Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Reginy Kubiak pt.
»Udzial retrokopii genow kodujgcych bialka w kszaltowaniu genomu, transkryptomu
i proteomu czltowieka”
[Contribution of retrocopies derived fromprotein-coding genes to shaping human

genome, transcriptome and proteomef

Prowadzone przez minione dwadziescia lat badania zmienily pierwotny poglad na kopie
gendw powstajagce w wyniku retropozycji, tj. odwrotnej transkrypcji mRNA i wbudowania
cDNA w sekwencje genomows. Retrokopie, do niedawna uznawane za niefunkcjonalne
pseudogeny stanowigce tzw. $mieciowe DNA, staly si¢ w ostatnich latach przedmiotem
intensywnych badan i analiz. Coraz wigcej doniesien wskazuje na to, ze przynajmniej czes¢ z
retrokopii genow kodujgcych biatka ulega ekspresji. Praca doktorska mgr Magdaleny Kubiak
doskonale wpisuje si¢ w nurt badan nad rola takich funkcjonalnych retrokopii w ksztattowaniu
genomu, transkryptomu i proteomu czlowieka.

Przedlozona do oceny dysertacja jest, w rozumieniu nowej procedury przewodu
doktorskiego, osiggnigciem naukowym, na ktére sktada sie spojny tematycznie zbiér pieciu
anglojgzycznych artykulow opublikowanych w czasopismach naukowych. Praca powstata przy
wsparciu finansowym uzyskanym z NCNu (grant Preludium), Poznanskiego Konsorcjum RNA
KNOW oraz programu Power (interdyscyplinarne studia doktoranckie).

W dysertacji przedstawione zostaly wymagane ustawowo o$wiadczenia wspolautorow,
okreslajace ich rolg w przygotowaniu publikacji stanowiacych podstawe osiggnigcia naukowego.
Pozycja mgr Kubiak jako pierwszego lub drugiego autora w czterech z tych prac, jak réwniez
opis udziatu Doktorantki w badaniach i redagowaniu publikacji pozwala wnioskowaé, ze Jej
wklad w powstaniu osiggnigcia naukowego stanowigcego podstawe dysertacji byl znaczacy.
Dwie z publikacji to prace o charakterze eksperymentalnym, jedna oparta jest o szeroko
zakrojong analizg bioinformatyczna; pozostale dwie publikacje to prace przegladowe.

Dotaczony do pigciu publikacji tekst obejmuje 12-stronicowe omoéwienie tematu w jezyku
polskim i angielskim, opisujace pokrotce stan wiedzy w zakresie tematu pracy oraz
opublikowane wyniki i plany badawcze. Dotaczony do wprowadzenia spis publikacji liczy 29
pozycji, petna lista literatury w zakresie omawianych zagadnien znajduje sie w poszczegdlnych
publikacjach.

W tekscie wprowadzajacym Autorka omoéwita proces retropozycji, zwracajgc uwage na
charakter i potencjal aktywnych retrokopii, zwanych dalej retrogenami. Przedstawila
eksperymentalne metody identyfikacji retrokopii i metody weryfikacji ekspresji tych sekwencji

opisanych w unikatowej bazie adnotacji retrokopii RetrogeneDB. Baza ta stanowi punkt
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odniesienia (zaréwno w kontekscie wyboru badanych sekwencji jak i deponowania uzyskanych
wynikow) dla dzialan eksperymentalnych wykonanych w ramach pracy doktorskiej. W
doktoracie Autorka zajeta si¢ trzema tematami, ktére pokrotce przedstawione zostaly we
wprowadzeniu.

Pierwszy temat to badanie wplywu retropozycji genéw na ksztaltowanie roznic
miedzygatunkowych. W oparciu o analize danych RNAseq i EST Doktorantka przeprowadzita
eksperymentalne badania ekspresji retrokopii zidentyfikowanych we wczesniejszych pracach
Zespohu. Badania te potwierdzily predykcje bioinformatyczne w odniesieniu do 62 retrokopii
adnotowanych w genomie czlowieka lub myszy i ukazaly potencjalng aktywnos¢ sekwencji
specyficznych gatunkowo oraz przyczynily si¢ do rozszerzenia bazy danych. Badania ekspresji
opisane sg w publikacji w czasopiSmie Database — Oxford (2017), gdzie Doktorantka jest
umieszczona w zespole autorskim na pigtym miejscu (15%).

Drugim celem badawczym byla analiza zmiennosci retroduplikacji w populacjach
ludzkich. Doktorantka i jej koledzy, analizujac dane z projektu Sekwencjonowania 1000
Genoméw, po raz pierwszy wykazali, ze miedzypopulacyjna zmienno$é¢ w zakresie
retroduplikacji moze by¢ wynikiem nie tylko insercji, ale takze utraty retrokopii. Rola
Doktorantki polegala na eksperymentalnej weryfikacji obecnosci pieciu polimorficznych
sekwencji w roznych populacjach ludzkich oraz na wykonaniu szczegdlowe] analizy
porownawczej genomow czlowieka, szympansa i goryla. Analiza ta wykazala, ze Zrodlem
polimorfizmu sg delecje retrokopii w genomie czlowieka. W dalszej czgsci pracy Autorka,
opierajgc si¢ na danych Zespolu badawczego, przeprowadzita eksperymentalng walidacje
kolejnych 193 retrokopii, ktore zostaly utracone w niektérych populacjach. Wyniki zostaty
opublikowane w czasopi$mie PLOS Genetics (2015), gdzie Doktorantka jest drugim autorem z
udziatem 20%.

Ostatnim, gléwnym elementem rozprawy, byla kompleksowa analiza bioinformatyczna
funkcji petnionych przez retrokopie czlowieka. W ramach tej analizy Doktorantka wraz z jej
Promotorkg (prof. Makalowska) opublikowata, jako pierwszy autor z udziatem 80%, prace
przegladowa (Viruses, 2017), w ktorej przedstawila stan wiedzy na temat funkcji retrokopii
kodujgcych biatka. W dalszej, najbardziej rozbudowanej czesci rozprawy, Doktorantka wraz z
Zespotem dokonata bioinformatycznej charakterystyki funkcji pelnionych w  genomie,
transkryptomie i proteomie czlowieka przez retrokopie zdeponowane w bazie RetrogeneDB.
Wyniki dotyczace tej kompleksowej analizy, na podstawie ktorej dla czesei retrokopii
zaproponowano funkcje regulatorowe oraz wytypowano kandydatéw do badan mechanizméw w
sieciach interakcji pomiedzy retrokopiami i genami rodzicielskimi, opisane zostaly w pracy
opublikowanej w Genes (2020), w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem z udziatem 70%.

Prace w tej czesci dysertacji zamyka kolejna publikacja przegladowa (RNA4, 2018), w ktorej
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opisano molekularne podstawy dziatania naturalnych transkryptéw antysensownych (w tym tych

pochodzgcych z retrokopii) w chorobach czlowieka; Doktorantka jest tu drugim autorem z

udziatem 25%.

Ocena publikacji przedstawiona jest w kolejnosci ich omdwienia w dysertacji.

Publikacja w Database-Oxford, 2017. Praca ta poswigcona jest opisowi organizacji,
rozbudowy i aktualizacji bazy danych retrokopii (RETROGENEDB). Baza zawiera adnotacje
ponad 86 tys. retrokopii w 62 zwierzgcych i 37 roslinnych genomach, w tym informacje na temat
konserwacji sekwencji, sprz¢zonej aktywnosci polimerazy oraz obecnosci alternatywnych miejsc
startu transkrypcji (TSS), a takze ortologicznych relacji pomigdzy retrogenami. Publikacja jest
rzetelnym opisem narzedzi dotyczacych adnotowania sekwencji, jednak nie dotyczy badania
wplywu retropozycji gendéw na ksztattowanie réznic migdzygatunkowych, czego mozna by sig
spodziewa¢ na podstawie opisu zamieszczonego w streszczeniu i wstepie do dysertacji. Ta
niespdjnos¢ nie zmienia wysokiej oceny wartosci i unikatowego charakteru bazy RETROGENE,
a to miedzy innymi ze wzgledu na zamieszczong w niej, potwierdzona eksperymentalnie przez
mgr Kubiak, informacj¢ na temat ekspresji retrokopii. Ponizej wymieniam kilka drobnych
zastrzezen:

- W opisie identyfikacji retrokopii znajduje si¢ stwierdzenie, ze przeszukiwano sekwencje
genéw wieloeksonowych, zdefiniowanych jako posiadajace dwa lub wiecej eksondéw:; dalej
znajduje si¢ wskazanie, Ze alignment musiat obejmowac co najmniej dwa rodzicielskie introny —
czyli geny wieloeksonowe musiaty posiada¢ przynajmniej trzy eksony?

- W pracy poruszona jest kwestia trudnosci eksperymentalnej identyfikacji ekspresji
retrokopii metodg PCR, jednak brak jest informacji, w jaki sposéb poradzono sobie z tym
problemem.

- W Tabeli ST3 brak wyjasnienia skrétu TSI opisujacego jedna z populacii.

Publikacja w PLOS Genetics (2015) jest opisem badania migdzypopulacyjnych réznic
ekspresji zwigzanych z polimorficzng utrata retrokopii. Analiza zmiennosci wynikajacej z utraty
ancestralnych retrokopii (w przeciwienstwie do szeroko badanych niedawnych retroduplikacii)
Jest nowym podejsciem. Uzywajac danych z Projektu 100 Genomdw Autorzy zbadali
populacyjng zmienno$¢ wystepowania okoto 5 tys. retrokopii opisanych w RETRGENEDB.
Wykryto 193 przypadki RDV, w wigkszosci wynikajace z utraty retrokopii ancestralnej. W celu
rozroznienia pomigdzy RDV wynikajagcymi z delecji i insercji Doktorantka przeprowadzitg
analiz¢ dywergencji sekwencji retrokopii oraz wystgpowania ich ortologéw w innych gatunkach;
na tej podstawie potwierdzita m.in. wzrost intensywnosci retropozycji u Naczelnych, a takze
zidentyfikowala nowe retrokopie, ktérych polimorfizm u czlowieka jest wynikiem delecji

ancestralnych retrokopii. Wykorzystujac dostepne dane RNAseq, przeprowadzila dodatkowo
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analize ekspresji retrokopii w réznych populacjach ludzkich. Ekspresja 11 ancestralnych
retrokopii, ktdre u niektorych osoéb ulegly delecji, zostata potwierdzona w réznych tkankach;
ponadto, stwierdzono statystycznie istotne roznice w poziomie ekspresji niektorych retrogenow
w populacjach. Doda¢ nalezy, ze opis metod stosowanych w celu uzyskania specyficznych
wynikow PCR, zakwestionowany w poprzedniej publikacji, tutaj jest w pelni satysfakcjonujacy;
ponadto, wykonane analizy zostaly zilustrowane odpowiednimi rycinami i schematami.

Praca przegladowa [Viruses, 2017 r.], w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem,
stanowi rzetelne omowienie stanu wiedzy w zakresie retrokopii genéw kodujacych biatka i ich
funkcji, oparte o aktualna w 2017 roku i trafnie dobrana literature (180 pozycji). W omawiane;j
pracy przegladowej mgr Kubiak wykazata dobra znajomos¢ tematu funkcjonalnych retrogendw i
umiejetnosé logicznego przedstawienia ztozonych zagadnien.

We pierwszym rozdziale omowione zostaly retropozony jako zrédlo odwrotne;
transkryptazy w komorce i rézne zwigzane z tym mechanizmy retropozycji, a w kolejnym —
informacje dotyczace liczby retrokopii w réznych genomach. W dalszej czesci Autorka opisata
molekularne funkcje pelnione przez retrokopie genéw, z podzialem na mechanizmy dziatania na
poziomie DNA, RNA i biatka; na pochwale zastuguja schematyczne ryciny, bardzo trafnie
podsumowujace istot¢ tych mechanizméw. W osobnych podrozdzialach przedstawione sa:
przyklady ewolucji retrokopii kodujacych biatka w genomach roéznych organizméw zwigzane z
subfunkcjonalizacja, nabywaniem nowej funkcji czy przejeciem funkeji genu rodzicielskiego,
konsekwencje insercji retrokopii do genu docelowego, czy rola retrokopii w promowaniu
homologicznej rekombinacji. Osobna czgé¢ pracy poswigcona jest przedstawieniu roli i
mechanizmu dziatania retrotranskryptow w regulacji ekspresji réznych genéw. Prace koncza
dwa krotkie rozdzialy, po$wigcone roli retrogenéw w patogenezie choréb oraz wykorzystaniu
retrokopii jako Zrédta informacji o réznorodnosci genomu w populacjach.

Publikacja w Genes, 2020. Praca ta jest opisem gléwnej czedei dysertacji i dotyczy
kompleksowego badania bioinformatycznego majacego na celu scharakteryzowanie
wystgpowania 1 funkcji retrokopii genéw kodujacych bialka, We wstepie mgr Kubiak
podkreslita, jak wazne jest badanie funkcjonalnych retrokopii w $wietle dokonanych w ostatnim
dziesigcioleciu obserwacji, ze wigkszos¢ RNA nie koduje bialek, a niekodujace RNA pelnia
niezmiernie wazng funkcj¢ w regulacji funkcjonowania komérek. Mimo rosnacego
zainteresowania badaczy tym zagadnieniem, w istnicjacej wiedzy istnieja duze luki, stad
zaangazowanie zespotu prof. Makatowskiej w badania tej funkcji jest w pelni uzasadnione. W
publikacji przedstawiajgcej kompleksowa analize udziatu retrogenéw w ksztattowaniu i ekspresji
genomu czlowieka, Doktorantka wystgpuje w roli wiodacej. Korzystajac z bogactwa dostepnych
danych bedacego wynikiem rozwoju metod wysokoprzepustowej analizy genomoéw,

transkryptomoéw 1 epigenoméw roznych organizméw, przeprowadzila analize wachlarza
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mozliwych funkeji pelnionych przez obecne w ludzkim genomie retrokopie genéow kodujacych
biatka. Publikacja zawiera przejrzysty opis stosowanych w analizie bioinformatycznej metod; w
pelni uzasadniony dobér metod jest jednym z licznych dowodéw kompetencji zespotu
autorskiego.

W omawiane] pracy wyrodzniono trzy poziomy aktywnosci retrokopii. Pierwszy to
kodowanie bialek. Autorka zidentyfikowala 117 pozornie niekodujgcych retrokopii, ktére moga
ulegac translacji, w tym 14 retrokopii wykazujgcych ekspresj¢ w wigkszosci tkanek. Nowym
odkryciem bylo stwierdzenie wysokiej ekspresji retrogendw w $ledzionie; porownanie ekspres;ji
w normalnych i rakowych tkankach pozwolilo tez zidentyfikowaé trzy retrogeny ulegajace
ekspresji we wszystkich liniach nowotworowych, ale nie w tkankach normalnych. Analiza GO
wskazala na kategorie zlaczy komoérkowych przypisang do retrogenu ARF6, retrokopii genu
SRF, ktory takiej funkcji nie posiada; ponadto, znaleziono kilka par gen-retrogen réznigcych sie
w nieznacznym stopniu funkcja i/lub subkomorkowa lokalizacjg, sugerujgca mozliwos¢ sub- lub
neofunkcjonalizacji domen. Na podstawie analizy danych proteomicznych zidentyfikowano 740
retrogendw 1 odpowiadajagcych im unikatowo sekwencji peptydow. Zidentyfikowano 71
transkryptow gendéw biatkowych zawierajacych sekwencje retrokopii; poza retrokopiami
wbudowanymi regiony UTR, znaleziono 18 retrokopii, ktérych sekwencja ulegta eksaptacji jako
nowe eksony w genach kodujacych biatek.

Drugi poziom aktywnosci retrokopii to regulatorowa funkcja ich transkryptow.
Transkrypty te moga dziata¢ jako kompetytywne endogenne RNA (ggbki miRNA); ich korelacja
z ekspresjg regulowanych genéw jest na ogét pozytywna, zidenentyfikowano jednak przypadki
korelacji negatywnej. Wiele retrogenéw ulega transkrypcji jako dhugie niekodujace RNA;
transkrypty te moga dziata¢ regulatorowo zardwno w stosunku do genéw rodzicielskich w trans
jak i docelowych w cis. Doktorantka wyodrebnita 181 transkryptéw mogacych funkcjonowaé
jako kompetytywne RNA oraz liczne potencjalne transkrypty dziatajace regulatorowo wobec
gendw rodzicielskich (67) oraz w cis (656). W publikacji przedstawiony zostal szczegdtowo tok
przeprowadzonych analiz oraz oméwione ciekawe przyktady retrokopii petniacych wymienione
funkcje.

Trzeci poziom aktywnosci zwigzany jest z obecnoscig retrokopii w DNA. Na podstawie
analizy korelacji poziomu ekspresji genéw docelowych z obecnoscia zagniezdzonych w nich
retrokopii Doktorantka wyodrebnita 17 przypadkéw interferencji transkrypcyjnej, wptywajace;
na splicing genow, w ktérych ulokowane sa retrokopie, a na podstawie analizy transkryptow
fuzyjnych zidentyfikowala 15 retrokopii zwigzanych z procesami rekombinacji.

W ostatniej czesci pracy przedstawione zostaly przyklady sieci regulatorowych,
wskazujace na to, ze retrokopie moga pelni¢ wiecej niz jedng funkcje, a regulacja moze by¢
zardOwno pozytywna i negatywna. We wnioskach zawartych w publikacji znalazto sie bardzo
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stuszne stwierdzenie, ze w zwigzku z powszechna aktywnoscig transkrypcyjng setek retrokopii i
roznorodnoscig mechanizméw ich wplywu na ludzki genom, zakonserwowanie otwartej ramki
odczytu czy obecnos¢ promotora, nie sg — jak do niedawna uwazano — jedynym kryterium
okreslenia funkcjonalnosci retrokopii. Reasumujac, przedstawiona publikacja stanowi opis
naprawde kompleksowej analizy i moze stuzy¢ jako encyklopedia wiedzy o roli funkcjonalnych
retrokopii i mechanizmach ich wptywu na ksztaltowanie i ekspresje ludzkiego genomu.

Praca przegladowa w RNA, 2017, stanowi solidne i bardzo przydatne podsumowanie
wiedzy dotyczacej naturalnych transkryptow antysensownych w patogenezie réznych choréb i
ich potencjalnego wykorzystania w terapii. Przedstawione informacje oparte sa o aktualng i
trafnie dobrang literatur¢ (150 pozycji). Omoéwienie mechanizméw dziatania transkryptow
antysensownych obejmuje znacznie szerszy zakres niz ten dotyczacy jedynie retrokopii
przedstawiony w poprzednich publikacjach (np. modyfikacja histonéw, metylacja wysp CpG,
imprinting, czy mechanizmy zwiazane z siRNA). Poza szczegdlowym przedstawieniem
molekularnych podstaw zaangazowania naturalnych transkryptow antysensownych w etiologie
roznych chor6b, jak nowotwory, choroby neurodegeneracyjne czy dysfunkcje uktadu krazenia, w
pracy przedyskutowano plusy i minusy potencjalnego zastosowania terapii opartych na uzyciu

oligonukleotydéw skierowanych przeciw transkryptom antysensownym.

W mojej ocenie, dysertacja i stanowigce jej podstawe publikacje posiadaja bardzo wysoka
wartos¢ poznawczg i praktyczng. Wyniki badan, ktore mgr Kubiak przeprowadzita wraz z
zespolem badawczym prof. Makatowskiej, demonstruja migdzygatunkows i miedzypopulacyjna
zmiennos¢ retropozycji wskazujacg na rolg tych elementéw w ewolucji, a co wiecej, wskazujg na
roznorodne funkcje, jakie moze petni¢ znaczna czgs¢ retrokopii adnotowanych w genomie
czlowieka. Baza retrokopii, w udoskonaleniu ktérej Doktorantka brata aktywny udzial, jest
niezwykle cennym narzedziem badawczym i Zrédlem informacji dla wielu naukowcow
zajmujgcych si¢ réznymi zagadnieniami zwiazanymi z retropozycja. Wreszcie, aspekt retrokopii
dziatajacych jako naturalnych transkrypty antysensowne jest wazkim elementem zrozumienia
patogenezy chor6b zwigzanych z zaburzeniami regulacji transkrypcji i translacji.

Znaczaca rola mgr Kubiak w wykonaniu czesci eksperymentalnej/bioinformatycznej jak i
w powstawaniu publikacji nie podlega dyskusji; z zadowoleniem odnotowuje, ze Doktorantka
zamierza kontynuowaé prace dotyczace retrogendéw, w ramach projekt dotyczacego regulacji
alternatywnego skladania eksonéw przez retrokopie znajdujace si¢ w intronach innych gendw.
Przedstawione przeze mnie nieliczne uwagi krytyczne w niczym nie umniejszaja wysokiej oceny

wartosci dysertacji, a sa jedynie wynikiem zainteresowania ciekawym tematem pracy.



Podsumowujge, praca mgr Magdaleny Kubiak wnosi nowe, oryginalne elementy i
istotnie poszerza wiedz¢ w zakresie roli funkcjonalnych retropozonéw w genomie
czlowieka, a wklad Doktorantki w planowanie, analiz¢ i opracowanie przedstawionych
badan jest znaczacy. W zwigzku z powyizszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny
praca spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam si¢ wigc do
Wysokiej Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu z
wnioskiem o dopuszczenie pani mgr Magdaleny Reginy Kubiak do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom przedstawionych

badan, wnosze o wyréznienie przedlozonej do oceny pracy doktorskiej.
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