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Przedstawiona do recenzji praca dotyczy retrogendw - w wyniku odwrotnej
transkrypcji wiele genow u ssakow stato si¢ pseudogenami pozbawionymi promotoréw, ale
cz¢$¢ z nich ulega ekspresji. Doktorantka postawita 4 hipotezy badawcze dotyczace zwigzku
retrogendw z procesami nowotworzenia, ktére przedstawiam w formie pytan. 1) Czy
retrogeny nowsze ewolucyjnie i specyficzne dla cztowieka (naczelnych) czgsciej wykazuja
zmiany ekspresji w nowotworach niz retrogeny starsze ewolucyjnie? 2) Czy retrogeny
wykazujgce zmieniong ekspresje w nowotworach gléwnie powstaty z gendéw istotnych dla
procesOw nowotworzenia lub sg ulokowane w intronach takich genéw? 3) Czy retrogeny z
punktu (2) regulujg ekspresje genow macierzystych/genéw, w ktérych intronach sg
ulokowane i (4) czy retrogeny wykazujgce zmieniong ekspresj¢ w nowotworach maja tez
zmieniong ekspresje w czasie rozwoju tozyska?

Material stanowily dane transkryptomiczne cztowieka, psa oraz kury pochodzace z
nowotworow i w wiekszosci przypadkow ze zdrowych tkanek okalajacych. Badano takze
ekspresj¢ retrogenéw w wybranych liniach komérkowych i probkach z nowotwordw psa i
szczura a takze w dostepnych komercyjnie panelach RNA z r6znych tkanek czlowieka i psa.

Praca ma klasyczny uklad, i jest stosunkowo krétka i napisana dobrym jezykiem.

Z obowiazku recenzenta chciatabym zwrdci¢ uwage na parg drobnych niescistosci itp.

Na str. 9 cytowany odnosnik Richardson i in. nie jest wlasciwy, powinna by¢
cytowana oryginalna praca np. Sayah i wsp. (2004). Na tej samej stronie dwukrotnie
nieprawidlowo uzyto stowa "ilo$¢" (duzej ilosci retrokopii; metody szacowania ilosci
zduplikowanych gendéw) - w obu przypadkach powinna to by¢ liczba.

Od czasu do czasu gen i jego produkt sg utozsamiane - str. 10 "retrogeny moga

tworzy¢ dupleksy RNA-RNA". Nie mogg.




Nie mozna nazywa¢ niewinnegq niezmutowanego genu onkogenem (FMO3, str. 12),
to gen albo protoonkogen. Jest to do$¢ niefortunne nazewnictwo, ogolnie przyjete (tzn. nazwa
protoonkogen), niestety juz nie da si¢ zmienié, ale przed mutacja gen nie jest onkogenem.
Podobnie jest na str. 18 - "gendéw rodzicielskich nalezacych do onkogendw" - o ile supresory
nowotworow petnig swoja funkcje w stanie niezmutowanym, protoonkogeny nie sg
onkogenami w stanie nienaruszonym - musi nastgpi¢ mutacja, nadmierna ekspresja itp.

str. 13 - inaktywacja p53 wystepujaca w 40-50% ludzkich nowotwor6éw - nie p53,
tylko 7P53, i to nie zawsze jest inaktywacja.

W materiatach i metodach nie jest nic podane o liczebnosci prébek nowotworu i tkanki
otaczajgcej u psow i szczurdw - ile tego byto? I jakie guzy?

Jest bledna numeracja podpunktéw wynikéw do str. 45, gdzie po czgsciach
numerowanych podobnie jak Materiat i Metody od 3. nagle pojawia si¢ czgs$¢ 4.2.2.

Prosze o uzasadnienie wspdlnego traktowania nowotworu piersi i watrobiaka
zarodkowego - str. 36 - nowotwory sa tak heterogenne, ze nie bardzo widz¢ dlaczego te dwa
odrebne typy nowotworéw maja by¢ traktowane razem. Chyba Ze jest to niescistos¢
jezykowa, bo na nastgpnej stronie te nowotwory sg poréwnywane ze sobg. No i "wszystkie
dwa nowotwory" chyba nie jest wlasciwym wyrazeniem.

O ile chodzi o sprawy merytory¢zne mam watpliwosci co do poréwnywania linii
komdrkowej nowotworowej z linig kontrolna, rys. 18. Kazdy nowotwor jest inny, i co wigcej
kazda linia komdrkowa tez, na tej rycinje dla piersi linia rakowa to MCF-7, a kontrola to
MCF-12. MCF-7 to "a human breast capcer cell line with estrogen, progesterone and
glucocorticoid receptors [26]. It is derived from the pleural effusion of a 69-year-old
Caucasian metastatic breast cancer (adenocarcinoma) in 1970" a MCF-12F to "an epithelial
cell that was isolated from the mammary gland of a White, 60-year-old female donor". Nie
mozna porownywaé zdrowej tkanki jednej osoby z rakiem drugiej, podobny zarzut mam do
porownania NCI-H1703 (NCI-H1703 was derived from a stage 1 lung squamous cell
carcinoma of a 54-year-old Caucasian male smoker) z MRC-5 (the MRC-5 cell line
was derived from the lung tissue of a 14-week-old male fetus, specifically from an elective
termination). Réznice mogg wynikac z roznic osobniczych, réznic w ekspresji zwigzanej z
wiekiem, niekoniecznie z roznic nowotwor/tkanka zdrowa. Prosz¢ doktorantke o
ustosunkowanie sie do tego w czasie obrony. Cheg tez podkresli¢, ze pani mgr Staszak zdaje
sobie sprawg z ograniczen stosowania modeli linii komérkowych - wynika to z tego, co

napisata na str. 83 "...nie zawsze w prawidlowy sposob odzwierciedlaja procesy zachodzace w



Zywym organizmie, i nie zawsze... sg najlepszym modelem. Z drugiej strony sg czgsto
jedynym modelem mozliwym do wykorzystania."

Podobny zarzut mam do poréwnywania ekspresji retrogenéw w linii komorkowe;j
nowotworu watroby kury z probkami RNA z réznych narzaddéw kury - ta sama rasa? Rézne?
Ten sam wiek kur? I czy roznice nie wynikajg z tego, ze komorki w hodowli majag mnostwo
przypadkowych zmian ekspresji zwigzanych z ich pochodzeniem, pasazami czy warunkami
hodowli, a niekoniecznie z tego, ze to linia nowotworowa.

I ostatnia uwaga - cytowana na str. 89 praca Kalyana-Sundaran i wsp. (2012) nie
znajduje si¢ w spisie literatury.

Uwagi krytyczne nie zmniejszajg mojego uznania dla ogromnej ilosci pracy
wykonanej przez doktorantke. Analiza obejmuje réznicowa ekspresj¢ retrogenow w
nowotworach, ustalenie czy dany retrogen jest stary ewolucyjnie, co wystepuje u ssakow, a co
nie - moglabym to dtuzej wylicza¢, ale wyniki sa przedstawione w rozprawie doktorskiej, a
moja rolg jest ocena, a nie streszczanie.

Wracajgc do czterech przedstawionych powyzej hipotez, dla pierwszej z nich
odpowiedz na zadane pytanie to zasadniczo tak, i mlode i stare ewolucyjnie retrogeny
wykazuja zmieniong ekspresj¢ w nowotworach, ale wigkszos¢ z nich to te mlodsze,
specyficzne dla naczelnych. Nie wykazano, by retrogeny wykazujace zmieniong ekspresje w
nowotworach pochodzily gtéwnie z gendw istotnych dla procesow nowotworzenia lub byty
ulokowane w intronach takich genow. To oczywiscie jest moze bardziej skomplikowane
zagadnienie, bo ztozonos¢ procesu nowotworzenia jest tak wielka, ze ta klasa gendw
zwigzanych z procesami nowotworzenia jest bardzo duza i bardzo rozmyta. Dla trzeciej
hipotezy stwierdzono, ze regulacja ekspresji genéw rodzicielskich przez retrogeny jest czgsta,
cho¢ - co ciekawe - badania przeprowadzone in vitro dla trzech przypadkéw daty rézne
wyniki - wyciszenie ekspresji genu rodzicielskiego, brak wptywu i podwyzszenie ekspresji.
Dla ostatniej hipotezy - dla 14 retrogenéw stwierdzono, ze zmiany ich ekspresji s3 podobne w
procesie nowotworzenia i rozwoju ludzkiego tozyska.

Przeprowadzenie opisanych w rozprawie doktorskiej badan wymagato od doktorantki
opanowania nie tylko "mokrych" technik izolacji i analizy RNA, wyciszania ekspresji
retrogendw ale tez - przede wszystkim - rozwinigtych analiz bioinformatycznych. Jak dla
wielu prac opartych na duzej liczbie danych trudno stresci¢ wnioski bo sg one trochg
rozstrzelone, pewne retrogeny ulegaja zwigkszonej ekspresji w jednym typie nowotworu ale
nie w innych itp., ale chcialabym podkresli¢, ze badan tego typu jest dotychczas niewiele, a

badania pani mgr Staszak wnosza duzo nowych danych na temat ekspresji retrogenow w



réznych ludzkich nowotworach. Co wigcej, jest ona wspoétautorka 2 juz opublikowanych prac
na ten temat (w Cells i w Life). Czy na podstawie tych danych uda si¢ ustali¢ markery do
wczesnego wykrywania nowotworow trudno powiedzieé, ale jest to dziedzina, w ktérej wiele
sie dzieje i nie jest jasne jaki kierunek badan moze przynies¢ najlepsze efekty i ewentualne
zastosowania praktyczne. Badania doty¢zace ludzkich nowotworéw dotyczyty 10 réznych
typow - cho¢ tylko dla 8 udato si¢ uzyska¢ poréwnania z kontrolng zdrowa, wsrdd tych 8
znajdujg si¢ najczestsze i najbardziej grozne nowotwory takie jak rak piersi, pluc, prostaty i
jelita grubego. Interesujace sg badania zmian ekspresji retrogendw przy progresji nowotworu
- by¢ moze mogloby to w przyszlosci stanowi¢ markery progresji, cho¢ zwazywszy na
niejednorodnos¢ i ztozono$¢ nowotworéw na pewno wymaga to dalszych badan.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Klaudii Staszak spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20
lipca 2018 r. (Dz. U. 2024. poz. 1571). Zwracam si¢ wigc do Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Adama Mickiewicza o dopuszczenie pani mgr Klaudii

Staszak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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