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Recenzja
w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora mgr Klaudii Staszak

dla Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Rozprawa doktorska pani mgr Klaudii Staszak zostala wykonana w Uniwersytecie im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, w Instytucie Biologii i Ewolucji Cztowieka Wydziatu Biologii w grupie i
pod kierunkiem Prof. dr hab. Izabeli Makatowskie;.

Zgodnie z tytulem, rozprawa omawia wyniki badan bioinformatycznych i, w matlej czesci,
eksperymentalnych w poszukiwaniu powigzan pomig¢dzy retrogenami i nowotworami. Badania te
wpisujg si¢ w zainteresowania naukowe Prof. Makalowskiej, ktora od lat z powodzeniem analizuje
sekwencje DNA znajdujac w nich czgsto niedostrzezone przez innych badaczy wiasciwosci.
Stanowig takze kontynuacje prac Jej grupy nad retropozycja i retrogenami opisang juz w licznych
publikacjach naukowych.

Badania przeprowadzone przez mgr. K. Staszak oparte sa na analizach sekwencji genomow i
danych transkrypcyjnych cztowieka, psa 1 kury, dla ktorych istniala odpowiednia ilos¢ danych
dotyczacych nowotworéw z ograniczeniem do organizméw naczelnych, u ktérych proces
transpozycji byt szczegdlnie intensywny w trakcie ewolucji.

Przeprowadzone przez doktorantk¢ analizy rozpoczynaja si¢ od znalezienia tych retrokopii, ktore
wykazujg ekspresje w komorkach badanych organizméw. Analizowano w tym celu biblioteki RNA-
seq uzyskujac, przy bardzo zawezonych kryteriach, 1857 retrogendow u cztowieka, 591 upsai 11 u
kury. Analizy danych NCBI SRA pozwolita na identyfikacje tych retrogenéw, ktére maja zmieniony
poziom ekspresji w tkance nowotworowej (w poréwnaniu do zdrowej tkanki) dla 5 nowotworow
cztowieka: raka piersi, gruczolaka jelita grubego, watrobiaka zarodkowego, raka
watrobowokomorkowego oraz gruczolakoraka ptuc. Analizy ekspresji roznicowej wykonano takze
tam, gdzie bylo to mozliwe dla réznych stadiow i typow nowotworow dla wszystkich 3
analizowanych organizmow.

Nastepnie, retrokopie o zmienionej, w stosunku do zdrowej tkanki, ekspresji w nowotworach
cztowieka poddano analizie filogenetycznej. Trzy (RHOA, HSPA8 1 CALMS) sposrod 34 tak
zdefiniowanych retrogenow wystepuja u wszystkich kregowcow, 5 jest specyficznych dla

czlowieka, a 16 wspdlnych. Dla 3 ewolucyjnie starych retrogendw przeprowadzono poglebiong



analizg, takze z porownaniem do podobienstwa z genami rodzicielskimi oraz genami szympansa,
psa, kury i myszy. Przeprowadzona przez doktorantke analiza sktadowych gléwnych dla
retrogend6w o zmienionej ekspresji vs najczesciej cytowane geny zwigzane z nowotworzeniem
pokazala, ze mtodsze ewolucyjnie retrogeny réznicujg 4 sposrdd 5 badanych nowotwordw lepiej niz
geny opisywane dotychczas. Wyniki tych pogtebionych analiz bioinformatycznych doktorantka
zweryfikowata eksperymentalnie przeprowadzajac specyficzne reakcje PCR w ludzkich liniach
komoérkowych nowotworéw oraz w panelach cDNA ro6znych narzadéw zarowno ludzkich jak i psa
oraz kury, a takze w §wiezych tkankach nowotwordw i1 odpowiadajacych im tkankach okalajgcych
psa 1 szczura, dla 3 ewolucyjnie starych retrogendw. Sprawdzita réwniez poziom ekspresji w
nowotworach vs zdrowych tkankach i1 narzadach dla trzech retrogenow specyficznych dla
czlowieka.

Szybki wzrost danych wielkoskalowych dotyczacych ekspresji genow w nowotworach umozliwit
powstanie opisanych powyzej analiz bioinformatycznych na znacznie wigkszej liczbie danych, tym
razem pochodzacych z The Cancer Genome Atlas. Ekspresj¢ retrokopii sprawdzono na ponad 5000
bibliotekach RNA-Seq, co po ograniczeniach wartoéci ekspresji uznanych za istotne pozwolito na
identyfikacje 2554 ulegajacych ekspresji, w tym 119 retrogendw o ekspresji istotnie rdéznej w
tkankach zdrowych i nowotworowych (dla 8 nowotworow cztowieka). Sposrdod nich 20 byto
wspolnych dla analiz z obu zestaw6éw danych (NCBI TCGA). Suma obu analiz to 135 retrogenéw o
zmienionej ekspresji. Analiza ewolucyjna pokazata, ze w 102 przypadkach retropozycja nastgpita
podczas ewolucji naczelnych. Dodatkowo, przeprowadzono takze analize retrogendw zwigzanych z
ewolucja guza nowotworowego oraz z odpowiedzig na terapi¢, a takze analize genow o
zrdznicowanej ekspresji pochodzacych od genoéw opisanych w literaturze jako biorgce udzial w
procesie nowotworzenia.

Ta cze$¢ pracy réwniez zostata poparta eksperymentalnie na przyktadzie wptywu wyciszenia trzech
wybranych retrogendéw (o zmienionym poziomie ekspresji w nowotworach cztowieka) na ekspresje
gendw rodzicielskich i, w konsekwencji, na zywotno$¢ komoérek linii nowotworowych.
Zaobserwowany spadek zywotnosci komorek linii MCF-12 po wyciszeniu retrogenu
retro_hsap 852 zaowocowatl rozszerzeniem badan o watek retrogenéw zwigzanych jednoczesnie z
rozwojem tozyska ludzkiego, wskazujac na mozliwy zwigzek ze zjawiskiem nabywania przez guzy
cech ztosliwosci.

Otrzymane przez doktorantke wyniki dotyczace retrogenéw o zmienionym poziomie ekspresji w
genomie czlowieka, ich analizy ewolucyjnej, regulacji ekspresji gendéw zwigzanych z
nowotworzeniem i ewolucjg w obrgbie guza, jak i retrogenow jednoczes$nie zwigzanych z rozwojem
tozyska cztowieka zostaty przedyskutowane w Dyskusji pracy. Zarowno Wstep, jak i Dyskusja

wynikéw pokazuja, ze pani K. Staszak dobrze zna biezaca literaturg dotyczacg przedmiotu badan.



Rozprawa doktorska p. mgr Klaudii Staszak w catosci napisana jest bardzo kompetentnie. Szkoda,
ze tak ciekawe badania i wyniki opisala w formie trudnej, przynajmniej dla mnie, do czytania. W
wielu miejscach informacje bardzo istotne mieszaja si¢ z nadmiarem nieistotnych liczb, ktore
mozna by przenies¢ do opisu metod, dla odmiany bardzo skrotowego. Nie mam natomiast zadnych
uwag do uzywanych w pacy metod bioinformatycznych, baz danych i.t.p. Moim zdaniem rozprawa
zdecydowanie zyskataby na zrezygnowaniu z tradycyjnego uktadu tre$ci na rzecz opisu laczacego
metody i stadia posrednie obliczen razem z ostatecznymi wynikami, zwlaszcza przy tak duzej
liczbie analiz.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa pani mgr K. Staszak zawiera bardzo wartoSciowe wyniki
dotyczace ewolucji retrogendw potencjalnie zwigzanych z procesami nowotworzenia oraz
wygenerowata szereg testowalnych eksperymentalnie hipotez, ktére moga owocowad
nowymi/ulepszonymi metodami walki z nowotworami. Przedstawiony w pracy zakres analiz jest
tak szeroki, ze inni badacze bedg mogli, po ich opublikowaniu, zada¢ takze inne pytania niz te, na

ktére zwrdcita uwage doktorantka we Wnioskach rozprawy.

W konkluzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Klaudii Staszak spetnia wymogi ustawowe 1
zwyczajowe do nadania Jej stopnia doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne i stawiam wniosek o dopuszczenie doktorantki do kolejnych etapow przewodu
doktorskiego. W mojej opinii, ze wzgledu do duza liczbe warto$ciowych wynikow rozprawa

zastuguje na wyrdznienie.

Warszawa, 01 lipca 2025 .
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