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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Jana Jakuba
Pomorskiego pt. "Molekularna charakterystyka oksydazy
cytochromowej 1 (COI) oraz jej wkifad w bioenergetycznag

adaptacje organizmu do srodowiska."

Zmniejszenie kosztow odczytywania sekwencji kwaséw nukleinowych i
rozwéj technik sekwencjonowania nowej generacji doprowadzity do
intensywnego naptyw sekwencji DNA wielu organizméw w bazach danych.
Uzyskane sekwencje =znalazty zastosowanie m. in. w rozpoznawaniu i
klasyfikowaniu organizméw oraz odtwarzaniu ich historii ewolucyjnej. W celu
zobiektywizowania i zautomatyzowania tego typu analiz zaproponowano
wprowadzenie standardowych sekwencji DNA, tzw. kodu paskowego (ang. DNA
barcoding), ktéry pozwalatby na jednoznaczng identyfikacje gatunku. Takie
sekwencje powinny charakteryzowac sie konserwatywnosécia w obrebie gatunku
i duza zmiennoscig pomiedzy gatunkami. Powinny byé réwniez fatwe w
namnazaniu i oflankowane w miare konserwatywnymi sekwencjami
umozliwiajacymi zaprojektowanie uniwersalnych starteréw do ich amplifikacji.
W przypadku zwierzat za taka sekwencje wybrano fragment mitochondrialnego
genu pierwszej podjednostki oksydazy cytochromowej (COI).

Mimo powszechnego stosowania tego markera molekularnego w
barkodingu DNA, wiele aspektéw uzytecznosci tej sekwencji jest
nieprzebadanych. Dlatego przedmiotem przedstawionej do recenzji rozprawy
doktorskiej Pana mgra Jana Jakuba Pomorskiego stato sie przeprowadzenie
szeroko zakrojonych badan zwigzanych z uzytecznodcia tego markera
molekularnego w  taksonomii. Kompleksowo  zbadano  zmiennosé
poszczegdlnych pozycji w kodonie i ich kombinacji oraz domen i miejsc

funkcjonalnych enzymu na réznych poziomach taksonomicznych. Ponadto




powigzano te zmiany ze strukturg trzeciorzedowa kodowanego biatka i
bioenergetyczng adaptacjq, organizmoéw do srodowiska.

Recenzowana praca ma typowy uktad i obejmuje: Streszczenie po
polsku, abstrakt po angielsku, Wstgp z celami pracy, Materiaty i Metody,
Wyniki, Dyskusje, Wnioski, Literature oraz zataczniki w wersji drukowanej i
elektronicznej. Streszczenie i abstrakt sa jasno napisane i zawierajq
postawiony cel i wtasciwie wybrane najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy.

Wstep jest przejrzysty i wystarczajacy do wprowadzenia czytelnika do
omawianych wynikéw oraz uzasadnienia tez pracy doktorskiej. Doktorant
wykazat sie duza wiedzg oraz umiejetnie wybrat i opisat réoznorodne
zagadnienia wigzace sig z tematem pracy doktorskiej dobierajac wiasciwie
cytowane prace. We Wstepie scharakteryzowano role molekularng oksydazy
cytochromowej w aspekcie innych elementéw taficucha oddechowego. Opisano
budowe podjednostkowa tego enzymu i doktadniej scharakteryzowano
strukture domenowa i miejsca funkcjonalne podjednostki I bedace]j
przedmiotem rozprawy. Przedstawiono réwniez oksydaze cytochromowa z
punktu widzenia bioenergetycznego, wystepowanie jej izoform o roznej
aktywnoéci oraz zwigzek funkcjonowania tancucha oddechowego i oksydazy
cytochromowej u réznych organizmow z warunkami $rodowiskowymi. Opisano
réwniez genom mitochondrialny u réznych organizméw i tempo jego mutacji
oraz idee barkodingu i zastosowanie genu oksydazy cytochromowej I do
identyfikacji organizméw. Wspomniano réwniez o wadach te] metody, co
éwiadczy o obiektywizmie i rzetelnoSci doktoranta.

Na str. 8 wypadatoby jednak jawnie poda¢ nazwe przedstawione]j reakcji
oraz zacytowal prace zwigzane Zz barkodingiem. Na Ryc. 2 bfona
mitochondrialna jest zaznaczona czarnymi prostokatami jak domeny
transbtonowe, co jest mylace zwtaszcza, ze tuki symbolizujace domeny
miedzybtonowe sa skierowane w kierunku tych prostokatéw. Przed opisami
miejsc funkcjonalnych, np. hem lub kanat protonowy, powinno by¢ reszty
taczgce sie z hemem lub tworzace kanat protonowy. Na Ryc. 3 dobrze bytoby
oznaczy¢ tez inne podjednostki oksydazy. Cze$¢ dotyczaca genomu
mitochondrialnego wedlug mnie powinna stanowi¢ rédwnorzedna czes¢ do

pozostatych, a nie by¢ podrozdziatem czedci 1I. Bioenergetyka i adaptacja




organizmow do $rodowiska. Na poczatku mozna by jawnie napisaé, ze gen
oksydazy cytochromowej I jest kodowany w genomie mitochondrialnym, aby
zrobi¢ wprowadzenie do czesci poswieconej temu genomowi. W tej czesci
znalazto sie zdanie, Zze genom mitochondrialny jest czasteczkga DNA
wystepujagcg nie tylko w  mitochondriach  komérek  organizméw
eukariotycznych, ale rowniez u bakterii. Nie wiem, co doktorant miat tutaj na
mysli, bo bakterie nie maja mitochondridw. Podane pasozyty Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica i Trichomonas vaginalis nie s3a
prokariotyczne, jak jest napisane, ale eukariotyczne.

Cele sg jasno sformutowane i wszystkie zostaty zrealizowane w ramach
pracy doktorskiej. Opisane w rozdziale Materialy i Metody zbiory danych i
metodyka badawcza wskazuje na duzg wiedze doktoranta i wiasciwe
przemyslenie sposobu rozwigzania zatozonych celéw badawczych. Doktorant
starannie dobrat rézne zbiory danych i zastosowat wtasciwe oprogramowanie.
Dokladnie opisano i uzasadniono poszczegdlne etapy analiz dystrybucji
zmiennosci sekwencji, struktur tréjwymiarowych i wiasciwosci
fizykochemicznych oksydazy cytochromowej. W skrdcie scharakteryzowano
zastosowane programy i uzasadniono ich uzycie.

Sadze, ze dla czytelnosci mozna byto uwzgledni¢ tabelke, w ktorej
wypisane bylyby zastosowane programy wraz z numerami wersji i adresami ich
stron internetowych oraz zastosowanym celem. Prositbym rowniez doktoranta
o wyjasnienie jak wyglada ocena jakosci sekwencji w bazie BOLD, o czym
wspomniat w pracy. Mam réwniez kilka pytan zwigzanych z zastosowang
metodyka. W pracy opisano, Zze do analiz wybrano po trzy sekwencji
reprezentujace dane jednostki taksonomiczne. W jaki sposdb byly one
wybierane? Sposéb wyboru moze wptyngé na uzyskane wyniki. Na przyktad,
wybdr bardzo blisko spokrewnionych okazéw z tego samego gatunku z tego
samego stanowiska moze skutkowac bardzo matg lub zadng zmiennoscig w
obrebie gatunku, a wybdér odlegtych gatunkéw danego rodzaju duzg
zmiennoscig wewnatrzrodzajowa. Na wiekszosci zbiorach sekwencji wyliczano
zmiennos¢ zwykta proporcjg miejsc, w ktorych badane dwie sekwencje sie
réznia, a na niektérych zastosowano model Kimury. Prositbym o uzasadnienie

zastosowania tych metod. Jak na wyniki wptynetoby zastosowanie innych




modeli podstawien? Domeny transbtonowe byly poszukiwane programem
TMHMM. W celu upewnienia sie o poprawnosci otrzymanych przewidywan
porownano je z danymi dostepnymi w bazie UniProt. Nie uwazam, ze jest to
dobra weryfikacja, bo jak sam doktorant zauwaza adnotowane domeny byty
tez przewidywane komputerowo, moze tez przy pomocy takiego samego
programu. Lepsza kontrola bytoby sprawdzenie czy uzyskane domeny
pokrywaty sie z regionami znalezionymi eksperymentalnie dla Bos taurus i
Paracoccus denitrificans. Chciatbym rdwniez uzyskac¢ informacje po co
analizowano rozktad danych i stosowano test Shapiro-Wilka. W jakim celu
sprawdzano normalnos$¢ rozkiadu danych? Nie zostato to wyjasnione w pracy.
Nie wyjasniono dlaczego w celu okreslenia czy pierwsza podjednostka
oksydazy cytochromowej wnosi wktad do bioenergetycznej adaptacji
organizmow do srodowiska porownano nietoperze z drapieznymi, @ nie z inng
grupa ssakow. Czy wybodr przedstawicieli innego rzedu ssakow wptynatby na
wynik? Jest wiele programéw tworzacych struktury tréjwymiarowe biatek przy
pomocy modelowania homologicznego. Dlaczego wybrano akurat I-Tasser?
Rozdziat z wynikami jest opisany w sposéb zrozumiaty i logiczny.
Uzasadniono poszczegdlne etapy analiz. Rzetelnie przeanalizowano zmiennos¢
oksydazy cytochromowej na poziomie gatunku, rodzaju i rodziny oraz na
poziomie nukleotydowym i aminokwasowym. Potwierdzono uzytecznosc
fragmentu sekwencji oksydazy do rozpoznawania gatunkéw. Dzieki analizom
zmiennosci poszczegdlnych pozycji w kodonie wykazano, ze druga pozycja w
kodonie (i w konsekwencji sekwencja aminokwasowa) przynajmniej w
niektorych taksonach moze by¢ zastosowana do przyporzadkowania gatunku
do rodzaju, co jest jednym z wazniejszych OSia_gniQé pracy. To rozszerza
stosowalnos¢ oksydazy cytochromowej I w barkodingu. Interesujacym
podejsciem byto przeanalizowanie zmiennosci nukleotydowej i aminokwasowej
w domenach transbtonowych i miedzybtonowych oksydazy. Generalnie
stwierdzono, ze domeny pozabtonowe we fragmencie barkodowym oksydazy sg
bardziej konserwatywne niz transbtonowe. Wykazano, Zze u bezkregowcéw i
kregowcéw domeny 5, 12, 15, 19 i 22 cechuja sie wiekszg konserwatywnoscia,
natomiast domeny 6, 9, 13, 17 i 21 wiekszg zmiennos¢. Okreslono takze presje

selekcyjng  wyliczajagc  stosunek  podstawien niesynonimicznych do



synonimicznych. Stwierdzono, ze byt on wigekszy dla domen pozabtonowych niz
transbtonowych na poziomie gatunku dla grup kregowcdéw i Lepidoptera.
Odwrotne zaleznos¢ stwierdzono dla niektérych wyzszych jednostek
taksonomicznych oraz u Lepidoptera na poziomie rodzaju (Ryc. 7), ale nie
znalaztem w wynikach komentarza do tego. Analizy pokazaty, ze w zaleznosci
od badanego taksonu presja selekcyjna jest ukierunkowana na rézne domeny,
co $wiadczy o zréznicowanej ewolucji tego enzymu.

Uwazam, ze najciekawsze wyniki dotyczg powigzania zmiennosci
oksydazy w odniesieniu do zmian jej struktury przestrzennej i miejsc
funkcjonalnych (w tym oddziatujacych z innymi podjednostkami) oraz
powigzanie tych zmian z réznym poziomem metabolizmu zwierzat. Policzono
takze energie swobodng Gibbsa w celu okreslenia stabilnosci tych struktur. W
tym celu doktorant utworzyt modele struktur przestrzennych oksydazy dla 15
gatunkdéw zwierzat pochodzgcych z réznych grup taksonomicznych i bardzo
szczegbtowo przeanalizowat poszczegdlne pozycje w sekwencjach pod tym
wzgledem. Poréwnanie tych struktur pokazato, ze pomimo bardzo duzej
zmiennosci sekwencji aminokwasowych struktura przestrzenna oksydazy jest
bardzo konserwatywna, a stwierdzone podstawienia aminokwasowe nie
wpltywajg znaczgco na konformacje | stabilnoé¢ oksydazy. Duzg
konserwatywnos¢ stwierdzono takze dla wiekszosci miejsc funkcjonalnych,
natomiast wigkszym zmianom podlegaty miejsca interakcji z innymi
podjednostkami u poszczegdlnych grup zwierzat, co doktorant powigzat z
adaptacjg organizméw do warunkoéw srodowiskowych. Ciekawym wyjatkiem sg
nicienie, u ktorych znaleziono istotne zmiany we wszystkich miejscach
funkcjonalnych z wyjatkiem czasteczki hemu w centrum bimetalicznym.
Zaobserwowano takze pewne podstawienia aminokwasowe w kanale
protonowym H u niektérych nizszych gatunkéw zwierzat, co moze swiadczy¢ o
niefunkcjonowaniu tego kanatu.

Na str. 38 zastosowano skrot myslowy piszac, ze najwieksze réznice
wystepujg miedzy gatunkiem a rodzajem. Chodzito tu o stosunek zmiennosc
migedzygatunkowej do wewnatrzgatunkowej oraz miedzyrodzajowej do
wewnatrzrodzajowej. W Tab. 14 podano wartosci podobienstwa sekwencji

aminokwasowej. Nie jestem pewny czy chodzito tu o identycznosé¢ (ang.




identity) czy rzeczywiscie podobiefstwo sensu stricto (ang. similarity), ktore
uwzglednia poza identycznymi resztami réwniez reszty podobne
fizykochemicznie. Na str. 57 doktorant powotujac sie¢ na Tab. 15 napisat, ze
podobiefstwo struktury trzeciorzedowej nie zawsze koreluje z podobieAstwem
sekwencji aminokwasowej COI. Mozna by to obiektywnie wyrazi¢ przez
wspotczynnik korelacji. W przypadku niektérych naukowych nazw gatunkowych
(np. w Tab. 14) mozna byto poda¢ polskie nazwy wyzszych jednostek
taksonomicznych, np. nicien ssak, $limak. To by ulatwitlo czytanie i
analizowanie wynikéw czytelnikowi. W legendzie do Ryc. 17 dobrze bytoby
wyjasni¢ co oznacza wstawka. Na str. 67 napisano, ze w obrgbie pierwszej
podjednostki nie ma statystycznie istotnej réznicy pomigdzy zréznicowaniem
sekwencji w miejscach interakcji z innymi podjednostkami a catkowity
sekwencja biatka. Dobrze bytoby napisac jaki test zastosowano i dlaczego tylko
tutaj.

W rozdziale Dyskusja doktorant przedyskutowat rzeczowo najwazniejsze
osiagniecia w swojej pracy poréwnujac je z wynikami innych autoréw. Dobrze
przeprowadzona dyskusja wynikéw i whasciwie wyciagniete wnioski swiadcza o
duzej dojrzatoéci naukowej doktoranta i umiejetnosci wydobywania
najwazniejszych informacji z uzyskanych wynikéw. Za kazdym razem
doktorant krytycznie i obiektywnie podchodzit do uzyskiwanych wynikéw.
Poréwnat wyniki zmiennosci catej sekwencji i jej domen z danymi uzyskanymi
przez innych autordw, poruszyt problem gatunkéw kryptycznych i siostrzanych
w przypadku wysokiej i niskiej zmiennosci wewnatrzgatunkowej oraz wpltyw
wielkoéci préby na otrzymywane wyniki. W dyskusji zmiennosci w domenach
zaproponowano réwniez krétsze odcinki oksydazy cytochromowej I, ktore
moga byé uzyteczne w tzw. minibarkodingu. Doktorant znalazt wyjasnienie
wiekszej zmiennos$ci domen oksydazy cytochromowej I po stronie matriks
mitochondrialnej niz w przestrzeni wewnatrzbtonowej. Ma to wynikaé z
wiekszej liczby podjednostek oksydazy po stronie tej przestrzeni i
konserwatywnosci  miejsc  kontaktowych  podjednostek.  Skrupulatnie
przedyskutowano zmiany poszczegdlnych miejsc w sekwencjach uwzgledniajac
wiasciwosci podmienianych reszt aminokwasowych i konsekwencje tych zmian

na strukture i miejsca funkcjonalne. Zaproponowano wystepowanie zmian




kompensacyjnych i substytucji sprzezonych oraz wptyw rdéznych izoform na
funkcjonowanie catego kompleksu. Doktorant ponadto zasugerowat, ze
zaobserwowane zmiany w wielu miejscach funkcjonalnych u nicieni mogg by¢
zwigzane z ich pasozytniczym trybem 2zycia. Obiektywnie i wyczerpujaco
przedyskutowano wyniki wigzgce zmiennos¢ oksydazy z metabolizmem
zwierzat opisujac substytucje, ktére mogg by¢ zwigzane z tym zjawiskiem.
Mam drobne uwagi do tej czesci pracy. Zacytowane liczne wartosci zmiennosci
sekwencji dla réznych grup z réznych zrédet mozna byto przedstawié w
przejrzystej formie w tabeli, co utatwitoby ich porédwnywanie. Niejasne jest
zdanie na str. 82, ktére zawiera dziwny skrét myslowy: Istnienie pewnych
prawidfowosci w sekwencjach, ktére mogtyby znalez¢ swoje odzwierciedlenie w
uktadaniu sie sekwencji gatunkéw w wyzsze jednostki taksonomiczne zostato
zasygnalizowane w pracach Sirovicha i in. (2009, 2010). Co oznacza ukfadanie
sie sekwencji gatunkéw w wyzZsze jednostki taksonomiczne. Termin
energetyczna niekorzystno$¢ na str. 90 jest niefortunny. Na str. 94
wypadatoby zacytowa¢ odpowiednig prace dotyczacg badar funkcji kanatu
protonowego H z punktu widzenia wprowadzanych mutacji.

Whnioski sg przedstawione zwiezle i rzeczowo oraz opisujg najwazniejsze
osiggniecia rozprawy. Wiasciwie wyciagniete wnioski $wiadcza o zdolnosci
syntetycznego myslenia i dojrzatosci naukowej doktoranta. Bibliografia zawiera
285 pozycji gtdwnie anglojezycznych i najnowszych. Na str. 108 i 115 nie s
podane wszystkie dane bibliograficzne, brak numerow czasopisma i stron.

Praca jest napisana poprawnym jezykiem i stylem, jednak dostrzegtem
pewne btedy przedstawionych ponizej wraz z proponowanymi poprawkami: to
test is there -> to test if there is (str. 6); assembling species -> grouping
species (str. 6); most on the functional sites -> most of the functional sites
(str. 6); heme -> hem (na Ryc. 2); pofoZzona jest z pewnej odlegtosci ->
potozona jest w pewnej odlegfosci (str. 9); anotacji -> adnotacji (str. 14); u
ktdrych jest brak genu -> ktére nie posiadaja genu (str. 14); korale ->
koralowce (str. 14); poszczegdine geny mogq znajdowal sie w réznych
miejscach genomu -> poszczegdlne geny mogq znajdowaé sie w réznych
miejscach genomu u réznych organizmdw (str. 15); Obecnie COI to biatko,

ktdrego gen zostat zsekwencjonowany prawdopodobnie u najwiekszej liczby




gatunkéw. -> COI to biatko, ktdérego gen zostat zsekwencjonowany jak
dotychczas u najwiekszej liczby gatunkow. (str, 17); stanowonogi ->
stawonogi (str. 17); liczba gatunkdw -> liczba znanych gatunkéw (str. 17);
potowy gatunkéw -> potowy opisanych gatunkéw (str. 17); liczba mutacji ->
odpowiednia liczba mutacji (str. 19); nie posiadajgce -> nieposiadajgce (str.
19); W obecnych czasach, kiedy koszt analizy DNA ciggle spada,
zsekwencjonowanie fragmentu genu COI jest jednym z najprostszych badari. -
> W obecnych czasach, kiedy koszt sekwencjonowania DNA ciggle spada,
analizy fragmentu genu COI sq jednym z lepszych sposobdw rozwigzywania
probleméw taksonomicznych. (str. 19); Przeprowadzono oddzielne obliczenia
byty dla pierwszej -> Przeprowadzono oddzielne obliczenia dla pierwszej (str.
21); z posrdod -> sposréd (str. 41); zmiennos¢ aminokwasowi -> zmiennosé
aminokwasowa (str. 49); jak jedne -> jako jedne (str. 59); mogg tworzg sie -
> mogg tworzy¢é sie (str. 70); sktadanie sie do srodka struktury tych
aminokwaséw -> umieszczanie sie tych aminokwaséw w Srodku struktury
biatka (str. 70/71);, pracach przeprowadzonych na ptakach -> pracach
dotyczgcych ptakow (str. 81); praca taksondw -> praca taksonomoéw (str. 83);
materiatu kopalnianego -> materiatu kopalnego (str. 84); wartosci dla presji
selekcyjnej -> wartosci dN/dS (str. 85); nie wystepujgcych ->
niewystepujgcych (str. 89); strukture alfy-helisy -> strukture alfy-helisy (str.
90); .. -. (str. 100). Znalaztem kilka bteddw interpunkcyjnych (str. 8, 12, 13,
27, 28, 29, 52, 53, 70, 81, 94, 100). W catej pracy stosowany jest skrot ds z
matg literg s dla oznaczenia liczby podstawien synonimicznych. Powszechniej
jest stosowany skrét z duzg literg S.

Tekst nie wszedzie jest tak samo wyjustowany. Wiekszos¢ wykresow
stupkowych i diagram tortowy (Ryc. 4) powinny by¢ przedstawiane do
publikacji naukowych jako ptaskie, a nie przestrzenne, poniewaz te ostanie
znieksztalcajg skale i trudniej na nich odczyta¢ wartosci. Dobrze bytoby
ujednolici¢ typy wykreséw, wtedy fatwiej by sie je poréwnywato. Na Ryc. 8
pojawity sie problemy legenda.

Stwierdzone przeze mnie zastrzezenia nie rzutujg jednak na bardzo
pozytywng oceng pracy, a przedstawione powyzej uwagi nie zmniejszaja

wartosci ocenianej rozprawy. Reasumujac chciatbym stwierdzié, ze




recenzowana praca stanowi istotny wkitad w metodyke taksonomii molekularnej
i barkodingu DNA oraz ewolucje biatek na przykfadzie podjednostki I oksydazy
cytochromowej. Przeprowadzone badania byly bardzo zasadne, poniewaz
istnieje potrzeba usystematyzowania wiedzy na temat tego powszechnie
stosowanego markera molekularnego. Nalezy podkredli¢, ze analizy zostaty
przeprowadzone na szeroka skale i podejmujg wiele watkéw badawczych.
Uwazam, wiec, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
wszystkie wymogi Ustawy o Stopniach Naukowych. Zgtaszam, zatem wniosek
do Rady Muzeum i Instytutu Zoologii Polskiej Akademii Nauk o uznanie
rozprawy Pana mgra Jana Jakuba Pomorskiego za odpowiadajgcej wymogom
stawianym rozprawom doktorskim i o dopuszczenie doktoranta do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Pawet Mackiewicz
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