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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi udang prace z
pogranicza bioinformatyki, genomiki ewolucyjnej oraz biologii molekularnej.
Doktorant podejmuje wazny problem badawczy: ilosciowe scharakteryzowanie,
w jakim stopniu selekcja dziatajgca na poziomie aminokwasowym moze -
poprzez strukture kodu genetycznego oraz tlo mutacyjne - wptywaé na
obserwowang rozng uzywalnosé kodonéw synonimicznych (codon usage bias).
Temat jest istotny zaréwno poznawczo (dla zrozumienia mechanizméw
ewolucji kodu genetycznego i genomoéw), jak i aplikacyjnie (dla racjonalnego
projektowania sekwencji kodujgcych oraz interpretacji sygnatéw selekcyjnych
w danych genomowych).

Zgodnie z obowigzujgcymi przepisami regulujgcymi nadawanie stopnia
doktora, przedmiotem oceny jest w szczegdlnosci: oryginalno$¢ rozwigzania
problemu naukowego, poziom merytoryczny rozprawy, ogdélna wiedza
teoretyczna Kandydata w reprezentowanej dyscyplinie oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

W mojej ocenie rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe wymagania
stawiane pracom doktorskim. Praca jest napisana dobrze, w sposob czytelny i
logicznie uporzadkowany, a zastosowana metodologia jest adekwatna do
postawionych celéw badawczych. Ponizej przedstawiam szczegdétowa ocene
rozprawy.

Rozprawa doktorska Pana mgr Konrada Pawlaka zostata przygotowana w
Zakfadzie Bioinformatyki i Genomiki na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego we Wroctawiu pod kierownictwem dr hab. Pawta Btazeja.

Rozprawa liczy 147 stron (wraz z bibliografig i streszczeniem) i ma
klasyczng, przejrzystg strukture: wprowadzenie, cele pracy, opis materiatu i
metod, cze$¢ wynikowa, dyskusje oraz wnioski koricowe. W rozdziale
pierwszym Doktorant przedstawia tto teoretyczne dotyczace kodu
genetycznego, zjawiska degeneracji kodu, uzywalnosci kodondéw
synonimicznych oraz wystepowania kodoéw alternatywnych. Rozdziat drugi
formutuje cele pracy, natomiast rozdziaty trzeci i czwarty opisuja odpowiednio
zastosowang metodyke i wuzyskane wyniki, ktoére nastepnie zostaty
zinterpretowane w rozdziale dyskusyjnym.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu selekcji na poziomie
aminokwasowym na uzywalno$¢ kodondédw synonimicznych. W tym celu
opracowano model komputerowy umozliwiajacy symulacje presji selekcyjnej i



mutacyjnej, a hipoteze badawczg zweryfikowano zaréwno dla standardowego
kodu genetycznego, jak i wybranych kodéw alternatywnych. Analizy wykonano
dla zestawu macierzy selekcyjnych reprezentujgcych réine witasciwosci
aminokwaséw oraz uzupetniono je badaniami na rzeczywistych genomach
(m.in. Escherichia coli, Thermus thermophilus, Plasmodium falciparum).

Lista prac naukowych opublikowanych przez Doktorantke w trakcie pracy
nad doktoratem obejmuje cztery pozycje powigzanych z tematyka pracy
doktorskiej, ponizej lista publikaciji:

o [P1l] The Role of Mutations, Addition of Amino Acids, and Exchange of
Genetic Information in the Coevolution of Primitive Coding Systems.
Pawlak K, Blazej P, Mackiewicz D, Mackiewicz P.

Int J Mol Sci. 2025 Jul 25;26(15):7176. doi: 10.3390/ijms26157176.
PMID: 40806309 Free PMC article.

» [PR] The Influence of the Selection at the Amino Acid Level on
Synonymous Codon Usage from the Viewpoint of Alternative Genetic
Codes.

Pawlak K, Btazej P, Mackiewicz D, Mackiewicz P.
Int J Mol Sci. 2023 Jan 7;24(2):1185. doi: 10.3390/ijms240211885.
PMID: 36674703 Free PMC article.
e [P3] Model of Genetic Code Structure Evolution under Various Types of
Codon Reading.
Biazej P, Pawlak K, Mackiewicz D, Mackiewicz P.
Int J Mol Sci. 2022 Feb 1;23(3):1690. doi: 10.3390/ijms23031690.
PMID: 35163612 Free PMC article.
o [P4] Models of genetic code structure evolution with variable number of

coded labels.
Pawlak K, Wnetrzak M, Mackiewicz D, Mackiewicz P, Btazej P.
Biosystems. 2021 Dec;210:104528. doi:

10.1016/j.biosystems.2021.104528. Epub 2021 Sep 4.
PMID: 34492316

Ocena metodologii

Najwazniejszym elementem metodycznym rozprawy jest zbudowanie i
wykorzystanie modelu mutacyjno-selekcyjnego opartego na cigglym w czasie
procesie Markowa. Doktorant korzysta z modelu UNREST, ktéry - w
przeciwiefistwie do modeli odwracalnych w czasie - pozwala na uwzglednienie
asymetrii procesdw mutacyjnych. Rozktady stacjonarne generowane s3 z
rozktadéw Dirichleta, co umozliwia systematyczng eksploracje szerokiego
spektrum tet mutacyjnych (od genoméw bogatych w AT do bogatych w GC). Do
kwantyfikacji sity selekcji aminokwasowej zastosowano miare Fn
zaproponowana w literaturze (Btazej i in., 2017).



Za istotny walor pracy uwazam wykorzystanie wielu macierzy kosztéw
(akceptacji) substytucji aminokwasowych, zaczerpnietych z bazy AAindex,
reprezentujacych zréinicowane witasnosci chemiczne, fizykochemiczne i
strukturalne. Pozwolito to oceni¢, w jakim stopniu dobdr , krajobrazu kosztéw”
wptywa na obserwowang intensywnos$¢ selekcji. Dodatkowo w pracy
wykorzystano alternatywne kody genetyczne (NCBI), a program symulacyjny
zostat zmodyfikowany w taki sposéb, aby umozliwi¢ wybér zaréwno macierzy
selekcyjnej, jak i wariantu kodu genetycznego. Analiza statystyczna i
wizualizacja danych zostaty wykonane w Srodowisku R, a do porzadkowania
wynikéw zastosowano m.in. grupowanie metoda k-srednich (k-means).

Ocena wynikow i ich znaczenia

Wyniki przedstawione w rozprawie jednoznacznie wskazujg, Ze selekcja
aminokwasowa moze modyfikowa¢ rozktad uzywalnosci kodondw
synonimicznych, powodujagc odchylenia od wzorcéow przewidywanych
wytacznie przez presje mutacyjng. W szczegdlnosci selekcja ogranicza
powstawanie kodondw nonsensownych oraz zmiany prowadzace do
radykalnych réznic chemicznych reszt biatkowych, co ma oczywiste
konsekwencje dla stabilnosci i funkcjonalnosci biatek.

Waznym osiggnieciem jest ilosciowe wykazanie, ze sktad nukleotydowy (tto
mutacyjne) istotnie moduluje site selekcji: nadmiar A i T zwieksza wptyw
selekcji aminokwasowej na uzycie kodonéw, natomiast tta bogate w C i G
ostabiaja presje selekcyjna, sprzyjajac konserwatywnym substytucjom.
Doktorant wskazuje réwniez na nieliniowy charakter zaleznosci dla cytozyny i
guaniny, z profilami obejmujacymi maksima przy wartosciach skrajnych oraz
ostabienie efektu selekcji dla wartosci posrednich.

Cze$¢ wynikowa pokazuje ponadto wyraine rodinice pomiedzy
zastosowanymi macierzami kosztdw. Macierz Granthama (GRAR740104)
ujawnia najsilniejszy i najbardziej zmienny sygnat selekcyjny, podczas gdy
macierz MY15990104 daje obraz selekcji relatywnie stabej i stabilnej; pozostate
macierze zachowuja charakter posredni. Wynik ten, dobrze udokumentowany
statystykami opisowymi oraz analizg skupien, stanowi waing wskazéwke
metodologiczng: wnioskowanie o sile selekcji zalezy wprost od przyjetego
modelu kosztow substytucji aminokwasowych.

Interesujace sg wnioski uzyskane dla koddéw alternatywnych. W wariantach,
w ktérych kodony stop zostaly przypisane do aminokwaséw, obserwuje sie



wiekszg spdojnosé blokéw kodon-aminokwas oraz mniejsze
prawdopodobiedstwo mutacji letalnych. W konsekwencji w wielu takich
kodach selekcja aminokwasowa moze wyrazniej ksztattowaé uzywalnoécé
kodonéw. Doktorant proponuje ponadto klasyfikacje wariantéw kodu
genetycznego wedtug dominacji selekcji nad presjg mutacyjng, co porzadkuje
poréwnania miedzy kodami.

Uzupetnieniem symulacji sg analizy trzech genoméw o zréinicowanej
zawartosci GC/AT (E. coli, T. thermophilus, P. falciparum). Wyniki empiryczne sa
zasadniczo spdjne z przewidywaniami modelowymi i wspierajg teze, ze
obserwowane rozktady kodonéw odzwierciedlaja kompromis pomiedzy presja
mutacyjng a selekcjg aminokwasowa, a mechanizmy te nie sprowadzaja sie
wylacznie do adaptacji translacyjnej, lecz obejmujg réwniez unikanie mutacji o
wysokim koszcie funkcjonalnym.

Uwagi i sugestie

1) W pracy zauwazalne sg nieliczne drobne niedoskonatoéci edytorskie
(literowki, okazjonalne problemy z polskimi znakami diakrytycznymi w
nagtéwkach), ktére jednak nie wptywaja na merytoryczng ocene rozprawy.

2) Ze wzgledu na kluczowa rolg autorskiego oprogramowania symulacyjnego
(C++), wskazane bytoby udostepnienie kodu Zrédtowego oraz podstawowych
danych wejsciowych w publicznym repozytorium (np. GitHub/Zenodo).
Utatwitoby to weryfikacje wynikéw i ich ponowne wykorzystanie przez innych
badaczy.

3) Cze$¢ empiryczna oparta jest na trzech genomach referencyjnych o
skrajnych i posrednich zawartosciach GC/AT, co jest dobrym wyborem
ilustracyjnym. W przysztosci warto rozwazy¢ rozszerzenie analizy o wieksza
liczbe genoméw, aby zweryfikowaé stabilno$é obserwowanych wzorcéw w
szerszym kontekscie filogenetycznym oraz srodowiskowym.

4) Dorobek publikacyjny. Z przedstawionej dokumentacji wynika, ze dorobek
publikacyjny Doktoranta obejmuje 4 publikacje. Na tle wysokiej jakoéci
przygotowania rozprawy jest to dorobek raczej skromny. Z tego wzgledu nie
wnosze o wyrdznienie rozprawy stosowng hagroda.



Ocena konicowa

Podsumowujac, rozprawa mgr Konrada Pawlaka jest pracg napisang
dobrze i starannie. Doktorant wykazat sie dobrg znajomoscig literatury
przedmiotu, umiejetnoscig formutowania i weryfikowania hipotez badawczych
oraz kompetencjami w zakresie doboru i stosowania metod
bioinformatycznych, modelowania proceséw ewolucyjnych i analizy danych.
Cele pracy zostaty zrealizowane, a uzyskane wyniki wnoszg oryginalny wkiad do
badan nad mechanizmami  ksztattujgcymi  uzywalno$¢  kodonéw
synonimicznych.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Konrada Pawlaka
do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jloey

Dariusz Plewczynski, PhD, Professor of Exact and Natural Sciences

Principal Investigator and Head

Phone: +48 22 554 36 54 or +48 22 234 7219, mobile: +48 504 726 203
d.plewczynski@cent.uw.edu.pl or Dariusz.Plewczynski@pw.edu.pl https:/plewczynski-lab.org

Laboratory of Functional and Structural Genomics LFSG
Centre of New Technologies, University of Warsaw
Banacha 2c Street, 02-097 Warsaw, Poland

Laboratory of Bioinformatics and Computational Genomics LB!IGO
Faculty of Mathematics and Information Science, Warsaw University of Technology
ul. Koszykowa 75, 00-662 Warsaw, Poland



