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Sekwencje biatkowe o niskiej ztozonosci (ang. low complexity regions,
LCRs) to czesto spotykane fragmenty sekwencji biatek o niewielkim
zréznicowaniu aminokwasowym. Definicja ztozonosci jest mocno nieprecyzyjna,
ale naukowcy zgadzajg sie, ze s to sekwencje proste sktadajgce sie z
homopolimeréw, krétkich powtdrzen tandemowych (STR) i nieregularnych
fragmentow charakteryzujgcych sie niskim zréznicowaniem aminokwasowym.
Mimo ze wygladajg jak proste sekwencje zawierajgce bardzo mato informacji, sg
one czesto spotykane w biatkach i dlatego powinnismy traktowa¢ je jako istotne
funkcjonalnie fragmenty biatek. Liczne badania juz wykazaty ich unikalne
wiasciwosci strukturalne (np. wykazujg wtasciwosci wigzgce i wystepuja w
domenach, ktére tworzg agregaty amyloidowe). Mimo to przez dtugi czas
naukowcy uwazali, ze LCR sg biologicznie nieistotnymi fragmentami sekwencji
biatek, ktore ewoluowaty w sposéb neutralny bez presji ewolucyjnej. Badacze
skupiali sie na badaniu regiondw o wysokiej ztozonosci (ang. high complexity
regions, HCRs), typowo maskowano regiony LCR, aby poprawi¢ wyszukiwanie
homologii miedzy biatkami.

Dostepne narzedzia do grupowania i wyszukiwania biatek zostaty
zaprojektowane pod katem HCR, dlatego nie uniemozliwiajg przeprowadzenia
wiarygodnej analizy podobienistwa miedzy sekwencjami LCR. Regiony LCR s3
przyczyng btednych trafien sekwencji biatkowych w wyszukiwarkach, co
zmotywowato naukowcéw do prac nad modelami statystycznymi do analizy
podobienstwa tych regiondéw. Pierwsza metoda SEG zaproponowana przez
Woottona i Federhena zostata dodana do narzedzia BLAST umozliwiajgc
zmniejszenie fatszywych trafien spowodowanych obecnoscig LCRs. Z kolei
Promponas i wspotautorzy opracowali metode CAST, ktéra wykrywa sktadowe w
regionach LCR i maskuje je w celu poprawy wyszukiwania podobienstwa miedzy
biatkami. Alba i wspéfautorzy zastosowali metode SIMPLE, poczatkowo
stworzong dla sekwencji DNA, do biatek, argumentujac, ze moze by¢ ona
uzywana do badania ewolucji LCRs i ich funkcji biologicznych. Li i Kahveci
zaproponowali inne podejscie do LCR, ktére rozpoznaje powtdrzenia w
regionach LCR i traktuje je jako wazny czynnik dla lepszego zrozumienia funkcji
biologicznej biatek. Powyzisze metody jak i inne dostepne narzedzia
bioinformatyczne ulepszyty identyfikacje LCR oraz umozliwiajg badanie ich roli
biologicznej w szerszej skali, korzystajgc z ugruntowanych modeli statystycznych
lub heurystyk bazujgcych na optymalizacji wielu parametréow.



Przedstawiona mi do recenzji praca jest wynikiem udanej analizy
teoretycznej w paradygmacie bioinformatyki. Autorowi udato sie twodrczo
potaczyé innowacyjng metodologie teoretyczng z biologicznie istotnym
problemem badawczym skupiajgcym sie na gtebszym zrozumieniu roli regionéw
o niskiej ztozonosci oraz rozwijaniu metod ich porownywania. Budowa modeli
obliczeniowych w celu lepszego poréwnywania sekwencji biatek, co umozliwia
zrozumienie procesow ewolucji organizméw zywych oraz lepiej identyfikuje
funkcje biologiczne tych regiondw, stanowi przyktad wysoko interdyscyplinarnej
dziedziny, jakg jest bioinformatyka. Podejscie bazujgce na metodach
obliczeniowych i starannie przygotowanych danych doswiadczalnych stanowi
fundament nowoczesnej biologii molekularnej, a takze wspomaga rozwdj
nowych algorytmoéw informatyki technicznej w odpowiedzi na podstawowe
problemy i wyzwania genomiki.

W mysl wymagan Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 2017 poz.
1789, z pdzn. zm.) oraz Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z
dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdétowego trybu i warunkéw
przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. 2018 poz.
261), jak rowniez art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U.z 2021 r. poz. 478,619, 1630), przedmiotem mojej oceny
jest oryginalno$¢ rozwigzanego problemu naukowego, ogdlna wiedza
teoretyczna Kandydata w dziedzinie informatyki technicznej i bioinformatyki, a
takze umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Przedmiot mojej oceny, czyli rozprawa doktorska, jest w petni zgodna z
warunkami okreslonymi w powyzszych Ustawach, a nawet moim zdaniem
przekracza zwyczajowe wymagania. Autor prezentuje wyjgtkowa oryginalnosc
sformutowania unikalnego problemu naukowego oraz jego rozwigzania przy
uzyciu zaawansowanych metod informatycznych, szerokg wiedze teoretyczng z
zakresu biologii molekularnej i informatyki technicznej, a takze umiejetnosc
prowadzenia wytrwatej i twoérczej pracy naukowej. Praca Doktoranta wykazuje
rowniez duzg samodzielno$é badawczg, mimo istotnego wsparcia ze strony obu
wspot-promotoréow. Nie mam zadnych powaznych uwag do rozprawy
doktorskiej, jakos¢ przedstawienia metodologii i wynikdw badan, wyjatkowego
dorobku publikacyjnego Kandydata. Cato$¢ rozprawy w pefni zastuguje na
zaakceptowanie przez Rade Dyscypliny, a nawet jestem przekonany na
wyréznienie w stosowny sposoéb.



Rozprawa doktorska Pana mgr Patryka Jarnota zostata przygotowana w
Katedrze Sieci i Systemdéw Komputerowych na Wydziale Automatyki, Elektroniki
i Informatyki Politechniki Slaskiej w Gliwicach pod kierownictwem dra hab.
Aleksandry Grucy, profesor uczelni, oraz dr hab. Marcina Grynberga z Instytutu
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk.

Praca liczy sobie 137 stron wraz z odniesieniami do artykutow istotnych
dla zrozumienia dziedziny badawczej, jak réwniez opublikowanych przez
Kandydata ze wspodtautorami w punktowanych czasopismach naukowych.

W niniejszej pracy Autor postawit sobie nastepujgce cele: (i) analiza
istniejgcych metod identyfikacji LCR i wizualizacja ich wynikéw; (ii) analiza
istniejgcych metod analizy podobienistwa LCR; (iii) ulepszenie wyszukiwania
podobnych LCR; (iv) ulepszenie grupowania podobnych LCR. Skupia sie na
analizie regiondw o niskiej ztozonosci w sekwencjach biatkowych, przy
wykorzystaniu réznych metod i narzedzi oraz opracowaniu nowych algorytmow
z dziedziny klasycznej bioinformatyki, ciekawie rozszerzonej o nowe wyzwania
zwigzane z analizg powtarzalnosci aminokwaséw oraz okreslaniu ich roli w
strukturze biatek i ich kompleksow.

Motywacjg pracy jest brak odpowiedniego instrumentarium do analizy
bardzo podobnych sekwencji biatek. Zdaniem recenzenta jest to wazny i czesto
niedoceniany problem badawczy zwigzany z mechanizmami ewolucyjnymi i
charakterem mutacji. Od niedawna co prawda pojawito sie kilka metod
identyfikacji LCR, metody te mogg rowniez maskowac¢ LCR w celu poprawy
wyszukiwania biatek homologicznych oraz okreslenia ich funkcji. Jednakze, jak
dotad brakuje w literaturze naukowej szczegétowego poréwnania tych metod,
ktdre mogtoby by¢ réwniez wykorzystane do potgczenia ich w celu uzyskania
nowych wynikéw. W ramach swojej pracy doktorskiej Kandydat poréwnuje
istniejgce metody identyfikacji LCR i proponuje metode konsensusowa, ktdra
wykorzystuje aktualnie dostepne narzedzia, dodatkowo prezentujgc w sposéb
bardzo przejrzysty wyniki i wnioski ze swoich badan.

Funkcja biologiczna niektdrych LCR jest juz dobrze poznana, ale nadal
brakuje dobrego opisu i bardziej sformalizowanych metod do ich wyszukiwania,
analizy i wizualizacji nowych regiondéw LCR, ktérych jest bardzo duzo w badach
danych. Paradygmat ktoéry realizuje doktorant umozliwia rozszerzenie wynikow
szczegétowych  otrzymanych  dzieki czasochtonnym i  kosztownym
doswiadczeniom biologii molekularnej na nowe przypadki za pomocg metod in
silico. Umozliwia to dokonanie przewidywania wtasciwosci fragmentu biatka o



niskiej ztozonosci na podstawie obserwacji dotyczacych innych podobnych
fragmentow, ktoérych rola jest juz znana na podstawie eksperymentdw.
Proponujagc metody poréwnywania regiondw LCR umozliwiamy wiec
przewidywanie ich wtasnosci co znaczgco obniza koszt zwigzany z metodami
doswiadczalnymi. Eksperymenty czesto sg nisko-przepustowe, daleko im do
masywnego stosowania dla duzych zbiordw biatek. Trudno nie zgodzi¢ sie z
Doktorantem, ze to witasnie metody in silico mogg istotnie wspomdc metody
doswiadczalne w analizie LCRs. Obecnie mozemy uzywac istniejgcych metod
identyfikacji LCR do pobierania LCR z publicznie dostepnych baz danych, brakuje
nam jednak metod ich efektywnego poréwnywania i wizualizacji wynikéw.
Dlatego gtdwnym celem doktoratu jest sprawdzenie, czy istniejgce metody
analizy podobieiAstwa sekwencji biatkowych moga by¢ uziywane do
poréwnywania LCR oraz opracowanie nowych metod ich analizy i wizualizacji.

Lista prac naukowych opublikowanych przez Doktoranta w trakcie pracy
nad doktoratem obejmuje piec pozycji powigzanych z tematykg pracy
doktorskiej. Ponizej lista publikacji z bazy pubmed opublikowanych przez
doktoranta:

e [P1l] Insights from analyses of low complexity regions with canonical
methods for protein sequence comparison. Jarnot P, Ziemska-Legiecka
J, Grynberg M, Gruca A. Brief Bioinform. 2022 Sep 20;23(5):bbacl99.
doi: 10.1093/bib/bbac299. PMID: 35914952; Impact Factor: 13.99,
Punkty ministerialne: 140;

e [PR] Common low complexity regions for SARS-CoV-2 and human
proteomes as potential multidirectional risk factor in wvaccine
development. Gruca A, Ziemska-Legiecka J, Jarnot P, Sarnowska E,
Sarnowski TdJ, Grynberg M. BMC Bioinformatics. 2021 Apr
8;22(1):182. doi: 10.1186/s12859-021-04017-7. PMID: 33832440,
Impact Factor: 3.327, Punkty ministerialne: 100;

e [P3] PlaToLoCo: the first web meta-server for visualization and
annotation of low complexity regions in proteins. Jarnot P, Ziemska-
Legiecka J, Dobson L, Merski M, Mier P, Andrade-Navarro MA, Hancock
JM, Dosztanyi Z, Paladin L, Necci M, Piovesan D, Tosatto SCE, Promponas
VdJ, Grynberg M, Gruca A. Nucleic Acids Res. 2020 Jul 2;48(W1):W77-
W84. doi: 10.1093/nar/gkaad39. PMID: 32421769, Impact Factor:
19.16, Punkty ministerialne: 200;

o [P4] Tandem repeats lead to sequence assembly errors and impose multi-
level challenges for genome and protein databases. Tgrresen OK, Star B,
Mier P, Andrade-Navarro MA, Bateman A, Jarnot P, Gruca A, Grynberg
M, Kajava AV, Promponas VdJ, Anisimova M, Jakobsen KS, Linke D.
Nucleic Acids Res. 2019 Dec 2;47(21):10994-11006. doi:
10.1093/nar/gkz841. PMID: 31584084, Impact Factor: 19.16, Punkty
ministerialne: 200;




e [P5] Quantitative Conformational Analysis of Functionally Important
Electrostatic Interactions in the Intrinsically Disordered Region of Delta
Subunit of Bacterial RNA Polymerase. Kubaii V, Srb P, Stégnerova H,
Padrta P, Zachrdla M, Jasefiakova Z, Sanderova H, Vitovska D, Krasny L,
Koval' T, Dohnalek J, Ziemska-Legiecka J, Grynberg M, Jarnot P, Gruca
A, Jensen MR, Blackledge M, Zidek L. § Am Chem Soc. 2019 Oct
23;141(42):16817-16828. doi: 10.1021/jacs.9b07837. Epub 2019 Oct
10. PMID: 31550880, Impact Factor: 16.383, Punkty ministerialne: 200;

Doktorant uzyskat samodzielnie grant badawczy pod tytutem ,Metody analizy
podobienstwa regiondw o niskiej ztoZzonosci”, ktdry zostat przyznany w 2021 roku
przez Narodowe Centrum Nauki w konkursie PRELUDIUM (nr
2021/41/N/ST6/01919). Metoda GBSC zostata z kolei zaprojektowana w ramach
grantu OPUS pt. ,LCRPlatform: nowe algorytmy i metody identyfikacji,
kategoryzacji oraz adnotacji regiondw biatkowych o niskiej ztozonosci” o
numerze 2020/39/B/ST6/03447, ktérego kierownikiem byt jeden ze
wspotpromotorow (dr hab. Marcin Grynberg).

W swojej pracy doktorskiej Patryk Jarnot przedstawia nowe metody
identyfikacji, wizualizacji i poréwnywania obszaréw o niskiej ztozonosci (LCR).
Opracowane metody, takie jak metoda konsensusowa i GBSC, umozliwiajg
identyfikacje LCR oraz analize krétkich powtdrzen tandemowych (STR). Do
poréwnywania i grupowania LCR mozna zastosowaé modyfikacje metody BLAST
o nazwie LCR-BLAST oraz nowo opracowane narzedzie GBSC. Metody te zostaty
ocenione poprzez poréwnanie z innymi rozwigzaniami oraz zastosowane w kilku
przyktadowych aplikacjach. Patryk Jarnot opublikowat dwa artykuty jako
pierwszy autor w renomowanych czasopismach naukowych, ktdre prezentujg
wyniki jego badan (w tym w remonomowanym czasopismie Briefings in
Bioinformatics). W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono rédwniez badania
we wspotpracy z innymi autorami, ktére zostaty opublikowane w Nucleic Acid
Research, BMC Bioinformatics i Journal of American Chemical Society. Metoda
GBSC zostata opracowana w ramach prac finansowanych przez granty OPUS i
PRELUDIUM, w ktérych mgr. Patryk Jarnot brat udziat jako wspodtbadacz lub
gtédwny badacz.

Praca doktorska mgr. Patryka Jarnota sktada sie z osmiu gtéwnych czesci.
"Wstep" wprowadza czytelnika do tematyki badawczej i okresla cele pracy.
Rozdziat "Metody analizy sekwencji" przedstawia metody identyfikacji LCR i
poréwnywania podobienstwa sekwencji. Sekcja "Metody identyfikacji o niskiej
ztozonosci" porédwnuje rézne metody identyfikacji LCR i prezentuje autorskie
podejscie do wizualnej analizy tych fragmentdw. Rozdziat "Analiza kanonicznych
metod porownywania sekwencji biatek w przypadku LCR" pordwnuje trzy



nowoczesne i czesto uzywane metody analizy podobienstwa sekwencji biatek:
BLAST, HHblits i CD-HIT. Z kolei sekcja "LCR-BLAST - wyszukiwanie regiondw o
niskiej ztozonosci" przedstawia nowatorskg modyfikacje metody BLAST do
wyszukiwania wysoko-podobnych LCR. Sekcja "GBSC - klasteryzacja krotkich
powtdrzen tandemowych" opisuje autorskg metode identyfikacji i grupowania
STR-6w (ang. short tandem repeats). W rozdziale "Zastosowania" opracowane
metody sg stosowane w rdéznych analizach LCR, prezentowane sg przyktady i
otrzymane wyniki. Praca konczy sie rozdziatem "Podsumowanie i wnioski".

W rozdziale pierwszy ,Introduction” Patryk Jarnot wprowadza w tematyke
swojej pracy doktorskiej, przedstawia motywacje i cele pracy, a nastepnie
omawia strukture pracy i najwazniejsze wyniki.

W rozdziale drugim , Description of sequence analysis methods” Doktorant
skupia sie na opisie metod analizy sekwencji biatkowych. Przedstawione sg rézne
metody identyfikacji obszaréw o niskiej ztozonosci (LCR), takie jak fLPS, CAST,
SEG, LCD-Composer, SIMPLE, T-REKS, XSTREAM i GBA. Metody te stuzg do analizy
sktadu, powtdrzen tandemowych i struktury LCR. Kolejnym tematem sg metody
poréwnywania podobienstwa sekwencji biatek, takie jak BLAST, HHblits, CD-HIT,
MMseqs2 i MCL. Opisuje sie zastosowanie tych metod w przeszukiwaniu bazy
danych biatek, klasyfikacji rodzin biatek i analizie funkcji biatek.

W rozdziale trzecim ,Low complexity identification methods” mgr Patryk
Jarnot omawia metody identyfikacji obszaréw o niskiej ztozonosci (LCR) w
biatkach. Przedstawione sg rézne metody takie jak SEG, CAST, SIMPLE, GBA,
XSTREAM, T-REKS, fLPS, LCD-Composer i GBSC. Autor poréwnuje te metody pod
katem wynikéw, analizuje ich naktadanie sie oraz wskazuje na unikalne cechy
kazdej z nich. Opisuje réwniez zastosowanie tych metod w identyfikacji
powtdérzen tandemowych. Autor przedstawia analize dtugosci i sktadu
aminokwasowego LCR, wskazujgc na réznice wynikajgce z zastosowania réznych
metod. Omawia réwniez podobienstwa wynikéw i mozliwo$¢ kombinowania
metod w celu uzyskania wiekszej precyzji. Wnioskiem z rozdziatu jest potrzeba
dalszych badan i analiz w celu lepszego zrozumienia i identyfikacji LCR w
biatkach.

W rozdziale czwartym , Analysis of canonical methods for protein sequence
comparison in the case of LCRs” Doktorant analizuje istniejagce metody
poréwnywania sekwencji biatkowych, szczegdlnie w kontekscie obszaréw o
niskiej ztozonosci (LCR). Autor stwierdza, ze metody takie jak BLAST, HHblits i CD-
HIT, zaprojektowane pierwotnie dla obszarow o wysokiej ztozonosci (HCR),



wymagajg ulepszen w celu skutecznego poréwnywania LCR. Wskazuje na
niedoszacowanie roli LCR przez BLAST i HHblits, problemy z generowaniem
profilu HMM dla LCR oraz niestosownos¢ metryki E-value dla poréwnywania LCR.
Autor zaleca uwzglednienie innych miar, takich jak wynik i tozsamos$¢, oraz
globalne porownywanie sekwencji LCR. Rowniez metoda CD-HIT, oparta na
grupowaniu, moze wymagac ulepszen. Wnioskiem jest potrzeba opracowania
nowych metod lub ulepszenia istniejgcych w celu skutecznego poréwnywania
LCR.

W rozdziale pigtym “LCR-BLAST - searching for low complexity regions”
Kandydat opisuje opracowanie narzedzia o nazwie LCR-BLAST, ktére umozliwia
bardziej efektywne wyszukiwanie podobnych regiondw o niskiej ztozonosci (LCR)
w sekwencjach biatkowych. Autor proponuje ulepszenia dla popularnego
narzedzia BLAST, ktore tradycyjnie skupiato sie na regionach o wysokiej
ztozonosci (HCR).

Przeprowadzona analiza obejmuje kilka modyfikacji, w tym wytgczenie
obliczania macierzy skorelowania opartej na kompozycji, a takze wprowadzenie
nowych metryk, takich jak sredni wynik i macierz skorelowania identycznosci.
LCR-BLAST zostat zoptymalizowany dla krétkich sekwencji poprzez dostosowanie
roznych parametréw, takich jak kary za otwarcie i rozszerzenie przerw, prog
wartosci E, rozmiar stowa i opcje filtrowania.

Autor podkresla potrzebe opracowania dedykowanej macierzy skorelowania
dla LCR, ze wzgledu na ich odmienne preferencje w zakresie aminokwaséw. LCR-
BLAST zostat opracowany w oparciu o UniProtKB/Swiss-Prot, a wyniki porownan
zostaty przedstawione i ocenione.

Whioskiem jest, ze LCR-BLAST stanowi istotng poprawe w poréwnaniu do
istniejgcych wariantéw BLAST dla analizy LCR. Narzedzie to umozliwia bardziej
precyzyjne i skuteczne poréwnywanie sekwencji LCR, wykorzystujac
zoptymalizowane parametry i nowe miary oceny.

W rozdziale széstym ,,GBSC - clustering short tandem repeats” Doktorant
opisuje nowg metode o nazwie GBSC, stuzgca do identyfikacji i grupowania
krétkich powtdrzen tandemowych (STR) w sekwencjach biatkowych. Metoda ta
ma na celu przezwyciezenie ograniczen istniejgcych metod identyfikacji
regiondw o niskiej ztozonosci (LCR) oraz skupia sie na szczegdlnych wyzwaniach
zwigzanych z STR.



GBSC wykorzystuje model grafowy do identyfikacji i grupowania STR w
sekwencjach biatkowych. W trakcie procesu identyfikacji wykorzystuje sie model
grafowy typu De Bruijn, ktéry generuje wezty na podstawie k-merédw w sekwencji
i tworzy krawedzie miedzy kolejnymi k-merami. Krawedzie te majg okreslony
czas zycia i wage, ktdore s manipulowane w trakcie procesu. Jesli czas zycia
krawedzi przekracza ustalony prog, krawed:z znika. Jesli waga krawedzi
przekracza prog, tworzy sie graf reprezentujgcy STR.

W procesie grupowania wykorzystuje sie modele grafowe STR i przypisuje
sekwencje do klastréow na podstawie podobienstwa wzorca. GBSC jest w stanie
obstuzyc sgsiadujgce STR, grupujac je jako osobne lub potaczone typy.

Wprowadzono rowniez opcje redukcji alfabetu, ktéra polega na faczeniu
podobnych aminokwaséw. Porownano GBSC z innymi metodami grupowania,
takimi jak MMseqs i CD-HIT, uzywajac STR zidentyfikowanych przez GBSC jako
danych wejsciowych.

Metoda GBSC ma wiele zalet, takich jak obstuga degeneracyjnych powtérzen,
grupowanie sasiadujgcych STR i wykorzystanie grafowych modeli do oznaczania
zidentyfikowanych i pogrupowanych sekwencji. Jest to znaczace ulepszenie w
poréwnaniu do istniejgcych metod identyfikacji regiondw o niskiej ztozonosci,
ktdre nie dostarczajg tak szczegétowych informacji na temat zidentyfikowanych
fragmentow.

Whnioskiem jest to, ze GBSC oferuje wiele zalet w poréwnaniu do istniejgcych
metod, zwtaszcza pod wzgledem grupowania powtdrzen degeneracyjnych,
obstugi sasiadujgcych powtdrzen i szczegdtowosci dostarczanych informaciji
dzieki wykorzystaniu modeli grafowych. Metoda ta moze byé szczegdlnie
pomocna, gdy interpretowalnos$é powtdrzen ma kluczowe znaczenie.

W rozdziale si6dmym , Applications” pracy doktorskiej Kandydat przedstawia
praktyczne zastosowania dwdéch metod poréwnywania sekwencji biatek: LCR-
BLAST do wyszukiwania podobnych regionéw o niskiej ztozonosci (LCR) i GBSC
do grupowania krétkich powtdrzen tandemowych (STR) na podstawie wzorcéw
powtarzajgcych sie. Autor wykorzystuje te metody do analizy bteddéw
rekonstrukcji sekwencji STR, identyfikacji podobnych segmentéw do domeny K-
D/E z podjednostki delta polimerazy RNA bakteryjnej oraz znajdowania
wspolnych epitopédw dla SARS-CoV-2 i genomu ludzkiego. Badania obejmuja
rowniez analize STR w rdznych podziatach taksonomicznych, analize LCR z



polimerazy RNA bakteryjnej oraz analize proteomu SARS-CoV-2 w kontekscie
potencjalnych bteddw sktadania i projektowania szczepionek.

W ostatnim, o6ésmym rozdziale ,Summary and conclusions” autor
podsumowuje swoje badania streszczajgc najwazniejsze osiggniecia.

Whioski koncowe pracy doktorskiej obejmuja:

e Autor przedstawit trzy nowatorskie metody analizy regiondw o niskiej
ztozonosci (LCR) w biatkach oraz pordwnat je z istniejgcymi rozwigzaniami.
Rozpoczat od oceny istniejgcych metod identyfikacji LCR i pokazat, jak je
zintegrowaé, aby uzyskaé nowe wyniki przy uzyciu podejscia
konsensualnego. Opracowat réwniez podejscie do wizualizacji, ktoére
utatwia eksploracje LCR i pomaga naukowcom formutowaé hipotezy
dotyczace wtasciwosci biologicznych biatek.

e Autor postawit hipoteze, ze obecne metody analizy podobienstwa
sekwencji biatek sg gtownie projektowane do analizy regiondw o duzej
ztozonosci (HCR) sekwencji biatkowych, czesto pomijajgc LCR. Ich analiza
potwierdzita to, pokazujac, ze istniejgce metody nie sg tak efektywne w
poréwnywaniu LCR, nawet po optymalizacji. W rezultacie autor
dostosowat parametry BLAST do lepszego poréwnywania LCR, co
doprowadzito do stworzenia LCR-BLAST, zmodyfikowanej wersji BLAST dla
tych fragmentéw biatkowych.

e Nastepnie autor przedstawit GBSC, nowg metode identyfikacji i
grupowania krétkich powtérzen tandemowych (STR). GBSC moze
analizowac szeroki zakres STR, od jasnych do silnie zdegenerowanych,
obejmujacych rdzne typy LCR.

e Na koniec autor zademonstrowat praktyczne zastosowanie LCR-BLAST i
GBSC w trzech badaniach: badaniu btedéw sktadania sekwencji po
powtdrzeniach tandemowych, analizie interakcji w polimerazie RNA oraz
identyfikowaniu wspélnych LCR w proteomach ludzkim i SARS-CoV-2.
Autor pokazat zdolnosci GBSC do wykrywania nieregularnych LCR i
zwrdécenia uwagi na mozliwe ryzyko zwigzane z wyborem okreslonych
epitopow dla lekdw i szczepionek zwigzanych z SARS-CoV-2.

o Wszystkie te algorytmy i metody opracowane w rozprawie doktorskiej
zostaty opublikowane w pieciu manuskryptach naukowych o wysokim
impact factor i punktach ministerialnych, podkreslajac potrzebe dalszego
rozwoju metod uwzgledniajgcych sekwencje LCR w biatkach i
praktycznego ich wykorzystania w badaniach naukowych.



Pytania do doktoranta:

Jak mozna dalej wykorzysta¢ uzyskane zbiory sekwencji biatek zawierajgce
segmenty LCR? W jakim zakresie sg one petne i odzwierciedlajg wszystkie
podtypy LCR? Czy przeprowadzono analize skupien wszystkich zebranych
LCR i wyrdzniono klasy funkcjonalne i ich unikalne cechy odrdézniajace je
od siebie?

Dlaczego w wiekszosci przypadkdw w analizie LCRs uzywane sg tradycyjne
macierze podobienstwa aminokwasdw (BLOSUM, PAM)? Autor proponuje
uzywanie macierzy identycznosci — czy mozna uzyc innych alternatywnych
macierzy, takich jak AAindex ktére reprezentujgce podobienstwa
fizykochemiczne miedzy sekwencjami biatek?

Czy mozna wytrenowaé metody uczenia maszynowego do zadania
poréwnawczego i przyspieszenia analizy biatek zawierajgcych LCR? Jakie
cechy powinny by¢ uzyte w treningu? Czy wystarczy samo podobienstwo
ewolucyjne czy tez uzycie cech fizyko-chemicznych lub strukturalnych
miatoby dodatkowe zalety?

Czy obserwowane sg wyrdzniajgce sie deskryptory fizyko-chemiczne z
bazy AAindex w kontekscie ich wzbogacenia w sekwencjach LCR?

A jedli tak — to czy do rankingu cech mozna bytoby uzy¢ metody selekcji
cech, jak nalezy wtedy postawi¢ zadanie klasyfikacji i treningu uczenia
maszynowego?

Ktore deskryptory z AAindex sg wzbogacone w zbiorach aminokwaséw z
segmentéw LCR, czy zadziatatyby one najlepiej w tak postawionej
klasyfikacji LCR?

W ramach uwag do pracy doktorskiej:
e Nalezy ujednolicié¢ wyglad wszystkich wykresow i tabel.
e Nalezy poprawic drobne btedy interpunkcyjne.
e Warto zamiesci¢ elementy zwigzane z zyciorysem badawczym

doktoranta — liste publikacji, liste prezentacji ustnych oraz posteréw
na konferencjach krajowych i miedzynarodowych itp.



Whioski koncowe

W podsumowaniu oceny rozprawy doktorskiej pana mgr Patryka Jarnota
pt. "Methods for similarity analysis of low complexity regions in protein
sequences", pragne wyrazi¢ moje wysokie uznanie dla przedstawionej pracy.
Suma wskaznikéw impact factor wszystkich publikacji wynosi 72.02, a suma
punktéw ministerialnych w Polsce wynosi 840. Jest to wynik moim zdaniem
wyjatkowy, nawet jesli uwzglednimy ze s to publikacje wspoétautorskie.

Biorgc pod uwage czytelno$é¢ i warto$¢ naukowq rozprawy doktorskiej,
udane potgczenie starannie opisanych narzedzi obliczeniowych, a takze
biologicznie istotnych eksperymentéw i fundamentalnych pytan badawczych
zwigzanych z regionami niskiej ztozonosci w sekwencjach biatkowych, uwazam
rozprawe doktorskg pana mgr Patryka Jarnota za znaczacy wkifad w dziedzine
bioinformatyki, oraz istotny wykiad w Informatyke Techniczng i
Telekomunikacje.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478,
619, 1630). Ponadto uwazam, ze rozprawa ta przewyzsza wszystkie powszechne
i ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogdlng wiedze informatyczng
kandydata w zakresie LCR/HCR i technik bioinformatycznych, oraz demonstruje
zdolnos¢ do samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

W zwigzku z powyzszym, mam przyjemno$¢ przedfozy¢ Radzie Dyscypliny
Naukowej Informatyki Technicznej i Telekomunikacji Politechniki Slaskiej moja
recenzje dotyczgcg dopuszczenia pana mgr Patryka Jarnota do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Ponadto, zwazywszy na wysoki poziom merytoryczny i obszernosé
rozprawy, jej staranne przygotowanie oraz klarowny sposéb prezentacji
tematyki badawczej, metodyki i wynikdw, wnosze o wyrdznienie rozprawy
stosowng nagroda.
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