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Generowanie dlugich otwartych ramek odczytu w genomach prokariotycznych

Krystiana Baczkowskiego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy zagadnienia z zakresu genomiki, gdzie
doktorant pokazuje mechanizmy pojawiania sie w genomach nowej jakoSciowo informacji
genetycznej w postaci otwartych ramek odczytu (ORF) generowanych w alternatywnych fazach
genéw kodujacych biatko. Sa to zagadnienia fundamentalne dla rozumienia mechanizméw ewolucji
genetycznej i w przypadku tej rozprawy istotnie uzupelniaja standardowe traktowanie zmian w
informacji genetycznej wylgcznie jako prostej modyfikacji informacji juz istniejacej np. poprzez
mechanizmy fuzji i fizji genéw, modyfikacji gendw w wyniku proceséw duplikacji czy tasowania
fragmentéw genu. Wydawaloby sie, ze obecnie przy przeogromnej ilosci danych sekwencji réznych
organizmow w bazach danych, ktére wciaz zwiekszaja sie, praca badawcza w genomice to gtéwnie
statystyczne analizy poréwnawcze pokrewieristw organizméw. Tymczasem to wiasnie dzigki ilosci i
roznorodnosci wyspecjalizowanych genetycznych baz danych mozliwe byto pokazanie przez
doktoranta nowych statystycznie istotnych wielkoskalowych wtasnosci kodu genetycznego, tj.
generowania nowej informacji genetycznej poprzez istniejace geny organizmu co z kolei umozliwia
szybsza ewolucje tego organizmu. Te wielkoskalowe whasnoéci informacji genetycznej zwigzane sa
z funkcja genu i korelacjami pomiedzy funkcjami réznych genéw a tym samym zdeterminowane
sq przez kolektywny wklad bardzo wielu nukleotydéw. Uzytem okreslenia kolektywny bo cecha
kolektywnosci to troche jak z opisem drgarratoméw w krysztale przez fizykow, albo drgania
pojedynczych atoméw zostang wygaszone albo zamienia sie w kolektywne drgania wszystkich
atoméw. Obecnoéé funkeji genéw i korelacji pomiedzy nimi zaznacza si¢ w genomie miedzy
innymi poprzez jego specyficzny sktad nukleotydowy. Szczegdlnym przyktadem moze byc¢
procentowa zawarto$¢ guaniny i cytozyny w genomie z ktérej wzrostem ro$nie udziat ORFow dla

ktérych mozna znalez¢ homologi po przeczytaniu w jednej z faz alternatywnych. Tego typu



korelacje zostaly przedstawione na Ryc. 64 w rozprawie. Podobnie, jest z zaleznoscia dla
znalezionych przez doktoranta domen, motywéw i struktur biatkowych w fazach alternatywnych
ORFow (Ryc. 65 w rozprawie). W rozprawie pokazano, ze ze wzgledu na sktad GC najwieksze
mozliwosci generowania ORFéw w fazach alternatywnych majg Acidobacteria, 6-Proteobacteria,
Deinococcus-Thermus, B-Protecbacteria i Actinobacteria, Analizy statystyczne genoméw
przeprowadzone przez Autora rozprawy udowadniaja, Ze ponad 18% badanych ORF6w jest
podobna do innych ramek odczytu w alternatywnych fazach. Przetlumaczone przy pomocy
programéw komputerowych na biatka alternatywne odczyty adnotowanych ORF6w wykazuja
najwigksze podobienistwo do rzeczywistych bialek w przypadku genomoéw majacych 35-50%
zawarto$ci GC (Ryc. 63). Dane te dotycza genoméw bakteryjnych i analizom poddano 457

genomow a w nich okoto 1,5 mIn ORFé6w,

Rozprawa doktorska sklada sie z fadnie napisanego wstepu dotyczacego historycznego rozwoju
biologii molekularnej w konteksécie stosowanych technik informatycznych i organizacji informacji
genetycznej w genomach oraz czterech rozdziatéw zasadniczych pracy, a nastepnie wnioskow,
aneksu i bogatej bibliografii. W Rozdziale 2. okre$lono cele pracy, dokladnie osiem punktéw i
wszystkie zostaly zrealizowane. Za najwazniejsze uwazam zbadanie czy w dostepnych komplemie
zsekwencjonowanych genomach mikroorganizméw mozliwe jest pojawienie sie nowej informacji
genetycznej poprzez mechanizm generowania ORFéw. Drugim bardzo waznym zadaniem bylo
moim zdaniem zbadanie czy elementy funkcjonalne i strukturalne biatek (domeny i motywy
biatkowe) maja wplyw na generowanie nowej informacji genetycznej w fazach alternatywnych.
Jako trzecie co do waznosci zrealizowanych zadan uwazam sprawdzenie czy odpowiedzi na
zagadke sierocych ORFéw mozna szukaé w generowaniu ORFéw w alternatywnych odczytach
gendw. Kolejny wazny cel pracy, bardziej o charakterze logistycznym, to utworzenie
zintegrowanego narzedzia badan do analiz mozliwoéci generowania ORFéw w genomach i

odnajdowania blednie adnotowanych sekwenciji.

Rozdziat 3. Materialy | metody pokazuje warsztat badawczy Autora rozprawy. Sekwencje genoméw
i dodatkowe informacje dotyczace badanych organizmdw takie jak dane taksonomiczne, dane o
funkcji kodowanych biatek itd. pobrano z bazy GenBank. Do badar porownawczych wykorzystano
szereg pakietéw programowych takich jak Emboss do tumaczenia sekwencji nukleotydowych na
aminokwasowe, Blast do poszukiwania homologéw na poziomie sekwencji aminokwasowych oraz
do przyporzadkowywania sekwencji do odpowiednich grup ortologicznych COG, GeneMark do

okreslania potencjatu kodowania oraz pakiet InterProScan z 14 aplikacjami klienckimi do
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poszukiwan motywdw, domen i odpowiednich rodzin biatkowych. Dodatkowo, Autor rozprawy
uzyt ponad 40 whasnych programéw pomocniczych w jezyku Python i w jezykach skryptowych
Bash i Perl automatyzujacych poszukiwania i umozliwiajacych eksport wynikéw analiz do baz

danych MySQL. Analizy statystyczne byly robione przy pomocy pakietu R. Informacje te dostepne
sa w Tabeli 10.

Dla poréwnar na poziomie aminckwasowym wszystkim aminokwasom przyporzadkowane zostaly
wartosci liczbowe (indeksy) skorelowane z ich wlasnoéciami fizykochemicznymi. Wprowadzono
szes¢ rodzajow indekséw: indeksy hydropatycznosci, indeksy polarnosci, indeksy « helis, indeksy
B struktur, indeksy transblonowosci i indeksy mutabilnoéci. Odlegtos¢ w skladzie aminokwasowym
produktéw ORFéw okreslano przy pomocy metryki euklidesowej w 4-wymiarowej przestrzeni
zadanej przez parametry: czesto$¢ reszt kwasowych, czestodé reszt zasadowych, czestos¢ reszt
polarnych i czesto$¢ reszt niepolarnych. Tutaj mam pytanie: Jak byly liczone te czestosci? Czy to
srednia arytmetyczna czy tez czestosci z waga uwzgledniajgca réznice w dhugosciach

poréwnywanych sekwencji?

Do badar substytucji aminokwasowych w pakiecie BLAST wybrano macierze podstawien PAM30,
PAM?70, BLOSUMB80 i BLOSUMSG2 dla odpowienich czterech zakreséw dlugosci sekwencji
liczonej w aminokwasach (Tabela 6) tj. do 35 aminokwaséw, od 35 do 50 aminokwaséw, od 50 do
85 aminokwaséw i powyzej aminokwaséw. Uwazam, ze w Rozdz. 3.3.2 powinno sie znalez¢
dodatkowe uzasadnienie podziahi sekwencji na te cztery zakresy dlugosci oraz uzasadnienie dla

uzycia wybranych wersji tablic PAM i BLOSUM, dlaczego takie a nie inne?

Podsumowujac Materiaty i Metody przyznam, ze jestem peten podziwu dla bardzo
wszechstronnego doboru baz genomowych, doboru pakietéw programowych i przygotowania

interfejsu programowego umozliwiajacego pézniejsze wykorzystanie przez innych.

Z wielkim zaciekawieniem czytalem Rozdziat 4, w kiérym przedstawione zostaty wyniki analiz
statystycznych dla generowania ORFdw, gener.owania genu przez gen i

sugerowanych mechanizméw ewolucji informacji genetycznej. Pokazano, ze najwiekszy potencjat
generowania ORFow maja fazy czwarta i pigta sekwencji kodujacych biatko.

Whnioski doktoranta oparte s3 na danych statystycznie istotnych. Dane statystyczne uzupelnione
zostaty wybranymi przyktadami co pozwala lepiej zrozumie¢ proponowane mechanizmy

ewolucyjne. Wyniki niektérych szczegétowych analiz, na przyklad dla rozkladu punktu
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izoelektrycznego — Ryc. 33 na pewno czekaja na dalsze badania, na przyktad w kontekscie

dyskutowanych mechanizméw generowania informacji genetycznej.

Rozdziat 5. to skondensowane oméwienie uyskanych wynikéw.
Dodam, ze w calej pracy znalaztem tylko 4 literGwki na 200 stron. Praca zawiera 200 pozycji

literaturowych.

Na zakoriczenie dodam, ze Autor rozprawy proponuje wprowadzenie nazwy alterlogi dla sekwencji
otrzymanych w wyniku alternatywnego odczytu innych sekwencji. Zycze doktorantowi i zespolowi
w ktérym prowadzone s badania aby to pojecie przyjeto sie analogicznie do poje¢ takich jak

ortologi, paralogi i ksenologi,

Stwierdzam, ze merytoryczna zawarto$¢ pracy spehia wymagania stawjane pracom doktorskim.
Prosze o dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Uwazam, ze praca zastuguje

na wyréznienie,
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