Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Ciomborowskiej pt.
wFunkcjonaine retrogeny w genomie czlowieka”

[Functional retrogenes in the human genome|

Praca doktorska mgr Joanny Ciomborowskiej dotyczy niezwykle interesujacych zagadnien
zwigzanych z wystepowaniem i ewolucja funkcjonalnych retrogenow w genomie czlowieka.
Prowadzone przez minione dwadziescia lat badania zmienily pierwotny poglad na kopie genow
powstajace w wyniku retropozycji, tj. odwrotnej transkrypcji mRNA i wbudowania ¢cDNA w
sekwencje genomowsa. Retrokopie, przez wiele lat nazywane ,,$mieciowym”™ DNA, obecnie
uznawane sg za ,,ziarna ewolucji” i intensywnie badane. Wiedza na temat powszechnosci ich
wystepowania, ewolucji i roli w genomie jest jednak nadal niewystarczajaca. Praca mgr
Ciomborowskiej doskonale wpisuje si¢ w nurt badan dotyczacych proceséw ewolucyjnych
zwigzanych z powstawaniem funkcjonalnych retrogendw i ich roli w genomie czlowieka.

Przedlozona do oceny dysertacja jest, w rozumieniu nowej procedury przewodu
doktorskiego, osiagnigciem naukowym, na ktére sklada sie spojny tematycznie zbidr trzech
anglojezycznych artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych. Jedna z publikacji to
praca przegladowa przedstawiajaca dotychczasowy stan wiedzy na temat funkcjonalnych
retrokopii (retrogen6w) w genomach zwierzgcych; dwie pozostate to prace oryginalne opisujace
nowatorskie analizy i wynikajace z nich odkrycia dotyczace dwoch stabo poznanych zjawisk:
powstawania intronéw w retrogenach oraz wystgpowania w genomie funkcjonalnych retrokopii
pozbawionych swoich ,rodzicielskich” genéw wieloeksonowych (tzw. osieroconych
retrogendw).

W dysertacji przedstawione zostaly wymagane ustawowo os$wiadczenia wspotautordw,
okreslajace ich role w przygotowaniu trzech publikacji stanowiacych podstawe osiagnigcia
naukowego. Pozycja p. Ciomborowskiej jako pierwszego lub réwnorzg¢dnego autora w tych
publikacjach pozwala wnioskowaé, ze Jej wklad w wykonanie prac i przygotowanie publikacji

byl znaczacy. Cickawa bylaby dodatkowa informacja ..ilosciowa”, na ile Doktorantka okre$la w

przyblizeniu swéj procentowy udzial w powstaniu tych prac, zaréwno na etapie analiz jak i

redagowania manuskryptow.

Praca przegladowa [opublikowana w 2012 r. jako rozdzial w Evolutionary Biology —
Mechanisms and Trends], w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem, stanowi rzetelne
omowienie stanu wiedzy w zakresie funkcjonalnych retrogenow w genomach zwierzecych,
oparte o aktualna i trafnie dobrana literatur¢ (ponad 70 pozycji, od prac ,historycznych™ do prac

22011 r.). We wstepie przedstawiona zostata zwiezla charakterystyka procesu duplikacji genow
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na drodze retropozycji, omoéwione cechy charakteryzujace retrokopie gendw rodzicielskich oraz
podane przyktady funkcjonalnych retrokopii (retrogenéw) w genomach réznych organizmow. W
rozdziale traktujacym o liczbie retrogenéw w genomach zwierzgcych wyjasnione zostaly
przyczyny rozbieznosci wynikéw uzyskiwanych przez réznych autoréw. Osobny rozdziat
poswigcony jest metodom identyfikacji retrokopii i retrogendw. Stusznie podkreslono stabe
strony niektorych kryteriow stosowanych w takich analizach. Na przyklad, zachowanie
nietknigtej otwartej ramki odczytu (ORF) nie jest koniecznie jezeli retrogen petni nowa funkcje
(np. gabki mikroRNA); z kolei w przypadku sekwencji EST (expressed equence tag) trudno$é
moze stanowi¢ réznicowe przypisanie ich do genu rodzicielskiego albo retrogenu.

W kolejnym rozdziale, dotyczacym roli retrogen6w w tworzeniu r6Znic
miedzygatunkowych, podkre§lona zostata, wynikajaca z badan ogdlnogenomowych i z analiz
poszczegblnych retrogendw, gatunkowa specyficznosé wigkszosci retrokopii, w tym
funkcjonalnych retrogenéw. W rozdziale dotyczacym ewolucji retrogenéw, omoéwiono rézne
scenariusze nabywania przez retrokopie zdolnosci do ekspresji i rozne typy funkcjonalizacji
retrokopii. Na koncu pracy przegladowej przedstawione zostaly rézne hipotezy wyjasniajace
odmienng niz w genach rodzicielskich tkankowa specyficzno$¢ ekspresji funkcjonalnych
retrokopii.

Praca przegladowa $wiadczy o dobrej znajomosei tematu funkcjonalnych retrogenéw i

umigjetnoscei logicznego przedstawienia ztozonych zagadnien. W swietle wykorzystania tej pracy

jako rodzaju teoretycznego wstepu do dysertacji. zabraklo jednak szerszego opisu aspektéw

tematyki wymagajacych wyjasnienia i dalszych badan. opisu mogacego stanowi¢ zapowiedz

prac oryginalnych przedstawionych w_cyklu publikacji. Takiego akapitu. stanowiacego

rozwiniecie przestanek podjgcia badan, brakuje takze w streszczeniu poprzedzajacym zalaczone

publikacje.

Dwie prace oryginalne [opublikowane w Mol. Biol. Evol. w latach 2011 i 2013] majg uktad
typowy dla artykuléw w czasopismach naukowych. Kazda zawiera krotki wstep, opis stosowanej
metodyki badan, obszerne przedstawienie uzyskanych wynikéw i dyskusje stanowiaca
omowienie wynikow w odniesieniu do szerokiej, wlasciwe dobranej i aktualnej literatury.

Pierwsza z prac, w ktorej Doktorantka dzieli pierwsze autorstwo z dr Szczesniakiem,
poswigcona jest zjawisku intronizacji sekwencji eksonowych w ludzkich retrogenach. Zjawisko
takie nie byto dotad udokumentowane i opisane w genomach ssakoéw. W badaniach dotyczacych
retropozycji sekwencji rodzicielskich genéw RNFI113 i DCAFI2, autorzy znalezli — poza
typowymi jednoeksonowymi retrogenami (RNF1134 i DCAFI12L1) — funkcjonalne retrokopie
zawierajace introny (RNF113B i DCAFI2L2). Analiza genomu wielu gatunkéw pozwolita na

ustalenie ewolucyjnego pochodzenia tych retrogenéw w réznych liniach. Zidentyfikowano jeden
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przypadek intronizacji w specyficznym dla naczelnych retrogenie RNF/13B i dwie niezalezne
intronizacje w retrogenie DCAFI2L2 — jedng wspdlna dla naczelnych i gryzoni, druga obecng
tylko u gryzoni. Na podstawie analizy sekwencji RNFII/3B zaproponowano mechanizm
intronizacji, tj. mutacje tworzace miejsca splicingowe w sekwencji eksonowej powigzane z
wilaczeniem sekwencji LINEI i Alu na koncach retrogenu. W przypadku retrogenu DCAF2L1
duza dywergencja sekwencji retrogenu i genu macierzystego nie pozwolita na wyjasnienie
mechanizmu intronizacji. Autorzy podaja, ze wykryte warianty sa pierwszym opisanym w
literaturze przykladem intronizacji w retrogenie u ssakow. W_przypadku retrogenu RNF1/3B,

powiazanie pojawienia sie¢ intronu z eksonizacjg sekwencji LINE1 wbudowanej na koricu 3’
retrogenu budzi niejaka watpliwos¢ co do autentycznosci zjawiska intronizacji definiowanego

jako przeksztalcenie w_intron zakonserwowanej sekwencji eksonowej: nie mozna bowiem
wykluczyé, ze przyvpadek ten reprezentuje nabycie intronu poprzez przylaczenie nowego eksonu,

a ten mechanizm jest znany i byl wezesniej opisywany.

Badanie profilu ekspresji pozwolilo dodatkowo stwierdzi¢, ze retrogeny RNFI1I3B i
DCAF12L2 ulegaja alternatywnemu splicingowi; warianty bez intronow ulegaja ekspresji w
wielu tkankach, natomiast warianty z intronem (mlodsze ewolucyjnie) wykazuja tkankowo-
specyficzng ekspresje¢ w jadrach, zgodna z wzorem ekspresji wielu retrogenéw. Dodatkowg
interesujaca obserwacja jest kierunek retropozycji omawianych sekwencji, z autosoméw na
chromosom X; kierunek ten swiadczy on o tym, ze preferencyjna ekspresja retrogenow w
jadrach moze wynika¢ z hipertranskrypcji w komorkach gametogenicznych a nie z
zabezpieczenia przed mejotyczna inaktywacjg chromosomu X w spermatogenezie.

Pewne zastrzezenia budzi jako$é Ryc. 4. Wedlug opisu w tekscie, forma RNFII3B z

zachowanym intronem ulega ekspresji we wszystkich badanych tkankach: tymczasem na dolnym

panelu produkty o dlugosci 295 pz sa niewidoczne w sciezkach reprezentujacych mozg,

miesnie, jadra i leukocyty.

Na str. 286 publikacii ($1. 1.9) wystapil blad w nazwie retrogenu (Rps23rl1 > Rps23rel).

Druga publikacja oryginalna, w ktérej mgr Ciomborowska jest pierwszym autorem,
opisuje badania, ktore pozwolily na zidentyfikowanie w ludzkim genomie retrogenow nie
posiadajacych swoich odpowiednikow w postaci wieloeksonowych genoéw rodzicielskich. W
wyniku zastosowania kilku réwnolegtych metod analitycznych (poréwnanie podobienistwa
sekwencji genow czlowieka i kury; analiza potozenia porownywanych sekwencji w genomie;
analiza struktury ortologéw czlowieka i C. elegans) zidentyfikowanych zostalo 25 takich
.osieroconych” retrogendw, przy czym cztery z tych genow wykryto kazda z opisanych metod.
Rycina przedstawiona jako material dodatkowy, na ktdrej przedstawiono pordwnanie struktury

osieroconych retrogenéw i ortologdw ich wieloeksonowych odpowiednikow, dowodzi, ze w
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retrogenach zostata zachowana struktura wigkszosci eksonow obecnych w genach rodzicielskich.

W rycinie tej brakuje wyjasnienia koloréw (kolor czarny/czerwony — nowe sekwencie kodujace

dotaczone do konca lub w $rodku sekwenciji pochodzacej z genu rodzicielskiego: co oznacza

czarny odcinek w $rodku genu KTI12?); nie wyjasniono tez znaczenia wartosci %: by¢é moze jest

to % sekwencji kodujacej genu w retrogenie i retrogenu w_genie: nie wiadomo jednak. czy
pordwnanie dotyczy dlugosci czy sekwencji; aminokwasow czy nukleotydow?

Analiza z uzyciem bibliotek ludzkiego ¢cDNA z réznych tkanek pozwolita na okreslenie
wzoru ekspresji ludzkich osieroconych retrogenéw. Analiza wystgpowania tych retrogendéw i
ortologéw ich genéw rodzicielskich w siedmiu innych gatunkach pozwolita na zaproponowanie
filogenetycznego drzewa opisujacego ewolucje tych sekwencji. Stosunek Ka/Ks sugeruje, ze
wigkszos¢ osieroconych gendw pozostaje pod wpltywem silnej selekeji oczyszczajace;.

Szeroki zakres ekspresji osieroconych retrogenow (w wielu tkankach i organach, w
opozycji do wybiorczej ekspresji wigkszosci retrogendw, ograniczonej do jader) wydaje sig
wspiera¢ sugerowana przez Autorow teori¢ o przejeciu przez osierocone retrogeny funkeji
gendw rodzicielskich. Z drugiej strony, analiza otoczenia sekwencji retrogenu CHMPIB, ktéry u
cztowieka jest retrogenem osieroconym, natomiast u myszy wspdlistnieje z wieloeksonowym
funkcjonalnym genem rodzicielskim, wykazata, Ze retrogeny w obu gatunkach posiadaja w
swoim bezposrednim sasiedztwie wspolne sekwencje regulatorowe, odmienne od tych, ktére
znajduja si¢ w regionach 5’ i 3’ genu rodzicielskiego u myszy. Obserwacja, ze retrogeny w obu

gatunkach moga byé regulowane w sposob podobny, lecz inny niz gen rodzicielski, wydaje si¢

$wiadezy¢ o subfunkcjonalizacji tych retrogenow. W_sumie, opisane wyniki nie dostarczaja

niezbitego dowodu na to. ze istnienie osieroconych retrogenow wskazuje na zastapienie

istniejacej funkcji. a nie na subfunkcjonalizacje potaczong z zanikiem funkcji ,.rodzicielskiej”.

Autorzy zdaja sobie z tego sprawe (vide rozdzial o asocjacji z chorobami oraz ostatnia strona

dyskusji), ale w zwiazku z tym powinni nieco ostrozniej formulowaé stwierdzenia o

zastepowaniu gendw rodzicielskich przez retrogeny. W tym kontekscie cieckawe byloby na

przyvklad zbadanie fenotypowego efektu wyciszenia genu rodzicielskiego w gatunkach, gdzie

geny rodzicielskie sa nadal obecne: czy Autorzy rozwazali mozliwos¢ badania wyniku

knockoutu genu CHMPI u myszy?

W rycinie 4 nastapita omylkowa zamiana podpisow (A<> B).
Historia ewolucyjna osieroconych retrogenow wskazuje, ze najwigksza ich ilos¢ powstata
na stosunkowo wezesnych etapach ewolucji zwierzat. Wedlug Autoréw jest to zaskakujace, gdyz

wiadomo, ze retropozycja byla szczegdlnie intensywna u ssakow. Tymczasem. powstawanie

osieroconych retrogenéw jest wynikiem nie tyle intensywnosci retropozycji, ile procesu

zanikania funkcjonalnych genow rodzicielskich; dla lepszego zrozumienia tego procesu wazne

byloby okreslenie roli retrogendw w ostabieniu selekcji gendéw rodzicielskich.
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Inne powigzane z tym pytanie dotyczy czasu od powstania retrokopii do zaniku genu

rodzicielskiego. Drzewo filogenetyczne przedstawione w publikacji sugeruje wzgledng czasowa

bliskoé¢ tych dwodch proceséw. Ta bliskos¢é moze by¢ jednak jedynie pozorna. wynikajaca z

wyboru przedstawionych na tym drzewie taksondéw. Analiza innych gatunkow, zwlaszeza wsrod

bezkregowcoéw, pozwolitaby zapewne na znalezienie taksonéw posiadajacych zaréwno gen
wieloeksonowy jak i osierocony u cztowieka retrogen (tak jak dla mtodego retrogenu CHMPI u

myszy) i dokladniejsze okredlenie, kiedy w ewolucji nastapil zanik funkcji poszezegolnych

gendw rodzicielskich i jak silna byla konserwacja sekwencji kodowanych biatek.

Inna interesujaca obserwacja przedsyawiona w opublikowanej pracy dotyczy zwiazku
pomigdzy wiekiem retropozycji i intensywnoscia/zakresem ekspresji; odwrotnie do oczekiwan,
najmtodsze z osieroconych retrogendw (retropozycja u przodka zwierzat cieplokrwistych)
wykazuja najsilniejsza i najszersza ckspresje. Czes¢ dyskusji poswiecona jest omoéwieniu
znaczenia badan funkcjonalnych retrogenow w genomie cztowieka dla medycyny. Autorzy
slusznie zauwazaja, ze istnienie osieroconych retrogenéow oraz niezalezne powstawanie
retrogenéw w roznych liniach ewolucyjnych wymaga duzej ostroznosci w kwestii przelozenia
wynikéw z organizméw modelowych na organizm ludzki. W sumie, publikacja prezentuje
bardzo ciekawe informacje dotyczace udziatu retrokopii w ewolucji genomow, mogace stanowi¢

podstawe dalszych badan naukowych.

Dotaczony do trzech publikacji tekst obejmuje 6-stronicowe streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, opisujace pokrétee stan wiedzy w zakresie tematu pracy oraz opublikowane wyniki

i plany badawcze. W streszczeniu tym, podobnie zreszta jak w publikacjach. daje si¢ zauwazy¢

brak konsekwencji w nomenklaturze dotyczacej tematu. Jest to po czgsci usprawiedliwione

faktem licznych biologicznych odstgpstw od ogélnego schematu, jednak konsekwentne
zdefiniowanie i rozlaczne stosowanie (przynajmniej w obrebie dysertacji) okreslen: ,,retrokopia”,
retrogen (funkcjonalna retrokopia)”, ,retropseudogen”, utatwitoby zrozumienie o czym w danej
chwili jest mowa. Najstuszniejsze wydaje si¢ nazywanie retrokopiami wszystkich powielonych
w procesie retropozycji kopii genéw rodzicielskich, retropseudogenami — kopii nieaktywnych,
a retrogenami — retrokopii ulegajacych ekspresji 1 funkcjonalnych (ekspresja i funkcja tez nie sa
réwnoznacznymi pojeciami); okreslenie ,,funkcjonalny retrogen” zawiera cechy redundancji i
lepsze byloby sformulowanie ..funkcjonalna retrokopia”. W zatozeniu taka wiasnie nomenklatura
byla przez Doktorantke przyjeta (vide Glossary w przegladowee), jednak w wielu miejscach
terminy ..retrogen” i ..retrokopia” uzywane sa zamiennie w sposdb ostabiajacy jasnos¢ przekazu,
np.:str.1, $2, 1. 11 4; $3, 1.8; str. 284, $2, 1. 9; publikacja 1, str. 285, $2, 1. 2; str. 290, $2; str 292,

$ 3, 1. 4, 10 — tam powinna by¢ mowa o retrokopiach, nie retrogenach; publikacja 1, str. 286, $2,

1.1; str. 287, $2, 1. 2 — tam powinna by¢ mowa o retrogenach lub funkcjonalnych retrokopiach.
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Podobny brak jednolitej nomenklatury w literaturze przedmiotu moze by¢ — poza wymienionymi
przez Doktorantke réznicami metod identyfikacji i kryteriow definiowania kopii jako
funkcjonalnej — jedna z przyczyn, dla ktérych okreslenie liczby retrogenéw (funkcjonalnych
retrokopii) w genomach nie jest jednoznaczne.

Mimo, ze streszczenie dysertacji jest zredagowane bardzo starannie, Autorka nie ustrzegla
sie kilku bledéw literowych/stownych, ktére wymieniam ponizej:
Str. 2, $2, 1.13: Rps21irgl > Rps23rgl
Str. 3, $2, 1. 7: komorki spermatogenetyczne > spermatogeniczne
Str. 4, $3, 1. 2 — retrogeny sa takze miejscem intensywnego powstawania nowych intronéw u

ssakow” — czy jest tego tak duzo, by usprawiedliwi¢ okreslenie ,.intensywny”’?

Na zakonczenie pragne podkresli¢, ze wyniki uzyskane przez mgr Ciomborowska i
wspbtautoréw stanowia wazki wklad w badania nad ewolucjq i rola funkcjonalnych retrogendéw
w ludzkim genomie. Przedstawione przeze mnie uwagi krytyczne nie umniejszaja wysokiej
wartosci ocenianej dysertacji i stanowiacych jej podstawe publikacji; wiekszo$¢ tych uwag
mozna potraktowa¢ jako ,ziarna dyskusji” w zakresie niezwykle interesujacego tematu
funkcjonalnych retrogenéw w genomie cztowieka. Z zadowoleniem konstatuje, ze Doktorantka
uczestniczy w dalszych badaniach, ktére stanowia kontynuacje przedstawionej pracy; projekty te
to wielkoskalowa identyfikacja i analiza retrogenow i ich gendw rodzicielskich w ponad 600
genomach zwierzgcych; poszukiwanie i charakterystyka kolejnych przyktadéw intronizacji w
retrogenach; badanie funkcjonalnych, uznawanych dotad =za pseudogeny, retrogenéw

specyficznych dla cztowieka i istotnych w kstattowaniu roznic miedzygatunkowych.

Podsumowujgc stwierdzam, Zze w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Joanny
Ciomborowskiej spelnia wszystkie wymagania, stawiane tego typu rozprawom. Zwracam
si¢ wige do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w
Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie pani mgr Ciomborowskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego i o wyréznienie przedlozonej do oceny pracy doktorskiej.

Ewa Zigtkiewicz, prof. dr hab.
Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Poznan, 24 kwietnia 2014 r.




