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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi udaną pracę z
pogranicza bioinformatyki, genomiki ewolucyjnej oraz biologii molekularnej.
Doktorant podejmuje ważny problem badawczy: ilościowe scharakteryzowanie,
w jakim stopniu selekcja działająca na poziomie aminokwasowym może -
poprzez strukturę kodu genetycznego oraz tło mutacyjne - wpływać na
obserwowaną różną używalność kodonów synonimicznych (codon usage bias).
Temat jest istotny zarówno poznawczo (dla zrozumienia mechanizmów
ewolucji kodu genetycznego i genomów), jak i aplikacyjnie (dla racjonalnego
projektowania sekwencji kodujących oraz interpretacji sygnałów selekcyjnych
w danych genomowych).

Zgodnie z obowiązującymi przepisami regulującymi nadawanie stopnia
doktora, przedmiotem oceny jest w szczególności: oryginalność rozwiązania
problemu naukowego, poziom merytoryczny rozprawy, ogólna wiedza
teoretyczna Kandydata w reprezentowanej dyscyplinie oraz umiejętność
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

W mojej ocenie rozprawa spełnia ustawowe i zwyczajowe wymagania
stawiane pracom doktorskim. Praca jest napisana dobrze, w sposób czytelny i
logicznie uporządkowany, a zastosowana metodologia jest adekwatna do
postawionych celów badawczych. Poniżej przedstawiam szczegółową ocenę
rozprawy.

Rozprawa doktorska Pana mgr Konrada Pawlaka została przygotowana w
Zakładzie Bioinformatyki i Genomiki na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wrocławskiego we Wrocławiu pod kierownictwem dr hab. Pawła Błażeja.

Rozprawa liczy 147 stron (wraz z bibliografią i streszczeniem) i ma
klasyczną, przejrzystą strukturę: wprowadzenie, cele pracy, opis materiału i
metod, część wynikową, dyskusję oraz wnioski końcowe. W rozdziale
pierwszym Doktorant przedstawia tło teoretyczne dotyczące kodu
genetycznego, zjawiska degeneracji kodu, używalności kodonów
synonimicznych oraz występowania kodów alternatywnych. Rozdział drugi
formułuje cele pracy, natomiast rozdziały trzeci i czwarty opisują odpowiednio
zastosowaną metodykę i uzyskane wyniki, które następnie zostały
zinterpretowane w rozdziale dyskusyjnym.

Celem pracy było określenie wpływu selekcji na poziomie
aminokwasowym na używalność kodonów synonimicznych. W tym celu
opracowano model komputerowy umożliwiający symulację presji selekcyjnej i



mutacyjnej, a hipotezę badawczą zweryfikowano zarówno dla standardowego
kodu genetycznego, jak i wybranych kodów alternatywnych. Analizy wykonano
dla zestawu macierzy selekcyjnych reprezentujących różne właściwości
aminokwasów oraz uzupełniono je badaniami na rzeczywistych genomach
(m. in. Escherichia coli, Thermusthermophilus, Plasmodium falciparum).

Lista prac naukowych opublikowanych przez Doktorantkę w trakcie pracy
nad doktoratem obejmuje cztery pozycje powiązanych z tematyką pracy
doktorskiej, poniżej lista publikacji:

. [Pl] The Role ofMutations, Addltion ofAmmo Aclds, and Exobange o f
Genetic Information m tłie Coevolution ofPnmitive Coding Systems.
Pawlak K, Błażej P, Mackiewlcz D, Mackiewicz P.
Int J Mol Sci. 2025 Jul S5;26(15):7176. doi: 10. 3590/yms26157176.
PMID: 40806509 Free PMC article.

. [P2] The Influence of the Seleotion at fhe Amino Aoid Level on
Synonymous Codon Usage fcom the Yiewpomt of Altemative Genetic
Codes.
Pawlak K, Błażej P, Mackiewicz D, Macłdewicz P.
Int J Mol Sci. 20SS Jan 7;24(2):1185. doi: 10. 5390/ymsS4021185.
PMID: 36674703 Free PMC article.

. [P3] Model ofGenetic Code Structure Evolution under Yarious Types o f
Codon Readmg.
Błażej P, Pawlak K, Mackiewicz D, Mackiewicz P.
Int J Mol Sci. 2022 Feb 1;25(3):1690. doi: 10. 5590/ijms25051690.
PMID: 55163612 Free PMC article.

. [P4] Models ofgenetic code stnioture evolution with variable number of
codedlabels.

Pawlak K, Wnetrzak M, Mackiewicz D, Mackiewicz P, Błażej P.
Biosystems. 2021 Dec;210:104528. doi:
10. 1016/j. biosystems. 2021. 1045S8. Epub S021 Sęp 4.
PMID: 5449S516

Ocena metodologii

Najważniejszym elementem metodycznym rozprawy jest zbudowanie i
wykorzystanie modelu mutacyjno-selekcyjnego opartego na ciągłym w czasie
procesje Markowa. Doktorant korzysta z modelu UNREST, który - w
przeciwieństwie do modeli odwracalnych w czasie - pozwala na uwzględnienie
asymetrii procesów mutacyjnych. Rozkłady stacjonarne generowane są z
rozkładów Dirichleta, co umożliwia systematyczną eksplorację szerokiego
spektrum teł mutacyjnych (od genomów bogatych w AT do bogatych w GC). Do
kwantyfikacji siły selekcji aminokwasowej zastosowano miarę Fn
zaproponowaną w literaturze (Błażej i in., 2017).
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Za istotny walor pracy uważam wykorzystanie wielu macierzy kosztów
(akceptacji) substytucji aminokwasowych, zaczerpniętych z bazy AAindex,
reprezentujących zróżnicowane własności chemiczne, fizykochemiczne i
strukturalne. Pozwoliło to ocenić, w jakim stopniu dobór "krajobrazu kosztów"
wpływa na obserwowaną intensywność selekcji. Dodatkowo w pracy
wykorzystano alternatywne kody genetyczne (NCBI), a program symulacyjny
został zmodyfikowany w taki sposób, aby umożliwić wybór zarówno macierzy
selekcyjnej, jak i wariantu kodu genetycznego. Analiza statystyczna i
wizualizacja danych zostały wykonane w środowisku R, a do porządkowania
wyników zastosowano m. in. grupowanie metodą k-średnich (k-means).

Ocena wyników i ich znaczenia

Wyniki przedstawione w rozprawie jednoznacznie wskazują, że selekcja
aminokwasowa może modyfikować rozkład używalności kodonów

synonimicznych, powodując odchylenia od wzorców przewidywanych
wyłącznie przez presję mutacyjną. W szczególności selekcja ogranicza
powstawanie kodonów nonsensownych oraz zmiany prowadzące do
radykalnych różnic chemicznych reszt białkowych, co ma oczywiste
konsekwencje dla stabilności i funkcjonalności białek.

Ważnym osiągnięciem jest ilościowe wykazanie, że skład nukleotydowy (tło
mutacyjne) istotnie moduluje siłę selekcji: nadmiar A i T zwiększa wpływ
selekcji aminokwasowej na użycie kodonów, natomiast tła bogate w C i G
osłabiają presję selekcyjną, sprzyjając konserwatywnym substytucjom.
Doktorant wskazuje również na nieliniowy charakter zależności dla cytozyny i
guaniny, z profilami obejmującymi maksima przy wartościach skrajnych oraz
osłabienie efektu selekcji dla wartości pośrednich.

Część wynikowa pokazuje ponadto wyraźne różnice pomiędzy
zastosowanymi macierzami kosztów. Macierz Granthama (GRAR740104)
ujawnia najsilniejszy i najbardziej zmienny sygnał selekcyjny, podczas gdy
macierz MYIS990104 daje obraz selekcji relatywnie słabej i stabilnej; pozostałe
macierze zachowują charakter pośredni. Wynik ten, dobrze udokumentowany
statystykami opisowymi oraz analizą skupień, stanowi ważną wskazówkę
metodologiczną: wnioskowanie o sile selekcji zależy wprost od przyjętego
modelu kosztów substytucji aminokwasowych.

Interesujące są wnioski uzyskane dla kodów alternatywnych. W wariantach,
w których kodony stop zostały przypisane do aminokwasów, obserwuje się
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większą spójność bloków kodon-aminokwas oraz mniejsze
prawdopodobieństwo mutacji letalnych. W konsekwencji w wielu takich
kodach selekcja aminokwasowa może wyraźniej kształtować używalność
kodonów. Doktorant proponuje ponadto klasyfikację wariantów kodu
genetycznego według dominacji selekcji nad presją mutacyjną, co porządkuje
porównania między kodami.

Uzupełnieniem symulacji są analizy trzech genomów o zróżnicowanej
zawartości GC/AT (E. coli, T. thermophilus, P. falciparum). Wyniki empiryczne są
zasadniczo spójne z przewidywaniami modelowymi i wspierają tezę, że
obserwowane rozkłady kodonów odzwierciedlają kompromis pomiędzy presją
mutacyjną a selekcją aminokwasową, a mechanizmy te nie sprowadzają się
wyłącznie do adaptacji translacyjnej, lecz obejmują również unikanie mutacji o
wysokim koszcie funkcjonalnym.

Uwagi i sugestie

l) W pracy zauważalne są nieliczne drobne niedoskonałości edytorskie
(literówki, okazjonalne problemy z polskimi znakami diakrytycznymi w
nagłówkach), które jednak nie wpływają na merytoryczną ocenę rozprawy.

2) Ze względu na kluczową rolę autorskiego oprogramowania symulacyjnego
(C++), wskazane byłoby udostępnienie kodu źródłowego oraz podstawowych
danych wejściowych w publicznym repozytorium (np. GitHub/Zenodo).
Ułatwiłoby to weryfikację wyników i ich ponowne wykorzystanie przez innych
badaczy.

3) Część empiryczna oparta jest na trzech genomach referencyjnych o
skrajnych i pośrednich zawartościach GC/AT, co jest dobrym wyborem
ilustracyjnym. W przyszłości warto rozważyć rozszerzenie analizy o większą
liczbę genomów, aby zweryfikować stabilność obserwowanych wzorców w
szerszym kontekście filogenetycznym oraz środowiskowym.

4) Dorobek publikacyjny. Z przedstawionej dokumentacji wynika, że dorobek
publikacyjny Doktoranta obejmuje 4 publikacje. Na tle wysokiej jakości
przygotowania rozprawy jest to dorobek raczej skromny. Z tego względu nie
wnoszę o wyróżnienie rozprawy stosowną nagrodą.



Ocena końcowa

Podsumowując, rozprawa mgr Konrada Pawlaka jest pracą napisaną
dobrze i starannie. Doktorant wykazał się dobrą znajomością literatury
przedmiotu, umiejętnością formułowania i weryfikowania hipotez badawczych
oraz kompetencjami w zakresie doboru i stosowania metod

bioinformatycznych, modelowania procesów ewolucyjnych i analizy danych.
Cele pracy zostały zrealizowane, a uzyskane wyniki wnoszą oryginalny wkład do
badań nad mechanizmami kształtującymi używalność kodonów
synonimicznych.

Stwierdzam, że przedstawiona rozprawa spełnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Wnoszę zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wrocławskiego o dopuszczenie mgr Konrada Pawlaka
do dalszych etapów postępowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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