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Poznan, 22.07.2020
Dr hab. Marta Olejniczak, prof. ICHB PAN

Zaktad Inzynierii Genomowej

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Reginy Kubiak zatytutlowanej
,Udziat retrokopii genéw kodujacych biatka w ksztattowaniu

genomu, transkryptomu i proteomu cztowieka"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Instytucie Biologii i
Ewolucji Cztowieka Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod

kierunkiem prof. dr hab. Izabeli Makatowskiej.

Rozprawa doktorska obejmuje zbi6r pigciu spéjnych tematycznie artykutéw naukowych
opublikowanych w latach 2015-2020, z ktérych trzy to prace eksperymentalne a dwie przeglagdowe.
Na uwage zastuguje fakt, ze prace s opublikowane w dobrych czasopismach naukowych, a w dwoch
artykutach Pani mgr Magdalena Kubiak jest pierwsza autorka. Tematyka badawcza rozprawy
doktorskiej wpisuje sie w zagadnienia realizowane z duzym powodzeniem w zespole Pani Promotor,
dotyczace zjawiska retrotranspozycji i jej funkcji ewolucyjnej. Rozprawa doktorska sktada sie ze Spisu
tredci, listy publikacji, streszczenia, krotkiego 10 stronicowego wprowadzenia, o$wiadczenia
Doktorantki i wspétautoréw prac dotyczace ich udziatu w poszczegolnych publikacjach oraz kopii
publikacji. Cho¢ opracowanie zawiera zasadniczo wszystkie informacje niezbedne w rozprawie
doktorskiej, to wyodrebnienie w rozdziale ,Wprowadzenie” czgsci: wstepu, celu badan, opisu badan i

dyskusji poprawitoby jasno$¢ opisu wynikéw pochodzacych ze zbioru az pieciu artykutéw naukowych.

Mimo ze od poznania sekwencji genomu czfowieka mineto juz 20 lat wciaz skrywa on wiele
tajemnic. Naukowcy prébuja zrozumiec znaczenie i pochodzenie wielu sekwencji, w tym retrokopii,
uwazanych kiedys za ,$mieciowy” DNA. Dzis wiadomo, ze przynajmniej czes$¢ z nich to funkcjonaine

kopie genéw rodzicielskich, niezwykle istotne z punktu widzenia ewolucji genomow. Gidwnym celem



badan realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej byta analiza wptywu retrokopii genéw
kodujacych biatka na genom, transkryptom i proteom cztowieka. Cele szczegétowe obejmowaty (i)
analize¢ wplywu retrotranspozycji genéw na ksztattowanie réznic miedzygatunkowych, (ii) badanie
zmiennosci retroduplikacji w zréznicowanych geograficznie populacjach ludzkich oraz (iii) funkcji

petnionych przez retrokopie w genomie cztowieka.

Choc retrogeny posiadajg pewne cechy charakterystyczne, takie jak brak intronéw, obecnos¢
ogona poli-A i powtérzen oskrzydlajacych region insercji, ich identyfikacja w genomach i
potwierdzenie ekspresji nie jest tatwe. Poprzez poréwnanie sekwencji znanych gendw zespot pod
kierunkiem prof. Makatowskiej zidentyfikowat ok. 90 tysiecy retrokopii w genomach 99 gatunkéw i
stworzyt baze danych RetrogeneDB. Co ciekawe, ok. 30% zidentyfikowanych retrokopii to
potencjalnie funkcjonalne retrogeny. W ramach dalszych badar autorzy potwierdzali ekspresje
retrokopii kilkoma metodami: poprzez analize dostepnych danych z baz RNAseq; mapowanie
sekwencji EST (ang. Expressed Sequence Tags) do genomow referencyjnych, oraz dla wybranych
sekwencji wykonano analizy eksperymentalne, takie jak PCR, badanie aktywnosci polimerazy Il RNA
(ChiP-Seq) i okreslenie potencjalnych miejsc startu transkrypcji (CAGE). Udziat Pani mgr Magdaleny
Kubiak w tyéh badaniach polegat na optymalizacji i przeprowadzeniu analiz PCR dia 51 ludzkich i 11
mysich retrokopii. Niestety zaréwno w rozprawie doktorskiej jak i w publikacji wyniki tych badan oraz
opis metodologii nie zostat przedstawiony. W zwigzku z tym pojawiajg sie pytania dotyczace
zastosowanych kontroli, jakosci wynikéw? Czy byt to tradycyjny PCR na matrycy genomowego DNA,
mowiacy jedynie o obecnosci okreslonej sekwencji w genomie, czy jak mozna sie domysli¢ analiza
ekspresji metoda RT-PCR (PCR na matrycy cDNA), czy moze PCR w czasie rzeczywistym (qRT-PCR)?
Poniewaz retrokopie ulegaja ekspresji na niskim poziomie oraz s trudne do analizy ze wzgledu na
specyfikg tych sekwencji, prosze o komentarz dotyczacy zalet i wad metod stuzgcych do analizy ich
ekspresji. Prosze o poréwnanie wynikéw metod zastosowanych w publikacji, czy byty zgodne i ktora z

nich jest wg Autorki najlepsza?

Podsumowuijac te cze$¢ rozprawy, mgr Magdalena Kubiak potwierdzita eksperymentalnie
ekspresje 62 retrokopii adnotowanych w genomie cztowieka lub myszy. Obejmowaty one zaréwno
znane jak i nowe retrokopie, wytypowane metoda przewidywar bioinformatycznych. Co ciekawe,
czgs¢ analizowanych retrokopii wykazywata specyficznosé gatunkowa. Wyniki tych analiz postuzyty do
rozbudowy i aktualizacji bazy danych RetrogeneDB, i zostaty opublikowane w czasopismie Database

w pracy pt. ,RetrogeneDB- a database of plant and animal retrocopies”.



Kolejnym etapem badari mgr Magdaleny Kubiak byta analiza zmiennodci genetycznej w
postaci utraty retrokopii w obrebie wybranych populacji ludzkich. Polimorfizm retrokopii jest
ziawiskiem czestym ale réwnoczesnie trudnym do badania. Szczegdlnie trudnym do analizy jest
polimorfizm zwigzany z utraty retrokopii, poniewaz w przypadku wzglednie duzej czestosci jego
wystepowania w obrebie réznych populacji moze by¢ on wynikiem zaréwno utraty retrokopii jak i
nowej retrotranspozycji. W ramach pracy doktorskiej mgr Magdalena Kubiak weryfikowata
eksperymentalnie obecnosé 5 nowych retrokopii w genomach, pochodzgcych od zréznicowanych
geograficznie przedstawicieli populacji ludzkich. Wykazata zmiennos¢ miedzypopulacyjng trzech z
nich i w wyniku analiz poréwnawczych sekwencji cztowieka, goryla i szympansa wykazata, ze
polimorfizm tych retrokopii wynika z ich utraty w niekt6rych populacjach. W ramach projektu
przeprowadzono réwniez analizy bioinformatyczne, ktére pozwolity na identyfikacje aktywnych
transkrypcyjnie retrokopii, ktére ulegaty delecji w niektérych populacjach ludzkich i byty zachowane
ewolucyjnie. Zadaniem Pani Mgr Magdaleny Kubiak byta eksperymentalna walidacja ekspresji 11 z
nich w 16 tkankach ludzkich. W tym celu wykorzystata metode RT-PCR oraz qRT-PCR, a produkty
amplifikacji byly sekwencjonowane w celu potwierdzenia specyficznosci amplifikacji. Z powodow
technicznych ilosciowa metoda qRT-PCR byta zastosowana jedynie w przypadku pigciu retrokopii. Co
ciekawe, cze$¢ wynikéw nie byta zgodna, np. dlaczego dla retro_hsap_3468 w niektérych tkankach
nie obserwuje sie ekspresji w qRT-PCR? Zjawisko utraty retrokopii i jej funkcjonalne implikacje s3
réwnie ciekawe jak sama retrotranspozycja. Autorzy wykazali, ze aktywne, zachowane ewolucyjnie
retrokopie ulegty delecji w bardzo matej frakgji alleli, co moze $wiadczy¢ m.in. o ich ukierunkowanej
selekgji i byé moze waznej funkcji. Czy dzi§ wiemy wiecej o funkji tych konkretnych retrokopii?

Podsumowuijac te cze$¢ badan, mgr Magdalena Kubiak przyczynita sig¢ do identyfikacji i
gtebszej charakterystyki polimorfizmu utraty retrokopii w obrgbie populacji ludzkich. Wyniki badar
opublikowano w czasopismie Plos Genetics w artykule pt. “Inter-population differences in retrogene

loss and expression in humans” i wigczono do bazy RetrogeneDB.

Analiza funkcjonalna retrokopii to kolejny wazny element rozprawy doktorskiej, a jego
opracowanie zostato poprzedzone przygotowaniem ciekawej i wyczerpujacej pracy przegladowe;j pt.
“protein-Coding Genes, Retrocopies and Their Functions” opublikowanej w czasopi$mie Viruses. W
kolejnym etapie Doktorantka wykorzystata dane zdeponowane w bazie RetrogeneDB do
poszukiwania funkcji retrokopii (wyrazanych na poziomie biatka, RNA i DNA), takich jak kodowanie
biatek, krétkich peptydéw, transkryptéw antysensowych, czy kompetytywnych RNA (ceRNA).
Zidentyfikowata wiele potencjalnie funkcjonalnych retrokopii. Prosze o omdowienie podczas obrony w
jaki spos6b byty przeprowadzone te analizy i jakie parametry decydowaty o uznaniu, ze retrokopia

ma potencjalng funkcje lub nie. Powyzsze badania ujawnity nowa grupe 117 ,niekodujacych”



retrokopii, ktére mogg ulegac translacji; 181 retrokopii mogacych funkcjonowaé jako ceRNA oraz
setki potencjalnych transkryptéw antysensowych. W wyniku analizy transkryptéw fuzyjnych
Doktorantka wysuneta hipoteze, ze retrokopie, ktére nie ulegajg ekspresji rowniez moga miec istotny
wplyw na ksztaft transkryptomu. Wyniki te stwarzaja pole do ciekawych badan funkcji retrokopii w
tworzeniu nowych mechanizméw regulatorowych, Sciezek oddziatywari zarébwno w wymiarze
organizmu jak i ewolucji gatunkéw. Ciekawym aspektem w kontekscie funkcjonalnosci retrokopii jest
ich tkankowo-specyficzna vs konstytutywna ekspresja (Tabela nr 1). Czy na forme ekspresii i jej site
ma wptyw lokalizacja genomowa retrokopii? Czy istnieje korelacja miedzy ekspresjg retrokopii a
ekspresjg ich ,gospodarzy” czy ,sasiadujacych” genéw? Czy retrokopie ulegajace ekspresji np. w
trzustce majg cechy wspdlne? Wyniki tej czesci rozprawy zostaty opublikowane w czasopiémie Genes
w pracy pt. ,Complex analysis of retroposed Genes’ Contribution to Human Genome, Proteome and
Transcriptome”. Z o$wiadczenia Doktorantki o jej procentowym udziale w przygotowaniu pracy
wynika, ze byta ona gtéwnym wykonawca tych badan (udziat oszacowany na 70%) i jest to kluczowa

czesc¢ rozprawy doktorskiej.

W ostatniej pracy, wchodzacej w skfad rozprawy doktorskiej mgr Magdalena Kubiak
podsumowata stan wiedzy na temat molekularnych podstaw dziatania naturalnych transkryptéw
antysensowych w chorobach cztowieka. Zebrata réwniez informacie na temat baz danych
transkryptow antysensowych. Jest to ciekawe i wartosciowe opracowanie, bedace naturalnym
uzupetnieniem badan funkcji retrokopii i $wiadczacym o szerokiej wiedzy Doktorantki z zakresu
regulatorowych RNA. Wyniki tych analiz opublikowano w artykule przegladowym pt. ,Natural
antisense transcripts in diseases: from modes of action to targeted therapies” w czasopiémie WIREs

RNA.

Whnioski koricowe:

Podsumowujac, Doktorantka podjetfa si¢ bardzo ciekawego i trudnego tematu badawczego.
Zrealizowata wszystkie postawione sobie cele. Potgczyta w swoich badaniach zaawansowane analizy
bioinformatyczne z metodami eksperymentalnymi, a takie umiejetnosci sa niezwykle cenne przy
coraz szerszym stosowaniu analiz  wysokoprzepustowych. Choé zastosowane metody
eksperymentalne zaliczy¢ moina do podstawowych technik biologii molekularnej ich dobér jak i

jakos¢ wykonania nie budzi zastrzezen.



W zwigzku z tym stwierdzam, e przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pt. ,Udzial
retrokopii gendw kodujqcych biatka w ksztaftowaniu genomu, transkryptomu i proteomu
czlowieka” w peini odpowiada warunkom stawianym pracom doktorskim i zwracam sie do Rady
Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani
mgr Magdaleny Kubiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage, ze wyniki
badan stanowig istotny wkiad w rozwdj badar nad funkcja retrokopii i zostaty opublikowane w

postaci pieciu artykutow naukowych, wnioskujg o wyréznienie tej pracy doktorskiej.

Lot %_ﬂm@f/’;

Marta Olejniczak
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