Malgorzata Dudkiewicz

Katedra Biochemii i Mikrobiologii

Instytut Biologii

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiej skiego w Warszawie

Warszawa, 14 grudnia 2025

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Konrada Wiestawa Pawlaka
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synonimicznych »

napisanej pod kierunkiem dr hab. Pawla Blazeja

Podstawa prawna sporzadzenia recenzji

Recenzja zostala sporzadzona w zwigzku z powolaniem przez Rade Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego (na mocy uchwaly Nr 137/2025 z dn. 16 pazdziernika 2025)
do pelnienia funkeji recenzenta w postepowaniu o nadanie stopnia naukowego doktora nauk

biologicznych Panu mgr Konradowi Pawlakowi.

Zgodnie z art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule naukowym w zakresie sztuki (tj. Dz.U. 2017 poz. 1789, dalej jako: u.s.n.), majacego
zastosowanie w sprawie w zwigzku z art. 175 ust. 1 Przepis6w wprowadzajacych ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z 3.7.2018 r. (Dz.U. 2018 r. poz. 1669), recenzent powinien ocenié, czy
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz dowodzi ogdlnej
wiedzy teoretycznej doktoranta w zakresie nauk biologicznych, a takze umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Ponizsza recenzja zostata sporzadzona w oparciu o te zasady, jak rowniez

W oparciu o zasady przygotowania recenzji rozprawy doktorskiej RDNB Instytutu Biologii SGGW.



1. Przedstawienie podstawowych danych o kandydacie.

- Pan Konrad Pawlak ukoriczyt studia magisterskie na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroclawiu,
tytut magistra otrzymat w 2019 roku.
W 2020 roku rozpoczat studia doktoranckie w Szkole Doktorskiej Nauk Biologicznych Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, w Zakladzie Bioinformatyki i Genomiki. Celem jego
studiéw bylo zbadanie wptywu czynnika zwigzanego z selekcjg na poziomie aminokwasowym na
ewolucyjne ksztaltowanie si¢ uzywalnosci kodonéw synonimicznych w  genomach
prokariotycznych i eukariotycznych. Rozprawa doktorska zatytulowana "Badanie wptywu selekcji
na poziomie aminokwasowym na uzywalno$é¢ kodonéw synonimicznych" zostala napisana w
Jjezyku polskim pod kierunkiem Pana dr hab. Pawla Btazeja. Doktorant ubiega si¢ o tytul doktora w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne po raz pierwszy.
Pan Konrad Pawlak jest wspétautorem 4 publikacii naukowych, ktére ukazywaly sie w latach 2021-
2025, o sumarycznym IF = 17.36, w tym trzech Jjest pierwszym autorem.

2. Przedstawienie informacji o ocenianej rozprawie doktorskiej.

. Przedtozona rozprawa doktorska jest praca oryginalna liczgcg 147 stron i nie zawiera przedrukéw
artykulow naukowych, ktérych doktorant jest wspélautorem.
Praca sktada si¢ z 6 standardowych rozdziatéw, w ktérych Autor zawart wprowadzenie, om6wienie
celow pracy, opis zastosowanych metod i materialéw oraz przedstawienie wynikéw ich dyskusje i
ostateczne wnioski. Zakres pracy mozna okrelié jako bioinformatyczny, zawierajacy elementy
modelowania matematycznego. Bibliografia pracy zawiera ponad 140 pozycji literaturowych, choé
Autor nie zawsze zachowuje spdjny format dla cytowan, mozna stwierdzi¢, ze staral si¢ objaé caly
obszar dostgpnej literatury przedmiotu, zaczynajac od lat 40-tych ubieglego wieku.
Rozprawa poprzedzona jest bardzo krétkim wstgpem teoretycznym dotyczacym historii odkrywania
wiasciwosci kodu genetycznego, zawierajacym zwigzle objasnienie stosowanych terminéw, po
ktérym nastgpuje sformutowanie celu pracy doktorskiej, ktérym byto okreslenie wptywu selekcji
na poziomie aminokwasowym na uzywalnoéé kodonow synonimicznych przy pomocy modelu
komputerowego umozliwiajacego symulacje presji mutacyjnej i selekcyjnej dziatajacych w
rzeczywistych genomach. Autor wspomina, o zweryfikowaniu hipotezy badawczej w odniesieniu
do standardowego kodu genetycznego i kodéw alternatywnych, ale w rozdziale ,,Cele pracy” brak
Jasnego sformutowania tej hipotezy.
Po opisie celéw nastegpuje obszerny rozdziat po$wigcony materiatom i metodom, cze$é zawartych

w nim informacji, jak definicja i historia badania presji mutacyjnej i selekcyjnej w procesie



ewolucyjnym, czy rozdziat ,,Wlasciwosci aminokwaséw” w odczuciu recenzenta mozna byto
przenies¢ do wstepu teoretycznego. W podrozdziale pos$wieconym presji mutacyjnej Autor opisuje
swoja droge do wyboru modelu UNREST, jako najbardziej uniwersalnego i nieodwracalnego w
czasie. Nalezy jednak pamietaé o tym, ze jest to tez model najbardziej wymagajacy, a przy mniejszej
liczbie sekwencji lub ograniczonym zestawie danych — stabilne oszacowanie wielu parametrow
moze by¢ problematyczne. Byé moze wskazane byloby takze przejscie od prostych do coraz
bardziej skomplikowanych modeli, aby zachowaé lepsza kontrole nad procesem i otrzymywanymi
wynikami i poréwnanie przynajmniej kilku typowych modeli przy uzyciu typowych kryteriéw
statystycznych takich jak AIC (by¢ moze zostalo to juz wykonane wczesniej w ramach prac
prowadzonych przez Promotora Doktoranta). W nastgpnym podrozdziale oméwione zostato
wprowadzenie modelu matematycznego dla presji selekcyjnej na poziomie aminokwasowym. Autor
opisuje wybrane, znane z literatury macierze oparte na réznicach we wiasciwosciach migdzy
podstawiajagcymi si¢ aminokwasami, uwzgledniajace liczne ich cechy fizykochemiczne i
strukturalne. Znéw cze$¢ informacji powinna zosta¢ przeniesiona do wstepu, natomiast w opisie
metody wystarczyloby podanie zastosowanej w badaniu macierzy, a to wiasnie nie wybrzmiato w
tym miejscu, recenzent domysla si¢, ze byta to przedstawiona w Tabeli 3 macierz Granthama, ale z
kolejnego podrozdziatu wynika, ze uzyto az 9 réznych macierzy selekcyjnych z bazy aaindex, w
tym macierzy Granthama, co oczywiscie jest raczej zaleta pracy. Z dalszego opisu materialéw
wynika, ze Autor wzial pod uwage az 33 wersje kodéw genetycznych, z kodonem start ATG i bez
aminokwaséw niestandardowych, zaréwno mitochondrialne, plastydowe, jak i jadrowe,
zdecydowanie jednak eukariotyczne. Biorac pod uwage, ze ,rozmycie” kodonu START, czyli
mozliwos¢ rozpoczecia translacji od kodonéw innych niz ATG jest charakterystyczng cechg wielu
genomo6w prokariotycznych, to bakteryjne kody s3 tu na pewno niedoreprezentowane. Z drugiej
‘ strony wystgpowanie alternatywnych kodéw genetycznych u organizméw bezjadrowych jest duzo
rzadsze i gléwnie ogranicza si¢ do zmiany UGA — Trp. W kolejnych rozdziatach Autor opisuje
gatunki, ktérych sekwencje genomiczne zostaly uzyte w pracy uzywajac dla nich wspolnego
okreslenia: ,Genomy bakteryjne” (3.11, str. 42), co jest na pewno klasyfikacja niescisty.
Wymienione s3 tu bowiem trzy organizmy: Thermus thermophilus (3.11.1), Escherichia coli
(3.11.2) i Plasmodium falciparum (3.11.3), z ktérych tylko jeden mozemy okresli¢ jako nalezacy
do domeny Bacteria. Recenzent zaklada, ze ta bledna klasyfikacja nie miata wplywu na sposéb
badania genomow i szacowania presji mutacyjnej i selekcyjnej.

W kolejnych podrozdziatach mozemy zapoznaé sie z opisem modelu symulacyjnego uzytego w
badaniach. Jest to model zaproponowany w 2017 roku przez Promotora pracy, integrujacy presje

mutacyjng dzialajaca na poziomie trzecich pozycji kodonéw synonimicznych czterokrotnie



zdegenerowanych i selekcj¢ aminokwasowa. Ewolucja sekwencji zostata tu opisana jako faficuch
Markova (tu pytanie o ostateczny rozmiar macierzy przej$é), w ktérym czestosé przejécia miedzy
dwoma kodonami jest okreslona jako iloczyn prawdopodobieristwa przejécia miedzy kodonami 1 i
2 i prawdopodobienistwa akceptacji zmiany aminokwasu z kodowanego przez kodon 1 na wlasciwy
dla kodonu 2. Doktorant w swojej pracy uzywa zmodyfikowanej wersji programu umozliwiajacej
wybor macierzy selekcyjnej i kodu genetycznego. Co nalezy podkresli¢, nie jest to standardowe
narzgdzie, ale program autorski w jezyku C++, w rozumieniu recenzenta przynajmniej cze$ciowo
stworzony przez Autora pracy.

Szacowanie czystej presji mutacyjnej dziatajacej w genomach rzeczywistych opiera sie
standardowo na analizie skladu nukleotydowego trzecich pozycji w kodonach czterokrotnie
zdegenerowanych, ktéry traktowany jest jako stan réwnowagowy (rozkiad ergodyczny) dla
macierzy substytucji nukleotydowych opisujacej presj¢ mutacyjna. Poniewaz jednak na
obserwowane rozklady stacjonarne wplywajg rozne czynniki zwiazane z selekcja i trudno uzyskaé
czysty obraz rzeczywistej presji mutacyjnej, w analizie przykladowych genoméw zdecydowano sie
na zastosowanie metody probabilistycznej. Wokél wartosci empirycznej wygenerowano na
podstawie rozkladu Dirichleta grupe zblizonych rozkladéw stacjonarnych. Z kolei dla potrzeb
symulacji stworzono teoretyczng przestrzen rozkladow stacjonarnych dla czystej presji mutacyjnej
generujac w krokach co 0,01 ponad 88 tys konfiguracji sktadu nukleotydowego, co pozwolito na
analizg szerokiego zakresu teoretycznych rozktadéw od genoméw z przewagg AT do bogatych w
GC.

Waznym aspektem obliczeri byto szacowanie maksymalnej sily selekcji dla danego rozkladu
stacjonarnego m: F» ™, gdzie F; jest definiowane jako sila selekcji rozumiana jako réznica ilosciowa
migdzy rozkladem kodonéw czterokrotnie zdegenerowanych po selekcji aminokwasowej, a ich
czgstoscig oczekiwana na podstawie czystej presji mutacyjnej. Technicznie obliczenia polegaty na
poréwnaniu wzglednych czestosci kodonéw 4FD po selekeji z ich oczekiwanymi czesto$ciami
mutacyjnymi. Réznice te byly nastgpnie normalizowane i sumowane dla wszystkich pieciu grup
kodonéw 4FD, otrzymujac globalna, ilosciowa miare sity selekcji.

Rozdzial trzeci jest jednym z obszerniejszych w omawianej dysertacji, jest tez na pewno wazny dla
zrozumienia przedstawionych wynikow, ale niestety nieco chaotyczny, zawiera zbedne powtérzenia
1fragmenty, kt6re niekoniecznie musialy trafi¢ do opisu metodyki i materiatow. W opinii recenzenta
brakuje tu takze podkreslenia indywidualnego wkladu Autora w realizowany projekt. Dla
zrozumienia zakresu badan wskazane bytoby moze graficzne przedstawienie al gorytmu i przestrzeni

symulacyjnej, z podkresleniem, co jest dana wejéciows, a co otrzymujemy na wyjsciu.



Ostatecznie proces symulacji obejmowal wszystkie kombinacje 26 kodéw genetycznych, 9
macierzy selekcyjnych i ok. 88 tys. teoretycznych rozkladéw stacjonarnych dla czystej presji
mutacyjnej. Dla uzyskanych danych wykonano wykresy zaleznosci Fx od presji mutacyjnej
generujacej nukleotydy z zadana czgstoscia. Obliczono takze podstawowe parametry statystyczne
dla uzyskanych wynikéw i pogrupowano je w oparciu o algorytm k-means. Dla rzeczywistych
genoméw wygenerowano dodatkowo wykresy pokazujace szacowang przy uzyciu rozkladu
" Dirichleta presj¢ mutacyjna. Wykonujac analizy statystyczne i wizualizacje Autor postuzyl sie
pakietem oprogramowania R. Uzyskane wykresy i statystyki zostaly obszernie oméwione w
rozdziale 4 — Wyniki i 5 Dyskusja.

Autor szczegélowo omawia otrzymane wykresy zaleznosci Fr ™ od rozkladéw stacjonarnych
poszczegélnych nukleotydéw, a potem par nukleotydéw dla tego samego kodu genetycznego i 9
roznych selekcyjnych macierzy aminokwasowych. Rézne sposoby definiowania sily selekcji w
macierzy w réznym stopniu determinowaly odchylenia uzywalnosci kodonéw od czestosci
neutralnych, czyli wynikajacych tylko z presji mutacyjnej. Najsilniej dziatata oparta na
wiasciwosciach chemicznych aminokwaséw, takich jak polarnosé, skiad chemiczny i objetosé
tafncuchéw bocznych, macierz Granthama, najstabiej macierz MIYS990104 oparta na globalnych
energiach oddziatywan wynikajacych z kontaktéw miedzy dowolng parg aminokwaséw
wystepujacych w strukturach biatkowych.

Nastgpnie Autor przedstawia i analizuje seri¢ wykreséw uzyskanych dla 26 réznych kodow
genetycznych ukazujacych zaleznos¢ sily selekcji od réwnowagowego sktadu nukleotydowego dla
kolejnych macierzy selekcyjnych. Z zestawienia wykreséw wynika, ze w przypadkach, kiedy
rozktady stacjonarne nukleotydéw osiagaja wartosci skrajne, rozklad kodonow synonimicznych
staje si¢ silnie asymetryczny, koszt mutacji rosnie, co prowadzi do wzrostu sity selekcji przez
uwidocznienie si¢ mutacji na poziomie aminokwasowym. Struktura kodu genetycznego miala
wedlug przeprowadzonych symulacji duzy wplyw na wartoéci F, ™, im bardziej fizykochemicznie
spdjny w sensie swojego znaczenia aminokwasowego Jest box kodonéw w kodzie genetycznym,
tym slabsze efekty pojedynczych substytucii.

Ostatnia cz¢$¢ rozdziatu ,,Wyniki” jest poswiecona szacowaniu sily selekcji aminokwasowej w
rzeczywistych genomach. Model symulacyjny pozostaje bez zmian, ale zamiast wygenerowanych
rozkladéw stacjonarnych dla modelowej presji mutacyjnej zastosowano rozklady wygenerowane
przy uzyciu odpowiednich parametréw rozkladu Dirichleta jako »s3siedztwo” rozktadu
empirycznego wyznaczonego z rzeczywistej sekwencji genomiczne;j.

Autor szacuje sile selekcji F, ™ dzialajaca w poszczeg6lnych genomach, przy wlasciwym dla

genomu kodzie genetycznym. Sama analiza jest bardzo ciekawa koncepcyjnie. Troche brak tutaj



biologicznych odniesien i interpretacji. Badane genomy naleza do trzech réznych domen, czy
obserwowane efekty moga wynikaé z réinic miedzy genomami eukariotycznymi i
prokariotycznymi? Czy Autor zastanawiat si¢ nad tym w jakis spos6b interpretujac wyniki? A moze
badane procesy dziataja wedlug niego w sposéb uniwersalny i nie powinno to mieé zadnego wplywu
na szacowania? To tez byloby warte podkreslenia. Czy metode da si¢ rozszerzyé na kolejne
genomy? Zakladam, ze odpowiedZ jest tu pozytywna. Czy da si¢ jako§ zweryfikowaé lub
potwierdzi¢ otrzymane szacowania sity selekcji? W opinii recenzenta poglebienie analizy od strony
biologicznej wptynetoby pozytywnie na warto$é pracy.

Po przedstawieniu wynikéw nastgpuje krotka dyskusja i proba wyciagnigcia zwieztych i spojnych
wnioskéw z przeprowadzonych symulacji.

W ocenie recenzenta najciekawsze obserwacje to stwierdzenie, Ze alternatywne kody genetyczne
modyfikuja kierunek i sit¢ selekcji, a najsilniejsze efekty obserwuje si¢ w kodach eliminuj acych lub
redystrybuujacych kodony stop, co wzmacnia sp6jnos¢ blokéw aminokwasowych i Zmniejsza
ryzyko mutacji nonsensownej, jak réwniez wykazanie na podstawie poréwnania wynikow
symulacji uzyskanych dla réznych macierzy selekcyjnych, ze obserwowana sila selekgji zalezy od
przyjetego kryterium opisujacego podobiefistwo aminokwasow, ale we wszystkich wypadkach
utrzymuje si¢ og6lna tendencja do wzmacniania odpornosci kodu na mutacje.

Ogdlnym podsumowaniem pracy moze by¢ konkluzja, ze uzywalnosé kodonéw jest ksztattowana
nie tylko przez mutacje i translacje, ale takze przez selekcje, ktéra minimalizuje skutki bledéw na
poziomie bialek, czyniac kod genetyczny systemem ograniczajacym koszty ewolucyjne.

W oparciu o te wnioski Autor prébuje ocenié znaczenie swoich wynikow dla obecnej wiedzy i
okresli¢ ich implikacje praktyczne. Wyniki pracy wykazuja, ze koszty chemiczno-fizyczne zmian
aminokwasowych sg waznym, a czgsto pomijanym czynnikiem, ktéry powinien by¢ uwzgledniany

zaréwno w modelach ewolucyjnych, jak i w praktycznym projektowaniu syntetycznych sekwencji.



3. Whnioski

Podsumowujac, Doktorant skutecznie zrealizowat projekt pracy doktorskiej uzyskujac interesujgce
wyniki dotyczace wlasciwosci kodu genetycznego i jego wplywu na uzywalno$é kodonéw w
- genomach. W ocenie recenzenta rozprawa doktorska Pana Konrada Pawlaka spetnia wymagania
stawiane pracom doktorskim przez ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie WyZszym i
nauce (Dz. U. 2021 poz. 478 z p6zn. zm.).

Uwazam, ze rozprawa zawiera oryginalne rozwigzania i stanowi istotny wkiad do badan nad
wlasciwosciami kodu genetycznego i ewolucja na poziomie molekularnym. Po zaznajomieniu si¢ z
rozprawg jestem tez przekonana, ze jej Autor opanowat wiedze teoretyczng i metody badawcze
niezbgdne do samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Wnosze wiec o dopuszczenie Pana
magistra Pawlaka do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki

biologiczne.
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