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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Ciomborowskiej
"Functional retrogens in the human genome"

Retrotranspozycja jest jednym z istotnych procesow ksztaltujacych ewolucje eukariotycznych.
Jednym z jej "skutkow ubocznych" jest powstawanie retrokopii, czyli produktow retropozycji
genow wieloegzonowych. Uwaza sig, iz wigkszo$¢ tak powstatych sekwencji jest
niefunkcjonalna, lecz okazuje sie, iz funkcjonalne retrogeny nie sg wcale wielka rzadkoscia,
natomiast ich liczba w genomach i ewolucja sa dos¢ stabo poznane. Wlasnie badania nad
funkcjonalnymi retrogenami sg przedmiotem ocenianej rozprawy doktorskiej.

Zasadnicza czescia rozprawy sg trzy publikacje: jedna z nich to rozdziat o charakterze
artykulu przegladowego w ksiazce Evolutionary Biology — Mechanisms and Trends, a dwie
pozostate to oryginalne artykuty w bardzo dobrym czasopismie Molecular Biology and
Evolution. Poza tym rdzeniem merytorycznym praca zawiera streszczenie w jezykach polskim
i angielskim, o$wiadczenie doktorantki o jej udziale w poszczegdlnych publikacjach oraz
oéwiadczenia wspotautorow, okreslajace ich udziat w powstaniu publikacji. Z oswiadczen
tych wynika, iz udzial doktorantki w przypadku kazdej z prac byt fundamentalny, co
uzasadnia wykorzystanie publikacji jako podstawy rozprawy doktorskiej. W jednej z prac
oryginalnych p. Ciomborowska dzieli pierwsze autorstwo z dr. M. Szczesniakiem. Praktyka ta
jest powszechna w przypadku szeroko zakrojonych, wielowatkowych projektéw; moim
zdaniem nie ma zadnej przeszkody we wlaczaniu takich prac w skiad rozprawy doktorskie;.
W streszczeniu autorka omawia zwigzle zawarto$¢ trzech artykuldow stanowiacych rdzen
rozprawy. Wersja angielska napisana jest zrozumiatym jezykiem, lecz mozna w niej odnalez¢
sporo kalek jezykowych i kilka niezbyt szczgsliwych sformulowan. Rezygnacja ze wstepu,
czesto przygotowywanego w przypadku rozpraw majacych charakter cyklu publikacji, jest
tutaj catkowicie uzasadniona, gdyz rolg wstgpu odgrywa publikacja 1.

Publikacja ta to artykul przegladowy omawiajacy funkcjonalne retrogeny w genomach
zwierzat. Krétkie wprowadzenie zajmuje si¢ znaczeniem duplikacji w ewolucji genomow i
rola retropozycji w generowaniu duplikacji. Nastgpnie oméwiono dane dotyczace liczby
funkcjonalnych pseudogendw. Duze wahania w oszacowaniach wynikaja z réznorodnosci
kryteriow stosowanych przez roznych autoréw oraz braku jasnosci, ktore — jezeli w ogéle



ktorekolwiek — kryteria sg uniwersalnie uzyteczne. Z kryteriami $ci$le wiaza si¢ metody
identyfikacji omawiane w kolejnym podrozdziale. Podkreslono dominacje réznorodnych
metod bioinformatycznych, znacznie rzadziej wnioskowanie o funkcji jest weryfikowane
metodami eksperymentalnymi. Kolejnym omawianym zagadnieniem jest rola retrogenow w
ksztaltowaniu roznic miedzy gatunkami, zwlaszcza w kontekscie roli w specjacji, ktora to rola
pojawia si¢ rdwniez w podsumowaniu. W przypadku tego podrozdziatu, by¢ moze z racji
wlasnych zainteresowan, mam najwigeej watpliwosci. W szczegdIno$ci uwazam, Ze nie
przedstawiono argumentéw za bezposrednia rola retrogenow w specjacji. Natomiast
zasadnicze roznice w skladzie retrogenéw migdzy gatunkami, ktorych dywergencja nastapita
doé¢ dawno, tak jak w przypadku myszy i czlowieka ok. 90 min lat temu, nie moga by¢
uzywane jako argument, Ze ich rola w specjacji jest duza. Uwazam, ze wskazuje to raczej na
to, iz proces retropozycji zachodzi ciagle (o czym zreszta autorzy pisza), jednak czas zycia
powstalych w ten sposdb retrogendw jest czgsto krotki, co prowadzi do dywergencji sktadu
retrogen6éw migdzy liniami ewolucyjnymi, jednak nie dowodzi ich roli w specjacji,
rozumianej jako powstanie izolacji rozrodczej miedzy populacjami. Mam rowniez pewna
watpliwo$¢ co do uzytecznosci przykiadu dotyczacego retrogenu fgf4, wystgpujacego u ras
psow posiadajacych krétkie nogi. Wysoka czgsto$¢ lub utrwalenie tego retrogenu w
krétkonogich rasach wydaje sie by¢ wynikiem doboru sztucznego i w zwiazku z tym moze
nie by¢ reprezentatywna dla ewolucyjnych losow retrogenow. Jest prawdopodobne, iz w
naturalnych populacjach wariant taki bylby usuniety lub utrzymywany w niskiej czestosci
przez dobdr oczyszezajacy. Nastgpny podrozdziat omawia ewolucjg retrogenow,
zachowywanie przez nie funkcjonalno$ci i nabywanie nowych funkcji. Ostatni podrozdziat
zajmuje si¢ wzorcami ekspresji funkcjonalnych pseudogenéw, a zwlaszcza ich tkankowo-
specyficzna ekspresja, ktora ogranicza sig czgsto do jader. Podjgto tez probe wyjasnienia
obserwacji, iz u gatunkow o systemie determinacji plci XX/XY funkcjonalne retrogeny czgsto
pochodza z genéw na chromosomie X. Przedstawiono aktualne hipotezy oraz obserwacje
przemawiajace za nimi. Pracg koncza krotkie wnioski. Artykul jest interesujacy i daje dobry
przeglad zagadnien zwiazanych z identyfikacja, charakterystyka, ewolucjg i znaczeniem
funkcjonalnych retrogenéw w genomach zwierzat. Odnoszg wrazenie, iz angielski jest w
niektorych miejscach chropawy.

Publikacja 2 to praca oryginalna, dotyczaca powstania intron6w w retrogenach oraz
alternatywnego skladania transkryptow retrogenow zawierajacych introny. Praca opiera sig na
bioinformatycznej analizie porownawczej genomoéw, zawiera jednak rowniez — co zashuguje
na podkre$lenie — elementy analizy eksperymentalnej przeprowadzonej metodami biologii
molekularnej. Doktorantka skupila sig na analizach bioinformatycznych. Praca dotyczy dwu
genéw, RNF113 1 DCAF12. Pierwszy z nich wystegpuje u ssakow tylko w formie
bezegzonowej, a wiee stanowi prawdopodobnie przyktad zastapienia genu rodzicielskiego
przez retrogen. W obu tych genach u niektorych ssakow doszio do intronizacji sekwencji
egzonowej poprzez mutacje wytwarzajace miejsca donorowe i akceptorowe. Uzyskanie
nowych introndéw jest bardzo rzadkim zjawiskiem u krggowcow. Powstanie introndow
doprowadzito w obu przypadkach do alternatywnego skladania, przy czym forma z wycietym
intronem wykazuje w obu przypadkach niskq oraz bardziej tkankowo-specyficzna ekspresje.



Zwraca uwage, podobnie jak w przypadku wielu innych nowopowstatych retrogenow,
ekspresja w jadrach.

Pierwsze zdanie podrozdziatu "Evolution of introns" jest mylace, gdyz sugeruje, Ze retrogen
wystepuje u wszystkich kregowcoéw, podezas gdy chodzi tu (jak rozumiem) o biatko
kodowane przez gen RNF113A4. Nie jestem tez przekonany, Ze termin "exaptation" zostal
uzyty poprawnie. Wazna jest zasygnalizowana w konkluzjach mozliwo$¢, Ze retrogeny z
intronami moga by¢ czestsze niz przypuszezano, lecz po prostu nie szukano ich w odpowiedni
sposob, uznajac, ze — niejako z definicji — retrogeny introndw nie maja.

0 ile w przypadku publikacji 2 mozna by powiedzie¢, ze stanowi ona interesujacy opis
genomiczne;j "ciekawostki", publikacja 3 ma moim zdaniem zasadnicze znaczenie dla
genomiki porownawczej. Dotyczy ona identyfikacji "osieroconych" retrogenow (dalej OR) w
genomie czlowieka. Mianem OR okresla sig takie retrogeny, dla ktorych nie mozna odnalez¢
w genomie badanego organizmu wieloegzonowego genu rodzicielskiego. Omawiana
publikacja jest pierwsza badajaca systematycznie to zjawisko. Jak podkreslono we wstgpie,
oprocz znaczenia poznawczego w zakresie ewolucji genoméw, badania te moga mie¢ spore
znaczenie biomedyczne. A to dlatego, Ze czgsto uznaje sig, iz badania na modelach
zwierzecych odzwierciedlaja funkcjonowanie danego mechanizmu u czlowieka. Jezeli jednak
sekwencje kodujace okreslonych genow u czlowieka i zwierzgcego modelu sa podobne, ale
ich regulacja odbywa sig w odmienny spos6b, czego mozna si¢ spodziewa¢ w pordwnaniach
genéw rodzicielskich i OR, wnioski wyciagane z badan na modelach zwierzgeych beda
nieadekwatne do sytuacji u czlowieka, a nawet mylace. We wstgpie oméwiono rowniez
duplikacje jako Zrédio nowych gendw oraz duze rozbiezno$ci w oszacowaniach liczby
funkcjonalnych retrogenéw w genomach. Na koniec wstgpu autorzy podkreslaja, ze
dotychczasowe badania, oparte na zaloZeniu, ze rodzicielski gen wicloegzonowy oraz
retrogen wspotwystepuja w genomie, nie pozwalaly na identyfikacjg OR.

Materiaty i metody opisuja metodyke badan, ktdra oparta byta na poréwnaniu zbioru ludzkich
jednoegzonowych transkryptéw do ludzkich transkryptow wieloegzonowych, kurzych
transkryptow wieloegzonowych oraz sekwencji ortologéw nicienia i czlowieka. Nie
wyjasniono, dlaczego wykorzystano tylko ok. 4600 mRNA kury. Na podstawie tych danych
zidentyfikowano OR trzema metodami. Dwie pierwsze oparte byly na poréwnaniu sekwencji
czlowieka i kury oraz kontekstu genomowego, w ktorym wystepuja potencjalne OR.
Kandydatami na OR byly wigc takie jednoegzonowe geny czlowieka, ktére wykazywaty
wigksze podobienstwo sekwencji do wieloegzonowych genéw kury niz do wieloegzonowych
genéw czlowieka. Dodatkowym warunkiem bylo wystgpowanie w ich sasiedztwie w genomie
czlowieka innych gendw niz w sasiedztwie genow wieloegzonowych (w domysle
rodzicielskich) w genomie kury (konsekwencja retropozycji). Co ciekawe, jak wynika z
Materialéw i Metod, stwierdzono takie pary jednoegzonowy gen ludzki-wieloegzonowy gen
kurzy, ktére wystepowaly w takim samym lub podobnym kontekscie genomowym. Sugeruje
to, iz mozliwe sa inne mechanizmy utraty intronéw niz retropozycja. Zasygnalizowano to taka
mozliwosé rowniez w dyskusji. Szkoda, ze w catej pracy doktorskiej nie ma informacji o
znanych lub potencjalnych mechanizmach utraty intronéw innych niz retropozycja. Trzecia
metoda oparta byla na identyfikacji w kolekcji ortologéw cziowiek-nicien takich genow, ktore
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maja jeden egzon u czlowieka, a co najmniej dwa u nicienia. Kandydaci zidentyfikowani
przez zastosowanie omowionych wyzej metod zostali dalej zweryfikowani manualnie, celem
odroznienia rzeczywistych OR od falszywie pozytywnych wynikow. Aby sprawdzi¢, kiedy
powstaly zidentyfikowane w ten sposdb "osierocone" retrogeny oraz kiedy doszlo do utraty
genow rodzicielskich, przeszukano genomy kilku gatunkow kregowcdw oraz Drosphila
melanogaster pod katem wystepowania OR oraz ich genéw rodzicielskich. Dodatkowe
analizy obejmowaty okreslenie tkankowej specyficznoscei ekspres;ji zidentyfikowanych OR
metoda PCR czasu rzeczywistego oraz identyfikacj¢ miejsc wigzania microRNA i czynnikoéw
transkrypcyjnych, a takze obliczenie stosunku tempa podstawiefl niesynonimowych do tempa
podstawien synonimowych.

Zidentyfikowano lacznie 25 OR, z czego najwigcej wykryla metoda oparta na poréwnaniu
ortologow czlowieka i nicienia. Zwraca uwagg wysoka czesto$¢ wynikow falszywie
pozytywnych w metodach opartych na poréwnaniu genéw czlowieka i kury. Te falszywie
pozytywne wyniki przypisano w wigkszosci bledom w anotacji genomu kury i wystgpowaniu
niezsekwencjonowanych lub zle zlozonych regiondw w tym genomie. Stwierdzono, iz
wickszo§¢ OR powstata dawno, a do utraty genu rodzicielskiego doszlo czgsto na tej samej
galezi ewolucyjnej. Trudno si¢ jednak zgodzi¢ ze stwierdzeniem o niemal natychmiastowej
utracie genu rodzicielskiego w takiej sytuacji, gdyz dlugo$ci galezi czgsto wynoszg po
kilkadziesiat lub wigcej milionéw lat, tak wigc analiza nie ma wystarczajacej rozdzielczosci,
by uzasadni¢ takie stwierdzenie.

Wyniki oméwione w podrozdziale "Disease Association" sa moim zdaniem uspokajajace w
kontekscie badan biomedycznych z wykorzystaniem modeli zwierzgcych, poniewaz sytuacje,
w ktorych potencjalne ortologi miedzy gatunkami ssakow sa tak naprawde parami gen
wieloegzonowy — "osierocony" retrogen sa stosunkowo rzadkie. Stwierdzono wysoki stopien
ewolucyjnej konserwacji OR. Wydaje mi si¢, Ze ta obserwacja moze by¢ konsekwencja
metody identyfikacji OR. Ot6z wigkszos¢ (16 z 25) OR zidentyfikowano w poréwnaniu
czlowiek-niciefi, co sugeruje, Ze juz na tym etapie OR byty wzbogacone w geny o wolnym
tempie ewolucji, gdyz oczekiwalbym, iz zestaw ortologow czlowiek-nicien bedzie zawierat
przewage wolno ewoluujacych gendéw w stosunku do $redniej ogélnogenomowej. Stad nie
jest niespodzianka obserwacja, ze tempo ewolucji mierzone stosunkiem Ka/Ks tych genow
migdzy mysza a czlowiekiem jest nizsze niz $rednie tempo w pordwnaniach wszystkich par
ortologdw mysz-czlowiek. Kolejna czgécia wynikow jest szczegblowa analiza przypadku
genu CHMPIB, dla ktorego znaleziono §lady genu rodzicielskiego w genomie czlowieka.
Analiza ekspresji wykazala, iz wszystkie zidentyfikowane OR charakteryzuja sig szerokim
spektrum ekspresji, a w Zadnym wypadku ich ekspresja nie jest ograniczona do jader, co jest
czesta obserwacja w przypadku funkcjonalnych retrogendw.

Dyskusja omawia znaczenie uzyskanych wynikow w szerokim kontekscie, podkreslajac, iz
zaprezentowana analiza jest pierwsza tego rodzaju, co czyni ja pionierska, lecz jednoczesnie
utrudnia interpretacje ze wzgledu na brak mozliwosci porownania z wynikami innych badan.
Mam tutaj dwa komentarze, w ktorych nie staram si¢ podwazy¢ wnioskéw autordéw, a tylko
sugeruje mozliwosé¢ innego rozlozenia akcentow. Otoz po pierwsze, jak autorzy slusznie
zauwazaja, OR sa wyjatkowe wéréd funkcjonalnych pseudogenow, gdyz w genomie brak jest
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genu rodzicielskiego. Dlatego funkcja genu rodzicielskiego, jezeli zostata zachowana, w
calo$ci przeszla na OR. Z tego powodu trudno sig spodziewac u OR takich cech, jak
ograniczona do jader ekspresja czy ostabienie doboru oczyszczajacego. Po drugie, wnioski dla
stosowania kregowcow, a szczegdlnie ssakow jako modeli w biomedycynie, jakie wynikajg z
przedstawionych wynikow, sa moim zdaniem krzepiace (patrz tez wyzej), gdyz sytuacje, w
ktorych retrogen zastapit gen rodzicielski, sa bardzo rzadkie, mimo wysokiego tempa
retropozycji u ssakow. Wiekszo$¢ takich przypadkéw zaszta na dawnych etapach ewolucji
zwierzat, a przynajmniej przed powstaniem owodniowcow.

W rozprawie brakuje odniesienia do debat na temat pochodzenia, pojawiania sig i utraty
intronéw w kontekscie ewolucji genomow. Mysle, Ze tego typu rozwazania, na ktore raczej
nie ma miejsca w pracach oryginalnych, mogty znalez¢ si¢ w artykule przegladowym lub
przynajmniej w streszczeniu.

Jak wida¢ z tresci recenzji, nie znalaztem w ocenianej pracy wielu uchybien, a wigkszo$¢
uwag dotyczy interpretacji i ma charakter polemiczny. Nie powinno to dziwi¢, gdyz w
przypadku doktoratow skladajacych sie z opublikowanych prac, przeszty one wczesniej przez
proces rygorystycznych recenzji przeprowadzanych przez specjalistow. Nie zwalnia to
oczywiscie recenzenta od wnikliwego zapoznania sig z publikacjami i wychwycenia
ewentualnych bledow, lecz w omawianym przypadku z przyjemnoscia stwierdzam, Ze nie
bylo ich wiele. Podsumowujac, uwazam Ze oceniana rozprawa jest przykiadem badan z
zakresu genomiki porownawczej na bardzo dobrym migdzynarodowym poziomie. Prace
wechodzace w jej sklad maja szanse na state wej$¢ do $wiatowej literatury w tej dziedzinie.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez ustawe z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (wraz z pézniejszymi zmianami) i wnioskujg o
dopuszczenie Pani mgr Joanny Ciomborowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego;
jednocze$nie wnioskujg do Rady Wydziatu Biologii UAM o nagrodzenie pracy.
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