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Recenzja rozprawy doktorskiej
magister Magdaleny Karoliny Biesiadeckiej
pt.,Eksperymentalny test hipotez wyjasniajqcy zaleznosé migdzy tempem ewolucji
molekularnej i poziomem ekspresji genow”

Magister Magdalena Karolina Biesiadecka przygotowata rozprawe doktorska pod tytutem
Eksperymentalny test hipotez wyjasniajgcy zaleznos¢ migdzy tempem ewolucji molekularnej i
poziomem ekspresji genow” pod kierunkiem profesora Ryszarda Korony.

Celem przedstawionej rozprawy jest proba wyjasnienia, dlaczego wysoka ekspresja genow
kodujgcych biatka sprzyja wolniejszej ich ewolucji. Jest to problem fundamentalny i
bardzo istotny dla rozwoju nauk biologicznych.

To zaskakujgce zjawisko bylo wielokrotnie wykazane u réznych gatunkéw przy pomocy
zaawansowanych metod statystycznych. Wykazano, ze obserwowany wplyw tempa ewolucji
na poziom ekspresji genéw jest nawet bardziej istotny, niz wplyw znaczenia genu mierzonego
dostosowaniem i jego niezbgdnosci dla zycia organizmu.

Warto zwrdci¢ uwagg, ze analiza statystyczna tego interesujgcego zjawiska nie byta prosta,
poniewaz aktywnos¢ transkrypcyjna genéw kodujacych biatko jest bardzo rézna. Dlatego
istniejg liczne wyjatki od podanej reguty. To znaczy, istniejg biatka, ktorych ekspresja jest
wysoka, ale tempo ewolucji tez jest szybkie. Z drugiej strony istniejg biatka, ktérych
ekspresja jest niska i tempo ewolucji jest niskie. Jednak dzieki uzyciu wyszukanych metod
statystycznych, udato si¢ wezesniej wykry¢ tg zaleznosé, mimo istnienia takich wyjatkow.

Jedna z najbardziej przekonujacych opisanych w literaturze przedmiotu obserwacji dotyczy
poréwnania par genéw paralogicznych, ktore stosunkowo niedawno ulegly duplikacji. Takie
pary gendw majg bardzo podobna funkcje, a gen, ktory byt ich przodkiem petnit funkcje obu
tych genow w stanie pierwotnym, przed duplikacjg. Biatka kodowane przez takie pary gendow
posiadajg podobne masy, podobne dtugosci, sekwencje bialkowe oraz wiele innych
wiasciwosci. Przy poréwnaniu aktywnosci transkrypcyjnych takich par genow, wptyw bardzo
wiele czynnikéw mozna wige wykluczyé, co jest istotne w analizie statystycznej. Okazato sie
jednak, ze w wigkszosci przypadkow w parach gendéw paralogicznych, gen szybciej
ewoluujacy ma nizsza ekspresje.

Magister Biesiadecka w swoich bardzo pomystowych badaniach skupita sie wlasnie na
poréwnaniu par gendw paralogicznych, ktore niedawno ulegty duplikacji. Doktorantka
postawila hipoteze, ze koszt produkeji bialka kodowanego przez zduplikowane geny



szybciej ewoluujgce jest wyzszy niz koszt produkcji bialka kodowanego przez jego
wolniej ewoluujacego paralogicznego ,,odpowiednika”.

Postawiong hipotez¢ doktorantka przetestowata eksperymentalnie. Warto od razu
podkresli¢, ze ilosé pracy, jaka wlozyla w wykonanie doswiadczen jest naprawde
imponujgca, budzi najwyzszy szacunek i jest rzadko spotykana.

Jako model badawczy uzyto drozdzy Sacharomyces cerevisiae. Jest to bardzo dobrze dobrany
model do tego typu badan, poniewaz posiada on okoto 400 zduplikowanych genow gtéwnie w
wyniku duplikacji catego genomu. Istniejg takze dobrze opracowane narzedzie molekularne
dla tego organizmu. W badaniach uzyto wczesniej opracowang kolekcje plazmidow (tzw.
MoRF) umozliwiajacych wysoka ekspresje wszystkich genow drozdzowych indukowanych
przy pomocy promotora galaktozowego. Dzigki zastosowaniu tych plazmidéw, doktorantka
uzyskata wysokg ekspresje, az 314 par zduplikowanych genéw biatek paralogicznych. Dzigki
temu byto mozliwe bylo eksperymentalne poréwnanie kosztu wysokiej ekspresji genow w
obrebie kazdej pary paralogdw i sprawdzenie, czy rzeczywiscie organizm, w ktorym jest
wysoka ekspresja paraloga szybko ewoluujacego ma nizsze dostosowanie, niz organizm w
ktorym jest wysoka ekspresja paraloga wolno ewoluujacego. Warto nadmienic¢ na marginesie,
ze doktorantka wykonata badania wstgpne, ktorych celem bylo ustalenie, jakie podtoze
genetyczne jest najbardziej wlasciwe do przeprowadzenia tych badan. Dostosowanie
poréwnano przy pomocy dwoch metod. W pierwszej mierzono maksymalne tempo wzrostu
drozdzy przy pomocy metody fotometrycznej. W drugiej analizowano wynik konkurencji
dwoch typow drozdzy, w ktorych zduplikowane geny z danej pary stosunkowo niedawno
zduplikowanych paralogow byly silnie nadeksprymowane. Wyniki konkurencji zbadano przy
pomocy sekwencjonowania metoda NGS (Next Generation Sequencing) nadeksprymowanych
gendw, co pozwolilo na przyblizone ustalenie ilosci drozdzy zawierajgcych oba typy
plazmidow.

Wykonano takze szereg dodatkowych eksperymentéw kontrolnych. Poréwnano wyniki
eksperymentéw w sytuacji, w ktorej transkrypcja genow z uzytych plazmidéw jest
indukowana i w ktorych nie ma takiej indukcji. Ilosciowo oznaczono biatka eksprymowane z
plasmidu i procentowy ich udziat wsréd biatek drozdzowych. Wykorzystano fakt, ze geny w
bibliotece MoRF koduja biatka potaczone z krotkim peptydem, nazywanym metka. Metka nie
ma wplywu na wlasciwosci bialka i jest uzywana do oznaczen ilosciowych przy pomocy
metody immunologicznej ELISA, ktore wykonata doktorantka. Zbadano takze wptyw
roznych pozywek na wynik eksperymentu. Warto tu podkreslié, ze czes$¢ zastosowanych
podlozy zawierata czynniki sprzyjajace denaturacji bialek. Zastosowano takie podtoza
poniewaz istnieja obserwacje wskazujace, ze wysoka ekspresja bialek moze prowadzi¢ do
postania agregatow zdenaturowanych biatek i ze czgsto takie agregaty sa toksyczne. Przy
opracowaniu wynikdw wzigto pod uwage liczne parametry analizowanych genéw i biatek,
ktore dostepne sg w literaturze.

W wyniku przeprowadzonych badan doktorantka nie potwierdzita swojej hipotezy. Okazato
sig, ze nadekspresja gendéw wolno ewoluujacych jest bardziej szkodliwa niz nadekspresja
gendéw szybko ewoluujacych.



Jest to wigc bardzo interesujaca obserwacja z punktu widzenia rozwoju nauk
biologicznych, poniewaz przyczynia si¢ do wyjasnienia bardzo istotnego zjawiska jakim
jest mechanizm ewolucji genéw.

Po za tym liczne analizy wskazaty, ze koszt ,,nadprodukcji” biatka jest proporcjonalny do
energii, jakiej wymaga. Tym samym doktorantka nie znalazta potwierdzenia hipotez
dotyczacych innych czynnikow, ktéry majg wptyw na szkodliwy efekt nadprodukeji
okreslonego biatka.

Odnosnie przedstawionych wynikow eksperymentalnych mam dwie uwagi.

Pierwsza z nich dotyczy szczegétow metodycznych i zastosowania sekwencjonowania
fragmentow plazmidow do szacowania wielko$ci populacji konkurujgcych drozdzy. Jesli
dobrze zrozumialem z mieszaniny konkurujacych drozdzy izolowane bylo plazmidowe DNA
i namnazane metodg PCR byly sekwencje DNA kodujace geny plazmidéw uzytych w
doswiadczeniu. Celem sekwencjonowania bylo sprawdzenie jaka jest ilo$¢ plazmidow
kodujgcych te nadprodukowane geny. Jest to ciekawy pomyst. Zaleta tego pomystu jest to, ze
pozwala jednoczesnie na sprawdzenie, czy pojawiaja si¢ mutacje w genach kodujacych
nadprodukowane biatka. Jednak autorka nie podata informacji na temat takich mutacji.
Brakuje takze kontroli potwierdzajacych prawidlowos¢ calej metody. Pokazanie takiej
kontroli uczynitoby wynik bardziej przekonujacym. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze caty ten
eksperyment jest kontrolg, ktéra potwierdza wyniki uzyskane inng metoda tzn. przy pomocy
analizy maksymalnego tempa wzrostu.

Druga moja uwaga jest bardziej ogolna. W rozprawie przyjeto, ze miarg znaczenia genu jest
liczba srodowisk w ktorych delecja danego genu dawata defekt wzrostu. Moim zdaniem
uzyskane wyniki beda ciekawsze, jesli zostang uzupekione jednak o informacje na temat
znaczenia genu mierzonego utratg dostosowania spowodowanego jego delecja. Tego typu
dane mozna znalez¢ w literaturze. Oczywiscie, podobne analizy byly juz weze$niej robione,
ale posiadajac tego typu informacje w kontekscie opisanych eksperymentéw mozna pokusi¢
si¢ o lepszg interpretacje wynikow.

O ile poziom badan przedstawionych w rozprawie oceniam bardzo wysoko, to mam pewne
krytyczne uwagi dotyczace sposobu napisania rozprawy doktorskiej. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim i zawiera 126 stron. Rozprawa ma
typowy uklad i sklada si¢ z szesciu rozdziatow: Wstep, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Literatura i Suplementu. Rozprawa zawiera wszystkie potrzebne elementy: opis hipotezy
badawczej, wprowadzenie do tematyki rozprawy doktoratu i szczegétowy opis wykonanych
eksperymentéw, oraz literature.

Moim zdaniem hipoteza badawcza nie jest opisana w sposob wystarczajaco jasny. Zabrakto
mi tu jasnego wyjasnienia, ze mozna sobie wyobrazi¢ dwa podstawowe wyjasnienia badanego
efektu:

1) Tempo ewolucji genu kodujacego biatko ma wptyw na poziom jego ekspresji
2) Poziom ekspresji genu kodujacego biatko ma wptyw na tempo jego ewolucji



Wszystkie przeprowadzone badania dotycza weryfikacji pierwszego hipotetycznego
wyjasnienia. Jasniejsze wyjasnienie tutaj hipotezy badawczej, utatwiatoby czytelnikowi
zrozumienie tekstu.

Uwazam tez, ze doktorantka takze nie podata w sposob wystarczajaco jasny kluczowych dla
zrozumienia rozprawy informacji na temat wczesniej wykonanych badan dotyczacych
wplywu ekspresji na ewolucje w przypadku par zduplikowanych genéw paralogicznych.
Czytelnik zmuszony jest szukac¢ tych informacji we wskazanej przez doktorantke literaturze
przedmiotu.

W rozprawie pojawialy si¢ tez blgdy literowe. Cz¢s$¢ z nich nie miata powaznego znaczenia
np. na stronie 25 brakuje koncowki i litery m w stowie zmianom, albo na stronie 85 zamiast
stowa czesto jest stowo czgstya. Problem jednak powazniejszy sprawia nagminne
umieszczanie przez doktorantke dodatniego wyktadnika wartosci P (ang. P-value), czyli
prawdopodobienstwa przypadkowego pojawienia si¢ danego wydarzenia. Na przykiad na 64
stronie warto$¢ ta wacha sie od 10°do 10%, a prawdopodobnie powinno byé 107 i 10™. Ten
literowy btad utrudnia czytelnikowi zrozumienie tekstu. Czytelnik musi zgadywac, ze zostat
popetniony blad literowy i ze autorka ma na mysli rzeczywiscie prawdopodobienstwo
okreslone angielskim terminem P-value.

Natomiast literatura jest starannie dobrana.

Podsumowujac redakcja i sposdb napisania samej rozprawy zawiera pewne drobne
niedociagnigcia, ktore jednak podaje z recenzenckiego obowigzku. Opisane w rozprawie
badania sg niezwykle ciekawe, dotycza bardzo istotnego zjawiska z punktu widzenia rozwoju
nauki. Doktorantka wlozyta olbrzymig ilos¢ pracy w wykonanie badan.

Stwierdzam wigc, ze oceniana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania zwyczajowe
oraz stawiane przez ustawodawce. Wnosz¢ o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow
obrony doktoratu.
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