostaciowego. YWHAQ (ang. tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein theta) wykazuje stosunkowo wysoka ekspresje w mozgu. Jak dotad w
literaturze nie opisano zaleznosci poziomoéw ekspresji w przypadku SFN 1 jego genu

rodzicielskiego YWHAQ.

Drugi retrogen, retro hsap 3408, podobnie jak SFN, wykazal pozytywna korelacje
ekspresji z genem rodzicielskim PT7S w probach okalajagcych raka piersi 1 raka
jasnokomoérkowego nerki (Rycina 25). Ujemng korelacje ekspresji ze swoim genem
rodzicielskim wykazywal jednak w innych niz SFN probach — w prébach nowotworowych raka
ptaskonablonkowego pluc oraz raka prostaty. Zjawisko zmiany wzorca korelacji ekspresji
pomigdzy parami gendéw w nowotworach jest coraz czg¢sciej badane, ale dalekie od pelnego

zrozumienia (Zhou i in., 2021).

W celu sprawdzenia mechanizmu regulacji ekspresji retrogen-gen rodzicielski
sprawdzono, czy retrogeny ktore wykazaty korelacj¢ ekspresji z genem rodzicielskim maja
wspolne miejsca wigzania miRNA 1 co za tym idzie, czy retrogeny moga dziata¢ jako
potencjalne gabki miRNA (Tabela 16). Okazalo sie, ze 31 retrogenow, ktore wykazaty korelacje
ekspresji ze swoim genem rodzicielskim moze, przynajmniej teoretycznie, petni¢ funkcje
regulatorowa poprzez wspolng pule regulujacych je miRNA. Dla przyktadu, silng, pozytywna
korelacje ekspresji wykazata para EEFIAIP13 i gen rodzicielski EEF1A1, ktora moze by¢
regulowana przez 4 wspdlne miRNA. Retrogen EEFIAIPI13 (ang. eukaryotic translation
elongation factor I alpha 1 pseudogene 13) wykazalt zwigkszony poziom ekspresji w raku jelita

grubego (
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Tabela 13). Wysoce prawdopodobne jest zatem, ze zwigkszenie ekspresji retrogenu,

moze skutkowa¢ zwigkszonym wigzaniem miRNA, a w rezultacie wyzszym poziomem

ekspresji genu rodzicielskiego — onkogenu EEF1A1 (ang. eukaryotic translation elongation

factor I alpha I).

Tabela 17. Potencjalne miejsca wigzania miRNA wspolne dla retrogenow i ich genow
rodzicielskich (na podstawie miRDB.org (Y. Chen & Wang, 2020)).

Nazwa genu . - . .
>
Nazwa retrogenu rodzicielskiego Wspoélne miejsca wigzania miRNA (target score >60)
CAPNS2 CAPNS1 hsa-miR-5589-3p
CHMP1B CHMP1A hsa-miR-6721-5p
hsa-miR-10523-5p, hsa-miR-1208, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-200c-5p, hsa-miR-
DHFR2 DHFR 224-3p, hsa-miR-3182, hsa-miR-3191-5p, hsa-miR-3664-3p, hsa-miR-4437, hsa-miR-4477a, hsa-
miR-451b, hsa-miR-5003-3p, hsa-miR-518c-5p, hsa-miR-522-3p, hsa-miR-550a-3p, hsa-miR-5699-
5p, hsa-miR-6764-3p, hsa-miR-6824-3p, hsa-miR-7153-5p
hsa-miR-3664-3p, hsa-miR-4776-3p, hsa-miR-4786-3p, hsa-miR-500a-5p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-
DNAJB6P1 DNABs 5590-5p, hsa-miR-670-5p
EIF3FP3 EIF3F hsa-miR-335-3p, hsa-miR-4435, hsa-miR-6134, hsa-miR-6733-3p
hsa-miR-10397-5p, hsa-miR-1226-3p, hsa-miR-3064-5p, hsa-miR-3085-3p, hsa-miR-320a-5p, hsa-
EEF1A1P6 EEF1A1 miR-3692-3p, hsa-miR-4303, hsa-miR-6504-5p
EEF1A1P13 EEF1A1 hsa-miR-3064-5p, hsa-miR-3085-3p, hsa-miR-320a-5p, hsa-miR-6504-5p
FABP5P7 FABP5 hsa—m:R—1039§—3p, hsa-m:R—12§b-2—3p, hsa—m:R—4328, hsa-m:R—471 0, hsa-miR-501-3p, hsa-miR-|
502-3p, hsa-miR-552-3p, hsa-miR-578, hsa-miR-6738-3p, hsa-miR-6884-3p
hsa-miR-1226-5p, hsa-miR-1279, hsa-miR-196a-3p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-
GAPDHP1 GAPDH 4443, hsa-miR-449a, hsa-miR-449b-5p, hsa-miR-4736, hsa-miR-6744-5p, hsa-miR-6745, hsa-miR-
7150
HMGN2P46 HMGN2 hsa-miR-11181-3p, hsa-miR-5585-5p, hsa-miR-765
hsa-miR-11181-3p, hsa-miR-205-3p, hsa-miR-340-5p, hsa-miR-4287, hsa-miR-4446-5p, hsa-miR-
HMGN4 HMGN2
G G 4685-3p, hsa-miR-635, hsa-miR-6774-5p, hsa-miR-765
KRT8P36 KRT8 hsa-miR-4264, hsa-miR-4279, hsa-miR-4695-5p, hsa-miR-6736-3p, hsa-miR-766-3p
hsa-miR-1250-3p, hsa-miR-2113, hsa-miR-4327, hsa-miR-4694-5p, hsa-miR-5193, hsa-miR-5196-
NPM1P27 NPM1 3p, hsa-miR-6072, hsa-miR-6740-3p, hsa-miR-6842-3p, hsa-miR-6885-3p, hsa-miR-6891-3p, hsa-
miR-8069, hsa-miR-877-3p
PCBP1 PCBP2 hsa-miR-4767, hsa-miR-6777-3p
PPIAP22 PPIA hsa-miR-4288, hsa-miR-4308, hsa-miR-4732-3p, hsa-miR-4776-3p, hsa-miR-629-3p, hsa-miR-632
hsa-miR-10524-5p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-|
retro_hsap_119 RPS14 424-5p, hsa-miR-4524a-5p, hsa-miR-4524b-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-518a-5p, hsa-miR-527,
hsa-miR-616-3p, hsa-miR-6838-5p
hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-2116-5p, hsa-miR-29b-1-5p, hsa-miR-3609, hsa-miR-3614-5p, hsa-miR-
retro_hsap_172 RPL17 3686, hsa-miR-3942-3p, hsa-miR-3944-5p, hsa-miR-4677-5p, hsa-miR-548ah-5p, hsa-miR-619-5p,
hsa-miR-6506-5p
retro_hsap_222 VOPP1 hsa-miR-1197
retro_hsap_268 RPS14 hsa-miR-518a-5p, hsa-miR-5190, hsa-miR-527
retro_hsap_3581 RPL23 hsa-miR-141-5p, hsa-miR-627-3p
RHOB RHOA hsa-miR-3148, hsa-miR-6785-5p
RPS7P1 RPS7 hsa-miR-1290, hsa-miR-1299, hsa-miR-22-3p, hsa-miR-326, hsa-miR-330-5p, hsa-miR-4279, hsa-
miR-6736-3p, hsa-miR-6885-3p, hsa-miR-9902
hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-424-5p, hsa-miR-
RPS14p8 Rps14 4524a-5p, hsa-miR-4524b-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-5190
RPS15P4 RPS15 hsa-miR-4291, hsa-miR-493-3p, hsa-miR-4778-3p, hsa-miR-4530
RPL10P9 RPL10 hsa-miR-1184, hsa-miR-3064-3p, hsa-miR-4466, hsa-miR-675-5p
RPL13P12 RPL13 g;a-mlR—1248, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-4287, hsa-miR-4685-3p, hsa-miR-6781-5p, hsa-miR-6852-
hsa-miR-1180-3p, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-3192-
RPL14P1 RPL14 3p, hsa-miR-3605-5p, hsa-miR-3788, hsa-miR-424-5p, hsa-miR-4303, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-

6838-5p
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SFN YWHAQ hsa-miR-626, hsa-miR-6852-3p, hsa-miR-6876-3p, hsa-miR-6878-3p, hsa-miR-8485
TMEM30B TMEM30A hsa-miR-2681-5p, hsa-miR-4282
TPT1P9 TPT1 hsa-miR-3074-5p, hsa-miR-3665, hsa-miR-636, hsa-miR-6516-3p, hsa-miR-6839-5p
UBQLN2 UBQLN1 hsa-miR-20a-3p, hsa-miR-33a-3p, hsa-miR-4698, hsa-miR-6835-5p

Ponad 40% retrokopii jest zagniezdzonych w intronach innych genow (2019 sposrod
4611 retrogenoéw, na podstawie bazy danych RetrogeneDB2). Kiedy retrokopie wystepuja na
przeciwnej nici DNA 1 sg aktywne transkrypcyjnie moga regulowaé ekspresj¢ gospodarza
dziatajac jako cis-NAT (Groen 1 in., 2014; Kubiak i in., 2020). Jednym z kilku mozliwych
mechanizmow moze by¢ interferencja transkrypcji (Rosikiewicz & Makatowska, 2016; Werner
1 in., 2024). Sposrdéd gendw gospodarzy tych zagniezdzonych retrogenéw ponad 500

powigzanych jest z wystepowaniem nowotworow u cztowieka (wedlug CancerMine, Lever i

in.,

2019). Z grupy 119 retrogenéw o zroznicowanej ekspresji

w nowotworach

wyselekcjonowano 9 retrokopii, ktérych geny gospodarze odgrywaja rol¢ w nowotworach

cztowieka (na podstawie bazy CancerMine) (Tabela 18).

Tabela 18. Retrogeny o zréznicowanej ekspresji wyselekcjonowane na podstawie roli ich genu
gospodarza w nowotworach cztowieka.
*onc — onkogen; sup — gen supresorowy; driv — driver

Nié DNA Rola genu
RetrogeneDB2 Retrogen - Nazwa Gen rodzicielski - Nazwa genu rodzicielskiego
. . (retrogen /
ID Ensembl ID retrogenu Ensembl ID rodzicielskiego ospodarz) w nowotworach
gosp (Leveriin., 2019)
retro_hsap_og | ENSG00000256812 | ~apyss | ENSG00000087253 LPCAT2 ++ driv
retro_hsap_3355 | ENSG00000249353 NPM1P27 ENSG00000113391 FAM172A -/ - sup
retro_hsap_268 | ENSG00000213058 | retro_hsap_268 | ENSG00000075391 RASAL2 +/+ sup, onc,driv
retro_hsap_869 | ENSG00000244313 | retro_hsap_869 | ENSG00000110497 AMBRA1 -/- sup
retro_hsap_1061 | ENSG00000213144 | o poan 1061 | ENSG00000152137 HSPBS ++ onc
retro_hsap_2898 | ENSG00000229638 RPL4P4 ENSG00000073803 MAP3K13 +/- onc, driv
retro_hsap_3752 | ENSG00000231322 RPL13AP17 ENSG00000187391 MAGI2 +/- sup, onc, driv
retro_hsap_1068 | ENSG00000232888 RPS11P5 ENSG00000072609 CHFR +/- sup, onc
retro_hsap_3232 | ENSG00000239528 RPS14P8 ENSG00000092421 SEMAGA +/- sup
W  celu zidentyfikowania retrokopii potencjalnie mogacych peli¢ funkcje

regulatorowa, rowniez obliczono korelacj¢ ekspresji pomigdzy retrogenem a genem gospodarza
(Rycina 26). Istotng statystycznie korelacje ekspresji w wiecej niz jednym zestawie prob
wykazaty pary retro hsap 1061-HSPBS, NPMIP27-FAM1724 i CAPNS2-LPCAT2.
Szczegotowe dane dotyczace wartos$ci wspotczynnikow korelacji oraz warto$ci p zawarte sg w

aneksie na koncu niniejszej pracy (Tabela 43).
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Podobnie jak w przypadku korelacji ekspresji retrokopii z ich genami rodzicielskimi,
takze w przypadku zagniezdzonych retrogenow dominuje korelacja dodatnia. W wielu
przypadkach korelacja ta jest bardzo silna i przekracza warto$¢ 0.9 (Rycina 26, Tabela 43).
Retro_hsap 869 wykazal dodatnig warto$¢ korelacji z genem gospodarzem AMBRAI w
probach zdrowych piersi (Rycina 26). Z kolei, ujemng warto$¢ korelacji para tych genow
wykazata w przypadku prob nowotworowych gruczolakoraka jelita grubego, glejaka
wielopostaciowego oraz raka watrobowokomdrkowego. Zaobserwowany inny kierunek
korelacji ekspresji moze by¢ powigzany z innymi mechanizmami regulatorowymi cechujacymi

cis-NATs (Rosikiewicz & Makatowska, 2016; Werner i in., 2024).

I

[ ) I I B retro_hsap_1081-HSPES B’
NPM1P27-FAM172A 0.5
CAPNS2-LPCAT2 0
RPLAP4-MAP3K13 -0.5
RPL13AP17-MAGI2 - -1

RPS14P8-SEMAGA pvalue < 0,001
refro_hsap_268-RASAL2
retro_hsap_869-AMEBRA1

Bl rePs11PsS-CHFR

Rycina 26. Retrogeny jako regulatory genéw gospodarzy, ktére powigzano z nowotworami.
Wykres typu mapa cieplna dla istotnych statystycznie wspotczynnikow korelacji ekspresji (p <
0,001 i|rho | > 0,25). Nieistotne statystycznie wyniki oznaczono kolorem bezowym. Pomiedzy
wierszami oraz kolumnami przeprowadzono grupowanie hierarchiczne w celu uzyskania
odpowiednio klastréw genow oraz klastréw rodzajoéw prob.

T- proby nowotworowe, N-proby zdrowe

W ramach niniejszej pracy postawiono hipoteze, ktora zaklada, ze wsrdd retrogenow o
zmienionej ekspresji w nowotworach przewazajaca grupa to retrogeny powstate z genow
powigzanych z procesami nowotworowymi lub ulokowane w intronach takich genow. W celu
weryfikacji tego zatozenia przeprowadzono test statystyczny chi-kwadrat (X?). Wzieto pod
uwagg taczng 1los¢ retrogendw o zmienionej ekspresji, ktorych geny rodzicielskie sg zwigzane
z nowotworami (39) wraz z retrogenami ulokowanymi w tego typu genach (9). Cztery sposrod
nich powtarzaty si¢, wigc aczna liczba retrogendw wyniosta 44 (Tabela 19). Reszte sposrod
119 retrogenéw o zmienionej ekspresji w danych TCGA uznano za niepochodzace od gendéw
zwigzanych z nowotworami (75). Z grupy retrogendw o niezmienionej ekspresji w

nowotworach w danych pochodzacych z TCGA (4461) wyodrebniono te, ktore pochodzg lub
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sa ulokowane w genach zwigzanych z nowotworami (2816, na podstawie danych z

CancerMine).

Tabela 19. Tablica kontyngencji dla testu statystycznego weryfikujacego hipoteze 2.
Retrogeny o

Retrogeny o zmienionej niezmienionej Suma
ekspresji w nowotworach ekspresji w retrogenow
nowotworach

Retrogeny pochodzace od genow
zwiazanych z nowotworami lub 44 2816 2860
ulokowane w nich

Retrogeny pochodzace od genéw

CS, . 75 1645 1720
niezwiazanych z nowotworami

Suma retrogenow 119 4461 4580
Wynik testu tj. X?>=32,692, df=1, p-value=1,08e-08, wskazuje na istotng statystycznie

rdéznic¢ pomi¢dzy badanymi grupami retrogendw, z tym, ze nie potwierdza to jednak przyjetej
hipotezy. Zmieniong w nowotworach ekspresje czesciej wykazuja retrokopie niepochodzace od

genow powigzanych z nowotworami 1 niezagniezdzone w takowych.

Trzecia hipoteza badawcza zaktadata, ze retrogeny, ktére powstaty z genow kodujacych
istotne dla procesow nowotworowych biatka lub retrogeny ulokowane w intronach takich
genow czesto reguluja ekspresje tychze gendw. Sposrod 39 retrogendw o zmienionym poziomie
ekspresji 1 pochodzacych od genoéw rodzicielskich, ktére powigzano z nowotworami, 35
wykazalo korelacje ekspresji z genem rodzicielskim. Grupa 31 retrogenow dzieli wspdlne
miejsca wigzania miRNA ze swoim genem rodzicielskim, co moze wskazywac na to, ze
reguluja one ekspresj¢ pelniagc role gabek miRNA. Ponadto, w grupie 9 retrogenoéw
ulokowanych w intronie innego genu, 8 wykazalo istotng statystycznie koreacj¢ ekspresji z

genem gospodarza.

4.6. Eksperymentalne analizy wplywu retrogenow na ekspresje genow

rodzicielskich i zywotnos¢ komorek

Analizy bioinformatyczne pozwolity na zidentyfikowanie 135 retrogenow o
zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach cztowieka. Pozytywna korelacja ekspres;ji z
genem rodzicielskim nasuwa sugestie regulatorowej roli tychze retrogenow. W zwigzku z tym
ostatnim etapem analiz byto wyciszenie kilku wybranych retrogenéw oraz sprawdzenie w jaki
sposob obnizona ekspresja wplywa na poziom ekspresji gendéw rodzicielskich oraz na
zywotno$¢ komorek. Eksperymenty przeprowadzono w liniach komérkowych MCF-7 (linia

komoérkowa ludzkiego estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi) oraz MCF-12F (linia
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komorkowa ludzkiego gruczotu mlekowego). Poniewaz retrogeny moga regulowac inne geny
zarowno w jadrze komdérkowym na poziomie transkrypcji jak i w cytoplazmie, wyciszanie
przeprowadzano za pomocg gapmeRoOw. siRNA nie sg skuteczne w wyciszaniu transkryptéw
znajdujacych si¢ w jadrze komoérkowym. Jako pozytywna kontrole wykorzystano gen MALATI.
Sekwencje wykorzystanych w eksperymentach starteréw znajduja si¢ w Tabela 5, a gapmeRow

w Tabela 7 w rozdziale ,,Materiaty i metody”.
4.6.1. Wplyw retrogenow na poziom ekspresji genow rodzicielskich

Eksperymentalne badania zwigzku pomiedzy ekspresja retrogenu i jego genu
rodzicielskiego przeprowadzono dla 3 retrogenéw. W dwoch przypadkach byty to jednoczes$nie
retrogeny zagniezdzone w intronach innych gendéw. Zbadano zatem takze wpltyw wyciszenia

retrogenu na gen gospodarza.

W przeprowadzonych analizach zidentyfikowano trzy ewolucyjnie stare retrogeny,
ktérych ekspresja rozni si¢ w komorkach nowotworowych w porownaniu z komoérkami tkanki
okalajacej. Dwa z nich, RHOB 1 HSPA2, byly juz dobrze opisane w kontekscie ich roli
regulatorowej (Luis-Ravelo 1 in., 2014; Cao 1 in., 2019; Privat i in., 2020; Scieglinska 1 in.,
2020). Do badan eksperymentalnych wybrano zatem jedynie CALMLS, pomimo tego, ze
analizy korelacji nie wskazywaly na powigzania pomiedzy ekspresja retrogenu i jego genu
rodzicielskiego CALM3. Zardwno CALMLS jak 1 CALM3 zostaty juz wcze$niej powigzane z
nowotworami przez innych badaczy (Sunitha i in., 2020; Kanamori i in., 2023). Wzajemne;j

relacji pomiedzy tymi genami nigdzie jednak nie opisano.

Eksperyment wyciszenia przeprowadzono w linii komoérkowej MCF-7, ktora jest linig
komorkowa gruczolakoraka piersi. Po wyciszeniu ekspresja retrogenu zmniejszyta si¢ 8 razy
(Rycina 27). Wyniki qPCR wykazaty, ze nawet tak duze wyciszenie nie mialo wplywu na
poziom ekspresji genu rodzicielskiego. Poziom ten obnizyt si¢ jedynie nieznacznie. Uzyskane
wyniki potwierdzaja wyniki analiz bioinformatycznych, ktére nie wskazywaly na korelacje

ekspresji tych dwoch genow.
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Rycina 27. Wpltyw wyciszenia ekspresji retrogenu CALMLS5 w linii nowotworowej MCF-7 na
ekspresje genu rodzicielskiego CALMS3.
Wyciszenie ekspresji MALATI stanowito kontrole pozytywna gapmeRa. Kontrole negatywne
obejmowaly sprawdzenie ewentualnego wptywu lipofektaminy na ekspresje genéw oraz
wplywu samego gapmeRa — kontrola producenta (NEG).

Kolejnym retrogenem, ktory wyciszono w celu sprawdzenia, czy i w jakim stopniu

wyciszenie to bedzie wplywato na gen rodzicielski, byt retrogen HMGBIP6. Analizy
bioinformatyczne wykazaly, ze poziom ekspresji tego retrogenu ulega zwickszeniu w
przypadku raka piersi 1 gruczolakoraka jelita grubego (Rycina /7ab). Zr6znicowana pomig¢dzy
nowotworem i tkanka zdrowg ekspresja zostata potwierdzona eksperymentem PCR w czterech
liniach komodrkowych (Rycina 18a). Dalsza analiza wykazatla, ze w obu typach nowotworéw
retrogen ten wykazuje silna, pozytywna korelacje z genem rodzicielskim HMGBI (BRCA:
rho=0,72, p=4,45e-23; COAD: tho=0,92; p=1,8e-22). HMGB1 (ang. high mobility group box)
nalezy do znanych genéw nowotworowych. W raku piersi, opisano go jako supresor nowotworu
(Martinotti i in., 2015) oraz gen zwigzany z odpowiedzig na radioterapi¢ (He et al. 2013). Taka
silna korelacja ekspresji pomigdzy HMGBI a jego retrokopia HMGB1P6 sugeruje potencjalng
role regulatorowa retrokopii. Mozliwe, ze HMGBIP6 dziala jako gabka miRNA. Za pomoca
bazy danych miRDB wskazano wspo6lne miejsca docelowe dla 15 miRNA (hsa-miR-1184, hsa-
miR-1248, hsa-miR-130b-5p, hsa-miR-149-3p, hsa-miR-374b-3p, hsa-miR-4468, hsa-miR-
4728-5p, hsa-miR-4776-3p, hsa-miR-4778-3p, hsa-miR-5193, hsa-miR-6741-5p, hsa-miR-
6785-5p, hsa-miR-6868-3p, hsa-miR-6883-5p, hsa-miR-877-3p; miRDB, target score >60). A
zatem, zwickszona ekspresja retrogenu moze przyczynia¢ si¢ do silniejszej sekwestracji

miRNA 1 wyzszego poziomu genu rodzicielskiego HMGBI. Podobnie jak w przypadku
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CALMLS, eksperyment wyciszenia przeprowadzono w ludzkiej linii nowotworowej piersi
MCF-7. Jak wskazuja wyniki qPCR, poziom ekspresji retrogenu HMGBIP6 obnizyt si¢

pigciokrotnie, a efektem byto niemal catkowite wyciszenie genu rodzicielskiego (Rycina 28a).
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Rycina 28. Wptyw wyciszenia ekspresji retrokopii HMGBIP6 w linii nowotworowej MCF-7
na ekspresj¢ genu rodzicielskiego HMGRB1 (a) oraz na ekspresj¢ genu gospodarza THSD4 (b).
Wyciszenie ekspresji MALATI stanowito kontrole pozytywna gapmeRa. Kontrole negatywne
obejmowatly sprawdzenie ewentualnego wplywu lipofektaminy na ekspresje gendéw oraz
wplywu samego gapmeRa — kontrola producenta (NEG).

Retrogen HMGB1P6 jest zagniezdzony w intronie genu THSD4 (ang. thrombospondin
type 1 domain containing 4), ktérego zmieniong ekspresj¢ powigzano z wystgpowaniem raka
prostaty (Wuiin., 2020) oraz z inwazyjnym rakiem piersi (The Human Protein Atlas). Podobnie
jak w przypadku genu rodzicielskiego, wyciszenie HMGB1P6 spowodowato spadek poziomu
ekspresji genu THSD4 niemal do zera (Rycina 28b).

Co ciekawe, inna retrokopia tego genu, HMGBIP5, ktoéra powstala wczesniej w
ewolucji 1 jest specyficzna dla naczelnych, takze wykazata zmiang w poziomie ekspresji, w
raku piersi oraz dodatnig korelacj¢ ekspresji z genem rodzicielskim (BRCA: rho=0,68,
p=4,19¢-20). Niestety ze wzgledu na zbyt wysokie podobienstwo sekwencji retrogenu do
sekwencji genu rodzicielskiego nie udato si¢ zaprojektowal starterow specyficznych dla
kazdego z tych genow, retrokopii 1 genu rodzicielskiego, co uniemozliwito przeprowadzenie
badan eksperymentalnych.

Trzeci retrogen, ktorego ekspresj¢ poddano wyciszeniu to retro hsap 852, nalezacy do
mtodych ewolucyjnie retrogenéw o zmienionej ekspresji w 8 nowotworach cztowieka (Tabela
8, Tabela 13) oraz podczas ewolucji guza nowotworowego (Tabela 9). Retro_hsap 852 powstat

na drodze retropozycji jako kopia genu rodzicielskiego RPL36A (ang. ribosomal protein L36a).
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Retro_hsap 852 wykazal stala, silng pozytywna korelacj¢ z genem rodzicielskim (RPL36A4) w
5 nowotworach cztowieka (BRCA: rho=0,84 p<0,001; COAD: tho=0,68 p<0,001; LUAD=0,7
p<0,001; HCC=0,76 p<0,001; HB=0,67 p<0,001; na podstawie danych z bazy NCBI SRA).
Najnowsze doniesienia wskazuja, ze zwigkszony poziom ekspresji RPL36A jest zwigzany ze
wzrostem komorek raka okr¢znicy, sugerujac jednocze$nie mozliwos¢ wykorzystania tego
genu jako potencjalnego celu terapeutycznego w leczeniu nowotworu (Shi iin., 2025). Wyrazna
zaleznos¢ ekspresji pomiedzy retro hsap 852 a RPL36A, wskazuje na mozliwg regulacje
ekspresji genu rodzicielskiego przez jego retrokopi¢. Zaréwno retrokopia jak i gen rodzicielski
posiadaja wspdlne miejsca wigzania dla trzech miRNA (hsa-miR-4327, hsa-miR-600, hsa-miR-
6886-3p; miRDB, target score>60).

Retro_hsap 852 wyciszono w linii komérkowej ludzkiego gruczotu mlekowego MCF-
12F. Sposrod czterech badanych linii retrogen ten wykazywal ekspresje jedynie w liniach
nienowotworowych MRC-5 i MCF-12F, w tym zdecydowanie wigksza w MCF-12F (Rycina
18). Wynik analizy qPCR wykazal, ze po wyciszeniu ekspresja retro hsap 852 zostala
obnizona ponad trzykrotnie. W rezultacie wyciszenia ekspresji retro_hsap 852 zaobserwowano
znacznie zwickszong ekspresj¢ genu rodzicielskiego RPL36A4 (Rycina 29a). Wynik ten jest
zaskakujacy, gdyz jest on odwrotny do wynikow analizy korelacji ekspresji wskazujacych na
pozytywna, a nie negatywna korelacje ekspresji, zarowno w probach z tkanek nowotworowych
jak 1 zdrowych. Nalezy jednak pamigta¢, ze eksperyment dotyczyt wielokrotnie pasazowane;]
linii komorkowej. Wiadomym jest natomiast, ze z czasem i rosngca liczba pasazy procesy
biologiczne zachodzace w komorkach tychze linii ulegaja zmianie. W zwigzku z tym nie
zawsze w prawidlowy sposob odzwierciedlaja procesy zachodzace w Zywym organizmie i nie
zawsze, tak jak by¢ moze w tym przypadku, sg najlepszym modelem. Z drugiej strony, sg czg¢sto

jedynym modelem mozliwym do wykorzystania.
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Rycina 29. Wplyw wyciszenia ekspresji retrogenu retro _hsap 852 w linii nienowotworowe;j
MCF-12F na ekspresj¢ genu rodzicielskiego RPL36A4 (a) oraz na ekspresj¢ genu gospodarza
PLEKHA?7 (b).

Wyciszenie ekspresji MALATI stanowito kontrole pozytywna gapmeRa. Kontrole negatywne
obejmowatly sprawdzenie ewentualnego wplywu lipofektaminy na ekspresje genoéw oraz
wplywu samego gapmeRa — kontrola producenta (NEG).

Retro_hsap 852 jest przyktadem retrokopii ulokowanej w intronie genu gospodarza
PLEKHA7 (ang. pleckstrin homology domain containing A7). Nie zauwazono wplywu
wyciszenia retrogenu na ekspresj¢ genu gospodarza PLEKHA7 (Rycina 29b). Co ciekawe,
zaobserwowano wzrost ekspresji PLEKHA7 w miar¢ wzrostu stopnia zaawansowania raka

jelita grubego (P. Li1 in., 2024).

4.6.2. Wplyw wyciszenia ekspresji retrogenow na zywotnos¢ komorek

Roéznice w poziomie ekspresji pomigdzy tkankami nowotworowymi i zdrowymi mogg
by¢ jedynie efektem ubocznym globalnych zmian metabolicznych jakie zachodzg w komorkach
nowotworowych. Nie mozna jednak wykluczy¢ bezposredniego wplywu na te procesy
badanych retrogenow. Wykorzystujac przeprowadzone juz eksperymenty wyciszania
retrogenow, zbadano w dalszej kolejnosci na ile wyciszanie to wplyngto na zywotnos¢ komorek
linii nowotworowych. Jak wskazuja wyniki, procentowa zawartos¢ zywych komoérek nie
zmienita si¢ w przypadku wyciszania CALML5 i HMGBIP6 w nowotworowej linii
komorkowej MCF-7 (odpowiednio Rycina 30a i Rycina 30b). W przypadku retrogenu
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retro_hsap 852, wyciszonego w komorkach pochodzacych z gruczotlu piersiowego (linia
komoérkowa MCF-12F) zaobserwowano niemal piec¢dziesigcioprocentowy spadek zawartosci
komoérek zywych (Rycina 30c). Retrogen ten wykazal zwickszong ekspresje az w 6 z 8
badanych nowotworéw (Tabela 13). Spadek zywotnos$ci komorek nienowotworowych po
obnizeniu poziomu ekspresji tego retrogenu moze sugerowac, iz retro_hsap 852 petni istotng

role w funkcjonowaniu komorek.
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Rycina 30. Wplyw wyciszenia ekspresji retrogenu CALMLS5 (a), HMBGIP6 (b) oraz
retro_hsap 852 (¢) na zywotno$¢ komorek.

4.7. Identyfikacja retrogenow zwiazanych zarowno z nowotworami jak i

rozwojem lozyska czlowieka

Procesy rozwoju tozyska wykazuja wiele podobienstw z przerzutami nowotworowymi
(W. Zhang & Huang, 2011). Sugeruje si¢, ze gatunki charakteryzujace si¢ bardziej inwazyjnym
typem tozyska (np. cztowiek) sa bardziej podatne na nowotwory zto§liwe niz gatunki o
nieinwazyjnym typie tozyska, przyktadowo przezuwacze (Kshitiz i in., 2019). W zwiagzku z
tym przeprowadzono analizy ekspresji réznicowe] porownujac dane z fibroblastow zrgbu
endometrium po inwazji trofoblastem z fibroblastami zrebu endometrium (Tabela 20). Celem
bylo sprawdzenie czy retrogeny wykazujace zmiany w ekspresji w nowotworach rowniez w

tym przypadku beda je wykazywaly.
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Zidentyfikowano 6 retrogenéw o zmniejszonej ekspresji oraz 18 retrogendow o
zwiekszonej ekspresji (Tabela 20). Co ciekawe, 14 retrogendw o istotnie zmienionym profilu
ekspresji w procesie inwazji lozyska zidentyfikowano takze w poprzednich analizach
nowotworow cztowieka. Nalezg do nich: EEFIAIPS5, FABP5P7, FTLP14, H3P6, PCBPI,
retro_hsap 1605, retro_hsap 2297, vretro_hsap 852, RHOG, RPLIOPY, RPLI3PI2,
RPLI8AP3, RPL21P16 oraz RPS2P5. Czes$¢ z nich wykazata kierunek zmiany ekspresji zgodny
z wynikami poprzednich analiz (FTLP14, H3P6, PCBPI, retro_hsap 1605, retro_hsap 852,
RPLI8AP3, RPS2P5), doktadniej wzrost ekspresji zarbwno w nowotworach jak i podczas
rozwoju tozyska. Moze to sugerowac zwiazek tych retrogenéw ze zjawiskiem nabywania cech
zlosliwosci przez guzy nowotworowe. Szczegotowe informacje dotyczace retrogenow o
zmienionej ekspresji (log2foldchange, wartosci p oraz zmiany w warto$ciach TPM) znajduja

si¢ w tabeli na koncu niniejszej pracy (Aneks, Tabela 44).
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Tabela 20. Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji podczas rozwoju tozyska cztowieka oraz o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach
cztowieka. W przypadku braku wspolnych retrogendw o zmienionej ekspresji danego poréwnania nie uwzgledniono w tabeli. Czerwong strzatka
oznaczono zwigkszony poziom ekspresji a zielong zmniejszony poziom ekspresji. BRCA- rak piersi, ER+- rak piersi z pozytywnym statusem
receptoréw estrogenowych, TNBC- potrdjnie ujemny rak piersi, COAD- gruczolakorak jelita grubego, HB- watrobiak zarodkowy, C2, C1- podtypy
molekularne watrobiaka zarodkowego, HCC- rak watrobowokomorkowy, KIRC- rak jasnokomorkowy nerki, LIHC- rak watrobowokomorkowy,
LUAD- gruczolakorak ptuc, LUSC- rak ptaskonabtonkowy ptuc, OV-rak jajnika, PRAD- gruczolakorak prostaty, READ- gruczolakorak odbytnicy,

UCEC- rak endometrium trzonu macicy.

NCBI SRA TCGA
Gen BRCA LUsc ov
Retrogen | \odsicietski ?‘?m:: BRCA |(TNBCvs| coap | Hee | wap | BrRca | coap | kiRc | uHe | wusc |Westemiser| prap | READ | ucEc |(pestepuacy
o ER+) ramias) reniaa

EEF1A1P5 EEF1A1 -__L
EIF1AXP1 EIF1AX
FABP5P7 FABPS
FTLP14 FTL
GCSHPS GCSH
H3P6 H3-38
PCBP1 PCBP2
retro_hsap_1605 |RPL9
retro_hsap_1849 |AP152
retro_hsap_1969 |TMEM167A
retro_hsap_2297 |PPIA
retro_hsap_3402 |TMA7
retro_hsap_852 |RPL36A
RHOG RAC1
RPL10P9 RPL10
RPL13P12 RPL13
RPL18AP3 RPL18A
RPL21P16 RPL21
RPS23P8 RPS23
RPS2P5 RPS2
SNRPEP4 SNRPE
SNRPGP15 SNRPG
TMEM1838 TMEM183A
ZFP42 ¥¥1

87




Na szczegllna uwage zastuguje retro_hsap 852, zidentyfikowany wcze$niej jako
retrogen specyficzny dla cztowieka, ktory posiada istotnie statystycznie zwiekszony poziom
ekspresji w 8 badanych nowotworach. Ponadto, zwickszyt swoj poziom ekspresji takze w
bardziej agresywnym typie nowotworu piersi TNBC oraz u pacjentdw z przerzutujagcym
gruczolakorakiem jelita grubego, a jego wyciszenie wplyngto negatywnie na Zywotno$é
komorek badanej linii komoérkowe;j. Laczac te wyniki ze zwickszong ekspresja retro_hsap 852
takze podczas inwazji tozyska mozna wnioskowa¢ o jego istotnej roli podczas rozwoju

nowotworow czlowieka.

Retrogeny o zmienionej ekspresji podczas rozwoju tozyska oraz ich geny rodzicielskie
sprawdzono pod katem specyficzno$ci tkankowej z uzyciem bazy danych Gtex (GTEx
Consortium, 2013). Retrogeny te tworzg dwie gtowne grupy réznigce si¢ specytika tkankowa,
co moze odzwierciedla¢ ich potencjalne funkcje biologiczne podczas inwazji tozyska jak i
rozwoju guza nowotworowego. Pierwsza obejmuje retrogeny, ktore s najbardziej aktywne
transkrypcyjnie w jajnikach. Naleza do nich: retro_hsap 852, retro_hsap 1605, RPL2IPI6,
RPS23P8 oraz RPS2P5. Co ciekawe ich geny rodzicielskie dzielg ten wzor ekspresji, takze
charakteryzuja si¢ najwyzsza ekspresja w jajnikach cztowieka. Wysoka ekspresja retrogenow
w jajnikach moze odzwierciedla¢ ich rolg¢ w procesach zwigzanych z reprodukcja, ktore
wymagajg intensywnej proliferacji i angiogenezy, takich jak rozwoj tozyska. Te same procesy
zachodza w komorkach nowotworowych, co podkresla funkcjonalne podobienstwa migdzy

procesami zwigzanymi z rozwojem lozyska a patologicznymi procesami nowotworowymi.

Druga grupa retrogenow wykazuje bardzo wysoka ekspresje w komorkach krwi, co
moze $wiadczy¢ o ich zaangazowaniu w procesy hematopoetyczne oraz immunologiczne. Do
tej grupy zaliczaja si¢ retrogeny o zréznicowanym pochodzeniu ewolucyjnym, takie jak RHOG
(ang. ras homolog family member G), ktory powstal u wspdlnego przodka kregowcow, PCBP1
(ang. poly(rC) binding protein 1), ktory powstat w czasie ewolucji ssakéw lozyskowych, oraz
H3P6 (ang. H3 histone pseudogene 6), ktory pojawit si¢ w trakcie ewolucji naczelnych. Wysoka
ekspresja wspomnianych retrogendw we krwi moze mie¢ znaczenie w procesach ukrwienia,
istotnych zaréwno dla rozwoju tozyska, jak 1 w angiogenezie, ktora odgrywa kluczowg role w
progresji nowotworow. Bogate unaczynienie zaréwno w przypadku tozyska, jak 1 w przypadku
nowotworow pozwala na efektywne dostarczenie sktadnikow pokarmowych potrzebnych do
intensywnych proceséw metabolicznych. Jednoznaczne stwierdzenie czy wysoka ekspresja
badanych retrogendéw istotnie ma znaczenie w tych procesach wymaga oczywiscie duzo

bardziej szczegdtowych badan.
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5. DYSKUSJA

Zrozumienie mechanizmow powstawania nowotworow, rozpoznanie istotnych w tym
procesie gendw 1 ich roli sg kluczowe dla poprawnej diagnostyki, a co za tym idzie wyboru
odpowiednich  terapii. Efektywnos$¢ diagnostyki onkologicznej nadal pozostaje
niesatysfakcjonujaca, dlatego konieczne jest opracowanie nowych biomarkeréw (F. Liu i in.
2019). Badania z wykorzystaniem hodowli komorkowych, modeli zwierzecych 1 probek
klinicznych potwierdzaja role pseudogendéw w procesie nowotworzenia (Kalyana-Sundaram i
in. 2012). Jednym z rodzajéow gendw zaliczanych najczesciej do pseudogendw sg retrogeny.
Pomimo powszechnego uwazania je za niefunkcjonalne, geny powstale w wyniku retropozycji
penig szereg funkcji w komorce. W wyniku proceséw ewolucyjnych poczatkowo nieaktywne
retrokopie nabierajg funkcjonalnosci i mogg zaréwno kodowac biatka jak petni¢ role
regulatorowe (Kubiak, Szcze$niak, 1 Makalowska 2020). Bardzo czgsto reguluja poziom
ekspresji swoich gendéw rodzicielskich dziatajagc jako gabki miRNA czy antysensowne
transkrypty oraz moga bra¢ udziat w regulacji epigenetycznej, modyfikacji alternatywnego
splicingu czy w formacji transkryptéw fuzyjnych (Kubiak, Szczes$niak, i Makatowska 2020).
Pomimo, ze udato si¢ powigza¢ wiele retrogendéw z procesami nowotworowymi (Fairbanks 1
in., 2012; Rohozinski i in., 2012; Yu i in., 2014; J. A. Ju & Gilkes, 2018), wiedza na temat roli

retrogendw podczas kancerogenezy jest nadal mocno ograniczona.

Jak wskazuja wyniki analiz, proces retropozycji byt szczeg6lnie wzmozony podczas
ewolucji naczelnych, wiec bardzo duza czgs$¢ retrokopii w genomie czlowieka nalezy do
stosunkowo mtodych (Navarro & Galante, 2015). Rola nowo powstalych genéow stanowi
fascynujacy obszar badan z punktu widzenia ewolucji (Cai & Petrov, 2010). Zasugerowano, ze
nowe geny moga petni¢ istotng role w procesach, ktore pozostaja pod silng presja selekcyjna.
Do tego rodzaju procesOw nalezag m.in. spermatogeneza, mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej czy procesy zwigzane z rozwojem narzadow, takich jak inwazyjne tozysko
czy rozwinigty mozg (Shao i in., 2019). W literaturze opisano, ze ekspresja niektérych
ewolucyjnie mtodych gendéw wystepuje specyficznie lub preferencyjnie w nowotworach (tzw.
TSEEN, ang. tumor-specifically expressed, evolutionarily novel) (Kozlov, 2016). Identyfikacja
retrogenow specyficznych dla cztowieka, ktore sg zwigzane z nowotworami, oraz roznice w
repertuarze retrokopii w przypadku nowotworow réznych gatunkéw kregowcoOw, moze by¢
kluczowa dla lepszego zrozumienia wysokiej czgstosci nowotwordw u naszego gatunku.

Ponadto retrogeny nalezace do TSEEN, ze wzgledu na swoja gatunkowa i1 tkankowa
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specyficznos¢, moga mie¢ ogromny potencjal jako nowe biomarkery nowotworowe (Staszak

& Makatowska, 2021)

W niniejszej pracy przeprowadzono analizy ekspresji retrogenéw w celu identyfikacji
tych, ktore potencjalnie moga by¢ powigzane z powstawaniem i rozwojem nowotworow. Na
zagadnienie to spojrzano z perspektywy ewolucyjnej porownujac mtode retrogeny specyficzne
dla naczelnych z tymi, ktore powstaty na wczesniejszych etapach ewolucji. Przeprowadzono
takze analizy ekspresji retrogendw psa 1 kury ze szczegdlng uwaga poswigcong retrogenom
zmieniajagcym ekspresj¢ we wszystkich trzech gatunkach i tym gatunkowo specyficznym.
Sprawdzono takze czy retrogeny, ktdre powstaty z gendéw opisanych jako onkogeny lub
supresory moga rowniez w jakim$ stopniu by¢ powigzane z nowotworami i1 czy moga
regulowac ekspresje swoich genéw rodzicielskich. W trakcie retropozycji wiele kopii genow
lokowanych jest w intronach innych gendéw. Zadano sobie zatem pytanie czy retrogeny
zagniezdzone w intronach gendéw istotnych w procesach nowotworowych moga pethic role
regulatorow ekspresji tychze genow. Ostatni aspekt ewolucyjny dotyczyt powigzan pomiedzy
rozwojem inwazyjnego tozyska i powstawaniem nowotworoéw. Szukano odpowiedzi na pytanie
czy retrogeny zmieniajace poziom ekspresji w nowotworach zmieniaja tez swoja ekspresje

wraz z rozwojem tozyska.

Przeprowadzone analizy retrogenow s3 wyjatkowe zar6wno w swoim rozmiarze jak i w
kwestii podejmowanych problemow. Nie zbadano dotychczas profilu ekspresji retrokopii w

nowotworach na tak duza skale jak w niniejszej pracy.
Retrogeny o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach czlowieka

Aby zbada¢ rdznice w ekspresji retrogenow pomiedzy tkankami nowotworowymi a
zdrowymi przeanalizowano dane RNA-Seq pochodzace z 5 nowotworéw czlowieka z
repozytorium NCBI SRA oraz 8 nowotworow z repozytorium TCGA. Na podstawie
uzyskanych wynikéw analiz bioinformatycznych udato si¢ zidentyfikowaé¢ odpowiednio 36
oraz 119 retrogenéw o istotnie zréznicowanym poziomie ekspresji. Grupa 20 retrogendw
zostatla wskazana w wynikach analiz danych z obydwoch zZrodet. A zatem, tacznie
zidentytikowano 135 retrokopii o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach cztowieka.
Otrzymane wyniki obejmujg dobrze znane retrogeny, o bogatym opisie literaturowym, tj.
RHOB (Connolly i in., 2010; Ridley, 2013; Luis-Ravelo i in., 2014; J. A. Ju & Gilkes, 2018)
czy SFN (Hu i in., 2019; Du i in.,, 2024), ktére moga stanowi¢ pozytywna kontrolg
przeprowadzonych analiz. Jednak w wigkszosci zidentyfikowano nieopisane dotad retrogeny.
Wyjasnieniem tego, ze wielu retrokopii nie wskazano w badaniach prowadzonych przez inne
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grupy moze by¢ to, ze retrokopie sa czesto pomijane w analizach gendw kandydujacych. Nie
bez znaczenia jest rowniez fakt, ze analiza retrokopii jest znacznym wyzwaniem ze wzglgdu na
niski poziom ekspresji w pordwnaniu z genami kodujacymi biatka oraz wysoki poziom
podobienstwa sekwencji do genow rodzicielskich. Z reguly analizy danych
transkryptomicznych skupiaja si¢ na genach o wyzszej ekspresji, do ktorych naleza gtownie
geny kodujace biatka. Poziom ten czg¢sto jest wyznaczany na minimum 5 TPM co w przypadku
wielu retrogendéw, podobnie jak wielu dhugich niekodujacych RNA (IncRNA) jest on
zdecydowanie za wysoki (Q. Xu i in., 2017; Grammatikakis & Lal, 2022). Duza czgs¢
dostepnych danych RNA-Seq zawiera informacje o ekspresji jedynie ok. 30 tysiecy genow. W
takich bibliotekach nie znajdziemy informacji o wigkszosci genow, ktore nie koduja biatek, w
tym rowniez wigkszosci retrogenow. Dla przykladu duza czg$¢ zestawow danych w
repozytorium TCGA zawiera macierze ekspresji 20531 genow, wiec w analizach z ich uzyciem

nie zidentyfikujemy retrogenow.

Analiza ewolucyjna retrogenéw o zroznicowanej ekspresji w nowotworach

czlowieka

Aspekt ewolucyjny przeprowadzonych badan opierat si¢ miedzy innymi na analizie
danych transkryptomicznych nowotwordéw roznych gatunkéw kregowcoOw oraz okresleniu
czasu powstania retrogenOw o zmienionej ekspresji w nowotworach cztowieka. Analiza
filogenetyczna wykazala, ze wigkszos¢ retrogenéw zwigzanych z nowotworami czlowieka
powstata podczas ewolucji naczelnych. W przypadku danych NCBI SRA jest to grupa 21
sposrod 34 (61,8%), a w danych TCGA 89 sposrod 118 (75,4%). A zatem wsrdd
zidentyfikowanych retrokopii wyraznie dominuja retrogeny specyficzne dla cztowieka lub

naczelnych, co potwierdza przyjeta hipoteze.

Przeprowadzono takze analizy ekspresji réznicowej dwoch zestawow danych z
gruczolu mlekowego psa oraz zestaw danych z linii  komodrkowej raka
watrobowokomoérkowego kury. Na tej podstawie zidentyfikowano trzy ewolucyjnie stare
retrokopie RHOB 1 HSPA2, ktore wykazaty zmiang ekspresji w danych nowotworowych
wszystkich trzech gatunkow oraz retrogen specyficzny dla ssakow CALMLS, ktory wykazat
zmiang ekspresji w nowotworach cztowieka i psa. Wskazanie tej grupy jako retrogeny zwigzane
z nowotworami odlegtych ewolucyjnie gatunkéw moze sugerowac ich rolg w kancerogenezie

nie tylko u czlowieka co wielokrotnie opisano, ale by¢ moze u wszystkich krggowcow.

Pierwszy z nich RHOB to przyktad retrogenu kodujacego biatko. RHOB jest
zaangazowane w regulacj¢ cytoszkieletu aktynowego oraz migracji komorek (Ghafouri-Fard i
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in., 2021). Retrogen RHOB powstat u wspdlnego przodka kr¢gowcow. Zachowanie ORF w tym
starym pod wzgledem ewolucyjnym retrogenie moze wskazywac na to, ze bardzo szybko nabyt
on zdolnosci transkrypcyjne, a sktonnos¢ do akumulacji mutacji, typowa dla retrokopii, zostata
»zablokowana” ze wzgledu na funkcjonalne znaczenie biatka. RHOB posiada bogaty opis
literaturowy, w ktorym jest wskazywany gtéwnie jako supresor nowotworowy (W. Chen i in.,
2016). Gen zostat opisany takze jako czynnik promujacy kancerogeneze. W przypadku
tworzenia si¢ guzdéw piersi wykazano, ze RHOB dziala jako supresor do momentu
ustabilizowania si¢ unaczynienia guza, wowczas sprzyja progresji komorek nowotworowych
(J. A. Ju & Gilkes, 2018). W literaturze opisano eksperymenty, ktore wykazaly zwigzek
wyciszenia ekspresji RHOB ze wzrostem ekspresji genu rodzicielskiego RHOA (Privat i in.,
2020). Cho¢ funkcja kodowanego przez ten retrogen biatka jest dos¢ dobrze poznana, jak
dotychczas, nie opisano jego zwigzku z nowotworami u psa i kury. Badano go jednak w
przypadku $lepego kretoszczura podziemnego (tac. Spalax ehrenbergi), gatunku okreslanego
jako odporny na nowotwory. Odkryto istotny wzrost ekspresji RHOB w warunkach
niedotlenienia u dwoch allogatunkow: S.galili i1 S.judael (Aviviiin., 2006). Badania wykonane
w przedstawionej pracy wskazujg natomiast, ze gen ten moze by¢ u wszystkich kregowcow

statocieplnych rownie istotny w procesach nowotworowych jak u cztowieka.

Retrogen HSPA2 koduje biatko nalezace do rodziny biatek szoku cieplnego o masie 70
kDa (HSP70) i1 pelnigce role biatka opiekunczego. Wysoki poziom ekspresji HSPA2
stwierdzono szczeg6lnie w jadrach co jest uzasadnione funkcja kodowanego biatka. Biatko
HSPA2 odgrywa istotng role w spermatogenezie, chronigc przed negatywnym wplywem
wysokiej temperatury na plemniki. Jest to szczego6lnie wazne u ssakow z jadrami zstgpujacymi
(Padhi i1n., 2016). W analizach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy spadek ekspresji
HSPA?2 zaobserwowano dopiero w pozniejszych stadiach progresji nowotworu jelita grubego i
bardziej inwazyjnego podtypu raka piersi. Mozna spekulowacé, ze obnizenie poziomu ekspresji
retrogenu HSPA2 moze by¢ w przypadku tych dwoch nowotworéw wskaznikiem ich
zaawansowania. Klimczak 1 in. wykazali supresyjng rolg HSPA2, korelujac jego obnizong
ekspresje z wiekszymi i bardziej zaawansowanymi guzami piersi (Klimczak 1 in., 2019), co jest
zgodne z otrzymanymi w tej pracy wynikami. Podobnie jak RHOB, HSPA2 moze odgrywac
rézne role w réznych typach nowotworéw. W przeprowadzonych analizach HSPA2 wykazat
zwigkszony poziom ekspresji w raku piersi w danych z repozytorium TCGA. W literaturze
mozna znalez¢ informacje, ze jego podwyzszona ekspresja zostala powigzana ze ztym

rokowaniem w przypadku raka ptaskonablonkowego przetyku (H. Zhang i in., 2013) oraz
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wczesnym pooperacyjnym nawrotem raka trzustki (Zhai 1 in., 2021). Kompleksy HSPA2-
BAG3 opisano jako powszechne regulatory sygnalizacji w komorkach nowotworowych i
potencjalne cele terapeutyczne w niedrobnokomoérkowym raku pluc (Sojka i in., 2019).
Wyciszenie ekspresji HSPA2 powigzano ze zmniejszong proliferacja komorek nowotworowych
(Cao 1 1in., 2019). Dane RNA-Seq z tych rodzajow nowotwordéw s3 dostgpne w repozytorium
TCGA, lecz zawierajg dane ekspresji, ktore nie obejmujg wszystkich gendéw. Z reguty w tego
typu danych nie znajdziemy informacji o ekspresji wigkszosci gendw niekodujacych biatek. W
literaturze nie opisano dotychczas zwigzku HSPA2 z nowotworami psa i kury. Jednym z
istotnych odkry¢ analiz przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy jest wlasnie wykazanie
tego zwigzku.

Biatko CALMLS odgrywa istotng role w réznicowaniu komorek naskérka i
przekazywaniu sygnatu w komorce wigzac jony wapnia. Stwierdzono, ze podczas
kancerogenezy bierze udziat w proliferacji, r6znicowaniu i migracji komorek nowotworowych
(Villalobo 1 in., 2019). Przeprowadzone analizy wykazaty, ze ekspresja CALMLS5 wzrasta w
trzech nowotworach cztowieka, w tym w bardziej agresywnym raku piersi TNBC. Uzyskane
wyniki s3 zgodne z doniesieniami literaturowymi. Wysoka ekspresja CALMLS5 zostata
powigzana takze ze ztym rokowaniem w przypadku przerzutujacego czerniaka skory (Jia i in.,
2021). Co wigcej, zwigkszenie ekspresji CALMLS powigzano z inwazyjnoscia guzow piersi,
doktadniej z naciekiem do naczyn limfatycznych (Kurozumi i in., 2019). Podkreslono
potencjalng role CALMLS5 jako markera diagnostycznego dysplazji rdznicujacej, a takze
przedinwazyjnych lub inwazyjnych nowotworoéw szyjki macicy (Kitazawa i in., 2021). Debald
1 in. wskazali, Ze ubikwitynacja k63 w CALMLS jest powigzana z rakiem piersi u kobiet przed
menopauzg (Debald i in., 2013). Interesujacym jest, ze cho¢ CALMLS ulega ekspresji gtownie
w skorze, jego aktywnos$¢ wykazano w nowotworach wielu narzadow, w ktérych w normalnych
warunkach nie ulega ekspresji. Brak ekspresji w tkankach pochodzacych z niektoérych z tych
narzadow potwierdzity wykonane w ramach pracy analizy bibliotek cDNA. Przeprowadzone w
ramach tej pracy badania pokazaty, ze CALML5 ma zmniejszony poziom ekspresji w
nowotworze gruczotu mlekowego psa, co wykazano po raz pierwszy. Kierunek zmiany jest
zatem odwrotny niz w przypadku cztowieka. Nie jest to jedyna zaobserwowana réznica. W
przeciwienstwie do cztowieka, gdzie ekspresja CALMLS5 nie zostata wykryta w ktorejkolwiek
z badanych bibliotek cDNA pochodzacych z roznych zdrowych narzadoéw, u psa ulegat on
ekspresji we wszystkich badanych zdrowych tkankach. Podobnie jak w przypadku profilu

ekspresji, duze roznice widoczne sg takze w sekwencji retrogenu. Identyczno$¢ pomigdzy
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biatkiem CALMLS cztowieka 1 psa wynosi zaledwie 57%. Moze to wskazywacé na do$¢

zroznicowane funkcje.

Na podstawie analiz bioinformatycznych wskazano specyficzne dla naszego gatunku
retrogeny, ktére zmienialy swoj poziom ekspresji w nowotworach. Grupa ta liczy 25
retrogendw, odpowiednio 2 w wyniku analiz danych z repozytorium NCBI SRA, 20 w wyniku
analiz danych z bazy TCGA oraz 3, ktore zidentyfikowano w obydwoch analizach
(retro_hsap 1605, retro_hsap 852, RPL21P16). Najciekawsze przypadki obejmujg retrogeny,
ktoérych do tej pory nie opisano jako powigzane z nowotworami i ktdre zmieniajg poziom
ekspresji w co najmniej dwoch rodzajach nowotwordéw. Zmiana poziomu ekspresji w kilku
roznych nowotworach moze wskazywac, ze wynik nie jest przypadkowy i retrogen jest istotnie
powigzany z procesami nowotworowymi. Do retrogendéw takich naleza, migdzy innymi, trzy
specyficzne dla cztowieka retrokopie, ktore zidentyfikowano na poczatkowych etapach badan
(dane NCBI SRA): retro _hsap 852, vretro hsap 1605 oraz HMGBIP6. Retrogen
retro_hsap 852 — duplikat genu rodzicielskiego RPL36A oraz retro_hsap 1605 — retrokopia
genu RPLY (ang. ribosomal protein L9), to przyktady retrogendéw, ktére sa kopiami genow
kodujacych biatka rybosomalne. Co ciekawe, u cztowieka az 1340 retrokopii powstato na
drodze retropozycji gendw kodujacych biatka rybosomalne (Koztowska-Maston i in., 2024).
Zwiazek miedzy zmieniong biogeneza rybosomow a procesem nowotworzenia zostal juz
wczesniej opisany. Wykazano, ze inhibicja biogenezy rybosoméw prowadzi do blokady
proliferacji komérek nowotworowych (Penzo i in., 2019). Wyciszenie genu rodzicielskiego
RPLY powigzano z zahamowaniem wzrostu komorek raka jelita grubego (Baik i in., 2016). W
badanych nowotworach retrogen retro_hsap 1605 pochodzacy od RPL9 wykazat zwigkszong
ekspresje w raku watrobowokomorkowym oraz raku jasnokomorkowym nerki. Retrogen ten
zarbwno w tkankach nowotworowych jak i1 zdrowych wykazal bardzo silng pozytywnag
korelacje ekspresji ze swoim genem rodzicielskim. Jego zwigkszona ekspresja oznacza zatem
takze zwigkszony poziom ekspresji genu RPLY, a to z kolei moze by¢ powigzane ze zwigkszong

proliferacja i rozwojem nowotworu.

Nadekspresje genu RPL36A, ktory dat poczatek retrogenowi retro hsap 852
skorelowano z proliferacja komorek raka watroby (J.-H. Kim 1 in., 2004), (J.-H. Kim 1 in.,
2004). W przeprowadzonych badaniach retrogen wykazywal zwigkszong ekspresje w 8
nowotworach, w tym takze w raku watrobowokomorkowym. Zmiana ekspresji retrogenu
retro_hsap 852 jest zatem podobna do zmiany jakg zaobserwowano w przypadku jego genu

rodzicielskiego. Majac dodatkowo na uwadze, ze wyciszenie retro _hsap 852 spowodowato
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istotny spadek zywotnosci komorek oraz fakt, ze jego ekspresja jest zwiekszona tozysku
inwazyjnym mozna przypuszczaé, ze retrogen ten odgrywa istotng role w rozwoju
nowotworow. Podobnie jak w przypadku retro_hsap 1605, analizy bioinformatyczne wykazaty
silng pozytywna korelacje ekspresji retro_hsap 852 z genem rodzicielskim. Jest to zgodne z
obserwacja, ze ekspresja RPL36A 1 jego retrogenu ulega zwigkszeniu w raku
watrobowokomoérkowym. Intrygujacym jest zatem fakt, ze wyciszenie retrogenu spowodowato
wzrost poziomu ekspresji genu rodzicielskiego. Skutek byt zatem odwrotny od tego, jakiego
spodziewano si¢ na podstawie analiz bioinformatycznych. Jedna z przyczyn moga by¢ zmiany
w procesach biologicznych bedace nastgpstwem hodowli w warunkach laboratoryjnych
materialu pobranego od donora wiele lat temu. Pelne wyjasnienie bedzie wymagato dalszych
badan, w tym powtdrzenia eksperymentu w tej 1 innych liniach komdrkowych. Niemniej
retrogen ten jest zdecydowanie jednym z mocnych kandydatow do dalszych badan, szczegoélnie,

ze o retrogenie tym i jego funkcji do tej pory praktycznie niewiele nie byto wiadomo.

Trzeci retrogen specyficzny dla naszego dla naszego gatunku HMGB1P6 stanowi kopie
genu HMGBI, opisanego w wielu pracach jako zwigzanego z nowotworami. W raku piersi,
opisano go jako supresor nowotworu (Martinotti i in., 2015) oraz jako gen zwigzany z
odpowiedzia na radioterapi¢ (He et al. 2013). Co cickawe, biatko HMGBI jest zaangazowane
w metabolizm lekéw przeciwnowotworowych zawierajacych platyng (Whirl-Carrillo 1 in.,
2021). W analizowanych danych HMGB1P6 wykazal zwickszony poziom ekspresji w probach
z przerzutow gruczolakoraka jelita grubego oraz w raku piersi. Wyniki analiz
bioinformatycznych wskazuja na korelacje ekspresji retrogenu z poziomem ekspresji genu
rodzicielskiego. Jego wyciszenie w linii nowotworowej MCF-7 spowodowato spadek poziomu
ekspresji genu rodzicielskiego. HMGB1P6 jest zagniezdZzony w intronie genu 7HSD4, ktdrego
zmieniong ekspresje¢ powigzano z wystepowaniem raka prostaty (Wu 1 in., 2020) oraz z
inwazyjnym rakiem piersi (The Human Protein Atlas). Podobnie jak w przypadku genu

rodzicielskiego, wyciszenie HMGB1P6 spowodowato spadek poziomu ekspresji genu THSDA4.

Przeprowadzone analizy danych RNA-Seq pozwolily takze na zidentyfikowanie
retrogenoOw zwigzanych z nowotworami, ktore sg specyficznie dla genomu psa lub kury.
Jednym z nich jest retrogen psa retro cfam_ 320, ktéry posiada adnotacje jedynie w bazie
RetrogeneDB2 (Rosikiewicz i in., 2017). Jak dotad, nie opisano roli tego retrogenu ani jego
genu rodzicielskiego ENO?2 (ang. enolase 2) w procesach nowotworzenia u psa. Zwiekszony
poziom ekspresji ENO2 stwierdzono w nowotworze ptuc czltowieka i powigzano z nizsza

przezywalno$cig pacjentow (D. Liu 1 in., 2020). Ponadto, zwigkszony poziom ekspresji tego
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genu skorelowano z promowaniem wzrostu komoérek nowotworowych, glikolizy oraz
opornosci na glikokortykoidy, wskazujac ENOZ2 jako marker monitorujacy skutecznos¢

chemioterapii i nawrotéw w przypadku ostrej biataczki limfoblastycznej (C.-C. Liu i in., 2018).

Na podstawie danych zawartych w bazie RetrogeneDB2 mozna zauwazy¢ istotng
réznice w nasileniu procesu retropozycji u analizowanych gatunkow (od 4611 retrokopii w
genomie cztowieka do 25 retrokopii w genomie kury) (Rosikiewicz i in., 2017). Biorac pod
uwage, ze kura posiada tylko 25 retrokopii, identyfikacja pigciu z nich jako zwigzanych z
nowotworami, na podstawie analizy tylko jednego typu nowotworu jest dos¢ zaskakujaca.
Retrogeny te zostaly po raz pierwszy wskazane jako potencjalnie powigzane z nowotworami u
kury. Jeden z nich to retro ggal 15, retrogen specyficzny dla kury, ktéry powstal jako
retrokopia C120orf45. Adnotacje tego genu u kury nie zawierajg informacji o jego funkcji, ale
najprawdopodobniej tak jak w przypadku cztowieka i innych eukariontéw, ten ewolucyjnie
bardzo stary gen koduje biatko NOPCHAPI1 (ang. NOP protein chaperon I). Jak dotad nie
powiazano C120orf45, ani tym bardziej jego retrogenu, z wystepowaniem nowotworow.

Wyniki przeprowadzonych analiz pozwolity na identyfikacje¢ retrogendéw o zmienionym
w nowotworach poziomie ekspresji. W przypadku wickszosci z nich to pierwsze takie
doniesienia. A fakt, ze az pi¢¢ z zaledwie 25 retrogendow kury wykazaly zmiany w raku
watrobowokomoérkowym moze wskazywac, ze rola retrokopii w funkcjonowaniu komorek

moze by¢ duzo bardziej istotna niz przewidywano.
Retrogeny regulujace ekspresje genow zwigzanych z procesem nowotworzenia

Wiele retrogenéw o zmienionych w nowotworach poziomach ekspresji reprezentuje
wazne niekodujace RNA, ktore mogg regulowaé geny zwigzane z nowotworami. Wysoki
wskaznik nowotworzenia u ludzi moze wynika¢ z duzej liczby takich retrokopii. Uzyskane
wyniki dostarczaja nowych danych odnosnie ich potencjalnej roli regulatorowej. Analizy
korelacji ekspresji wykazaty, ze 35 gendw rodzicielskich zwigzanych z nowotworami moze by¢
regulowanych poprzez swoje retrokopie. W wigkszosci tych przypadkdéw retrogeny zachowaty
w swojej sekwencji przynajmniej cz¢$¢ odziedziczonych miejsc docelowych wigzania miRNA.

W zwiagzku z tym jest catkiem prawdopodobnym, ze retrogeny te dziatajg jako gabki miRNA.

Retrogeny znajdujace si¢ w intronie innego genu mogg regulowac jego ekspresje jako
cis-NAT. Moze to si¢ odbywac¢ na przyktad poprzez interferencje transkrypcji (Rosikiewicz &
Makatowska, 2016). Analizy umozliwity wskazanie 8 retrogendw wykazujacych korelacje
ekspresji ze swoim genem gospodarzem, sposrod ktorych 3 leza na przeciwnej nici DNA.
Naleza do nich pary: RPS11P5-CHFR, RPLI13AP17- MAGI2, a takze RPL4P4- MAP3K13.
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W ramach pracy postawiono hipoteze, zaktadajaca, ze wsrdd retrogendow wykazujacych
powigzania z nowotworami przewazajacg grupa s3 retrogeny powstale z genow kodujacych
istotne dla proceséw nowotworowych biatka lub ulokowane w intronach takich genow. Wyniki
testu statystycznego nie potwierdzity jednak powyzszej hipotezy, gdyz retrogeny takie stanowig

istotnie mniejsza grupe w pordwnaniu z retrogenami pochodzacymi od innych genow.

W celu potwierdzenia ewentualnej funkcji regulatorowej retrogendow wyciszono
ekspresje trzech wybranych retrogenéw w ludzkich liniach komoérkowych, a nastepnie
sprawdzono wplyw wyciszenia na ekspresje genu rodzicielskiego lub genu gospodarza.
Dodatkowo sprawdzono wptyw wyciszenia na zywotno$¢ komarek. Sposrdd grupy retrogenow
0 zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach wyciszono ekspresje HMGBIP6,
retro_hsap 852 oraz CALMLS. Jak juz opisano powyzej, jedynie w przypadku retrogenu
HMGBI1P6 wyciszenie wplyngto negatywnie na poziom ekspresji genu rodzicielskiego
HMGBI1 oraz genu gospodarza THSD4. Wyciszenie retrogenu retro_hsap 852 w linii
komorkowej MCF-12F spowodowato zwigkszong ekspresje genu rodzicielskiego RPL364, ale
nie miato wplywu na ekspresje genu gospodarza PLEKHA7. Wyciszenie retro_hsap 852, jako
jedynego z badanych, wplyneto na znaczne obnizenie zywotnosci komorek MCF-12F.
Wyciszenie genu CALMLS nie skutkowato ani zmiang poziomu ekspresji genu rodzicielskiego

ani tez zmiang stopnia zywotnosci komorek.
Retrogeny zwigzane z ewolucja w obrebie guza

Wyniki analiz danych pochodzacych z bazy NCBI SRA wskazaly 10 retrogenéw o
zmienionej ekspresji w probach pochodzacych z bardziej agresywnego typu raka piersi (TNBC)
oraz 2 retrogeny wsrod prob z bardziej inwazyjnego subtypu molekularnego watrobiaka
zarodkowego (C2). Ponadto w pordéwnaniu ekspresji pomiedzy przerzutami a probami
zdrowymi gruczolakoraka jelita grubego zidentyfikowano 8 retrogendw, ktore zmienity
ekspresje w tej inwazyjnej formie nowotworu. W przypadku danych pochodzacych z projektu
TCGA analiza ekspresji réznicowej pomi¢dzy nowotworami w stadium IV a I pozwolita na
zidentyfikowanie RHOB, PPPIR14BP3 oraz retro_hsap 2820 jako retrogenow o zmienionym

poziomie ekspresji podczas progresji nowotworu.

Interesujacy przypadek sposrdd tych retrogenow stanowi retrogen PPPIRI4BP3,
ktorego zwiekszona ekspresja wystepowala w 6 analizowanych nowotworach (BRCA, KIRC,
LIHC, LUSC, PRAD, UCEC), w roéznych stadiach raka jasnokomoérkowego nerki oraz w
roznych rodzajach odpowiedzi na terapi¢. Dotychczas nie powigzano retrogenu PPPIR14BP3
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z wystgpowaniem choréb cztowieka. Natomiast gen rodzicielski PPPIRI4B wskazano w
literaturze jako marker diagnostyczny u pacjentek z rakiem endometrium trzonu macicy (He i
in., 2023). Ponadto opisano rolg tego genu w progresji raka TNBC oraz wystepowaniu
opornosci na leczenie paklitakselem, wskazujac PPP1R14B jako cel terapeutyczny w leczeniu

tego rodzaju nowotworu piersi (Liao i in., 2023).

Identyfikacja retrogenéw o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach i

jednoczesnie zwiazanych z rozwojem lozyska czlowieka

Nowotwory sa w stanie doprowadzi¢ do §mierci organizmu, mi¢dzy innymi dlatego, ze
wykorzystuja mechanizmy oszukiwania naszego uktadu odporno$ciowego, co pozwala im
rosna¢ 1 rozprzestrzenia¢ si¢. Sg one jedng z gldéwnych przyczyn zgonow na $wiecie, a
mechanizmy ewolucyjne prowadzace do podatnosci na nowotwory moga by¢ powigzane z
pojawianiem si¢ cech adaptacyjnych u poszczegdlnych gromad kregowcow. Jedng z nich jest
wystepowanie tozyska u ssakoéw tozyskowych. Wystepuja bardzo duze podobienstwa pomiedzy
procesem inwazji tozyska a inwazja komorek nowotworowych i sugeruje sie, ze gatunki
charakteryzujace si¢ bardziej inwazyjnym typem tozyska (np. cztowiek) sg bardziej podatne na
nowotwory ztosliwe (Kshitiz i in., 2019). Przypuszcza si¢, ze ewolucja genow zwigzanych z
wystepowaniem nowotworow ztosliwych nie byla ukierunkowana na zapobieganie lub
powodowanie nowotwordw, lecz na umozliwienie tolerancji immunologicznej migdzy ptodem
a matka, co jest kluczowe dla natury ssakow tozyskowych. Agresywne nowotwory nablonkowe
mogg by¢ zatem niefortunnym "efektem ubocznym", ktéry nie byt poddany silnej presji
ewolucyjnej, poniewaz srednia dlugos¢ zycia czlowieka jeszcze niedawno wynosita 45-50 lat,

co bylo wystarczajace dla reprodukcji (Bronchud, 2018).

Jednym z ciekawszych wynikow prezentowanych badan jest zidentyfikowanie grupy 14
retrogendOw o zmienionej ekspresji w nowotworach, ktore zostaly takze wskazane jako
retrokopie o zroznicowanej ekspresji podczas rozwoju tozyska czlowieka. Na szczegodlng
uwage zastuguja retro_hsap 852 oraz RPS2P5. Inne przeprowadzone analizy wskazywaty juz
retro_hsap 852 jako retrogen o istotnej roli w procesach nowotworowych. Ten specyficzny dla
cztowieka retrogen wykazat zwigkszony poziom ekspresji w 8 rodzajach nowotworow i
okazuje si¢ by¢ takze powigzanym z procesami rozwoju tozyska. Drugi retrogen, RPS2P35,
oprocz zwigkszonego poziomu ekspresji w procesie rozwoju lozyska wykazal takze
zwigkszong ekspresj¢ w 7 nowotworach cztowieka. Dane przedkliniczne na myszach, wskazaty
gen rodzicielski RPS2 jako obiecujacy cel terapeutyczny w przypadku raka prostaty (M. Wang
1 in., 2009). Nie mozna wykluczy¢, ze pochodzacy od niego RPS2P5 jest takze waznym
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graczem w rozwoju nowotworow, by¢ moze szczegdlnie w przypadku tych ztosliwych.
Dlatego, podobnie jak retro _hsap 852 moze by¢ potencjalnym biomarkerem nabywania cech
ztosliwosci lub tez celem terapeutycznym.

Podsumowanie

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy umozliwity po raz pierwszy w tak duzej
skali spojrze¢ na profil ekspresji retrogenow w nowotworach. Biorgc pod uwage rozwijajacy
si¢ obszar jakim jest medycyna ewolucyjna, analiza retrogenow wydaje si¢ obiecujagcym
kierunkiem badan. Dotychczas otrzymane wyniki wskazuja na wazne w procesach
nowotworowych retrokopie i interesujagcych kandydatow na biomarkery. Dalsze badania tych
retrogenOw moga dostarczy¢ dodatkowych danych 1 przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia
efektywnosci diagnostyki oraz leczenia poszczegolnych nowotworow, a tym samym lepszego
rokowania pacjentow onkologicznych. Ponadto, ewolucyjne spojrzenie na proces
nowotworzenia moze dostarczy¢ informacji o cechach charakterystycznych dla cztowieka 1
kierunku ewolucji naszego gatunku. Informacje na temat ekspresji retrogenéw moga by¢
wykorzystane w przypadku badan przedklinicznych w celu lepszego zrozumienia roznic
migdzy organizmem czlowieka a organizmami modelowymi. Moga takze pomoc w wyjasnieniu
czestych problemoéw zwigzanych z przenoszeniem badan na organizmach modelowych np. na
myszach, na cztowieka. Niniejsza praca dostarczyla dowodéw na to, ze geny pochodzace z

retropozycji mogg by¢ obiecujgcymi kandydatami do badan nad procesami nowotworzenia.
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6. WNIOSKI

Przedstawiona praca dostarczyta wielu nowych i interesujgcych wynikéw dotyczacych
retrogendOw 1 ich potencjalnych powigzan z nowotworami. Ponizej wymienione s3

najwazniejsze wnioski i wyniki tych przeprowadzanych w kontekscie ewolucyjnym badan:

v Zaréwno milode, jak i stare ewolucyjnie retrogeny sa powigzane z procesem
nowotworzenia. Niemniej jednak, w przypadku cztowieka wiekszos$¢ sposrod nich to retrokopie
powstale podczas ewolucji naczelnych.

v HSPA2, RHOB i CALMLS to retrogeny po raz pierwszy wskazane jako
powiazane z nowotworami odleglych ewolucyjnie gatunkéw kregowcow.

v PPPIRI4BP3, RHOB i retro_hsap 2820 to retrogeny, ktdre istotnie zmieniaja
poziom ekspresji podczas rozwoju guza nowotworowego.

v Retrogeny PPPIRI4BP3, RPLI0OPY oraz RPS28P7 wykazaly istotng zmiang
ekspresji w odpowiedzi na zastosowane leczenie onkologiczne.

4 Kilkadziesigt retrogenow wykazujacych zmiany ekspresji w nowotworach,
moze dziata¢ jako wazne niekodujace RNA regulujace geny znane juz jako pelnigce role w
r0ZWoju NOWOtworow.

v Jak  wskazuje przeprowadzony eksperyment, wyciszenie ekspres;ji
retro_hsap 852 wptywa na zmian¢ zywotnosci komorek MCF-12F.

4 Poziom ekspresji retrogenu HMGBIP6 ma wplyw na ekspresje genu
rodzicielskiego HMGRBI, ktory jest zaangazowany w metabolizm lekéw onkologicznych
opartych na platynie.

4 14 retrogenéw wykazujacych zmiang poziomu ekspresji w nowotworach
wykazuje podobne zmiany w trakcie rozwoju tozyska cztowieka i moze by¢ z procesem tym
powiazanych.

4 Retrogen retro_hsap 852 z duzym prawdopodobienstwem ma istotne znaczenie
w procesach nowotworowych czlowieka 1 jest najbardziej obiecujacym kandydatem do

dalszych badan.
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ANEKS

Tabela 21. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla raka piersi z zestawu danych o numerze PRINA251383.

Gen SrTe:p:ia Mediana Srednia Mediana Réinica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen rodzicielski Log2FC pvalue padj tkanka TPM tk.anka TPM ) TPM ] TPM
okalajaca okalajagca | nowotwor | nowotwor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000179277 | retro_hsap_1718 MEIS3P1 MEIS3 -2,14 | 3,19E-26 | 7,22E-25 24,69 24,68 5,71 3,74 -18,98
ENSG00000237550 | retro_hsap_1605 retro_hsap_1605 RPL9 -1,94 | 4,78E-14 | 2,87E-13 193,31 180,69 45,30 15,32 -148,00
ENSG00000220842 | retro_hsap_738 RPL21P16 RPL21 -1,43 | 1,09E-10 | 4,78E-10 452,79 444,15 153,00 112,61 -299,79
ENSG00000230953 | retro_hsap_154 retro_hsap_154 TMA7 -1,42 | 1,09E-13 | 6,30E-13 25,18 19,01 9,11 5,57 -16,07
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,32 | 7,35E-11 | 3,27E-10 716,78 637,77 297,42 199,38 -419,37
ENSG00000155876 | retro_hsap_4 RRAGA RRAGB -0,94 | 2,65E-10 | 1,11E-09 59,26 58,50 30,59 28,00 -28,67
ENSG00000182107 | retro_hsap_12 TMEM30B TMEM30A -0,78 | 9,33E-05 | 0,00022 34,16 28,63 12,30 7,21 -21,87
zwiekszona ekspresja
ENSG00000132967 | retro_hsap_2613 HMGB1P5 HMGB1 0,88 | 1,28E-16 | 9,95E-16 73,86 68,24 131,46 122,07 57,61
ENSG00000259781 | retro_hsap_1589 HMGB1P6 HMGB1 0,91 | 1,62E-14 | 1,02E-13 18,88 18,08 34,28 30,86 15,40
ENSG00000235655 | retro_hsap_2180 H3P6 H3-3B 1,22 | 9,89E-09 | 3,58E-08 113,93 108,16 263,31 226,69 149,38
retro_hsap_2297 retro_hsap_2297 retro_hsap_2297 PPIA 1,29 | 1,40E-22 | 2,11E-21 28,65 27,98 64,47 49,04 35,83
ENSG00000250461 | retro_hsap_3179 retro_hsap_3179 | FAM133B 1,53 | 2,08E-14 | 1,29E-13 14,07 13,98 32,04 20,63 17,97
ENSG00000179967 | retro_hsap_3101 PPP1R14BP3 PPP1R14B 1,58 | 2,25E-21 | 2,93E-20 9,67 8,44 27,84 21,21 18,17
ENSG00000242085 | retro_hsap_1383 RPS20P33 RPS20 1,82 | 4,95E-31 | 1,74E-29 7,79 6,79 25,90 19,97 18,10
ENSG00000241170 | retro_hsap_794 retro_hsap_794 RPL31 1,99 | 4,98E-34 | 2,19E-32 4,69 4,17 19,00 12,68 14,31
ENSG00000250011 | retro_hsap_2219 HMGB1P3 HMGB1 2,01 | 2,97E-23 | 4,86E-22 5,04 4,38 18,05 11,16 13,01
ENSG00000240429 | retro_hsap_2887 LRRFIP1P1 LRRFIP1 2,36 | 5,57E-39 | 3,52E-37 3,61 3,51 16,05 10,30 12,44
ENSG00000260459 | retro_hsap_1647 FTLP14 FTL 2,50 | 1,84E-26 | 4,29E-25 3,81 2,64 17,28 10,89 13,48
ENSG00000248394 | retro_hsap_2981 FOSL1P1 FOSL1 2,70 | 4,84E-37 | 2,67E-35 2,15 1,59 13,55 8,61 11,41
ENSG00000178372 | CALML5 CALML5 CALM3 2,87 | 8,60E-11 | 3,80E-10 45,25 19,57 328,33 12,25 283,08
ENSG00000213896 | retro_hsap_3325 retro_hsap_3325 | RPL31 2,91 | 8,98E-19 | 8,86E-18 2,00 1,67 13,82 4,26 11,82
ENSG00000230457 | retro_hsap_2868 PA2G4P4 PA2G4 2,96 | 9,27E-36 | 4,65E-34 2,21 1,75 14,72 9,88 12,51
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Tabela 22. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla typow raka piersi — ER+ oraz TNBC z zestawu danych o numerze PRINA251383.

Gen . Srednia | MedianaTPM | Srednia | Mediana TPM Réznica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen rodzicielski Log2FC pvalue padj TPM ER+ ER+ TPMTNBC TNBC PM
zmniejszona ekspresja
ENSG00000213222 | retro_hsap_2321 TOMMA40P4 TOMM40 -3,08 2,59E-31 1,15E-28 14,79 8,69 1,58 1,55 -13,21
ENSG00000178363 | retro_hsap_59 CALML3 CALM3 -2,24 3,14E-08 4,47E-07 14,25 8,37 2,77 1,44 -11,48
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,85 1,70E-15 9,21E-14 477,39 427,42 117,45 111,78 -359,94
ENSG00000126803 | retro_hsap_68 HSPA2 HSPA8 -1,27 2,63E-06 2,40E-05 24,35 10,95 8,04 6,36 -16,31
ENSG00000248394 | retro_hsap_2981 FOSL1P1 FOSL1 -1,08 5,32E-05 | 0,00034627 18,97 10,41 8,13 5,92 -10,84
ENSG00000182107 | retro_hsap_12 TMEM30B TMEM30A -0,88 | 0,00082565 | 0,00372989 17,45 12,34 7,14 5,47 -10,31
ENSG00000242085 | retro_hsap_1383 RPS20P33 RPS20 -0,69 | 0,00065792 | 0,00305876 33,12 22,86 18,67 15,16 -14,44
zwigkszona ekspresja
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 | RPL36A 0,81 | 0,00011059 | 0,00065438 140,19 118,90 213,28 167,09 73,10
ENSG00000213896 | retro_hsap_3325 | retro_hsap_3325 | RPL31 1,72| 0,0001232 | 0,00071804 6,75 1,74 20,89 6,30 14,14
ENSG00000178372 | CALML5 CALMLS5 CALM3 4,16 1,46E-15 8,01E-14 38,21 2,96 618,46 322,73 580,25
Tabela 23. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla gruczolakoraka ptuc z zestawu danych o numerze PRJEB2784.
Gen Srednia Mediana &rednla TPM Mediana
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen L . Log2FC pvalue padj TPM tkanka | TPM tkanka . TPM Roéznica TPM
rodzicielski . . nowotwor ,
okalajgca | okalajaca nowotwaor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -0,97 1,09E-15 1,05E-14 285,66 256,38 155,12 116,70 -130,54
ENSG00000237550 | retro_hsap_1605 retro_hsap_1605 | RPL9 -0,84 3,37E-12 2,32E-11 30,00 28,82 16,19 15,02 -13,81
zwigkszona ekspresja
ENSG00000213189 | retro_hsap_2173 BTF3L4P2 BTF3L4 0,65 5,99E-14 4,92E-13 23,05 22,86 34,45 32,39 11,40
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 | RPL36A 0,68 2,40E-12 1,67E-11 531,92 491,72 826,37 716,81 294,44
ENSG00000175793 | retro_hsap_8 SFN YWHAQ 1,44 1,21E-13 9,63E-13 22,54 16,51 59,87 41,08 37,33
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Tabela 24. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla raka jelita grubego z zestawu danych o numerze PRINA218851.

Gen Srednia Mediana | Srednia TPM Mediana TPM ¢uz | Ré2nica
EnsemblID RetrogeneDB2 ID Retrogen . . | Log2FC | pvalue padj TPM tkanka | TPM tkanka | guz . g
rodzicielski . . . pierwotny TPM
okalajgca | okalajagca | pierwotny

zmniejszona ekspresja
ENSG00000182107 | retro_hsap_12 TMEM30B TMEM30A -0,87 | 6,47E-04 | 4,19E-03 31,96 31,92 18,99 17,21 -12,97
ENSG00000255112 | retro_hsap_75 CHMP1B CHMP1A -0,63 | 5,97E-07 | 1,49E-05 39,50 37,66 28,43 26,74 -11,07

zwiekszona ekspresja
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 | RPL36A 0,71 | 3,90E-04 | 2,79E-03 525,63 534,61 952,97 821,72 427,33
ENSG00000259781 | retro_hsap_1589 HMGB1P6 HMGB1 0,88 | 1,12E-06 | 2,51E-05 153,50 154,25 324,27 321,53 170,77
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDH2 0,94 | 1,75E-05| 2,31E-04 29,67 27,79 63,32 47,68 33,65

Tabela 25. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendw dla raka jelita grubego — przerzuty vs guzy pierwotne z zestawu danych o numerze

PRINA218851.
Srednia | Mediana , . .
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen (.;e'n . | Log2FC pvalue padj TPMguz | TPMguz Srednia TPM mediana TPM Réznica TPM
rodzicielski . . przerzuty przerzuty
pierwotny | pierwotny
zmniejszona ekspresja
ENSG00000126803 | retro_hsap_68 HSPA2 HSPA8 5,26 3,99 -10,07

-1,53 ‘ 2,30E-05 ‘ 0,000744 ‘

15,33 ‘

11,12 ‘
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Tabela 26. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla raka watrobowokomodrkowego z zestawu danych o numerze PRINA310012.

Srednia

TPM Mediana Srednia | Mediana Ré2nica
Ensembl D RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski Log2FC pvalue padj tkanka PM t!(anka PM ) PM ) IPM
okalajaca okalajgca nowotwor | nowotwor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,82 3,83E-33 3,10E-31 221,25 181 92,96 76,75 -128,29
ENSG00000230953 | retro_hsap_154 retro_hsap_154 TMA7 -1,51 8,59E-08 4,96E-07 33,00 32,34 21,78 13,62 -11,22
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDHZ2 -1,49 4,16E-15 6,26E-14 37,32 38,15 20,50 14,94 -16,82
zwiekszona ekspresja
ENSG00000234851 | retro_hsap_2874 RPL23AP42 RPL23A 0,84| 6,49E-05| 0,000236 121,85 109,16 342,19 301,30 220,34
ENSG00000182952 | retro_hsap_100 HMGN4 HMGNZ2 0,84 1,30E-17 2,58E-16 17,95 15,44 46,37 37,27 28,41
ENSG00000177105 | retro_hsap_28 RHOG RAC1 0,87 | 4,31E-08| 2,60E-07 12,16 11,32 33,31 25,11 21,15
ENSG00000240342 | retro_hsap_1060 RPS2P5 RPS2 0,97 | 0,000291| 0,000928 28,94 28,19 79,62 61,75 50,68
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 | RPL36A 1,32| 2,21E-20| 5,81E-19 181,90 164,87 708,32 591,56 526,42
ENSG00000132661 retro_hsap_80 NXT1 NXT2 1,35 2,48E-20 6,47E-19 4,21 3,65 14,97 12,84 10,76
ENSG00000237550 | retro_hsap_1605 retro_hsap_1605 | RPL9 1,36 | 9,37E-08| 5,38E-07 8,24 7,12 27,63 19,36 19,39
ENSG00000175793 | retro_hsap_8 SFN YWHAQ 6,13 9,57E-60 3,47E-57 0,22 0,10 22,17 12,71 21,95
Tabela 27. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogenow dla watrobiaka zarodkowego z zestawu danych o numerze PRINA413799.
Sr;e;iMnia Mt-ar(:’islna Srednia | Mediana Ré2nica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski Log2FC pvalue padj tkanka tkanka PM ) PM ) TPM
okalajaca | okalajaca nowotwor | nowotwor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDHZ2 -1,56 9,13E-13 2,87E-11 60,31 57,48 32,47 32,27 -27,85
ENSG00000226015 | retro_hsap_449 CCT8P1 CCT8 -1,38 9,55E-05 | 0,0004948 26,08 22,35 15,36 12,72 -10,72
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,04 3,83E-07 3,53E-06 365,90 389,64 279,93 267,92 -85,97

119




Tabela 28. Wyniki analizy ekspresji réznicowej retrogenow dla subtypow molekularnych watrobiaka zarodkowego — C1 oraz C2 (PRINA413799).

Gen . Srednia | Mediana Réznic
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen rodzicielski Log2FC pvalue padj TPM C2 TPM C2 aTPM
zmniejszona ekspresja
ENSG00000143878 ‘ retro_hsap_108 ‘ RHOB ‘ RHOA ‘ -1,08 ‘ 0,00019‘ 0,00417‘ ‘ ‘ 169,49 ‘ 184,84 ‘ -175,67
zwiekszona ekspresja
ENSG00000240342 ‘ retro_hsap_1060 ‘ RPS2P5 ‘ RPS2 ‘ 1,27 ‘ 0,00008 ‘ 0,00222 ‘ ‘ ‘ 37,94 ’ 34,30 ‘ 23,24

Tabela 29. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogenéw dla raka gruczotu mlekowego psa z zestawu danych o numerze PRINA489087.

Srednia | Mediana . . .
. Log2 . PM TPM Srednia | Mediana | o nica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID | Retrogen Gen rodzicielski FC pvalue padj tkanka tkanka PM ) TPM ) TPM
- . nowotwor | nowotwor
okalajgca | okalajaca
zmniejszona ekspresja
ENSCAFG00000005235 | retro_cfam_121 | CALML5 CALM3 -5,09 | 5,61E-22 5,08E-20 402,61 53,34 13,95 0,22 -388,66
retro_cfam_942 retro_cfam_942 retro_cfam_942 | CAPNS1 -2,87 | 8,06E-19 4,65E-17 18,12 6,47 3,02 0,88 -15,09
ENSCAFG00000016031 | retro_cfam_140 | HSPA2 HSPAS8 -1,39 | 1,35E-18 7,49E-17 29,44 16,76 13,03 9,87 -16,41
ENSCAFG00000024041 | retro_cfam_179 retro_cfam_179 | RPS3A -0,75 | 6,66E-11 1,07E-09 115,27 106,75 80,94 79,74 -34,33
ENSCAFG00000003850 | retro_cfam_186 | RHOB RHOA -0,64 | 2,18E-07 1,88E-06 221,94 178,69 160,55 134,85 -61,39
zwiekszona ekspresja
ENSCAFG00000004458 | retro_cfam_1061 | retro_cfam_1061 | LDHA 0,60 | 5,28E-05 | 0,000263009 48,93 38,82 82,95 70,87 34,01
retro_cfam_1036 retro_cfam_1036 | retro_cfam_1036 | ENSCAFG00000007199 1,01 | 1,12E-07 1,02E-06 55,78 43,06 125,03 115,14 69,26
retro_cfam_320 retro_cfam_320 retro_cfam_320 | ENO2 1,14 | 6,47E-18 3,24E-16 72,49 65,57 190,58 148,57 118,09
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Tabela 30. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla raka gruczotu mlekowego psa z zestawu danych o numerze PRINA561580.

Srednia Mt.erc:;na Srednia | Mediana Ré2nica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski Log2FC | pvalue padj TPM tkanka tkanka PM PM TPM
okalajaca . nowotwor | nowotwor
okalajgca
zwiekszona ekspresja
retro_cfam_320 ‘ retro_cfam_320 ‘ retro_cfam_320 ‘ ENO2 ‘ 0,91 ‘ 0,000254 ‘ 0,009868 ‘ 86,16 ‘ 71,81 ‘ 179,45 ‘ 116,95 ‘ 93,28

Tabela 31. Wyniki analizy ekspresji réznicowej retrogenow dla linii komorkowej raka watrobowokomorkowego kury (PRINA239321) oraz probek
zdrowych watroby kury (PRINA362606).

Srednia M?:,Islna Srednia | Mediana Ré2nica
EnsemblID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski Log2FC | pvalue padj TPM tkanka tkanka TPM TPM TPM
okalajaca . nowotwor | nowotwor
okalajaca
zmniejszona ekspresja
ENSGALG00000016485 | retro_ggal 5 | RHOB | RHOA | -1,42] 2,16E-06| 5,00E-06 68,83 70,18 41,43 33,54 -27,40
zwiekszona ekspresja
ENSGALG00000011715 | retro_ggal 8 HSPA2 HSPA8 1,01 | 1,49E-06 3,50E-06 16,65 17,16 65,51 59,13 48,86
retro_ggal_15 retro_ggal_15 retro_ggal 15 C12o0rf45 5,49 | 5,17E-09 1,47E-08 0 0 34,90 36,17 34,90
retro_ggal_18 retro_ggal_18 retro_ggal 18 Pou5f3 6,57 | 4,60E-14 1,82E-13 0,04 0 19,44 18,72 19,40
retro_ggal_14 retro_ggal_14 retro_ggal 14 SCO1 7,84 | 4,71E-20 2,56E-19 0 0 28,59 28,71 28,59
TCGA
Tabela 32. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla raka piersi (TCGA-BRCA).
Srednia TPM Mediana TPM Srednia ) .
EnsemblID RetrogeneDB2 ID Retrogen (?e‘n . | Log2FC pvalue padj tkanka tkanka PM Med|anaT,PM Roznica
rodzicielski . . . nowotwor PM
okalajgca okalajaca nowotwor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000230953 | retro_hsap_154 retro_hsap_154 | TMA7 -1,30 | 2,74E-19| 1,75E-18 28,57 25,39 11,57 6,86 -17,00
ENSG00000187866 | retro_hsap_35 FAM122A FAM122C -0,91| 6,09E-96| 5,10E-94 32,61 32,13 17,43 16,88 -15,18
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-0,78 ‘ 4,32E-15 ‘ 2,23E-14 ‘

26,59 ‘

16,47 ’

ENSG00000179277 | retro_hsap_1718 | MEIS3P1 MEIS3 27,16 13,83 -10,69
zwiekszona ekspresja
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDHZ2 0,69 | 3,07E-21| 2,16E-20 32,64 30,97 56,31 48,99 23,66
ENSG00000198618 | retro_hsap_2497 | PPIAP22 PPIA 0,71| 8,75E-33| 1,03E-31 139,85 127,90 222,42 211,47 82,57
ENSG00000233913 | retro_hsap_3265 | RPL10P9 RPL10 0,75 | 0,000291 | 0,000647 43,41 11,40 62,16 9,39 18,75
ENSG00000126803 | retro_hsap_68 HSPA2 HSPA8 0,78 | 3,02E-08| 9,90E-08 17,60 15,29 34,47 18,77 16,87
ENSG00000175793 | retro_hsap_8 SFN YWHAQ 0,89 | 1,44E-10| 5,60E-10 101,30 89,89 169,46 112,40 68,16
ENSG00000264350 | retro_hsap_1943 | SNRPGP2 SNRPG 1,09 | 5,62E-44| 1,01E-42 13,57 12,31 27,97 24,72 14,40
ENSG00000186940 | retro_hsap_4184 | CHCHD2P9 CHCHD2 1,15| 4,46E-22| 3,27E-21 9,03 7,92 19,89 16,99 10,86
ENSG00000235655 | retro_hsap_2180 | H3P6 H3-3B 1,17 | 1,12E-36| 1,55E-35 29,89 29,01 65,67 57,79 35,79
ENSG00000179967 | retro_hsap_3101 | PPP1R14BP3 PPP1R14B 1,59 | 8,09E-57| 2,22E-55 32,47 30,46 91,96 75,75 59,49
ENSG00000228232 | retro_hsap_4806 | GAPDHP1 GAPDH 1,76 | 1,13E-21| 8,12E-21 8,19 2,98 25,07 7,13 16,89
ENSG00000178372 | CALML5 CALMLS5 CALM3 3,01 | 2,88E-26| 2,57E-25 60,71 20,94 308,71 15,06 248,00
ENSG00000237442 | retro_hsap_2096 | HNRNPA1P57 HNRNPA1 6,43 | 5,44E-78 | 2,86E-76 0,18 0,05 12,69 0,24 12,51
Tabela 33. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla gruczolakoraka jelita grubego (TCGA-COAD).
Gen SredniaTPM | MedianaTPM | Srednia Mediana TPM ’
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen odziciolski | L0E2FC | pvalue | padj tkanka tkanka ™M owotwer | ROZniCaTPM
okalajaca okalajaca nowotwor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000224321 | retro_hsap_117 RPL12P14 RPL12 -3,22 | 2,02E-75| 7,86E-73 17,93 17,32 2,53 1,95 -15,40
ENSG00000126803 | retro_hsap_68 HSPA2 HSPA8 -1,62 | 3,50E-12 | 2,37E-11 38,58 24,91 14,60 7,13 -23,98
ENSG00000187534 | retro_hsap_2058 | PRR13P5 PRR13 -1,21 | 2,80E-13 | 2,12E-12 29,35 28,60 15,95 14,58 -13,40
ENSG00000182107 | retro_hsap_12 TMEM30B TMEM30A -1,18 | 1,95E-35| 7,32E-34 83,96 85,01 46,44 43,92 -37,52
ENSG00000255112 | retro_hsap_75 CHMP1B CHMP1A -0,92 | 1,63E-28 | 3,95E-27 82,18 80,94 54,03 51,39 -28,15
ENSG00000175793 | retro_hsap_8 SFN YWHAQ -0,63 | 0,000153 | 0,000407 583,08 514,87 454,88 373,36 -128,19
zwiekszona ekspresja
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ENSG00000283041 | retro_hsap_3906 | retro_hsap_3906 | EEF1G 0,69 | 1,88E-05| 5,77E-05 24,20 23,87 45,34 35,61 21,14
ENSG00000226479 | retro_hsap_104 TMEM185B TMEM185A 0,76 | 1,97E-31| 5,66E-30 15,71 14,36 33,04 30,78 17,33
ENSG00000215006 | retro_hsap_3186 | CHCHD2P2 CHCHD2 0,80 | 3,90E-05| 0,000114 10,33 9,62 20,33 16,47 10,00
ENSG00000240342 | retro_hsap_1060 | RPS2P5 RPS2 0,89 | 1,57E-09 | 8,09E-09 148,38 158,60 331,12 290,85 182,75
ENSG00000213442 | retro_hsap_1053 | RPL18AP3 RPL18A 0,90 | 9,85E-06 | 3,17E-05 60,30 53,49 132,10 87,13 71,80
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 | RPL36A 0,95 | 2,21E-10| 1,25E-09 58,75 52,39 134,18 115,61 75,43
ENSG00000244313 | retro_hsap_869 retro_hsap_869 | RPS10 0,96 | 3,40E-07 | 1,33E-06 41,56 42,45 89,78 65,78 48,22
ENSG00000250182 | retro_hsap_3291 | EEF1A1P13 EEF1A1 0,98 | 1,92E-05| 5,89E-05 11,29 11,12 27,01 12,86 15,73
ENSG00000218426 | retro_hsap_3682 | retro_hsap_3682 | RPL27A 0,99 | 3,37E-07 | 1,32E-06 45,37 41,17 100,26 70,46 54,90
ENSG00000236552 | retro_hsap_615 | RPL13AP5 RPL13A 1,03 | 3,94E-07 | 1,53E-06 63,79 58,60 146,11 92,89 82,32
ENSG00000189343 | retro_hsap_1812 | RPS2P46 RPS2 1,11 | 1,25E-07 | 5,14E-07 21,11 13,42 50,60 33,16 29,49
ENSG00000230202 | retro_hsap_3511 | retro_hsap_3511 | RPL29 1,13 | 1,32E-06 | 4,78E-06 33,25 24,69 85,18 41,01 51,92
ENSG00000233762 | retro_hsap_2341 | RPS15P4 RPS15 1,16 | 2,87E-12| 1,96E-11 27,18 24,38 68,23 58,54 41,05
ENSG00000228232 | retro_hsap_4806 | GAPDHP1 GAPDH 1,21 | 1,91E-07 | 7,69E-07 9,52 5,24 27,25 13,75 17,73
ENSG00000229638 | retro_hsap_2898 | RPL4P4 RPL4 1,21 | 1,67E-11| 1,05E-10 6,12 5,42 16,20 12,03 10,08
ENSG00000181524 | retro_hsap_3583 | RPL24P4 RPL24 1,25 | 1,24E-09 | 6,47E-09 14,72 12,60 40,06 26,42 25,34
ENSG00000263266 | retro_hsap_1737 | RPS7P1 RPS7 1,25| 1,61E-12| 1,13E-11 21,94 19,68 60,19 42,46 38,24
ENSG00000178715 | retro_hsap_118 retro_hsap_118 | RPS16 1,25 | 6,49E-06 | 2,14E-05 6,42 6,67 16,80 9,99 10,38
ENSG00000264350 | retro_hsap_1943 | SNRPGP2 SNRPG 1,26 | 4,10E-17 | 4,33E-16 16,78 12,48 47,98 41,16 31,20
ENSG00000230629 | retro_hsap_4697 | RPS23P8 RPS23 1,33 | 3,54E-11| 2,16E-10 10,68 9,42 30,77 19,50 20,09
ENSG00000223803 | retro_hsap_2739 | RPS20P14 RPS20 1,38 | 3,79E-14 | 3,10E-13 5,56 5,02 16,74 12,39 11,18
ENSG00000132661 | retro_hsap_80 NXT1 NXT2 1,40 | 4,93E-26 | 1,00E-24 30,31 27,26 94,28 79,92 63,97
ENSG00000213553 | retro_hsap_2095 | RPLPOP6 RPLPO 1,44 | 2,29E-11| 1,42E-10 20,97 18,10 62,38 39,52 41,41
ENSG00000242299 | retro_hsap_2820 | retro_hsap_2820 | RPS18 1,55 | 4,38E-12 | 2,93E-11 34,56 30,70 107,17 62,19 72,61
ENSG00000169564 | retro_hsap_83 PCBP1 PCBP2 1,56 | 5,65E-10| 3,06E-09 10,83 10,72 35,62 13,70 24,80
ENSG00000230897 | retro_hsap_1806 | RPS18P12 RPS18 1,57 | 1,15E-09 | 6,04E-09 4,55 3,55 15,91 7,25 11,36
ENSG00000240376 | retro_hsap_3158 | retro_hsap_3158 | RPS8 1,58 | 1,96E-09 | 1,00E-08 11,37 10,74 36,19 15,25 24,82
ENSG00000228929 | retro_hsap_388 | RPS13P2 RPS13 1,58 | 1,82E-13| 1,40E-12 5,33 5,12 17,65 10,62 12,33
ENSG00000233913 | retro_hsap_3265 | RPL10P9 RPL10 1,78 | 4,87E-08 | 2,11E-07 21,28 8,64 86,73 17,86 65,45
ENSG00000218175 | retro_hsap_2348 | retro_hsap_2348 | RPLP1 1,79 | 1,75E-10| 1,00E-09 28,96 19,67 101,54 36,32 72,58
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ENSG00000146677 | retro_hsap_3726 | retro_hsap_3726 | RPL32 1,79 | 5,89E-16 | 5,66E-15 11,11 9,95 41,51 23,44 30,40
ENSG00000228205 | retro_hsap_2736 | retro_hsap_2736 | RPS3 1,87 | 4,78E-13 | 3,53E-12 4,75 4,44 18,48 8,72 13,73
ENSG00000226608 | retro_hsap_2407 | FTLP3 FTL 1,89 | 1,01E-12 | 7,21E-12 11,69 9,40 50,20 18,88 38,51
ENSG00000226396 | retro_hsap_119 retro_hsap_119 | RPS14 1,99 | 9,11E-25| 1,70E-23 3,68 3,45 16,77 11,98 13,09
ENSG00000215030 | retro_hsap_1810 | RPL13P12 RPL13 2,17 | 1,86E-18 | 2,16E-17 47,61 40,57 237,10 121,12 189,49
ENSG00000180211 | retro_hsap_3581 | retro_hsap_3581 | RPL23 2,27 | 1,17E-17 | 1,30E-16 3,06 2,57 15,98 6,98 12,92
ENSG00000239559 | retro_hsap_887 RPL37P2 RPL37 2,38 | 2,35E-21 | 3,44E-20 2,38 2,10 14,53 6,74 12,15
ENSG00000239528 | retro_hsap_3232 | RPS14P8 RPS14 2,40 | 497E-11| 2,99E-10 3,23 1,51 18,45 6,09 15,22
ENSG00000232888 | retro_hsap_1068 | RPS11P5 RPS11 2,61 | 8,88E-21| 1,24E-19 6,52 5,45 41,91 13,57 35,40
ENSG00000213058 | retro_hsap_268 retro_hsap_268 | RPS14 2,64 | 2,30E-08 | 1,04E-07 18,71 11,36 142,30 10,89 123,59
ENSG00000235297 | retro_hsap_1952 | FAUP1 FAU 2,73 | 1,55E-16 | 1,56E-15 2,82 2,24 19,12 4,54 16,30
ENSG00000213315 | retro_hsap_1371 | retro_hsap_1371 | RPS18 3,40 | 8,54E-27 | 1,82E-25 2,89 2,55 32,13 7,47 29,23
ENSG00000240950 | retro_hsap_2851 | retro_hsap_2851 | RPL8 3,82 | 1,25E-27 | 2,84E-26 1,02 0,89 16,14 2,75 15,12
ENSG00000240668 | retro_hsap_2842 | KRT8P36 KRT8 3,86 | 4,50E-20 | 5,93E-19 1,65 1,62 28,23 1,59 26,58
ENSG00000240652 | retro_hsap_821 retro_hsap_821 RPLP2 3,86 | 3,45E-28 | 8,17E-27 0,75 0,62 12,21 2,10 11,46
ENSG00000214612 | retro_hsap_2417 | RPS19P1 RPS19 3,89 | 6,96E-28 | 1,61E-26 0,84 0,72 13,50 2,43 12,67
ENSG00000213293 | retro_hsap_1964 | retro_hsap_1964 | RPL28 4,75 | 2,16E-32 | 6,68E-31 0,57 0,48 18,24 1,86 17,68
ENSG00000176343 | retro_hsap_926 RPL37AP8 RPL37A 5,23 | 3,57E-27 | 7,85E-26 0,31 0,26 12,04 0,93 11,74
ENSG00000234985 | retro_hsap_3895 | retro_hsap_3895 | RPL18 5,29 | 1,40E-34 | 4,97E-33 0,41 0,39 16,04 1,29 15,63
ENSG00000220583 | retro_hsap_3579 | RPL35P2 RPL35 7,18 | 2,88E-25| 5,56E-24 0,10 0 13,98 0,22 13,89
Tabela 34. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogenow dla raka jasnokomoérkowego nerki (TCGA-KIRC).
Srednia . . .
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen ro deifi:lski Log2FC pvalue padj tljapnp;l(a T:Ir\:(tjll(.:\:?(a Sr‘?:l\:la’ M:g‘i;:tz:’vTéPrM R(.Sripnl\;ca
okalajaca okalajaca nowotwor
zmniejszona ekspresja

ENSG00000126803 | retro_hsap_68 HSPA2 HSPAS -3,89| 8,46E-154 6,69E-151 166,89 87,94 10,91 7,15| -155,98
ENSG00000182107 | retro_hsap_12 TMEM30B TMEM30A -2,85 3,68E-34 4,63E-33 53,20 39,23 6,44 2,22 -46,76
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ENSG00000258626 | retro_hsap_1434 | COX7A2P1 COX7A2 -2,09 1,28E-19 7,61E-19 13,19 7,29 3,06 1,05 -10,13
ENSG00000198743 | retro_hsap_105 SLC5A3 SLC5A1 -1,93 1,13E-38 1,74E-37 116,33 75,75 30,66 19,82 -85,67
ENSG00000174599 | retro_hsap_51 TRAM1L1 TRAM1 -1,51 1,55E-51 4,16E-50 22,02 17,24 8,15 7,10 -13,87
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDH2 -1,28 8,67E-22 5,82E-21 95,46 88,82 46,22 33,85 -49,24
ENSG00000179277 | retro_hsap_1718 | MEIS3P1 MEIS3 -1,08 6,94E-20 4,21E-19 23,33 22,93 12,38 9,91 -10,95
zwiekszona ekspresja
ENSG00000263266 | retro_hsap_1737 | RPS7P1 RPS7 0,61 5,57E-09 1,61E-08 28,67 28,68 46,35 41,13 17,68
ENSG00000226084 | retro_hsap_172 retro_hsap_172 RPL17 0,70 7,24E-15 3,20E-14 86,54 82,89 151,87 136,14 65,33
ENSG00000218426 | retro_hsap_3682 | retro_hsap_3682 RPL27A 0,81 1,54E-11 5,42E-11 13,56 10,59 23,57 18,48 10,01
ENSG00000237550 | retro_hsap_1605 | retro_hsap_1605 | RPL9 0,82 8,86E-09 2,52E-08 287,57 273,67 511,26 468,59 | 223,69
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA 0,87 2,00E-13 8,06E-13 583,79 524,88 1191,50 955,57 607,70
ENSG00000234518 | retro_hsap_417 PTGES3P1 PTGES3 0,90 1,55E-23 1,15E-22 14,92 13,72 29,53 25,33 14,61
ENSG00000242299 | retro_hsap_2820 | retro_hsap_2820 RPS18 0,99 6,64E-22 4,49E-21 13,36 11,49 27,61 24,15 14,25
ENSG00000179967 | retro_hsap_3101 | PPP1R14BP3 PPP1R14B 1,00 2,60E-16 1,26E-15 27,47 26,18 50,71 41,52 23,24
ENSG00000177105 | retro_hsap_28 RHOG RAC1 1,01 2,96E-47 6,58E-46 48,47 43,75 99,27 96,26 50,80
ENSG00000237039 | retro_hsap_2220 | RPS28P4 RPS28 1,01 1,60E-17 8,40E-17 34,19 31,36 73,41 59,28 39,22
ENSG00000227097 | retro_hsap_799 RPS28P7 RPS28 1,07 4,08E-08 1,10E-07 437,71 401,63 942,82 865,30 | 505,11
ENSG00000213442 | retro_hsap_1053 | RPL18AP3 RPL18A 1,08 2,10E-19 1,24E-18 19,67 18,29 42,54 35,03 22,87
ENSG00000240342 | retro_hsap_1060 | RPS2P5 RPS2 1,17 7,42E-25 5,89E-24 54,52 48,22 128,36 113,37 73,84
ENSG00000233762 | retro_hsap_2341 | RPS15P4 RPS15 1,18 1,47E-18 8,21E-18 14,19 13,23 31,47 25,03 17,27
ENSG00000185641 | retro_hsap_3371 | retro_hsap 3371 | RPS25 1,22 2,25E-20 1,40E-19 16,73 15,47 38,54 29,32 21,81
ENSG00000136149 | retro_hsap_1268 | RPL13AP25 RPL13A 1,23 2,97E-19 1,73E-18 7,81 7,29 19,93 13,82 12,12
ENSG00000220842 | retro_hsap_738 RPL21P16 RPL21 1,35 2,80E-15 1,27E-14 6,74 5,86 16,82 10,64 10,09
ENSG00000189343 | retro_hsap_1812 | RPS2P46 RPS2 1,36 2,00E-29 2,01E-28 8,37 7,99 22,21 17,85 13,84
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 RPL36A 1,39 1,13E-29 1,15E-28 25,24 21,25 65,56 54,05 40,31
ENSG00000215030 | retro_hsap_1810 | RPL13P12 RPL13 1,45 1,50E-20 9,46E-20 22,46 19,82 60,26 39,75 37,80
ENSG00000230953 | retro_hsap_154 retro_hsap_154 TMA7 1,56 4,71E-20 2,88E-19 3,91 3,57 14,32 8,25 10,42
ENSG00000228232 | retro_hsap_4806 | GAPDHP1 GAPDH 1,70 7,24E-15 3,21E-14 11,69 5,94 38,12 11,66 26,44
ENSG00000233913 | retro_hsap_3265 | RPL10P9 RPL10 1,78 7,55E-12 2,72E-11 13,10 3,60 48,73 7,73 35,63
ENSG00000213144 | retro_hsap_1061 | retro_hsap_1061 PDAP1 2,36 1,50E-58 5,18E-57 4,35 2,94 24,29 18,72 19,93
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Tabela 35. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla raka watrobowokomorkowego (TCGA-LIHC).

Srednia . Srednia . .
Ensembl D RetrogeneDB2 ID Retrogen ro dz(i;:iglski Log2FC pvalue padj ﬂ;raPnl\;l(a tkl;’lneli:i)r:(:lrapjzca TPM ] M:g‘l;:t?NTéPrM R(1>_anI\|’Ica
okalajaca nowotwor

zmniejszona ekspresja
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,49 | 3,76E-22 | 9,48E-21 969,38 876,57 567,80 444,25 -401,58
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDH2 -1,36 | 1,63E-17 | 2,56E-16 173,35 153,92 114,32 83,61 -59,03

zwiekszona ekspresja
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 | RPL36A 0,59 | 0,000852 | 0,002117 22,68 20,25 55,63 37,94 32,96
ENSG00000198618 | retro_hsap_2497 | PPIAP22 PPIA 0,62 | 7,97E-15| 9,30E-14 47,36 46,01 127,13 112,09 79,77
ENSG00000182952 | retro_hsap_100 HMGN4 HMGN2 0,66 | 3,82E-16| 5,15E-15 15,91 14,21 45,90 39,14 29,99
ENSG00000242299 | retro_hsap_2820 | retro_hsap_2820 | RPS18 0,67 | 2,81E-05| 9,05E-05 7,71 7,41 21,04 13,34 13,33
ENSG00000218426 | retro_hsap_3682 | retro_hsap_3682 | RPL27A 0,72 | 2,43E-06| 9,28E-06 9,38 8,06 26,31 20,06 16,93
ENSG00000137970 | retro_hsap_426 RPL7P9 RPL7 0,72 | 0,000858 | 0,002131 13,51 12,44 33,60 20,72 20,09
ENSG00000179967 | retro_hsap_3101 | PPP1R14BP3 PPP1R14B 0,83 | 8,65E-09| 4,71E-08 19,05 17,81 56,78 43,25 37,73
ENSG00000218175 | retro_hsap_2348 | retro_hsap_2348 | RPLP1 0,97 | 8,17E-08 | 3,89E-07 5,17 4,52 17,91 11,04 12,74
ENSG00000228232 | retro_hsap_4806 | GAPDHP1 GAPDH 1,10 | 5,60E-05| 0,000171 7,61 7,46 25,66 12,69 18,05
ENSG00000175793 | retro_hsap_8 SFN YWHAQ 3,86 | 9,01E-34| 6,64E-32 3,07 0,79 72,65 25,37 69,58
ENSG00000170516 | retro_hsap_16 COX7B2 COX7B 9,23 | 2,94E-39| 3,21E-37 0,02 0 20,55 0,14 20,53

Tabela 36. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla raka ptaskonablonkowy ptuc (TCGA-LUSC).
Srednia . < . .
EnsemblID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen Log2FC pvalue padj TPM Trl*:?ll(aa:?(a sr::brfllla M"er‘:‘llslna Réznica
rodzicielski tkan'ka okalajaca | nowotwor | nowotwor TPM
okalajgca

zmniejszona ekspresja
ENSG00000231322 | retro_hsap_3752 | RPL13AP17 RPL13A -4,51 1,71E-35| 2,26E-34 15,30 13,96 0,74 0,14 -14,56
ENSG00000213144 | retro_hsap_1061 | retro_hsap_1061 PDAP1 -2,49 2,21E-61| 7,59E-60 13,06 10,59 2,55 1,85 -10,51
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,79 2,86E-42 | 4,94E-41 809,52 762,43 250,39 199,41 -559,14
ENSG00000196205 | retro_hsap_4220 | EEF1A1P5 EEF1A1 -1,67 5,17E-22 | 3,63E-21 257,64 224,71 84,72 58,26 -172,92
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ENSG00000233476 | retro_hsap_3825 | EEF1A1P6 EEF1A1 -1,67 1,24E-24 | 9,86E-24 101,44 87,59 34,31 22,73 -67,13
ENSG00000179277 | retro_hsap_1718 | MEIS3P1 MEIS3 -1,35 8,41E-20 | 5,24E-19 20,06 17,93 8,66 7,02 -11,40
ENSG00000177105 | retro_hsap_28 RHOG RAC1 -0,63 3,33E-19| 2,01E-18 159,85 152,32 109,66 107,02 -50,19
zwiekszona ekspresja
ENSG00000254612 | retro_hsap_939 DNAJB6P1 DNAJB6 0,58 1,73E-12 | 7,04E-12 17,82 17,14 28,27 27,21 10,46
ENSG00000235552 | retro_hsap_1905 | RPL6P27 RPL6 0,59 1,04E-07 | 2,97E-07 18,88 18,20 30,41 26,71 11,53
ENSG00000215030 | retro_hsap_1810 | RPL13P12 RPL13 0,65 8,28E-06 | 1,99E-05 33,50 26,17 55,06 42,66 21,56
ENSG00000226479 | retro_hsap_104 TMEM185B TMEM185A 0,66 2,67E-18 | 1,54E-17 27,32 26,01 46,66 44,88 19,34
ENSG00000283041 | retro_hsap_3906 | retro_hsap_3906 EEF1G 0,70 2,53E-08 | 7,62E-08 20,98 21,67 36,07 30,36 15,08
ENSG00000223612 | retro_hsap_222 retro_hsap_222 VOPP1 0,75 1,08E-07| 3,08E-07 13,20 13,23 24,03 17,51 10,83
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDH2 0,77 1,36E-11| 5,20E-11 23,73 22,25 43,74 37,83 20,02
ENSG00000218426 | retro_hsap_3682 | retro_hsap_3682 RPL27A 0,77 2,26E-09 | 7,39E-09 22,56 20,51 39,98 33,70 17,42
ENSG00000132661 | retro_hsap_80 NXT1 NXT2 0,80 1,68E-16 | 8,71E-16 50,27 43,98 93,67 83,88 43,40
ENSG00000198618 | retro_hsap_2497 | PPIAP22 PPIA 0,81 3,22E-16 | 1,65E-15 118,84 114,64 215,75 200,77 96,91
ENSG00000233762 | retro_hsap_2341 | RPS15P4 RPS15 0,81 9,39E-10 | 3,16E-09 25,02 21,42 47,14 40,34 22,12
ENSG00000137970 | retro_hsap_426 RPL7P9 RPL7 0,81 2,04E-12 | 8,24E-12 18,86 16,95 34,46 30,20 15,60
ENSG00000240342 | retro_hsap_1060 | RPS2P5 RPS2 0,82 1,72E-12 | 6,99E-12 87,06 86,92 164,73 154,12 77,68
ENSG00000224631 | retro_hsap_1694 | RPS27AP16 RPS27A 0,89 5,65E-14 | 2,53E-13 19,06 17,05 37,41 31,64 18,36
ENSG00000244313 | retro_hsap_869 retro_hsap_869 RPS10 0,89 2,09E-08 | 6,35E-08 36,00 30,78 69,23 51,40 33,23
ENSG00000189343 | retro_hsap_1812 | RPS2P46 RPS2 0,90 2,72E-12 | 1,09E-11 12,91 10,71 25,90 21,22 12,99
ENSG00000181524 | retro_hsap_3583 | RPL24P4 RPL24 0,91 2,25E-10| 7,93E-10 11,68 11,51 22,66 17,95 10,98
ENSG00000235655 | retro_hsap_2180 | H3P6 H3-3B 0,92 5,33E-11| 1,96E-10 21,30 16,54 43,04 35,79 21,74
ENSG00000242299 | retro_hsap_2820 | retro_hsap_2820 RPS18 1,05 2,75E-13 | 1,18E-12 22,11 19,41 46,87 35,75 24,76
ENSG00000213442 | retro_hsap_1053 | RPL18AP3 RPL18A 1,09 1,48E-15| 7,29E-15 36,69 31,99 81,24 65,20 44,55
ENSG00000186940 | retro_hsap_4184 | CHCHD2P9 CHCHD2 1,17 4,05E-12 | 1,60E-11 13,01 11,57 30,77 24,11 17,76
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 RPL36A 1,19 3,82E-21| 2,56E-20 43,31 41,70 105,72 89,16 62,41
ENSG00000218175 | retro_hsap_2348 | retro_hsap_2348 RPLP1 1,29 5,70E-14 | 2,55E-13 16,34 14,47 42,05 26,47 25,70
ENSG00000215006 | retro_hsap_3186 | CHCHD2P2 CHCHD2 1,31 2,90E-14 | 1,32E-13 6,60 6,20 17,28 13,07 10,68
ENSG00000213326 | retro_hsap_1837 | RPS7P11 RPS7 1,37 1,50E-14 | 6,94E-14 6,00 4,73 16,11 10,29 10,11
ENSG00000213553 | retro_hsap_2095 | RPLPOP6 RPLPO 1,40 1,12E-17 | 6,22E-17 14,31 11,52 39,37 26,53 25,06
ENSG00000174028 | retro_hsap_4657 | FAM3C2P FAM3C 1,42 2,23E-29 | 2,24E-28 10,37 10,12 29,33 23,80 18,96
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ENSG00000263266 | retro_hsap_1737 | RPS7P1 RPS7 1,51 4,18E-18 | 2,37E-17 22,16 17,43 65,36 44,63 43,19
ENSG00000264350 | retro_hsap_1943 | SNRPGP2 SNRPG 1,71 6,49E-44 | 1,19E-42 16,60 14,18 57,01 47,67 40,41
ENSG00000179967 | retro_hsap_3101 | PPP1R14BP3 PPP1R14B 1,98 1,97E-72 | 9,35E-71 28,82 27,01 119,02 107,39 90,20
ENSG00000234964 | retro_hsap_880 FABP5P7 FABP5 2,03 4,82E-13 | 2,03E-12 3,96 3,35 15,11 5,25 11,15
ENSG00000226415 | retro_hsap_171 TPI1P1 TPI1 2,07 4,01E-48 | 8,64E-47 3,18 2,64 14,32 11,41 11,14
ENSG00000228232 | retro_hsap_4806 | GAPDHP1 GAPDH 2,34 1,71E-22 | 1,23E-21 8,42 8,96 43,29 16,04 34,87
ENSG00000175793 | retro_hsap_8 SFN YWHAQ 2,74 1,22E-51| 2,95E-50 299,69 203,59 | 2123,46 1767,16 1823,77
ENSG00000232383 | retro_hsap_3710 | retro_hsap_3710 RPL23 5,51 8,44E-43 | 1,48E-41 0,28 0,21 13,57 0,85 13,29
ENSG00000267056 | retro_hsap_2032 | retro_hsap_2032 IPMK 6,42 1,67E-59 | 5,33E-58 0,43 0,25 41,21 3,78 40,78

1E-
ENSG00000256812 | retro_hsap_98 CAPNS2 CAPNS1 6,55 | 5,61E-108 6’9106 0,65 0,52 65,81 31,48 65,16
ENSG00000178372 | CALML5 CALMLS5 CALM3 8,01 1,43E-77| 7,93E-76 0,46 0,16 132,51 7,81 132,05

1E-
ENSG00000178363 | retro_hsap_59 CALML3 CALM3 8,52 | 2,45E-146 5’&144 0,04 0,02 15,43 10,91 15,39
Tabela 37. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogenéw dla gruczolakoraka prostaty (TCGA-PRAD).

Gen Srednia Mediana Srednia Mediana 3
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen rodzicielski Log2FC pvalue padj TPMtkanka | TPM tkanka TPM ) PM ) RéznicaTPM
okalajgca okalajaca nowotwor nowotwor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000213144 | retro_hsap_1061 retro_hsap_1061 | PDAP1 -1,54 | 1,41E-18| 2,95E-17 17,69 12,98 5,80 4,31 -11,89
ENSG00000231991 | retro_hsap_4150 ANXA2P2 ANXA2 -1,46 | 3,70E-28| 2,65E-26 17,17 16,21 6,43 4,93 -10,74
ENSG00000179277 | retro_hsap_1718 MEIS3P1 MEIS3 -1,34 | 5,49E-20| 1,40E-18 21,42 18,55 8,67 8,05 -12,75
ENSG00000143878 | retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,10 | 9,67E-18| 1,81E-16 1161,98 1165,76 559,62 451,81 -602,36
ENSG00000255112 | retro_hsap_75 CHMP1B CHMP1A -0,64 | 9,35E-29 | 7,13E-27 71,13 66,92 49,90 49,55 -21,23
ENSG00000137124 | retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDH2 -0,60 | 4,32E-12| 3,97E-11 111,00 91,08 72,91 67,95 -38,09
ENSG00000182952 | retro_hsap_100 HMGN4 HMGN2 -0,60 | 2,74E-35| 3,93E-33 146,77 141,81 95,91 96,49 -50,86
zwiekszona ekspresja

ENSG00000218426 | retro_hsap_3682 retro_hsap_3682 | RPL27A 0,60 | 2,68E-06| 1,08E-05 38,66 33,02 57,96 52,23 19,31
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 RPL36A 0,68 | 3,34E-07| 1,55E-06 73,42 65,69 112,56 97,03 39,14
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ENSG00000137970 | retro_hsap_426 RPL7P9 RPL7 0,69 | 1,74E-06| 7,22E-06 34,65 31,98 52,23 41,37 17,58
ENSG00000237039 | retro_hsap_2220 RPS28P4 RPS28 0,72 | 1,59E-05| 5,62E-05 100,61 78,60 150,66 115,17 50,05
ENSG00000215030 | retro_hsap_1810 RPL13P12 RPL13 0,75| 1,69E-06| 7,01E-06 52,92 46,69 83,28 62,61 30,36
ENSG00000218175 | retro_hsap_2348 retro_hsap_2348 | RPLP1 0,77 | 4,35E-06| 1,69E-05 21,28 18,69 37,84 23,32 16,56
ENSG00000136149 | retro_hsap_1268 RPL13AP25 RPL13A 0,90 | 1,55E-09| 1,01E-08 32,64 29,61 56,03 44,97 23,39
ENSG00000179362 | retro_hsap_1492 HMGN2P46 HMGN2 1,01| 3,98E-06| 1,56E-05 102,06 71,58 182,53 111,28 80,47
ENSG00000197149 | retro_hsap_754 retro_hsap_754 RPS2 1,05| 1,50E-13| 1,65E-12 11,94 13,19 24,33 22,63 12,39
ENSG00000189343 | retro_hsap_1812 RPS2P46 RPS2 1,08 | 5,10E-13| 5,26E-12 15,73 14,50 31,78 22,47 16,04
ENSG00000240342 | retro_hsap_1060 RPS2P5 RPS2 1,08 | 2,60E-19| 6,00E-18 110,78 114,25 228,54 218,73 117,76
ENSG00000179967 | retro_hsap_3101 PPP1R14BP3 PPP1R14B 1,21 | 5,72E-20| 1,46E-18 31,90 26,76 74,77 67,33 42,86
ENSG00000217275 | retro_hsap_3436 retro_hsap_3436 | RPS10 1,69 | 1,28E-14| 1,60E-13 7,42 5,56 21,50 11,72 14,07
ENSG00000242899 | retro_hsap_2837 RPL7P16 RPL7 1,99 | 3,37E-25| 1,65E-23 90,57 41,32 389,55 338,78 298,97
Tabela 38. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogendéw dla gruczolakoraka odbytnicy (TCGA-READ).

Sr-;epdgia MedianaTPM | Srednia Mediana Ré2nica

Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski | Log2FC pvalue padj tkanka tkanka TPM PM TPM
okalajaca okalajagca | nowotwor | nowotwor
zmniejszona ekspresja
ENSG00000213144 retro_hsap_1061 retro_hsap_1061 PDAP1 -2,72| 2,55E-15| 2,17E-13 14,39 12,94 2,26 1,67 -12,14
ENSG00000126803 retro_hsap_68 HSPA2 HSPA8 -1,80 | 0,000166 | 0,001216 54,90 45,54 15,85 8,24 -39,05
ENSG00000255112 retro_hsap_75 CHMP1B CHMP1A -1,12| 7,30E-11| 2,50E-09 100,91 96,46 50,89 47,28 -50,02
ENSG00000182107 retro_hsap_12 TMEM30B TMEM30A -1,06 | 6,30E-09| 1,42E-07 85,14 80,06 45,66 42,00 -39,48
ENSG00000143878 retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,01 | 0,000238 | 0,00167 597,90 587,43 304,07 264,33 -293,84
ENSG00000165502 retro_hsap_2 RPL36AL RPL36A -0,71| 9,51E-05| 0,000746 905,32 835,65 609,62 584,93 -295,70
ENSG00000165527 retro_hsap_36 ARF6 ARF3 -0,65| 2,90E-06| 3,39E-05 186,43 173,28 133,89 123,26 -52,53
zwiekszona ekspresja

ENSG00000226479 retro_hsap_104 TMEM185B TMEM185A 0,72| 1,45E-08| 3,01E-07 19,10 18,67 34,48 31,90 15,38
ENSG00000264350 retro_hsap_1943 SNRPGP2 SNRPG 0,95 | 0,000583 | 0,003638 21,87 17,68 46,93 39,97 25,06
ENSG00000240342 retro_hsap_1060 RPS2P5 RPS2 1,11 | 0,000204 | 0,001454 130,09 144,59 305,89 274,98 175,80
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ENSG00000244398 retro_hsap_852 retro_hsap_852 RPL36A 1,20 | 0,000592 | 0,003683 62,79 50,52 154,36 123,05 91,57
ENSG00000132661 retro_hsap_80 NXT1 NXT2 1,32| 1,31E-07| 2,13E-06 38,66 36,17 105,30 95,59 66,64
ENSG00000233762 retro_hsap_2341 RPS15P4 RPS15 1,34 | 1,50E-05|0,000146 25,53 21,76 67,83 55,44 42,30
ENSG00000242299 retro_hsap_2820 retro_hsap_2820 | RPS18 1,37 | 0,000812 | 0,004824 41,37 26,32 113,14 70,03 71,77
ENSG00000223803 retro_hsap_2739 RPS20P14 RPS20 1,42| 6,14E-05| 0,000508 5,77 6,84 16,05 12,06 10,28
ENSG00000215006 retro_hsap_3186 CHCHD2P2 CHCHD2 1,47 | 0,000957 | 0,005576 8,86 8,23 24,70 16,03 15,84
ENSG00000228929 retro_hsap_388 RPS13P2 RPS13 1,57 0,000132 | 0,000994 5,35 4,49 16,77 9,66 11,42
ENSG00000230629 retro_hsap_4697 RPS23P8 RPS23 1,57 | 3,53E-05|0,000314 11,13 8,32 35,19 21,83 24,06
ENSG00000230202 retro_hsap_3511 retro_hsap_3511 | RPL29 1,63 | 0,000106 | 0,000825 45,98 19,71 71,40 41,58 25,42
ENSG00000234782 retro_hsap_4307 TPT1P9 TPT1 1,76 | 0,000155 | 0,001147 3,88 3,46 13,93 7,08 10,05
ENSG00000146677 retro_hsap_3726 retro_hsap_3726 | RPL32 1,95| 1,30E-05|0,000129 11,57 9,80 45,82 23,73 34,25
ENSG00000228205 retro_hsap_2736 retro_hsap 2736 | RPS3 2,05| 4,35E-06| 4,86E-05 4,35 3,76 18,76 9,58 14,40
ENSG00000169564 retro_hsap_83 PCBP1 PCBP2 2,09 | 8,96E-05 | 0,000707 10,23 7,91 42,94 12,67 32,71
ENSG00000218175 retro_hsap_2348 retro_hsap_2348 | RPLP1 2,36 | 5,10E-06| 5,60E-05 21,30 20,05 112,19 42,59 90,89
ENSG00000226396 retro_hsap_119 retro_hsap_119 RPS14 2,54 | 8,32E-11| 2,81E-09 2,84 2,72 17,37 12,00 14,53
ENSG00000233913 retro_hsap_3265 RPL10P9 RPL10 2,54 | 2,19E-05| 0,000205 33,38 8,38 76,39 16,14 43,01
ENSG00000239559 retro_hsap_887 RPL37P2 RPL37 2,54 | 5,81E-08| 1,02E-06 2,48 2,08 14,59 8,02 12,12
ENSG00000232888 retro_hsap_1068 RPS11P5 RPS11 2,56 | 3,34E-06 | 3,85E-05 7,00 6,05 41,84 12,61 34,84
ENSG00000215030 retro_hsap_1810 RPL13P12 RPL13 2,65| 1,12E-07| 1,86E-06 42,92 38,53 265,61 127,95 222,69
ENSG00000226608 retro_hsap_2407 FTLP3 FTL 2,72 | 5,23E-08| 9,39E-07 8,00 7,14 55,11 20,65 47,11
ENSG00000180211 retro_hsap_3581 retro_hsap_3581 | RPL23 2,73 | 1,68E-07| 2,65E-06 2,89 2,59 18,91 7,81 16,02
ENSG00000235297 retro_hsap_1952 FAUP1 FAU 2,84 | 3,90E-06| 4,41E-05 2,59 2,10 19,06 4,74 16,47
ENSG00000213315 retro_hsap_1371 retro_hsap_1371 | RPS18 3,34 | 8,13E-08| 1,39E-06 3,46 2,43 36,00 8,79 32,54
ENSG00000239528 retro_hsap_3232 RPS14P8 RPS14 3,81 | 1,63E-07| 2,59E-06 1,27 0,79 18,15 5,43 16,88
ENSG00000240950 retro_hsap_2851 retro_hsap_2851 | RPL8 3,82 | 1,91E-09| 4,81E-08 1,16 1,06 16,42 3,40 15,27
ENSG00000213293 retro_hsap_1964 retro_hsap_1964 | RPL28 3,83 | 1,42E-07| 2,28E-06 0,96 0,90 13,75 2,07 12,79
ENSG00000240652 retro_hsap_821 retro_hsap_821 RPLP2 3,91 | 3,48E-09| 8,30E-08 0,82 0,88 12,30 2,28 11,48
ENSG00000214612 retro_hsap_2417 RPS19P1 RPS19 3,97 | 4,49E-09| 1,05E-07 0,85 0,75 13,90 2,58 13,04
ENSG00000213058 retro_hsap_268 retro_hsap_268 RPS14 4,71| 3,52E-07| 5,15E-06 5,39 0,94 137,91 11,03 132,52
ENSG00000240668 retro_hsap_2842 KRT8P36 KRT8 491| 2,77E-09| 6,74E-08 0,93 0,51 27,65 1,60 26,72
ENSG00000234985 retro_hsap_3895 retro_hsap_3895 | RPL18 5,25| 1,69E-10| 5,36E-09 0,44 0,46 16,81 1,29 16,37
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ENSG00000176343 retro_hsap_926 RPL37AP8 RPL37A 5,75| 1,19E-09| 3,16E-08 0,24 0,19 12,40 1,04 12,16
ENSG00000220583 retro_hsap_3579 RPL35P2 RPL35 7,01 | 8,91E-08| 1,51E-06 0,10 0,07 12,85 0,26 12,74
Tabela 39. Wyniki analizy ekspresji roznicowej retrogenéw dla raka endometrium trzonu macicy (TCGA-UCEC).
SrTe:I:ia Mediana Srednia Mediana Rénica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski | Log2FC pvalue padj tkanka TPM tkanka TPM ] TPM ) IPM
okalajaca okalajaca nowotwor nowotwor
zmniejszona ekspresja

ENSG00000197406 retro_hsap_65 DIO3 DIO1 -2,76 | 7,10E-14| 6,74E-13 12,20 9,33 1,44 0,48 -10,77
ENSG00000253520 retro_hsap_3408 retro_hsap_3408 PTS -1,75| 8,91E-14| 8,37E-13 16,60 16,39 4,35 2,62 -12,25
ENSG00000137124 retro_hsap_19 ALDH1B1 ALDHZ2 -1,57 | 6,91E-34| 2,93E-32 132,94 73,46 42,18 36,99 -90,76
ENSG00000143878 retro_hsap_108 RHOB RHOA -1,53 | 4,23E-20| 6,98E-19 973,94 763,35 303,43 238,18 -670,51
ENSG00000196205 retro_hsap_4220 EEF1A1P5 EEF1A1 -1,52 | 1,13E-08| 6,11E-08 235,36 135,51 71,97 39,02 -163,39
ENSG00000233476 retro_hsap_3825 EEF1A1P6 EEF1A1 -1,47 | 8,83E-07 | 3,72E-06 59,31 45,41 18,75 6,10 -40,56
ENSG00000226084 retro_hsap_172 retro_hsap_172 RPL17 -1,40 | 0,000109 | 0,000334 106,15 114,58 38,11 5,17 -68,05
ENSG00000179277 retro_hsap_1718 MEIS3P1 MEIS3 -1,33| 1,28E-10| 8,65E-10 17,61 16,28 6,71 4,74 -10,90
ENSG00000178700 retro_hsap_6 DHFR2 DHFR -1,24 | 8,15E-35| 3,64E-33 16,14 16,10 6,12 5,86 -10,02
ENSG00000214389 retro_hsap_3879 RPS3AP26 RPS3A -1,21| 9,94E-09| 5,40E-08 18,58 16,66 7,28 4,98 -11,30
ENSG00000187866 retro_hsap_35 FAM122A FAM122C -1,16 | 1,72E-54| 2,51E-52 25,12 24,20 10,01 9,85 -15,10
ENSG00000237550 retro_hsap_1605 retro_hsap_1605 RPL9S -1,11| 1,47E-06| 6,02E-06 904,43 806,86 350,93 276,22 -553,50
ENSG00000145945 retro_hsap_94 FAM50B FAM50A -1,07| 2,13E-06| 8,50E-06 36,57 36,19 15,41 12,48 -21,16
ENSG00000218283 retro_hsap_309 MORF4L1P1 MORF4L1 -1,04 | 1,99E-11| 1,47E-10 28,98 29,32 13,58 12,02 -15,40
ENSG00000233426 retro_hsap_2106 EIF3FP3 EIF3F -0,97 | 3,27E-07| 1,46E-06 19,02 16,31 8,76 6,01 -10,25
ENSG00000249353 retro_hsap_3355 NPM1P27 NPM1 -0,81| 6,88E-07| 2,94E-06 22,23 19,19 11,70 9,09 -10,54
ENSG00000182952 retro_hsap_100 HMGN4 HMGN2 -0,76 | 5,06E-16 | 5,88E-15 162,69 157,95 89,10 79,53 -73,59
ENSG00000139239 retro_hsap_1015 RPL14P1 RPL14 -0,70 | 1,19E-05| 4,25E-05 50,45 42,54 26,57 21,34 -23,88
ENSG00000155876 retro_hsap_4 RRAGA RRAGB -0,70 | 2,64E-09| 1,54E-08 285,35 287,08 155,24 151,64 -130,11
ENSG00000224631 retro_hsap_1694 RPS27AP16 RPS27A -0,70 | 0,000218 | 0,000634 49,90 41,90 25,87 18,90 -24,03
ENSG00000188021 retro_hsap_58 UBQLN2 UBQLN1 -0,69 | 5,68E-16| 6,56E-15 60,20 60,48 34,33 32,79 -25,86
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zwiekszona ekspresja

ENSG00000228232 retro_hsap_4806 GAPDHP1 GAPDH 0,95 | 0,000491 | 0,001338 18,08 6,15 31,00 14,15 12,92
ENSG00000179967 retro_hsap_3101 PPP1R14BP3 PPP1R14B 0,97 | 8,44E-05|0,000264 45,26 32,69 76,45 36,16 31,19
ENSG00000169564 retro_hsap_83 PCBP1 PCBP2 1,06 | 4,78E-05| 0,000156 30,64 13,19 53,87 48,97 23,23
ENSG00000239559 retro_hsap_887 RPL37P2 RPL37 1,08 | 5,56E-05|0,000179 21,50 8,52 36,10 24,06 14,59
ENSG00000213315 retro_hsap_1371 retro_hsap_1371 RPS18 1,10 | 1,36E-05| 4,85E-05 20,29 9,34 34,46 27,19 14,17
ENSG00000226608 retro_hsap_2407 FTLP3 FTL 1,20 | 5,07E-08| 2,52E-07 17,74 10,95 33,66 23,24 15,92
ENSG00000235655 retro_hsap_2180 H3P6 H3-3B 1,35| 9,80E-14| 9,17E-13 26,02 24,72 59,12 49,58 33,10
ENSG00000264350 retro_hsap_1943 SNRPGP2 SNRPG 1,35| 4,16E-32| 1,58E-30 19,00 17,85 43,02 41,58 24,03
ENSG00000226976 retro_hsap_25 COX6A1P2 COX6A1 1,46 | 1,74E-13| 1,60E-12 10,48 7,18 23,56 16,79 13,08
ENSG00000213293 retro_hsap_1964 retro_hsap_1964 RPL28 2,21 | 1,86E-12| 1,53E-11 4,76 1,15 16,25 11,15 11,49
ENSG00000234685 retro_hsap_1174 NUS1P2 NUS1 2,26 | 2,70E-08| 1,39E-07 5,65 1,35 21,77 5,93 16,12
ENSG00000240668 retro_hsap_2842 KRT8P36 KRT8 4,02 | 3,26E-24| 7,45E-23 1,18 0,17 15,03 4,65 13,86
ENSG00000175793 retro_hsap_8 SFN YWHAQ 4,81 | 1,00E-61| 2,02E-59 22,95 9,78 530,32 269,98 507,37
ENSG00000178372 CALML5 CALML5 CALM3 598 | 4,02E-21| 7,23E-20 0,14 0 19,03 0,36 18,89
Tabela 40. Wyniki analizy ekspresji réznicowej retrogenéw podczas rozwoju guza (stadium IV vs stadium I) (TCGA-KIRC, TCGA-LIHC).
SFadium | | Stadium| | StadiumIV | Stadium IV Ré2nica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski | Log2FC pvalue padj Srednia mediana srednia mediana TPM
TPM TPM TPM TPM
KIRC
ENSG00000143878 retro_hsap_108 RHOB RHOA -0,72 1,56E-09 7,39E-08 1402,17 | 1269,00 751,92 556,27 -650,25
ENSG00000179967 retro_hsap_3101 PPP1R14BP3 PPP1R14B 0,77 6,95E-11 5,00E-09 42,96 37,59 70,36 58,06 27,40
LIHC
ENSG00000242299 retro_hsap_2820 retro_hsap_2820 RPS18 ‘ 1,89 | 2,40E-05 | 0,018909434 16,18 11,93 72,14 21,13 55,97
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Tabela 41. Wyniki analizy ekspresji r6znicowej retrogendow pomigdzy probami o odmiennej odpowiedzi na zastosowane leczenie (postepujacy

nowotwor vs remisja) (TCGA-LUSC, TCGA-OV, TCGA-UCEC).

Remisja Remisja | Postepujacy sztﬁ:tm:y Réznica
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen Gen rodzicielski | Log2FC pvalue padj . . ) mediana | nowotwor R
Srednia PM . . mediana PM
TPM sSrednia TPM
TPM

LUSC

ENSG00000233913 ‘ retro_hsap_3265 ‘ RPL10P9 ‘ RPL10 ‘ -1,70 ‘ 3,82E-06 ‘ 0,001447 ‘ 34,19 ‘ 9,78 ‘ 18,13 ‘ 6,59 ‘ -16,06
oV

ENSG00000233913 ‘ retro_hsap_3265 ‘ RPL10P9 ‘ RPL10 ‘ 1,19 ‘ 0,000206 ‘ 0,036024 ’ 119,78 ‘ 45,43 ‘ 256,23 ‘ 63,51 ‘ 136,45

UCEC
ENSG00000179967 | retro_hsap_3101 PPP1R14BP3 PPP1R14B 1,30 0,000218 0,015556 67,77 34,60 163,51 118,93 95,74
ENSG00000227097 | retro_hsap_799 RPS28P7 RPS28 2,07 0,000166 0,0131 631,21 99,49 2236,66 1112,69 1605,45
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Tabela 42. Korelacja ekspresji retrogendw i genéw rodzicielskich w badanych nowotworach
oraz tkankach okalajacych.

rtho — wspolczynnik korelacji ekspresji, pvalue — warto§¢ p, BRCA — rak piersi, COAD —
gruczolakorak jelita grubego, GBM — glejak wielopostaciowy, KIRC — rak jasnokomoérkowy nerki,
LIHC — rak watrobowokomorkowy, LUSC- rak ptaskonablonkowy ptuc, PRAD — gruczolakorak
prostaty, READ — gruczolakorak odbytnicy, UCEC — rak endometrium trzonu macicy

Bk LIHC préby LIHC préby COAD proby COAD préoby
Retrogen rodzicielski zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe
rho pvalue rho pvalue rho | pvalue rho pvalue
HMGN4 HMGNZ2 0,75| 3,22E-10 0,61] 3,21E-40 NA NA 0,41| 6,87E-21
RPL14P1 RPL14 0,72| 4,25E-09 0,69| 9,60E-55 NA NA 0,5 8,12E-31
RHOB RHOA 0,38| 6,05E-03 NA NA NA NA NA NA
retro_hsap_119 |RPS14 0,4| 4,45E-03 0,48| 8,87E-23 NA NA 0,53] 1,06E-35
TMEM30B TMEM30A 0,53| 7,13E-05 NA NA NA NA 0,27 1,69E-09
CAPNS2 CAPNS1 NA NA NA NA NA NA NA NA
HMGN2P46 HMGN2 NA NA 0,39] 1,13E-14 NA NA NA NA
DNAJB6P1 DNAJB6 0,67| 1,06E-07 0,69| 9,28E-54 NA NA 0,43] 9,78E-23
retro_hsap_172 |RPL17 0,42| 2,52E-03 0,63| 4,75E-43 NA NA NA NA
RPS7P1 RPS7 NA NA 0,72| 3,86E-62| 0,6| 4,04E-05 0,45| 1,25E-24
RPL13P12 RPL13 0,41| 3,40E-03 0,73| 1,83E-62| 0,78 1,72E-09 0,73| 8,32E-81
RPL6P27 RPL6 0,63| 7,78E-07 0,73] 1,12E-62| 0,76] 9,99E-09 0,78] 1,96E-96
HNRNPA1P57  |HNRNPA1 NA NA NA NA NA NA NA NA
EIF3FP3 EIF3F 0,32| 2,48E-02 0,55| 4,07E-31 NA NA NA NA
H3P6 H3-3B NA NA 0,25| 1,08E-06 NA NA NA NA
retro_hsap_222 |VOPP1 0,58| 1,04E-05 0,65| 3,99E-46| 0,8]2,26E-10 0,66| 2,97E-61
RPS15P4 RPS15 0,5 2,45E-04 0,77| 8,11E-74| 0,86| 5,56E-13 0,82] 1,27E-117
PPIAP22 PPIA 0,69| 2,66E-08 0,81| 2,70E-89 NA NA 0,28| 8,85E-10
retro_hsap_268 |RPS14 0,28| 5,07E-02 NA NA NA NA NA NA
KRT8P36 KRT8 0,69| 2,19E-08 0,56] 1,10E-31 NA NA 0,31 8,00E-12
RPS14P8 RPS14 NA NA NA NA NA NA 0,34 3,31E-14
RPL10P9 RPL10 0,31| 2,86E-02 0,35 2,31E-12 NA NA 0,25 2,16E-08
EEF1A1P13 EEF1A1 0,69| 3,35E-08 0,79 1,67E-82| 0,63| 8,40E-06 0,41 1,24E-20
NPM1P27 NPM1 0,67| 7,79E-08 0,81 1,07E-86| 0,8]|2,81E-10 0,74] 2,30E-82
retro_hsap_3408 |PTS NA NA NA NA NA NA NA NA
retro_hsap_3581 |RPL23 0,68| 5,63E-08 0,63| 7,99E-43 NA NA NA NA
retro_hsap_3710 |RPL23 0,4 4,03E-03 0,42| 2,85E-17 NA NA NA NA
EEF1A1P6 EEF1A1 0,58| 9,07E-06 0,72| 6,82E-62| 0,55 0,0002 0,45| 1,24E-24
TPT1P9 TPT1 0,38| 6,16E-03 0,46] 3,12E-21 NA NA 0,47| 5,52E-27
GAPDHP1 GAPDH NA NA 0,26| 2,73E-07 NA NA 0,37| 3,28E-17
UBQLN2 UBQLN1 0,72| 3,57E-09 0,64| 1,08E-43] 0,5| 0,00098 0,5| 9,57E-32
DHFR2 DHFR NA NA 0,4 1,07E-15 NA NA 0,35| 3,48E-15
CHMP1B CHMP1A 0,57| 1,83E-05 0,31| 9,61E-10 NA NA NA NA
SFN YWHAQ NA NA NA NA NA NA NA NA
PCBP1 PCBP2 NA NA 0,32] 1,93E-10 NA NA NA NA
FABP5P7 FABP5 0,33| 1,87E-02 0,63| 3,96E-42 NA NA 0,26] 1,21E-08
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Son KIRC préby KIRC préby LUSC préby LUSC préby
Retrogen " zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe
rho pvalue rho pvalue rho pvalue rho pvalue
HMGN4 HMGN2 0,78| 6,95E-16] 0,68| 5,33E-74 0,6] 2,66E-06| 0,33 7,81E-14
RPL14P1 RPL14 0,66 1,92E-10] 0,61 4,17E-57 0,53 7,13E-05| 0,68 2,00E-70
RHOB RHOA 0,66 2,55E-10] 0,45 3,18E-28 NA NA NA NA
retro_hsap_119 |RPS14 NA NA NA NA NA NA NA NA
TMEM30B TMEM30A 0,77 2,65E-15| 0,33] 8,79E-15 0,52| 0,0001019 NA NA
CAPNS2 CAPNS1 NA NA NA NA NA NA NA NA
HMGN2P46 HMGN2 NA NA| 0,34} 1,17E-15 NA NA NA NA
DNAJB6P1 DNAJB6 0,85 1,57E-21] 0,71 1,86E-83 0,7| 1,46E-08 0,8 1,67E-112
retro_hsap_172 |RPL17 0,54 7,76E-07 NA NA NA NA NA NA
RPS7P1 RPS7 0,69 2,78E-11 0,7| 9,83E-81 NA NA| 0,69 1,39E-72
RPL13P12 RPL13 NA NA| 0,63] 2,56E-60 NA NA| 0,64 2,08E-58
RPL6P27 RPL6 0,39| 0,0007049| 0,59 7,48E-52 NA NA| 0,73 1,19E-85
HNRNPA1P57 HNRNPA1 NA NA NA NA NA NA| 0,26] 4,21E-09
EIF3FP3 EIF3F NA NA| 0,35 2,73E-17 NA NA| 0,42 2,48E-22
H3P6 H3-3B 0,54 8,19E-07| 0,34 1,06E-15 NA NA NA NA
retro_hsap_222 VOPP1 0,89| 5,48E-26] 0,72| 7,36E-86| 0,53| 6,62E-05| 0,77| 4,10E-100
RPS15P4 RPS15 0,52 2,58E-06] 0,72 9,91E-88 NA NA| 0,73 5,36E-84
PPIAP22 PPIA 0,91 2,22E-28| 0,81 7,09E-125| 0,79| 3,68E-12| 0,91 1,24E-189
retro_hsap_268 |RPS14 NA NA NA NA NA NA NA NA
KRT8P36 KRT8 0,57| 1,64E-07| 0,36] 5,98E-18 0,53| 7,50E-05| 0,38 1,71E-18
RPS14P8 RPS14 NA NA NA NA NA NA NA NA
RPL10P9 RPL10 NA NA| 0,32] 1,22E-14 NA NA| 0,31 3,01E-12
EEF1A1P13 EEF1A1 0,73 4,11E-13 0,8] 3,12E-121 NA NA| 0,66 8,10E-63
NPM1P27 NPM1 0,62 7,99E-09| 0,76] 2,28E-103 NA NA| 0,75 9,07E-92
retro_hsap_3408 |PTS 0,58| 8,62E-08 NA NA NA NA -0,3 6,54E-12
retro_hsap_3581 |RPL23 0,38| 0,0008663| 0,51 7,10E-37 NA NA| 0,63 1,56E-57
retro_hsap_3710 |RPL23 NA NA| 0,29 1,20E-11 NA NA 0,3 1,17E-11
EEF1A1P6 EEF1A1 0,78| 8,90E-16] 0,75 9,77E-99 NA NA| 0,69 9,70E-71
TPT1P9 TPT1 0,55 6,83E-07| 0,46] 1,17E-29] 0,48| 0,000381 0,53 1,55E-37
GAPDHP1 GAPDH NA NA| 0,31 2,18E-13 NA NA| 0,42 4,99E-23
UBQLN2 UBQLN1 0,88| 1,03E-24 0,8 1,00E-118 0,74 3,95E-10| 0,41 4,41E-22
DHFR2 DHFR NA NA| 0,54 6,50E-42 NA NA 0,3 1,26E-11
CHMP1B CHMP1A 0,85 1,68E-21| 0,36] 4,37E-18 NA NA NA NA
SFN YWHAQ 0,52 2,49E-06 NA NA NA NA NA NA
PCBP1 PCBP2 NA NA| 0,39] 3,71E-21 NA NA NA NA
FABP5P7 FABP5 0,6/ 2,04E-08 0,6/ 3,80E-54 0,7 1,03eE-08f 0,93] 1,92E-218
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PRAD préb PRAD préb READ préb
Retrogen (-Be.n X zdro'::ve ’ nowotwporovte i e e nowotv:orovte
rodzicielski
rho pvalue rho pvalue rho pvalue rho pvalue
HMGN4 HMGN2 0,74 2,78E-10 0,4 2,09E-20] NA NA 0,6 1,23E-17
RPL14P1 RPL14 0,62| 1,20E-06] 0,59| 3,09E-49] 0,89| 0,000542144]| 0,61 3,12E-18
RHOB RHOA NA NA NA NA|l NA NA NA NA
retro_hsap_119 |RPS14 NA NA| 0,28 2,82E-10] NA NA 0,5 5,42E-12
TMEM30B TMEM30A 0,58| b5,66E-06|] 0,69| 1,64E-72] NA NA| 0,33 1,50E-05
CAPNS2 CAPNS1 NA NA NA NA|] NA NA NA NA
HMGN2P46 HMGN2 0,65 1,82E-07 NA NA| NA NA NA NA
DNAJB6P1 DNAJB6 0,79 2,02E-12| 0,66 5,35E-63] NA NA| 0,55 2,03E-14
retro_hsap_172 RPL17 0,57 1,01E-05| 0,46| 3,12E-27 NA NA NA NA
RPS7P1 RPS7 0,72 1,60E-09 0,7| 1,07E-75] NA NA| 0,42 1,46E-08
RPL13P12 RPL13 0,64| 3,07E-07 0,6] 1,80E-49] NA NA| 0,79 2,44E-36
RPL6P27 RPL6 0,76 8,92e-11| 0,63| 7,81E-58] NA NA| 0,78 8,42E-36
HNRNPA1P57 HNRNPA1 NA NA NA NA|] NA NA NA NA
EIF3FP3 EIF3F NA NA NA NA| NA NA NA NA
H3P6 H3-3B NA NA 0,3|] 5,20E-12] NA NA| 0,31 4,46E-05
retro_hsap_222 |VOPP1 0,74| 5,28E-10| 0,51| 2,42E-34] NA NA| 0,79 3,90E-37
RPS15P4 RPS15 0,81 3,89E-13| 0,46| 2,97E-28 NA NA] 0,81 1,12E-40
PPIAP22 PPIA 0,85| 9,54E-16| 0,75 7,35E-91] NA NA| 0,26| 0,000737495
retro_hsap_268 |RPS14 NA NA NA NA] NA NA] 0,28] 0,000194682
KRT8P36 KRT8 NA NA| 0,33| 7,18E-14] NA NA| 0,34 7,80E-06
RPS14P8 RPS14 NA NA NA NA| NA NA| 0,46 3,52E-10
RPL10P9 RPL10 NA NA NA NA| 0,92| 0,000204472| 0,35 4,48E-06
EEF1A1P13 EEF1A1 0,57 1,15E-05 0,7| 7,05E-74| 0,93| 0,000112035| 0,54 7,75E-14
NPM1P27 NPM1 0,74 4,63E-10| 0,72 2,92E-80] 0,9] 0,000343612| 0,82 1,55E-41
retro_hsap_3408 |PTS NA NA| -0,28| 2,56E-10] NA NA NA NA
retro_hsap_3581 |RPL23 NA NA| 0,46| 4,23E-27| 0,88| 0,000813862 NA NA
retro_hsap_3710 |RPL23 NA NA| 0,33| 4,93E-14] NA NA NA NA
EEF1A1P6 EEF1A1 0,52 7,30E-05| 0,65| 9,62E-62| 0,96 7,32E-06| 0,42 1,40E-08
TPT1P9 TPT1 NA NA| 0,64| 6,98E-59| 0,94 5,48E-05| 0,36 1,85E-06
GAPDHP1 GAPDH NA NA| 0,27| 5,46E-10] NA NA| 0,37 6,00E-07
UBQLN2 UBQLN1 0,86| 1,70E-16| 0,87| 5,42E-152] NA NA| 0,33 1,13E-05
DHFR2 DHFR 0,58| 6,87E-06| 0,44| 1,02E-24] NA NA| 0,41 2,66E-08
CHMP1B CHMP1A NA NA NA NA|] NA NA NA NA
SFN YWHAQ NA NA NA NA|] NA NA NA NA
PCBP1 PCBP2 NA NA NA NA| NA NA NA NA
FABP5P7 FABP5 0,66/ 1,21E-07| 0,87| 8,29E-153] NA NA NA NA
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Son UCEC préby UCEC préby BRCA préby GBM préby
Retrogen — zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe
rho pvalue rho pvalue rho pvalue rho pvalue
HMGN4 HMGN2 NA NA| 0,61 3,15E-57| 0,66] 1,27E-15 0,56 4,46E-15
RPL14P1 RPL14 0,66 1,38E-05| 0,63 8,81E-62| 0,79 1,57E-25 0,72 9,46E-29
RHOB RHOA NA NA| 0,26] 1,02E-09 NA NA NA NA
retro_hsap_119 RPS14 NA NA| 0,29 6,92E-12| 0,42| 3,23E-06 0,57 1,01E-15
TMEM30B TMEM30A NA NA| 0,46] 4,22E-30| 0,66] 2,95E-15 0,29| 0,000131964
CAPNS2 CAPNS1 NA NA NA NA NA NA NA NA
HMGN2P46 HMGN2 NA NA NA NA| 0,81 3,60E-27 NA NA
DNAJB6P1 DNAJB6 0,61] 0,00010457| 0,64] 8,08E-65| 0,75 2,40E-21 0,72 3,29E-28
retro_hsap_172 |RPL17 NA NA NA NA 0,6] 2,02E-12 0,4 6,15E-08
RPS7P1 RPS7 NA NA| 0,62 7,05E-59| 0,77 1,19E-23 0,9 1,59E-63
RPL13P12 RPL13 NA NA] 0,62 5,51E-60f 0,71 1,31E-18 0,48 4,67E-11
RPL6P27 RPL6 0,72 1,20E-06] 0,75 5,80E-99 0,6] 2,45E-12 0,85 7,15E-48
HNRNPA1P57 HNRNPA1 NA NA NA NA NA NA 0,51 1,32E-12
EIF3FP3 EIF3F NA NA 0,5] 2,94E-36] 0,36] 7,14E-05 0,76 1,12E-33
H3P6 H3-3B NA NA] 0,27 6,97E-11 0,56] 8,25E-11 NA NA
retro_hsap_222 VOPP1 0,74 2,93E-07| 0,62 4,22E-60 0,6] 1,74E-12 0,89 6,39E-60
RPS15P4 RPS15 NA NA| 0,73] 2,76E-94| 0,74] 3,30E-21 0,9 4,00E-63
PPIAP22 PPIA NA NA| 0,53] 7,67E-41 0,86 2,94E-34 0,9 1,52E-63
retro_hsap_268 |RPS14 NA NA NA NA NA NA NA NA
KRT8P36 KRT8 NA NA] 0,27| 1,99E-10{ 0,62 2,68E-13 NA NA
RPS14P8 RPS14 NA NA NA NA NA NA 0,25] 0,000973645
RPL10P9 RPL10 NA NA NA NA| 0,33] 0,0003406 0,47 9,76E-11
EEF1A1P13 EEF1A1 0,65 2,03E-05| 0,71| 2,36E-84| 0,73] 6,95E-20 0,8 9,61E-39
NPM1P27 NPM1 0,78 3,18E-08 0,8] 6,88E-122] 0,71 8,98E-19 0,78 2,44E-36
retro_hsap_3408 |PTS NA NA NA NA| 0,43] 2,47E-06 NA NA
retro_hsap_3581 |RPL23 NA NA] 0,39] 4,10E-21 0,48| 8,34E-08 0,77 2,28E-34
retro_hsap_3710 |RPL23 NA NA| 0,34] 1,24E-16| 0,38] 2,96E-05 0,53 1,41E-13
EEF1A1P6 EEF1A1 NA NA| 0,48] 3,00E-33] 0,69 3,86E-17 0,78 4,41E-36
TPT1P9 TPT1 NA NA| 0,43] 3,15E-26] 0,49] 2,89E-08 0,82 5,71E-42
GAPDHP1 GAPDH NA NA] 0,46] 1,01E-29 NA NA 0,83 2,42E-43
UBQLN2 UBQLN1 0,63 4,62E-05 0,8] 1,12E-121 0,81 5,54E-28 0,58 2,62E-16
DHFR2 DHFR NA NA| 0,49| 3,61E-34 NA NA 0,31 3,13E-05
CHMP1B CHMP1A NA NA| 0,27 7,74E-11 0,48] 9,07E-08 NA NA
SFN YWHAQ NA NA NA NA| 0,53] 2,35E-09 -0,26] 0,000704769
PCBP1 PCBP2 NA NA NA NA NA NA NA NA
FABP5P7 FABP5 0,8 9,95E-09] 0,45 1,83E-28] 0,86] 3,90E-34 0,94 6,20E-83

137




Gk OV préby BRCA préby
Retrogen odsicilsi nowotworowe nowotworowe
rho pvalue rho pvalue
HMGN4 HMGN2 NA NA NA NA
RPL14P1 RPL14 0,81| 6,24E-100f 0,72| 2,41E-179
RHOB RHOA NA NA| 0,29 3,73E-22
retro_hsap_119 |RPS14 0,54| 4,52E-34| 0,28| 1,48E-21
TMEM30B TMEM30A 0,4 5,37E-18 0,4 4,95E-44
CAPNS2 CAPNS1 NA NA NA NA
HMGN2P46 HMGN2 0,48 3,88E-26 NA NA
DNAJB6P1 DNAJB6 0,52 1,91E-30| 0,72 2,31E-178
retro_hsap_172 RPL17 0,34 3,41E-13 0,43 6,87E-52
RPS7P1 RPS7 0,87| 6,84E-131 0,6| 8,66E-110
RPL13P12 RPL13 0,65 7,14E-54] 0,69| 5,57E-157
RPL6P27 RPL6 0,87| 1,96E-130] 0,62| 6,52E-120
HNRNPA1P57 HNRNPA1 NA NA NA NA
EIF3FP3 EIF3F 0,78 4,12E-88| 0,38 5,49E-39
H3P6 H3-3B NA NA NA NA
retro_hsap_222 VOPP1 0,72 6,94E-71 0,66| 8,23E-140
RPS15P4 RPS15 0,85| 2,05E-120f 0,78| 1,02E-225
PPIAP22 PPIA 0,86 1,37E-126] 0,84| 1,31E-292
retro_hsap_268 RPS14 0,26 5,39E-08 NA NA
KRT8P36 KRT8 0,35 3,81E-14] 0,53 1,12E-80
RPS14P8 RPS14 0,31 2,70E-11 NA NA
RPL10PS RPL10 0,48 1,53E-25 NA NA
EEF1A1P13 EEF1A1 0,83 1,10E-112|] 0,74| 3,63E-190
NPM1P27 NPM1 0,79 6,04E-91 0,67| 3,72E-145
retro_hsap_3408 |PTS NA NA NA NA
retro_hsap_3581 |RPL23 0,81 4,04E-103} 0,62| 1,37E-118
retro_hsap_3710 |RPL23 0,59 3,09E-42| 0,39 1,21E-41
EEF1A1P6 EEF1A1 0,78 4,05E-88| 0,71| 1,15E-167
TPT1P9 TPT1 0,8 1,39E-97| 0,52| 5,44E-77
GAPDHP1 GAPDH 0,74 7,12E-75| 0,41| 2,15E-46
UBQLN2 UBQLN1 0,57 1,36E-37| 0,62| 1,35E-120
DHFR2 DHFR NA NA| 0,31 1,47E-25
CHMP1B CHMP1A 0,25 1,72E-07 NA NA
SFN YWHAQ NA NA NA NA
PCBP1 PCBP2 NA NA NA NA
FABP5P7 FABP5 0,85/ 1,00E-118} 0,71| 1,81E-172
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Tabela 43. Korelacja ekspresji retrogenow i gendow gospodarzy w badanych nowotworach oraz tkankach okalajacych.

rho — wspdtezynnik korelacji ekspresji, pvalue — warto$¢ p, BRCA — rak piersi, COAD — gruczolakorak jelita grubego, GBM — glejak wielopostaciowy,
KIRC - rak jasnokomorkowy nerki, LIHC — rak watrobowokomoérkowy, LUSC- rak ptaskonabtonkowy pluc, PRAD — gruczolakorak prostaty, READ —
gruczolakorak odbytnicy, UCEC — rak endometrium trzonu macicy

P LIHC préby COAD préby COAD préby KIRC préoby KIRC préoby LUSC préby LUSC préby
Retrogen Oen P REaxaNe nowotworowe zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe
gospodarza

rho pvalue rho pvalue rho |pvalue| rho pvalue rho | pvalue rho pvalue rho pvalue | rho pvalue
retro_hsap_1061 |HSPB8 0,54| 4,60E-05| 0,77 7,97E-75 NA NA| 0,44 1,99E-23| 0,94| 1,37E-33| 0,87| 7,54E-163| 0,74] 4,07E-10] 0,63| 2,18E-56
RPS11P5 CHFR NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA NA NA NA NA
CAPNS2 LPCAT2 0,38 6,20E-03| 0,35 6,64E-12 NA NA| 0,36 2,37E-16] 0,53| 2,13E-06 0,3 1,13E-12 NA NA| 0,26 3,63E-09
retro_hsap_268 |RASAL2 NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA NA NA NA NA
RPL4P4 MAP3K13 NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA NA NA NA NA
RPS14P8 SEMAG6A NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA NA NA NA NA
NPM1P27 FAM172A 0,4 3,87E-03] 0,41 1,76E-16 NA NA| 0,29 1,39E-10] 0,46 5,03E-05 0,55| 7,46E-44 NA NA NA NA
RPL13AP17 MAGI2 NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA NA NA NA NA
retro_hsap_869 |AMBRA1 NA NA| 0,02| 0,6682514 NA NA| -0,28] 5,83E-10] NA NA NA NA NA NA NA NA

s PRAD proby PRAD proby READ proby READ proby UCEC proby UCEC proby BRCA proby BRCA proby

Retrogen GonsoAN zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe zdrowe nowotworowe

rho pvalue rho pvalue rho |pvalue| rho pvalue rho | pvalue rho pvalue rho pvalue | rho pvalue
retro_hsap_1061 |HSPB8 0,87| 3,40E-17| 0,93] 7,02E-213| 0,92| 0,0002| 0,38] 4,86E-07| 0,88 3,40E-12| 0,42] 1,40E-24] 0,73| 2,65E-20| 0,84| 1,68E-290
RPS11P5 CHFR NA NA NA NA| -0,93] 0,0001 NA NA| NA NA NA NA NA NA NA NA
CAPNS2 LPCAT2 NA NA| 0,39] 4,14E-20 NA NA| 0,33] 1,78E-05 NA NA| 0,47 5,70E-31 NA NA| 0,4 3,25E-44
retro_hsap_268 |RASAL2 NA NA NA NA NA NA| -0,29| 0,0001316] NA NA NA NA NA NA NA NA
RPL4P4 MAP3K13 NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA| 0,36 0,0001 NA NA
RPS14P8 SEMAG6A NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA NA NA NA NA
NPM1P27 FAM172A 0,63| 6,01E-07| 0,43] 2,40E-24 NA NA| 0,55 1,77E-14] NA NA 0,5 1,17E-35| 0,39| 2,39E-05 NA NA
RPL13AP17 MAGI2 NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA NA NA| 0,31 1,41E-25
retro_hsap_869 |AMBRA1 NA NA NA NA NA NA NA NA| NA NA NA NA| 0,63| 1,07E-13 NA NA
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i GBM préby OV préby

Retrogen P nowotworowe | nowotworowe

rho pvalue | rho | pvalue
retro_hsap 1061 |HSPB8 0,78| 1,36E-35| 0,4] 3,73E-18
RPS11P5 CHFR NA NA|l NA NA
CAPNS2 LPCAT2 0,38| 4,46E-07| NA NA
retro_hsap_268 |RASAL2 NA NA|l NA NA
RPL4P4 MAP3K13 NA NAl NA NA
RPS14P8 SEMAGA NA NA|l NA NA
NPM1P27 FAM172A NA NA|l 0,3] 1,43E-10
RPL13AP17 MAGI2 NA NA|l NA NA
retro_hsap 869 |AMBRA1 -0,4| 1,01E-07] NA NA

Tabela 44. Wyniki analizy ekspresji réznicowej retrogendéw dla eksperymentu inwazji fozyska (PRINAS562073).

Gen , Srednia | o dianaTPM | SredniaTPM |  Mediana TPM L
Ensembl ID RetrogeneDB2 ID Retrogen rodzicielski Log2FC pvalue padj _ PM fibroblasty trofoblast trofoblast RéznicaTPM
fibroblasty

zmniejszona ekspresja
retro_hsap_1849 retro_hsap_1849 | retro_hsap_1849 | AP1S2 -1,9099 5,55E-67 | 5,05E-66 106,70 104,71 24,76 26,10 -81,94
ENSG00000215030 | retro_hsap_1810 | RPL13P12 RPL13 -1,8816 2,85E-70 | 2,72E-69 97,44 107,79 24,92 26,45 -72,53
ENSG00000233913 | retro_hsap_3265 | RPL10P9 RPL10 -1,5555 4,45E-57 | 3,54E-56 54,46 52,70 17,56 16,29 -36,90
ENSG00000236698 | retro_hsap_350 EIF1AXP1 EIF1AX -0,8699 | 0,000435| 0,000898 56,87 49,27 29,51 31,55 -27,36
ENSG00000253683 | retro_hsap_3402 | retro_hsap_3402 | TMA7 -0,8615 4,20E-07 | 1,05E-06 452,04 461,41 239,86 248,56 -212,18
ENSG00000177105 | retro_hsap_28 RHOG RAC1 -0,6364 3,83E-25| 1,73E-24 37,46 38,39 22,34 22,40 -15,12

zwiekszona ekspresja
ENSG00000224543 | retro_hsap_1968 | SNRPGP15 SNRPG 0,6382 5,36E-05 | 0,000119 432,35 422,29 655,19 686,01 222,84
ENSG00000256210 | retro_hsap_1969 | retro_hsap_1969 | TMEM167A |0,6759 0,000145 | 0,000312 167,49 170,68 249,80 251,72 82,30
ENSG00000244398 | retro_hsap_852 retro_hsap_852 RPL36A 0,7473 1,72E-65| 1,54E-64 1108,72 1075,76 1746,66 1676,71 637,94
ENSG00000169564 | retro_hsap_83 PCBP1 PCBP2 0,7777 0 0 153,66 154,83 246,27 242,90 92,62
ENSG00000240342 | retro_hsap_1060 | RPS2P5 RPS2 0,8568 2,77E-44 | 1,79E-43 121,30 122,27 203,55 200,07 82,25
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ENSG00000220842 | retro_hsap_738 RPL21P16 RPL21 0,8785 8,64E-75| 8,76E-74 620,04 568,25 1072,39 1047,98 452,35
ENSG00000213442 | retro_hsap_1053 | RPL18AP3 RPL18A 1,0576 2,41E-20| 9,57E-20 186,82 195,88 372,02 394,34 185,20
ENSG00000196205 | retro_hsap_4220 | EEF1A1P5 EEF1A1 1,2607 6,19E-05| 0,000137 27,39 22,45 61,63 49,62 34,24
retro_hsap_2297 retro_hsap_2297 | retro_hsap_2297 | PPIA 1,3123 7,16E-06 | 1,68E-05 9,29 9,63 22,82 22,71 13,53
ENSG00000235655 | retro_hsap_2180 | H3P6 H3-3B 1,3221 5,92E-24 | 2,59E-23 124,00 122,66 288,31 265,62 164,31
ENSG00000230629 | retro_hsap_4697 | RPS23P8 RPS23 1,425 3,87E-49| 2,71E-48 603,53 527,11 1515,87 1673,13 912,34
ENSG00000233270 | retro_hsap_2022 | SNRPEP4 SNRPE 1,9498 1,50E-35| 8,32E-35 159,73 156,66 592,85 650,68 433,12
ENSG00000224831 | retro_hsap_2863 | TMEM183B TMEM183A | 2,1359 3,47E-50 | 2,47E-49 8,41 8,22 33,59 34,42 25,18
ENSG00000237550 | retro_hsap_1605 | retro_hsap_1605 | RPL9 2,5321 1,16E-42| 7,28E-42 164,39 116,16 905,28 912,73 740,89
ENSG00000224837 | retro_hsap_465 GCSHP5 GCSH 3,2863 7,69E-18 | 2,87E-17 6,20 5,19 57,84 55,55 51,64
ENSG00000234964 | retro_hsap_880 FABP5P7 FABP5 3,8521 2,60E-28 | 1,25E-27 4,75 3,34 67,30 69,31 62,55
ENSG00000179059 | retro_hsap_106 ZFP42 YY1 5,0373 8,49E-59 | 6,93E-58 0,90 0,29 26,11 26,15 25,21
ENSG00000260459 | retro_hsap_1647 | FTLP14 FTL 5,3451 1,67E-33| 8,93E-33 0,31 0 13,89 14,32 13,58

141




