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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Adriana Kani pt. ""Reprezentacja gry chaosu

w badaniach sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych*

Juz od czasu uzyskania pierwszych sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych naukowcy
zastanawiali sie jak je analizowac. Bardzo popularne stato sie przyréwnywanie (dopasowanie)
sekwencji w celu znalezienia podobienstwa i réznic miedzy nimi. Mimo duzej skutecznosci
tych metod, wyniki przyréwnan bardzo zalezg od przyjetego systemu punktacji i kary na
wprowadzane przerwy. Optymalne warto$ci tych parametrow nie sg tatwe do ustalenia dla
porébwnywanego zbioru sekwencji. Ponadto, ze znacznym wzrostem liczby dostepnych
sekwencji, metody te stajg sie zbyt czasochtonne, aby przeprowadzi¢ analizy w rozsadnym
czasie na duzym zbiorze sekwencji pomimo ulepszania algorytméw przyréwnujgcych
sekwencje. W zwigzku z tym zaczeto proponowac i stosowac rézne analizy nieopierajace sie
na przyrobwnaniach. Jedng z nich jest reprezentacja gry chaosu (ang. Chaos Game
Representation, CGR) opracowana zostata przez H. J. Jeffreya w 1990 roku oraz zaczerpnieta
z teorii ukladéw dynamicznych i fraktali. Metoda ta przeksztatca ciggu symboli (np.
nukleotydow DNA) w dwuwymiarowy wykres, ktéry oddaje zaréwno lokalne, jak i globalne
wzorce obecne w analizowanej sekwencji. Metoda ta moze dawac interesujace wyniki i nowe
spojrzenie na analizowane sekwencji. Dlatego bardzo stusznie ambitnym przedmiotem pracy
doktorskiej Pana mgr Adriana Kani stato sie zastosowanie tej metody w badaniach sekwencji

nukleotydowych i aminokwasowych.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim i ma klasyczny ukiad.
Zawiera ona: Spis tresci, Stowa kluczowe, Wykaz najwazniejszych skrotéw, Streszczenie,
Abstract w jezyku angielskim, Wprowadzenie, Rozdziat zawierajagcy hipotezy badawcze i
cele pracy, Metody i zasoby, Wyniki i dyskusje, Podsumowanie, Dodatki, Literature, Spis

rysunkow i Spis tabel.
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We Wprowadzeniu doktorant zebrat najwazniejsze informacje dotyczace analiz
sekwencji  biologicznych skupiajagc sie na metodach nieopartych na Kklasycznych
przyréwnaniach sekwencji, a zwtaszcza na metodzie reprezentacji gry chaosu (CGR). Podat
zastosowania tej metody w analizie genoméw, badaniu genéw niezbednych, przewidywaniu

odpornosci bakterii na antybiotyki oraz celow mikroRNA.

Sadze, ze w tej czeSci mozna bytoby poda¢ przyktadowa graficzng reprezentacje
sekwencji metodg CGR i uwypukli¢ zalety tej metody w poréwnaniu do innych. Mozna bytoby
tez wyjasni¢ przynajmniej ogdlnie wspominane w tej czeSci parametry stuzace do opisu
sekwencji badanych tg metoda, tj. wyktadnik Hursta i dyskretng transformate Fouriera. Przy
stwierdzeniu, ze obliczenia przeprowadzono dla genu neuraminidazy wypadatoby podac, ze
pochodzit on z ptasich wiruséw grypy. Przy zdaniu opisujgcym, ze znaczgca czes¢ wynikow tej

pracy zostatajuz opublikowana dobrze bytoby zacytowacé te prace.

Hipotezy badawcze i cele pracy doktorskiej zostaty jasno sformutowane oraz wtasciwie
zweryfikowane i zrealizowane. Warto podkresli¢, ze w tej czesci poza ich przedstawieniem
podano takze ich uzasadnienie i potencjalne aplikacyjne zastosowanie opracowanych metod i
uzyskanych wynikéw. Ogdlnie celem pracy byto zbadanie stosowalnosci i ograniczen CGR w
analizach sekwencji nukleotydowych oraz aminokwasowych. Poza zastosowaniem tej metody
doktorant zaproponowat takze nowe rozwigzania metodyczne. W szczeg6lnosci mgr Kania
zastosowat metode CGR do scharakteryzowania motywdw sekwencyjnych mikroRNA
cztowieka, cech i klasyfikacji sekwencji genow niezbednych u bakterii oraz rekonstrukcji
relacji ewolucyjnych gendéw, genomOw oraz biatek. Ponadto doktorant zbadat wiasnosci
kodowania sekwencji nukleotydowych DNA i RNA oraz aminokwasowych tg metodg oraz

zaproponowat uzyteczne deskryptory.

Mam pewne uwagi do tej czesci. Stwierdzenie, ze celem jest potwierdzenie zapewne
znanych z literatury wzorcéw nie jest fortunne, poniewaz doktorant powinien sprawdzic¢ czy te
wzorce sg juz znane. Stowo zapewne jest tutaj niewtasciwe. Dobrze bytoby takze uzasadni¢
dlaczego do rekonstrukcji relacji ewolucyjnych wybrano gen neuraminidazy z ptasich wiruséw

grypy oraz gen SPARC z organizmdw wyzszych.

W rozdziale Metody i zasoby w przejrzysty sposob przedstawiono wykorzystane bazy
danych oraz zastosowang metodyke. Umieszczono tam takze pewne opisy petnigce funkcije
wprowadzenia lub wstepu do poszczeg6lnych zagadnien. Sadze, ze jest to dobre rozwigzanie

niz umieszczanie wszystkiego w jednej czesci bedacej Wstepem.



W tym rozdziale tym scharakteryzowano biologiczne bazy danych dotyczace sekwencji
biologicznych oraz podano podstawowe informacje o przyréwnywaniu sekwencji oraz
analizach filogenetycznych. Opisano takze wybrane specyficzne cechy i wilasciwosci
rzeczywistych sekwencji biologicznych. Szczego6towiej scharakteryzowano metody opisu i
reprezentacji sekwencji nukleotydowych i biatkowych: entropie i logo, k-mery, ztozono$é
Lempel-Ziva, krzywg Z, reprezentacje gry chaosu, genomacierz, spacer DNA i deskryptory
PseAAC. Osobne rozdziaty poswiecono na charakterystyke dyskretnej transformaty Fouriera
(DFT), wyktadnika Hursta, iloSciowej analizy rekurencji (RQA), momentu bezwtadnosci oraz

indeksu podobienstwa strukturalnego (SSIM).

Generalnie opisy sgjasne z interesujacymi przyktadami, jednakze mam réwniez uwagi
do tej czesci. Podana w opisie baza Pfam nie jest juz wspierana, a jej dane znajdg sie w bazie
InterPro. Mozna byto poda¢ przyktad tej drugiej bazy jako wtdrnej zawierajacej motywy i
domeny. Chciatbym sie dowiedzie¢ skad doktorant zaczerpnat podziat baz na pierwszo-, drugo-
i zwlaszcza trzeciorzedowe. Jakie sg kryteria ich klasyfikacji? Wypadatoby poda¢ adresy
internetowe do baz miRBase i miRTarBase. Dobrze bytoby podac jakie metody filogenetyczne
oraz cechy i parametry sekwencji (opisane w 3.5. Specyfika sekwencji nukleotydowych oraz
prawa biologiczne oraz 3.6. Metody opisu i reprezentacji sekwencji nukleotydowych i
biatkowych) zastosowano w pracy doktorskiej. Wspominajac o roznej reprezentacji kodow
genetycznych dobrze bytoby wyjasni¢ na czym ona polega. W opisie podano, ze Wackaw
Szybalski zauwazyt, ze u wiruséw wystepuje $rednio wiecej puryn niz pirymidyn i ma to
zapobiegac tworzeniu struktur dwuniciowych pomiedzy fragmentami RNA. Jednak nie jest
jasno napisane czy tworzenie tych struktur czy ich zapobieganie ma spowalniaé replikacje RNA
i wptywaé na formowanie sie biatek. Jesli chodzi o drugg regute parowania Chargaffa, to warto
bytoby wspomnieé¢ o odchyleniach od niej, ktdre wynikajg z wystepowania sekwencji
kodujacych (ich nici sensownych) o specyficznym skfadzie na danej nici DNA oraz tzw.
asymetrii DNA zwigzanej z réznymi substytucjami nukleotydowymi na niciach wiodacej i
op6zniajacej podczas replikacji. Dobrze bytoby wyjasni¢, co to sa sekwencje o zwyklej i
odwrotnej komplementarnosci. Mozna bytoby tez podac jak interpretowaé wartosci ztozonos¢
Lempel-Ziva. Przy opisie metody CGR podano, ze autor zaproponowat przyporzadkowanie
aminokwaséw do wierzchotkéw z uwzglednieniem ich wiasciwosci fizykochemicznych,
jednak dobrze bytoby szczeg6towiej to opisaé. Niektore wykresy gry w chaos przypominaja
trojkaty Sierpinskiego o czym mozna bytoby tez wspomnie¢. We wzorze 27 dobrze bytoby
wyjasni¢ fi. Mozna byloby tez poda¢ jawne wyliczenia niektdérych wartosci w Tabeli 3 i ich

interpretacje oraz wyjasnic jakg skale wybrano do liczenia hydrofobowosci i hydrofilowosci.



Wspomniano takze o kryterium Nyquista, ale nie opisano go szczegétowiej. Dziwi mnie wz6r
36 na srednig czastkowa, poniewaz jest on zwyktg sumag wartosci a nie ilorazem. Dla jasnosci
dobrze bytoby poda¢ pewne przyktady oraz jak interpretowac wartosci z iloSciowej analizy

rekurencji oraz indeksu podobienstwa strukturalnego.

Analizy oparte na metodzie spacerbw DNA oraz jej modyfikacjach byty powszechnie
stosowane tez przez polskich naukowcow z grupy prof. Stanistawa Cebrata i prof. Mirostawa
Dudka, w ktérych miatem zaszczyt bra¢ udziat. Ponizej przedstawiam przyktadowe prace, w
ktorych byty one stosowane. Mozna bytoby je zacytowa¢ we Wprowadzeniu i czesci

metodycznej :

Stanistaw Cebrat, Mirostaw Roman Dudek (1998) The effect of DNA phase structure on DNA
walks. The European Physical Journal B 3: 271-276

Stanistaw Cebrat, Mirostaw Roman Dudek, Agnieszka Gierlik, Maria Kowalczuk, Pawet
Mackiewicz (1999) Effect of replication on the third base of codons. Physica A 265 (1-2): 78-
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Pawet Mackiewicz, Agnieszka Gierlik, Maria Kowalczuk, Mirostaw Roman Dudek, Stanistaw
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A 314 (1-4): 646-654

Pawet Mackiewicz, Jolanata Zakrzewska-Czerwinska, Anna Zawilak, Mirostaw Roman
Dudek, Stanistaw' Cebrat (2004) Where does bacterial replication start? Rules for predicting the
oriC region. Nucleic Acids Res. 32 (13): 3781-3791



Wyniki i ich dyskusja ostaty pofaczone w jeden rozdziat, co mozna uzna¢ za
uzasadnione, poniewaz utatwito to komentowanie na biezgco uzyskanych wynikéw i unikniecie
zbednych powtérzen. Warto podkresli¢, ze doktorant jest wspotautorem 4 publikacji
przedstawiajgcych wyniki zwigzane z tematem pracy doktorskiej. We wszystkich jest autorem

korespondencyjnym.

Wyniki analiz motywow sekwencyjnych w miRNA wydajg sie bardzo wazne z punktu
widzenia zrozumienia mechanizmoéw ich oddziatywania z mRNA. Doktorant znalazt wyrazne
réznice miedzy grupami miRNA. Jednakze bardziej zrozumiate i informatywne sa zwykle
analizy czestosci dinukleotyd6éw niz skomplikowane obrazy CGR. Co nowego one wnoszg niz
analizy czesto$ciowe? Dobrze bytoby poda¢ takze jaka warto$¢ zostata zastosowana do
podzialu miRNA na nisko- oraz wysokoenergetyczne. Nie rozumem stwierdzenia, ze
analogiczne wzorce w grupie miRNA wysokoenergetycznych i o najwiekszej wiarygodnosci
majg posrednio wskazywacé na istotng role innych czynnikéw w procesie degradacji, w tym
kompleksu RISC. Prositbym o wyjasnienie. Mam rdwniez pytanie dlaczego dinukleotydy z
zasadami tworzacymi podwdjne wigzania wodorowe wystepujg czesciej w grupie miRNA o
wysokiej energii, a tworzace potrojne w grupie o niskiej energii? Czy ta energia to jest energia

oddziatywan miedzy miRNA i mMRNA? Jesli tak, to czy nie powinna byé odwrotna zaleznos$¢?

Wiecej interesujacych analiz przeprowadzono dla genéw niezbednych i opcjonalnych u
bakterii. Nie wykazano istotnych roznic w ich dtugosciach opierajgc sie na analizach korelacji.
Mam jednak pytanie dlaczego nie zastosowano do oceny réznic w dtugosciach genéw innych
testow statystycznych jak t-Studenta lub Manna-Whitneya bezposrednio oceniajacych te
réznice? Doktorant znalazt takze, ze geny niezbedne maja istotne odchylenie od drugiej reguty
Chargaffa liczonej nar6zne sposoby a niektére z nich wykazaty wieksza entropie. W przypadku
analiz korelacyjnych w tym przypadku dobrze bytoby wyjasnié jakiego testu dotyczyty wartos¢
p. Zastosowano tez w tych analizach dywergencje Kullbacka-Leiblera, o ktérej wypadatoby
wspomnie¢ w Metodach i zasobach. Pan mgr Kania wykazat takze, ze geny niezbedne sg
reprezentatywne ze wzgledu na skiad do innych genéw tego samego genomu, a mniej w
poréwnaniu do innych genomoéw, co moze wydawac sie oczywiste ze wzgledu na réznice w
sktadzie miedzy genomami. Zastosowano takze potaczenie metody CGR ze spacerem DNA,
ktére wykazato réznice miedzy sekwencjami rzeczywistych gendw i sekwencji losowych.
Dobrze bytoby wyjasni¢ jak te sekwencje losowe wygenerowano. Na Rysunku 42 uzyskano
dwa zbiory punktéw dla zalezno$ci momentéw bezwiadnosci, a niektére genomy wykazaty

duze warto$ci tych parametrow. Jest to interesujagce i dobrze bytoby te wyniki wytlumaczyc.



Wspominano takze o zastosowaniu uczenia maszynowego do rozpoznawania genéw

niezbednych. Dobrze bytoby wyjasni¢ jaki byt udziat doktoranta w tych badaniach.

CGR w kombinacji z innymi parametrami oraz metode Lempel-Ziva zastosowano takze
w analizie filogenetycznej dla sekwencji wygenerowanych i rzeczywistych oraz z AFproject.
Wykazano, ze najlepiej oczekiwane drzewa odtworzyty metoda CGR z DFT i SSIM. Dokonano
tez poréwnania czasOw dziatania réznych metod. Dobrze bytoby pokaza¢ ile czasu zajetyby
klasyczne analizy z przyréwnaniem sekwencji i okre$leniem drzewa metodg odlegtosciowa lub
inng. Mam tez pytanie dlaczego w niektérych przypadkach pokazywano nieznormalizowane a

w innych znormalizowane odlegtosci miedzy drzewami?

Wazne i interesujgce wyniki dotycza rozszerzenia metody CGR dla DNA, RNA oraz
biatek, poniewaz zaproponowano w nim i przetestowane rdzne sposoby reprezentacji i
nadawania wag dla punktéw dodawanych w metodzie CGR. Ciekawe jest zastosowanie
nowego sposobu umieszczania punktéw dla nukleotydéw sparowanych w drugorzedowych
strukturach  RNA oraz wybo6r cech fizykochemicznych aminokwaséw do CGR z
wykorzystaniem sieci neuronowych. Zabrakto mi jednak szczeg6towszego wyjasnienia w jaki
spos6b dane z tych sieci postuzyty do przypisania wspotrzednych wierzchotkéw dla kolejnych
aminokwaséw. Przetestowano takze r6zne funkcje wagowe, aby sprawdzi¢, ktére s najbardziej
odporne na zmiany w potozeniach punktéw w CGR po wprowadzonych mutacjach w jednej z
sekwencji. Nie uwazam jednak, ze funkcja wagowa odporna na mutacje jest zawsze lepsza,
jesli interesujg nas niewielkie roznice miedzy sekwencjami. Nie jest dla mnie jasny opis
rankingu i stwierdzenie, ze im wyzsza warto$é Sc, tym bardziej odporna na mutacje jest dana
reprezentacja, skoro wartos¢ 0 oznacza to samo potozenie w rankingu poroéwnywanych
punktow. A zatem warto$¢ bliska zeru powinna by¢ najlepsza. Co to znaczy, ze ranking, czyli
2 moze by¢ nizszy? Wedtug mnie albo dany punkt jest na poczatku rankingu i odpowiada si,
albo moze by¢ dalej czyli wyzszy w rankingu. Zastosowanie réznych funkcji wagowych i
wiasciwosci aminokwaséw pokazato, ze jest mozliwe uzyskanie wiarygodnych relacji
filogenetycznych w oparciu o CGR i DFT. Jest to wazne osiggniecie, ktdre moze miec

praktyczne zastosowanie.

Podsumowanie jest poprawnie napisane i zawiera najwazniejsze wnioski wynikajace z
przeprowadzonych analiz. Wskazuje, ze doktorant potrafi wybraé najwazniejsze rezultaty ze
swoich badan. Do pracy dotgczono tez adres internetowy do programow napisanych w ramach

tej rozprawy.



Generalnie praca jest napisana poprawnym jezykiem. Znalaztem nastepujace btedy z
propozycja poprawek: dinukloetydow -> dinukleotydéw; scharakreryzowaé ->
scharakteryzowaé; orgazmami -> organizmami; organizméw dwuniciowych -> organizméw z
dwuniciowym DNA; wystepujace w sekwencji korelacji -> wystepujace w sekwencji korelacje;
nie obserwowane -> nieobserwowane; ilo$¢ bakterii -> liczba bakterii; tuberciAosis ->
tuberculosis; kilu -> kilku; iloscig sparowanych nukleotydéw -> liczbg sparowanych
nukleotydéw. Ponadto w wielu miejscach brakuje przecinkéw przed: aby, ktéry, ktére, gdy, co,

a zatem; a.

Skrét DEG powinien by¢ wyjasniony przy pierwszym uzyciu w Streszczeniu, aND5w
Hipotezach badawczych i celach pracy. Zamiast terminu dopasowanie sekwencji stosowatbym
przyréwnanie sekwencji. Termin Alignment-Free Methods przettumaczytbym jaki metody
nieoparte na przyréwnaniu, a Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean jako
metoda $rednich potgczen niewazonych. Bazy danych pierwszorzedowe zmienitbym na bazy
danych pierwotne albo podstawowe, natomiast bazy danych drugorzedowe na bazy danych

wtorne albo pochodne.

Pracajest dobrze sformatowana. Jednak czesto nie byto powotan w tek$cie na rysunki i

tabel, co utrudniato analizowanie tresci. Rysunki powinny by¢ wieksze.

Reasumujgc moge stwierdzic, ze moje powyzsze uwagi nie umniejszajg znaczeniapracy
doktorskiej. Doktorant wykazat sie duzg wiedzg teoretyczng oraz wiozyt duzo trudu w
opracowanie nowatorskich metod i przeprowadzenie analiz, a przedstawione opisy wynikéw i
ich interpretacje $wiadcza o jego duzej dojrzatosci naukowej, samodzielnosci, wnikliwosci i
gtebokim zrozumieniu zagadnienia. Nalezy podkresli¢, ze analizy zostaty przeprowadzone

skrupulatnie, a zastosowana metodyka okazata sie skuteczna.

Tematyka pracy doktorskiej jest wazna dla rozwoju nauk biologicznych, poniewaz
istnieje potrzeba tworzenia nowych metod i narzedzi analizujgcych sekwencje nowymi
metodami, co stato sie przedmiotem rozprawy. Woarto zaznaczyé, ze doktorant nie tylko
wykorzystywat dotychczasowe metody, ale po ich dogtebnym zrozumienia opracowat i
zastosowat nowe. Uwazam, ze recenzowana rozprawa jest oryginalna i stanowi istotny wktad

w metodyke i analize sekwencji w oparciu 0 metody nieoparte o klasyczne przyréwnania.

Uwazam, wiec, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Adriana

Kani spetnia wszystkie wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1668 z pdzn. zm.). Zgtaszam, zatem
wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o
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uznanie rozprawy Pana mgr Adriana Kani za odpowiadajgcg wymogom stawianym rozprawom
doktorskim i o dopuszczenie doktoranta do dalszych etap6w postepowania ws. nadania stopnia

doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Prof. dr hab. Pawet Mackiewicz



