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ZATYTULOWANEJ

Wykorzystanie sztucznych sieci neuronowych i algorytmow
genetycznych do badania proteoméw

A. Uwagi ogolne.

Obecnie istniejace bazy danych biologicznych, oferujace tatwy dostep do catkowicie
zsekwencuionowanych genomow prokariotycznych i eukariotycznych oraz stata ich
aktualizacja o kolejne zsekwencionowane genomy sprawity, ze w centrum zaintere-
sowan biologii znalazta si¢ mozliwos¢ integrowania tego typu danych. Jednoczesnie
ogromna i w szybkim tempie rosngca ilos¢ informacji genomowych wymaga zastoso-
wania specjalistycznych narzedzi informatycznych, obliczeniowych i statystycznych.
Statystyka wspomagala badania prowadzone w obszarze genetyki od samego po-
czatku. Gwaltowny postep i intensyfikacja badan w genetyce i biotechnologii, jaka
obserwujemy w ostatnich latach, nie tylko umocnil znaczenie statystyki jako na-
uki wspomagajacej, ale réwniez przyczynit sie do rozwoju metod analizy danych i
statystyki, czy wrecz do wyodrebnienia sie¢ nowych dyscyplin naukowych, za jaka
mozna uzna¢ bioinformatyke. Recenzowana rozprawa doktorska wpisuje sie w ten
nurt rozwoju wspotczesnej biologii. Rozprawa doktorska magistra Macieja Sobczyn-
skiego zostata napisana pod kierunkiem dr hab. Pawla Mackiewicza. Jest napisana
w jezyku polskim i liczy 164 strony. Sktada si¢ ze wstepu, wydzielonego rozdziatu, w
ktorym autor przedstawia cel pracy, dwoch zasadniczych rozdzialéw omawiajacych
material badawczy, zastosowane metody, otrzymane wyniki oraz ich dyskusje. W
ostatnim rozdziale autor przedstawia swoje wnioski z przeprowadzonych badan. Pra-
ca zaopatrzona jest dodatkowo w zawierajaca 107 pozycji bibliografii, 33 stronicowy
dodatek oraz wykaz publikacji autora oraz zgloszen konferencyjnych zwigzanych z
rozprawg doktorska. Catos¢ pracy poprzedzona jest krotkim streszczeniem zaréwno
w jezyku polskim jak i angielskim. Praca zostata zredagowana w staranny sposob
i tylko nieliczne jej fragmenty wymagaja chwili zastanowienia w celu prawidtowego
odczytania intencji autora. Napisana jest w sposob przejrzysty i przemyslany.

B. Przedmiot rozprawy.

Problematyka rozprawy doktorskiej, zgodnie z tytutem, dotyczy wykorzystania sieci
neuronowej, a doktadnie sieci Kohonena, do przeanalizowania zwigzku cech $rodo-
wiskowych ze struktura proteomu. Analize tego zagadnienia autor przeprowadzit
na sekwencjach aminokwasowych potencjalnych genéw, kodujacych biatka w 194
kompletnie zsekwencjonowanych genomach prokariotycznych bakterii i archeonéow
pobranych z bazy GenBank. Poddane analizie gatunki bakterii i archeonéw autor
pogrupowat ze wzgledu na 5 kategorii cech érodowiskowych; temperature wzrostu,



wymagania tlenowe, preferowane zasolenie, stosunek do komorki gospodarza oraz
srodowisko zycia, co dato 19 grup ekologicznych. Przypisujac kazdemu analizowa-
nemu gatunkowi doktadnie jedna grupe ekologiczng w obrebie kazdej z 5 kategorii
srodowiskowych autor opart sie na zZrédtach literaturowych oraz informacjach za-
mieszczonych na stronach NCBI. Autor za cel pracy postawil sobie ambitne zadanie,
a mianowicie nie tylko wykazanie istnienia zwigzku wyszczegdlnionych cech ekolo-
gicznych ze sktadem aminokwasowym proteoméw, ale réwniez zbadanie sity tego
zwigzku, wskazanie grupy biatek, dla ktorych ten zwiazek jest najsilniejszy, odpo-
wiedZ na pytanie czy zwiazek ten dotyczy catego biatka, czy tylko niektorych jego
elementow strukturalnych. Dodatkowo autor stara si¢ rozstrzygné na ile podobien-
stwo w sktadzie aminokwasowym proteoméw mozna wyttumaczy¢ pokrewienstwem
ewolucyjnym organizméw, a ile z tego podobienstwa nalezy przypisa¢ presji muta-
cyjnej i selekcji.

C. Opis wynikéw rozprawy.

We wstepie autor przedstawia tto badanych w rozprawie zagadnien, omawia aktual-
ny stan badan, omawia najwazniejsze dostepne w literaturze wyniki oraz wysuwane
hipotezy. W pierwszym po wstepie rozdziale autor wyraznie precyzuje cel swojej
roZprawy.

W rozdziale 3 autor omawia charakterystyke analizowanego zbioru danych. Szcze-
gblowo omawia sposob klasyfikacji badanych mikroorganizméw oraz ich przyporzad-
kowania do poszczegdlnych grup ekologicznych. Nastepnie w zwiezty sposob przy-
tacza podstawowe definicje i fakty dotyczace samoorganizujacych sie sieci neurono-
wych typu Kohonena oraz zasadnicze elementy uzytej w rozprawie sieci Kohonena.
Rozdziat 3 konczy sie omdéwieniem zagadnienia wyznaczenia, przy uzyciu algorytmu
ewolucyjnego, zbioru aminokwaséw najlepiej dyskryminujacego badane proteomy
organizmow o danej cesze ekologicznej od proteomow organizméw, ktore tej cechy
nie posiadajg.

Rozdziat 4 w catodci poswiecony jest szczegdétowemu omoédwieniu, otrzymanych
przy uzuciu oméwionej w rozdziale 3 sieci neuronowej, wynikéw dotyczacych zwiazku
miedzy cechami ekologicznymi badanych organizmoéw, a sktadem aminokwasowym
ich proteoméw. Pozostala czesé rozdziatu 4 autor poswiecit omowieniu otrzyma-
nych przy uzyciu algorytmu ewolucyjnego zbioréw aminokwaséw najlepiej rozroz-
niajacych proteomy gatunkow przypisanych do ustalonej kategorii srodowiskowej, a
pozostatymi. Autor w oddzielnych podrozdziatach specyfikuje zbiory aminokwaséw
dajace najwiekszg odlegtos¢ w przypadku hipertermofili, tlenowcow, beztlenowcow,
psychrofili, wewnatrzkomorkowcow oraz halofili.

Rozdzial 5 zawiera poréwnanie otrzymanych w rozprawie wynikow dotyczacych
zwigzku sktadu aminokwasowego z cechami ekologicznymi z wynikami otrzymanymi
przez innych autorow oraz stawianymi w literaturze hipotezami. Otrzymane przez
autora wyniki sugerujg miedzy innymi, ze hipotezy o unikaniu przez tlenowce ami-
nokwasow wrazliwych na utlenianie oraz o unikaniu przez beztlenowce aminokwaséw
bogatych w tle sa nieprawdziwe natomiast hipoteza o preferowaniu przez mikroor-
ganizmy zimnolubne aminokwaséw bez tadunku i unikaniu aminokwaséw aroma-
tycznych i zasadowych jest tylko czesciowo prawdziwa. Wyniki autora potwierdzaja
natomiast doniesienia innych autoréw, méwigce o najsilniejszym zwigzku sktadu
aminokwasowego z temperaturg, co powoduje zdecydowang réznice w uzywalnosci



aminakwasoéw pomiedzy hypertermofilami, a pozostalymi mikroorganizmami. Prze-
prowadzone przez autora badania wyraznie sugeruja, ze réznic w sktadzie aminokwa-
sOw proteomow mikroorganizméw nie mozna wyjasni¢ jedynie ich pokrewienstwem
ewolucyjnym i presja mutacyjna, gdyz istotnym czynnikiem okazuje sie by¢ presja
selekcyjna. Autor podaje argumenty swiadczace o tym, ze, wyeliminowanie doboru
naturalnego jako czynnika ksztattujacego uzywalno$é aminokwaséw w biatkach pro-
wadzi do nieobserwowanych w naturze wynikow.

D. Ocena gltéwnych wynikéw rozprawy.

Na sztuczne sieci neuronowe mozna patrze¢ jak na statystyczny model o specjalnej
architekturze umozliwiajacy wyszukiwanie, rozpoznawanie oraz klasyfikacje wzor-
céw. W obszarze bioinformatyki sieci neuronowe wykorzystywane byty poczatkowo
do przewidywania genéw. Autor w swojej rozprawie uzyl samoorganizujacej sieci
Kohonena do zagadnien dyskryminacyjnych zwiazanych z proteomiks. Klasteryza-
cja przeprowadzona przy wykorzystaniu sieci Kohonena jest w gruncie rzeczy po-
dobna do klasycznej metody k—srednich. Do rozpoznawania wzorcow wykorzystuje
sie sie¢ neuronowa. Rozpoczyna sie od zdefiniowania pewnej liczby weztow. Na po-
czatku losowo przypisuje sie pomiary do poszczegbdlnych weztéw, po czym wylicza
sie odleglosci pomiedzy wejsciowymi pomiarami, a centroidami. Nastepnie sukce-
sywnie dopasowuje sie pomiary do weztéw i ponownie wylicza sie ich odlegtosci od
centroidow. Po pewnej liczbie iteracji zwykle osigga sie stabilny uktad klastréw o mi-
nimalnych odlegtosciach pomiaréw od centroidéw. Poniewaz, w przeciwienstwie do
metody k—srednich, w wypadku sieci Kohonena przy wyznaczaniu centroidu bierze
sie pod uwage nie tylko informacje z obrebu danego klastra, ale réwniez z klastrow
sasiednich, kalsteryzacja metodg sieci Kohonene lepiej radzi sobie z szumem w da-
nych. Dodatkowo w tej metodzie ostateczna liczba klastréw moze by¢ mniejsza niz
poczatkowa liczba weztow, co sprawia, ze metoda sieci Kohonena jest metoda mniej
subiektywna niz metoda k—srednich. Biorac pod uwage wymienione wtasnosci, autor
zdecydowal sie uzy¢ sieci Kohonena jako narzedzie stuzace do uzyskania odpowiedzi
na pytania dotyczace zwigzku cech ekologicznych ze sktadem analizowanych ami-
nokwasowym analizowanych w rozprawie proteoméw mikroorganizméw. Poruszana
w rozprawie tematyka jest zywa, szeroka i intensywnie badana. Autor w efektyw-
ny i tworczy sposob wykorzystat sieci Kohonena do odpowiedzi na postawione w
rozprawie pytania naukowe. Uzyskane przez autora wyniki pozwalaja zweryfikowac
wysuwane w literaturze hipotezy oraz wystowi¢ kilka nowych w miare dobrze umo-
tywowanych hipotez. Na dodatkowa uwage zastuguje podjeta przez autora proba
weryfikacji statystycznej rezultatéw otrzymanych przy uzyciu sieci Kohonena. Zwy-
kle samoorganizujace sie mapy Kohonena uzywane sg do graficznej wizualizacji da-
nych i wstepnej obrobki wielowymiarowych danych. Autor w swojej rozprawie idzie
o krok dalej, dodatkowo weryfikujac statystyczng istotnos¢ dokonanej przy uzyciu
sieci klasteryzacji. Nastepnie, korzystajac z algorytmu ewolucyjnego i odpowiedniej
modyfikacji sieci, autor dokonuje wyboru aminokwasow najlepiej dyskryminujacych
badane proteomy ze wzgledu na cechy srodowiskowe.

Autor w rozdziale 6 w systematyczny sposob wylicza uzyskane w rozprawie wy-
niki, dlatego poprzestane jedynie na wskazaniu rezultatow rozprawy, ktére moim
zdaniem zastugujg na szczegolna uwage.
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Uzyskane w rozprawie wyniki pokazuja, ze sieci neuronowe moga by¢ przydatne
w rozpatrywaniu niektorych zagadnien zwigzanych z proteomika.

Autorowi udalo sie, uzywajac sieci Kohonena oraz obszerniejszego niz dotych-
czas zbioru danych, zweryfikowa¢ obecne w literaturze naukowej przedmiotu
hipotezy dotyczace zwiazku sktadu aminokwasowego z cechami ekologicznymi.

Dokonana przez autora, przy uzyciu sieci Kohonena, klasyfikacja sekwencji
aminokwasowych potencjalnych genéw kodujacych biatka oraz wynikajace z tej
klasyfikacji wnioski stanowig dobry materiat do dalszych obiecujacych badan.

Za warto$ciowy element rozprawy nalezy uznac¢ probe statystycznej weryfikacji
otrzymanych przy uzyciu sieci neuronowych wnioskow, dotyczacych

Za dodatkows warto$¢ rozprawy uwazam sporzadzone, na podstawie danych
literaturowych, zestawienia analizowanych w rozprawie organizméow ze wzgledu
na warunki srodowiskowe, w jakich zyja. zwiazku sktadu aminokwasowego z
poszczegbdlnymi cechami ekologicznymi.

Po zapoznaniu sie z rozprawa moge stwierdzi¢, ze jej autor swobodnie porusza

sie po tematyce sztucznych sieci neuronowych typu Kohonena, umie w poprawny
sposob wykorzysta¢ metody statystyczne do analizy danych empirycznych, zna i
umie korzystaé¢ z pakietu statystycznego R. Dodatkowo autor potrafi przedstawié
wyniki swoich badan oraz zagadnienia genetyki molekularnej w sposéb zrozumiaty
dla niespecjalisty.

E. Uwagi szczegbéltowe.

1. str. 38, formaly opis przebiegu modyfikacji weztéw sieci w kolejnych iteracjach

. str. 39, wzor (5) proponuje zapisa¢ w postaci h(BMU, k) = exp (

zawarty we wzorze (3) jest niepoprawny

_ l(xk,xBMU)
202

lub hBMY(r) = exp ( - )

T 202

. str. 41, wiersz 12 zamiast g; X g2 € [2,3,4,5,6,7,8,9] powinno by¢

g1, 92 € [2a3’47576a 77879]

. str. 43, w opisie rysunku 4 zamiast g; X g2 € [2,3,4,5,6,7,8,9] powinno by¢

g1, g2 € [2,3,4,5,6,7,8,9] lub g1 x go € [4, ..., 400]

. str. 44, proponuje doda¢ kilka stéw komentarza, dotyczacego zaproponowanej

we wzorze (10) odlegtosci pomiedzy dwoma grupami biatek, tym bardziej, ze
na podstawie tej odlegtodci autor wycigga w dalszej czeSci rozprawy wiele
wnioskéw

. str. 45, po wierszu 18 proponuje doda¢ kilka stow komentarza dotyczacego

zaproponowanych warto$ci parametréw oraz zaleznosci miedzy wielko$ciami
wybieranych parametrow



7. str. 54, uzywajac zamiast miary Hamanna zdefiniowanej we wzorze (16) staty-
styki x? do testowania hipotezy o niezalezno$ci pojawiania si¢ par aminokwa-
séw w zbiorze chromosoméw zwycieskich mozna wykorzystaé test x2-Pearsona.

8. str. 56, wiersz 7, zamiast stowa ”"wtasnorecznie” zgrabniej jest uzy¢ ”samo-
dzielnie” lub ”osobiscie”

9. str. 57, wiersz 12, zapis p = 0,999 jest bardziej przejrzysty i zgodny z
przyjeta w rozprawie konwencja zapisu liczb zmiennoprzecinkowych

10. str. 79, na rysunku 19 pojawia si¢ wyrazna grupa organizméw o stosunkowo
duzej wartosci odlegtosci d, wyrazajacej réznice w sktadzie aminokwasowym
biatek, przy malej liczbie podstawien. Powstaje naturalne pytanie, czy jest to
efekt czysto losowy, czy tez ma swoje biologiczne podtoze. Dodatkowo przed-
stawiona na rysunku 19 zaleznosci pomiedzy liczba podstawien nukleotydow,
a odlegloscig d jest na tyle regularna, ze warto bardziej doktadnie zbadaé cha-
rakter tej zaleznos¢.

11. str. 126, wiersz 7, biorac pod uwage charakter analizowanych danych bar-
dziej wiasciwym wydaje sie do testowania hipotezy o normalno$ci skorzystanie
z testu Shapiro-Wilka, zamiast uzytego w rozprawie testu Andersona-Darlinga

F. Konkluzja.

Uwazam, ze rozprawa Pana magistra Macieja Sobczynskiego spelnia wszyst-
kie wymagania stawiane ustawowo rozprawie doktorskiej. Rozprawe oce-
niam pozytywnie i wnosze o dopuszczenie Pana magistra Macieja Sob-
czynskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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