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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Rosikiewicza
“Identyfikacja i analiza ekspresji nakladajacych si¢ genéw u czlowieka i myszy”

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie Genomiki Zintegrowanej na
Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza (UAM) w Poznaniu pod
kierunkiem prof. dr hab. Izabeli Makatowskiej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska podejmuje ciekawe zagadnienie, dotyczace
zjawiska wystepowania nakladajacych si¢ genow: ich identyfikacji, skali zjawiska oraz roli i
znaczenia tego zjawiska, miedzy innymi w regulacji ekspresji genow.

Jako, ze naktadanie sie genow jest zjawiskiem bardziej ztozone niz na pierwszy rzut oka
(intuicyjnie) moze si¢ wydawaé, dr Rosikiewicz ograniczyt swoja analize¢ (i) do genow
naktadajagcych si¢ w orientacji glowa do glowy (kofncami 5°) oraz (i) tylko do
predefiniowanych genoéw kodujacych biatka. Moim zdaniem wprowadzenie takiego
ograniczenia bylo stuszne, a nawet konieczne. Pomogto ono jednoznacznie zdefiniowaé
badane zjawisko i unikna¢ zbyt zlozonych analiz, ktore bytyby trudne do Sledzenia a ich
wyniki bylyby trudne do intuicyjnej interpretacji.

Przyktady wystepowania nakiadajacych si¢ genow znane byly od dawna, jednak traktowane
byly one jako osobliwe fenomeny, i brakowato odpowiednich narzedzi, ktore pozwolityby na
rzetelne oszacowanie ich skali i znaczenia. Ostatnio, pojawily si¢ takie narzedzia [petne i
dobrze adnotowane sekwencje referencyjne genoméw oraz rozne  aplikacje
sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next generation sequencing)], jednak
zjawisko wystepowania nakladajacych si¢ genow pozostato poniekad w cieniu ,bardziej
modnych” tematow i nie jest mi znana doglebna analiza tego zagadnienia oraz wyczerpujaca
lista naktadajacych si¢ genow.

Dlatego podjecie si¢ identyfikacji i charakterystyki nakladajacych si¢ genow u czlowieka oraz
myszy uwazam za jak najbardziej uzasadnione, wazne i niezwykle ciekawe.

Rozprawa ma klasyczna strukture i sktada sie z nastgpujacych elementow: (i) Streszczen po
polsku i angielsku, (ii) Wstepu, (iii) Celu pracy, (iv) Materiatow, (v) Metod, (vi) Wynikow,
(vii) Dyskusji, (viii) Wnioskow i (ix) Literatury, ktore s3 jednoczesnie wyréznionymi
rozdziatami rozprawy. Dodatkowo rozprawa uzupetniona jest zestawem tabel dodatkowych,
ktore zawarte sa w Aneksie. Jako cze$¢ rozprawy mozna traktowaé rowniez baze danych
OverGeneDB, udostepniong publicznie w formie portalu internetowego, ktora powstata i byta



wykorzystywana w ramach niniejszej pracy doktorskiej, i jest opisana w ostatnim
podrozdziale Wynikow.

Ad (i) Jako ze streszczenie zostalo napisane w mojej ocenie wzorcowo (na jednaj stronie w
bardzo jasny sposob zostaly przedstawione uzasadnienie i cel pracy oraz najwazniejsze
wyniki) pozwole sobie na pominigcie w recenzji streszczania poszczegélnych czesci, a skupie
si¢ jedynie na ich ocenie.

Ad (ii) Wstgp bardzo dobrze wprowadza w zagadnienie pracy. W skrotowy lecz
wyczerpujacy sposob przedstawia zagadnienia, ktore uzasadniaja podjecie pracy a
jednoczesnie utatwiaja zrozumienie rozprawy. Co wazne we wstepie brak , rozpisywania si¢”
na tematy tylko luzno powiazane z rozprawa i niewnoszace nic w jej zrozumienie.
Przedstawiony wstep przypomina nieco rozszerzony wstep dobrej publikacji.

Ad (iii) i (iv) Nie mam uwag do czgsci Materiaty i Metody.

Ad (v) Cel pracy, poprzedzony krotkim uzasadnieniem, zostal sprecyzowany jasno. W
zasadniczej czesci cel pracy ma charakter opisowy (identyfikacja i charakterystyka zjawiska
naktadajacych si¢ genow) i nie polega na testowaniu okreslonej hipotezy. Nie mniej jednak,
jak pisatem wyzej, cal pracy jest jak najbardziej uzasadniony i zostal prawidlowo
zrealizowany (odpowiada zakresowi wynikow przedstawionych w nastgpnych czesciach
pracy).

Ad (v), (vi) 1 (vii) Kolejno przeprowadzone analizy i ich rezultaty przedstawione sa w
kolejnych podrozdziatach, a ich uktad wynika z logicznej konsekwencji i chronologii. Utatwia
to stopniowe zapoznawanie si¢ z trescig rozprawy. Poszczegolne analizy przeprowadzone sa
prawidlowo a przyjmowane zalozenia czy ograniczenia sa wyjasnione i przekonujaco
uzasadnione. Interpretacja wynikow jest prawidlowa, nie dopatrzylem si¢ zadnej
nadinterpretacji. Wszystkie analizy wsparte sa odpowiednimi testami statystycznymi i
generalne wnioski, takie jak np. wyzszy poziom ekspresji genow naktadajacych sie,
potwierdzone sa odpowiednim poziomem istotnosci statystycznej. Wnioski wynikajace z
analiz, ktore nie pozwalaja na uogodlnienie, takie jak np. wplyw nakladania si¢ genow na
alternatywny splicing czy regulacje ekspresji genow po transfekcji, potwierdzone sa i dobrze
zilustrowane bardzo przekonujacymi przyktadami.

Na wyroznienie tutaj zastuguje rowniez prezentacja wynikow w formie bardzo starannie
przygotowanych rycin. Wiele rycin zawiera wyszukane typy wykresow, ktore dobrze ilustruja
przedstawiane zjawiska. Zwraca uwage ich estetyka, ktora przejawia si¢ chociazby
konsekwencja stosowana kroju i rozmiaru czcionek, grubosci linii czy kolorystyki. Raz
przyjety schemat kolorystyczny czy np. schemat rysowania genow/transkryptow stosowane sa
konsekwentnie przez cata prace. Niewatpliwie ilustracje zawarte w rozprawie nie sa tylko
kolorowym przerywnikiem ale znaczaco ulatwiaja Sledzenie i zrozumienie przedstawianych
tresci. Uwagi te dotycza rowniez rycin w innych cze$ciach rozprawy.

Do najwazniejszych wynikow niniejszej rozprawy naleza:
1) Identyfikacja 582 ludzkich i 113 mysich par naktadajacych si¢ genow.
2) Obserwacja, ze nakladanie si¢ genow nie jest cecha stata, w niewielkim stopniu

powtarzalne jest pomigdzy roznymi tkankami, jak rowniez w niewielkim stopniu jest
konserwatywne pomigdzy cztowiekiem i mysza, nawet w tym samym typie tkanek.

3) Obserwacja, ze w promotorach genéw naktadajacych si¢ wystepuje okolo 2x wiecej
miejsc wigzania si¢ czynnikow transkrypcyjnych niz w promotorach pozostatych
genow, 1 identyfikacja czynnikow transkrypcyjnych, ktoérych miejsca wiazania
znaczgco sg nadreprezentowane w promotorach genow naktadajacych sie.




4) Obserwacja, ze zjawisko nakfadania sie genow zwiazane jest z wyzsza ekspresja
genow (nawet w przypadku porownania tych samych genow, ktore naktadaja si¢ w
jednych tkankach (probkach) a nienaktadaja si¢ w innych).

5) Identyfikacja przyktadow, w ktorych zachodzenie si¢ genow odgrywa role w regulacji
ekspres;ji i alternatywnego splicingu, czy zwigzku zachodzenia si¢ genow z réznymi
wzorami modyfikacji histonow oraz wzoru aktywnosci polimerazy II.

6) Przygotowanie bazy danych OverGeneDB, ktora moze postuzy¢ jako zrodlo danych
do dalszych analiz zjawiska nakladania si¢ genow, jak i informacji na temat wzoru
transkrypcji dowolnego genu bedacego przedmiotem naszego zainteresowania.

Praktycznie wszystkie wyniki zostaly powtorzone zaréwno u cztowieka jak i myszy co
dodatkowo potwierdza ich wiarygodnos¢.

Uwagi i pytania:

W rozdziale 5.2.2. mgr Rosikiewicz zastanawia si¢ nad czynnikami, ktore moga wptywa¢ nad
zréznicowaniem liczby nakladajacych sie genow miedzy analizowanymi tkankami/probkami.
Wsrod zidentyfikowanych czynnikow zwigkszajacych liczbe naktadajacych si¢ genow sa: (i)
liczba genow ulegajaca ekspresji w danej probce oraz (ii) transfekcja, w przypadku linii
komorkowych. Ten pierwszy czynnik, moim zdaniem troche niestusznie, mgr Rosikiewicz
marginalizuje. Pozostala zmienno$¢ liczby nakfadajacych si¢ genow mgr Rosikiewicz
przypisuje w wiekszosci specyficznosci tkankowej. Chociaz nie mozna odmowi¢ pewnej
stusznosci temu ostatniemu zatozeniu, zastanawiam sig¢, czy nie nalezaloby uwzgledni¢
réwniez czynnikow zmiennos$ci eksperymentalnej czy biologicznej, ktore z punktu widzenia
prowadzonej analizy, w znacznym stopniu s niekontrolowalna, zmiennoscia losowa. Zreszta
czynnik zmiennosci eksperymentalnej zostat wymieniony w tytule rozdziatu 5.2.2., jednak
potem zostal pominiety, przynajmniej w odniesieniu do ludzkich tkanek. Za udzialem
czynnika zmienno$ci eksperymentalnego i/lub biologicznej moze $wiadczy¢ fakt znacznej
roznicy liczby nakladajacych si¢ genow w dwoch probkach pochodzacych z ludzkiego serca.
Rowniez w pewnym stopniu o udziale zmiennosci eksperymentalnej moze Swiadczy¢
korelacja liczby naktadajacych si¢ genow z liczba genow ulegajacej ekspresji w danej probee,
ktora tylko czeSciowo moze by¢ wytlumaczona tkankowo specyficznym globalnym
poziomem ekspresji. Czy na obserwowang liczbe naktadajacych si¢ genow nie moze wptywaé
(kontrolowalna  lub  niekontrolowalna) zmiennos¢ takich elementow  procedury
eksperymentalnej jak: izolacji DNA, generowanie cDNA, generowanie biblioteki,
sekwencjonowanie czy liczba i jakos¢ odczytow sekwencjonowania?

W pracy niekonsekwentnie wyrazany jest wspotczynnik OR (ang. overlap ratio), czasami w
formie procentow, czasami jako utamek. Moze to wprowadza¢ w blad.

Na rycinie 20 rozkiad wspotczynnika JoinedOR, ktory z definicji powinien zawiera¢ si¢ w
przedziale 0-1, wychodzi poza ten przedziat. Nie wiem czy dobrze rozumiem ten wykres.

Powyzsze uwagi albo (pierwsza uwaga) dotycza doprecyzowania i majg charakter dyskusji z
mojej strony albo (dwie ostatnie uwagi) sa bardzo drobne.

W wielu analizach genetycznych, w tym w klinicznej interpretacji mutacji zidentyfikowanych
w genach zwigzanych z chorobami czlowieka, rutynowo korzysta si¢ z map genow
wynikajacych z sekwencji referencyjnej genomu cziowieka i adnotowanych na niej
,konsensusowych” transkryptach, najczesciej zdefiniowanych w bazie danych RefSeq.
Wiekszo$¢ genetykow, w tym ja, patrzac na jaki§ gen nie zastanawia si¢ specjalnie nad
mozliwo$cig wystepowania innych niz ,konsensusowe” miejsc startu transkrypcji, a tym



samym mozliwosci wystepowania ,,nie-konsensusowych” 5’UTR i ,,nie-konsensusowych”
eksonow. W zwiazku z powyzszym mam pytanie, do ktorego chciatbym zeby mgr
Rosikiewicz odniost sie¢ w trakcie obrony. Jaka cze$¢ identyfikowanych, przy okazji
wykonywania pracy doktorskiej, miejsc startu transkrypcji nie pokrywata si¢ z miejscami
,konsensusowymi”?

Podsumowujac, chciatbym zwroci¢ uwagg, ze chociaz zasadnicza czg$¢ rezultatow, niniejszej
pracy doktorskiej nie zostala jeszcze opublikowana w recenzowanych czasopismach
naukowych, to jednak forma ich prezentacji przypomina artykul naukowy co sugeruje, ze
wyniki te zostaly przygotowane pod katem ich publikacji, i w mojej ocenie odpowiadaja
publikacji w prestizowym czasopi$mie naukowym. Rowniez nalezy zwroci¢ uwage, ze
zagadnienia poruszane we wstepie do niniejszej pracy zostaly rowniez opublikowane w
artykule przegladowym, ktorego mgr Rosikiewicz jest pierwszym i korespondencyjnym
autorem. Ponadto mgr Rosikiewicz jest wspotautorem 4 innych artykutow opublikowanych w
roznych uznanych czasopismach naukowych.

W zwigzku z powyzej przytoczonymi argumentami jestem przekonany, ze zlozona rozprawa
spetnia wszystkie warunki rozprawy doktorskiej i zwracam si¢ do Rady Naukowej Wydziatu
Biologii UAM w Poznaniu o dopuszczenie mgr Wojciecha Rosikiewicza do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednocze$nie zwracam si¢ do Rady Naukowej Wydziatu Biologii
UAM o wyr6znienie rozprawy doktorskiej mgr Rosiewicza stosowng nagroda.
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