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Podstawa prawna sporządzenia recenzji

Recenzja została sporządzona w związku z powołaniem przez Radę Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wrocławskiego (na mocy uchwały Nr 137/2025 z dn. 16 października 2025)
do pełnienia funkcji recenzenta w postępowaniu o nadanie stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych Panu mgr Konradowi Pawlakowi.

Zgodnie z art. 13 ust. l ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule naukowym w zakresie sztuki (t.j. Dz.U. 2017 póz. 1789, dalej jako: u. s.n.), mającego
zastosowanie w sprawie w związku z art. 175 ust. l Przepisów wprowadzających ustawę - Prawo o
szkolnictwie wyższym i nauce z 3. 7.2018 r. (Dz.U. 2018 r. póz. 1669), recenzent powinien ocenić, czy
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiązanie problemu naukowego oraz dowodzi ogólnej
wiedzy teoretycznej doktoranta w zakresie nauk biologicznych, a także umiejętności samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Poniższa recenzja została sporządzona w oparciu o te zasady, jak również
w oparciu o zasady przygotowania recenzji rozprawy doktorskiej RDNB Instytutu Biologii SGGW



l. Przedstawienie podstawowych danych o kandydacie.

Pan Konrad Pawlak ukońc2ył stadia magisterskie na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wrocławiu,
tytuł magistra otrzymał w 2019 roku.

W 2020 roku rozpoczął studia doktoranckie w Szkole Doktorskiej Nauk Biologicznych Wydziahi
Biotechnologii Uniwersytetu Wrocławskiego, w Zakładzie Bioinformatyki i Genomiki. Celem jego
studiów było zbadanie wpływu czynnika związanego z selekcją na poziomie aminokwasowym na
ewolucyjne kształtowanie się używalności kodonów synonimicznych w genomach
prokariotycznych i eukariotycznych. Rozprawa doktorska zatytułowana "Badanie wpfywu selekcji
na poziomie aminokwasowym na używalność kodonów synonimicznych" została napisana w
języku polskim pod kierunkiem Pana dr hab. Pawła Błażeja. Doktorant ubiega się o tytuł doktora w
dziedzinie nauk ścisłych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne po raz pierwszy.
Pan Konrad Pawlak jest współautorem 4 publikacji naukowych, które ukazywały się w latach 2021-
2025, o sumarycznym IF = 17. 36, w tym trzech jest pierwszym autorem.

2. Przedstawienie informacji o ocenianej rozprawie doktorskiej.
Przedłożona rozprawa doktorska jest pracą oryginalną liczącą 147 stron i nie zawiera przedruków
artykułów naukowych, których doktorant jest współautorem.

Praca składa się z 6 standardowych rozdziałów, w których Autor zawarł wprowadzenie, omówienie
celów pracy, opis zastosowanych metod i materiałów oraz przedstawienie wyników ich dyskusję i
ostateczne wnioski. Zakres pracy można określić jako bioinformatyczny, zawierający elementy
modelowania matematycznego. Bibliografia pracy zawiera ponad 140 pozycji literaturowych, choć
Autor nie zawsze zachowuje spójny format dla cytowań, można stwierdzić, że starał się objąć cały
obszar dostępnej literatury przedmiotu, zaczynając od lat 40-tych ubiegłego wieku.
Rozprawa poprzedzona jest bardzo krótkim wstępem teoretycznym dotyczącym historii odkrywania
właściwości kodu genetycznego, zawierającym zwięzłe objaśnienie stosowanych tenninów, po
którym następuje sformułowanie celu pracy doktorskiej, którym było określenie wpływu selekcji
na poziomie aminokwasowym na używalność kodonów synonimicznych przy pomocy modelu
komputerowego umożliwiającego symulację presji mutacyjnej i selekcyjnej działających w
rzeczywistych genomach. Autor wspomina, o zweryfikowaniu hipotezy badawczej w odniesieniu
do standardowego kodu genetycznego i kodów alternatywnych, ale w rozdziale "Cele pracy" brak
jasnego sformułowania tej hipotezy.

Po opisie celów następuje obszerny rozdział poświęcony materiałom i metodom, część zawartych
w nim informacji, jak definicja i historia badania presji mutacyjnej i selekcyjnej w procesie



ewolucyjnym, czy rozdział "Właściwości aminokwasów" w odczuciu recenzenta można było
przenieść do wstępu teoretycznego. W podrozdziale poświęconym presji mutacyjnej Autor opisuje
swoją drogę do wyboru modelu UNREST, jako najbardziej uniwersalnego i nieodwracalnego w
czasie. Należy jednak pamiętać o tym, że jest to też model najbardziej wymagający, a przy mniejszej
liczbie sekwencji lub ograniczonym zestawie danych - stabilne oszacowanie wielu parametrów
może być problematyczne. Być może wskazane byłoby także przejście od prostych do coraz
bardziej skomplikowanych modeli, aby zachować lepsza kontrolę nad procesem i otrzymywanymi
wynikami i porównanie przynajmniej kilku typowych modeli przy użyciu typowych kryteriów
statystycznych takich jak AIC (być może zostało to już wykonane wcześniej w ramach prac
prowadzonych przez Promotora Doktoranta). W następnym podrozdziale omówione zostało

wprowadzenie modelu matematycznego dla presji selekcyjnej na poziomie aminokwasowym. Autor
opisuje wybrane, znane z literatiry macierze oparte na różnicach we właściwościach między
podstawiającymi się aminokwasami, uwzględniające liczne ich cechy fizykochemiczne i
strukturalne. Znów cześć infonnacji powinna zostać przeniesiona do wstępu, natomiast w opisie
metody wystarczyłoby podanie zastosowanej w badaniu macierzy, a to właśnie nie wybrzmiało w
tym miejscu, recenzent domyśla się, że była to przedstawiona w Tabeli 3 macierz Granthama, ale z

kolejnego podrozdziahi wynika, że użyto aż 9 różnych macierzy selekcyjnych z bazy aaindex, w
tym macierzy Granthama, co oczywiście jest raczej zaletą pracy. Z dalszego opisu materiałów
wynika, że Autor wziął pod uwagę aż 33 wersje kodów genetycznych, z kodonem start ATG i bez

aminokwasów niestandardowych, zarówno mitochondrialne, plastydowe, jak i jądrowe,
zdecydowanie jednak eukariotyczne. Biorąc pod uwagę, że "rozmycie" kodonu START, czyli
możliwość rozpoczęcia translacji od kodonów innych niż ATG jest charakterystyczną cechą wielu
genomów prokariotycznych, to bakteryjne kody są tu na pewno niedoreprezentowane. Z dmgiej
strony występowanie alternatywnych kodów genetycznych u organizmów bezjądrowychjest dużo

rzadsze i głównie ogranicza się do zmiany UGA -> Trp. W kolejnych rozdziałach Autor opisuje
gatunki, któiych sekwencje genomiczne zostały użyte w pracy używając dla nich wspóbiego
określenia: "Genomy bakteryjne" (3. 11, str. 42), co jest na pewno klasyfikacją nieścisłą.
Wymienione są tu bowiem trzy organizmy: Thermus thermophilus (3. 11. 1), Escherichia coli
(3. 11.2) i Plasmodiumfalciparum (3. 11.3), z których tylko jeden możemy określić jako należący
do domeny Bacteria. Recenzent zakłada, że ta błędna klasyfikacja nie miała wpływu na sposób
badania genomów i szacowania presji mutacyjnej i selekcyjnej.
W kolejnych podrozdziałach możemy zapoznać się z opisem modelu symulacyjnego użytego w
badaniach. Jest to model zaproponowany w 2017 roku przez Promotora pracy, integnyący presję
mutacyjną działającą na poziomie trzecich pozycji kodonów synonimicznych czterokrotnie



zdegenerowanych i selekcję aminokwasową. Ewolucja sekwencji została tu opisana jako łańcuch

Markova (hi pytanie o ostateczny rozmiar macierzy przejść), w którym częstość przejścia między
dwoma kodonamijest określona jako iloczyn prawdopodobieństwa przejścia między kodonami l i

2 i prawdopodobieństwa akceptacji zmiany aminokwasu z kodowanego przez kodon l na właściwy

dla kodonu 2. Doktorant w swojej pracy używa zmodyfikowanej wersji programu umożliwiającej

wybór macierzy selekcyjnej i kodu genetycznego. Co należy podkreślić, nie jest to standardowe

narzędzie, ale program autorski w języku C++ , w rozumieniu recenzenta przynajmniej częściowo

stworzony przez Autora pracy.

Szacowanie czystej presji mutacyjnej działającej w genomach rzeczywistych opiera się
standardowo na analizie składu nukleotydowego trzecich pozycji w kodonach czterokrotnie

zdegenerowanych, który traktowany jest jako stan równowagowy (rozkład ergodyczny) dla

macierzy substytucji nukleotydowych opisującej presję mutacyjną. Ponieważ jednak na

obserwowane rozkłady stacjonarne wpływają różne czynniki związane z selekcją i tmdno uzyskać

czysty obraz rzeczywistej presji mutacyjnej, w analizie przykładowych genomów zdecydowano się

na zastosowanie metody probabilistycznej. Wokół wartości empirycznej wygenerowano na

podstawie rozkładu Dirichleta grupę zbliżonych rozkładów stacjonarnych. Z kolei dla potrzeb
symulacji stworzono teoretyczną przestrzeń rozkładów stacjonarnych dla czystej presji mutacyjnej

generując w krokach co 0, 01 ponad 88 tyś konfiguracji składu nukleotydowego, co pozwoliło na

analizę szerokiego zakresu teoretycznych rozkładów od genomów z przewagą AT do bogatych w
GC.

Ważnym aspektem obliczeń było szacowanie maksymalnej siły selekcji dla danego rozkładu

stacjonarnego n: F"max, gdzie F^ jest definiowane jako siła selekcji rozumiana jako różnica ilościowa

między rozkładem kodonów czterokrotnie zdegenerowanych po selekcji aminokwasowej, a ich

częstością oczekiwaną na podstawie czystej presji mutacyjnej. Technicznie obliczenia polegały na

porównaniu względnych częstości kodonów 4FD po selekcji z ich oczekiwanymi częstościami

mutacyjnymi. Różnice te byty następnie nonnalizowane i sumowane dla wszystkich pięciu grup
kodonów 4FD, otr2ymując globalną, ilościową miarę siły selekcji.

Rozdział trzeci jest jednym z obszerniejszych w omawianej dysertacji, jest też na pewno ważny dla

zrozumienia przedstawionych wyników, ale niestety nieco chaotyczny, zawiera zbędne powtórzenia

i fragmenty, które niekoniecznie musiały trafić do opisu metodyki i materiałów. W opinii recenzenta

brakuje tu także podkreślenia indywidualnego wkładu Autora w realizowany projekt. Dla

zrozumienia zakresu badań wskazane byłoby może graficzne przedstawienie algorytmu i przestrzeni
symulacyjnej, z podkreśleniem, co jest daną wejściową, a co oti-zymujemy na wyjściu.



Ostatecznie proces symulacji obejmował wszystkie kombinacje 26 kodów genetycznych, 9

macierzy selekcyjnych i ok. 88 tyś. teoretycznych rozkładów stacjonarnych dla czystej presji

mutacyjnej. Dla uzyskanych danych wykonano wykresy zależności FTC od presji mutacyjnej

genemjącej nukleotydy z zadaną częstością. Obliczono także podstawowe parametry statystyczne
dla uzyskanych wyników i pogrupowano je w oparciu o algorytm k-means. Dla rzeczywistych
genomów wygenerowano dodatkowo wykresy pokazujące szacowaną przy użyciu rozkładu

Dirichleta presję mutacyjną. Wykonując analizy statystyczne i wizualizację Autor posłużył się
pakietem oprogramowania R. Uzyskane wykresy i statystyki zostały obszernie omówione w
rozdziale 4 - Wyniki i 5 Dyskusja.

Autor szczegółowo omawia otrzymane wykresy zależności F" max od rozkładów stacjonarnych
poszczególnych nukleotydów, a potem par nukleotydów dla tego samego kodu genetycznego i 9

różnych selekcyjnych macierzy aminokwasowych. Różne sposoby definiowania siły selekcji w
macierzy w różnym stopniu determinowały odchylenia używahiości Radonów od częstości

neutralnych, czyli wynikających tylko z presji mutacyjnej. Najsilniej działała oparta na
właściwościach chemicznych aminokwasów, takich jak polamość, skład chemiczny i objętość
łańcuchów bocznych, macierz Granthama, najsłabiej macierz ]VOYS990104 oparta na globalnych
energiach oddziaływań wynikających z kontaktów między dowolną parą aminokwasów
występujących w strukturach białkowych.

Następnie Autor przedstawia i analizuje serię wykresów uzyskanych dla 26 różnych kodów
genetycznych ukazujących zależność siły selekcji od równowagowego składu nukleotydowego dla

kolejnych macierzy selekcyjnych. Z zestawienia wykresów wynika, że w przypadkach, kiedy
rozkłady stacjonarne nukleotydów osiągają wartości skrajne, rozkład kodonów synonimicznych
staje się silnie asymetryczny, koszt mutacji rośnie, co prowadzi do wzrostu siły selekcji przez
uwidocznienie się mutacji na poziomie aminokwasowym. Struktura kodu genetycznego miała
wedhig przeprowadzonych symulacji duży wpiyw na wartości F"max, im bardziej fizykochemicznie
spójny w sensie swojego znaczenia aminokwasowego jest box kodonów w kodzie genetycznym,
tym słabsze efekty pojedynczych substytucji.

Ostatnia część rozdziału "Wyniki" jest poświęcona szacowaniu sify selekcji aminokwasowej w
rzeczywistych genomach. Model symulacyjny pozostaje bez zmian, ale zamiast wygenerowanych
rozkładów stacjonarnych dla modelowej presji mutacyjnej zastosowano rozkłady wygenerowane
przy użyciu odpowiednich parametrów rozkładu Dirichleta jako "sąsiedztwo" rozkładu

empirycznego wyznaczonego z rzeczywistej sekwencji genomicznej.

Autor szacuje siłę selekcji F" max działającą w poszczególnych genomach, przy właściwym dla
genomu kodzie genetycznym. Sama analiza jest bardzo ciekawa koncepcyjnie. Trochę brak tutaj



biologicznych odniesień i interpretacji. Badane genomy należą do trzech różnych domen, czy
obserwowane efekty mogą wynikać z różnic między genomami eukariotycznymi i
prokariotycznymi? Czy Autor zastanawiał się nad tym w jakiś sposób interpretując wyniki? A może

badane procesy działają według niego w sposób uniwersalny i nie powinno to mieć żadnego wpływu
na szacowania? To też byłoby warte podkreślenia. Czy metodę da się rozszerzyć na kolejne
genomy? Zakładam, że odpowiedź jest tu pozytywna. Czy da się jakoś zweryfikować lub

potwierdzić otrzymane szacowania siły selekcji? W opinii recenzenta pogłębienie analizy od strony
biologicznej wpłynęłoby pozytywnie na wartość pracy.

Po przedstawieniu wyników następuje krótka dyskusja i próba wyciągnięcia zwięzłych i spójnych
wniosków z przeprowadzonych symulacji.

W ocenie recenzenta najciekawsze obserwacje to stwierdzenie, że alternatywne kody genetyczne
modyfikują kierunek i siłę selekcji, a najsilniejsze efekty obserwuje się w kodach eliminujących lub

redystrybuujących kodony stop, co wzmacnia spójność bloków aminokwasowych i zmniejsza
ryzyko mutacji nonsensownej, jak również wykazanie na podstawie porównania wyników

symulacji uzyskanych dla różnych macierzy selekcyjnych, że obserwowana siła selekcji zależy od
przyjętego kryterium opisującego podobieństwo aminokwasów, ale we wszystkich wypadkach
utrzymuje się ogólna tendencja do wzmacniania odporności kodu na mutacje.

Ogólnym podsumowaniem pracy może być konkluzja, że używalność kodonówjest kształtowana

nie tylko przez mutacje i translację, ale także przez selekcję, która minimalizuje skutki błędów na
poziomie białek, czyniąc kod genetyczny systemem ograniczającym koszty ewolucyjne.

W oparciu o te wnioski Autor próbuje ocenić znaczenie swoich wyników dla obecnej wiedzy i
określić ich implikacje praktyczne. Wyniki pracy wykazują, że koszty chemiczno-fizyczne zmian
aminokwasowych są ważnym, a często pomijanym czynnikiem, który powinien być uwzględniany
zarówno w modelach ewolucyjnychjak i w praktycznym projektowaniu syntetycznych sekwencji.



3. Wnioski

Podsumowując, Doktorant skutecznie zrealizował projekt pracy doktorskiej uzyskując interesujące
wyniki dotyczące właściwości kodu genetycznego i jego wpływu na używalność kodonów w

genomach. W ocenie recenzenta rozprawa doktorska Pana Konrada Pawlaka spełnia wymagania
stawiane pracom doktorskim przez ustawę z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i
nauce (Dz. U. 2021 póz. 478 z późn. zm.).

Uważam, że rozprawa zawiera oryginalne rozwiązania i stanowi istotny wkład do badań nad

właściwościami kodu genetycznego i ewolucją na poziomie molekularnym. Po zaznajomieniu się z
rozprawą jestem też przekonana, że jej Autor opanował wiedzę teoretyczną i metody badawcze
niezbędne do samodzielnego prowadzenia badań naukowych. Wnoszę więc o dopuszczenie Pana
magistra Pawlaka do dalszych etapów postępowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki
biologiczne.

dr hab. n. biol. Małgorzata Dudkiewicz


