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1. Uwagi ogdélne i charakter pracy

Rozprawa dotyczy analizy komputerowych rekonstrukeji struktur biatek oraz RNA, ukierunkowa-
nej na wykrywanie i iloSciowy opis ich stopnia zawezlenia. Przedstawiono metody obliczeniowe
umozliwiajace automatyczng identyfikacje weztéw, struktur typu “kajdanki” oraz pokrewnych
motywow topologicznych zaréwno w strukturach eksperymentalnych, jak i w modelach przewi-
dywanych przez algorytmy sztucznej inteligencji, w tym przez AlphaFold. Praca ma wyraZnie
interdyscyplinarny charakter: taczy elementy matematyki (teoria wezléw), biofizyki i biologii
strukturalnej (relacja sekwencja—struktura—funkcja), a takze inzynierii oprogramowania i analizy
duzych zbioréw danych.

W obszarze, ktorego dotyczy rozprawa, w ostatnich latach dokonala sie rewolucja w metodach
predykeji struktur (AlphaFold i inne podejscia oparte na Al), otwierajac mozliwo$é badan struktur
biatkowych na niespotykang dotad skale. Autor konsekwentnie wykorzystuje dane powstale w
wyniku tej zmiany: z jednej strony rozwija podstawy teoretyczne oraz algorytmy, a z drugiej
przekuwa je w praktyczne narzedzia i bazy danych dostepne dla szerokiej spotecznosci naukowcéw.
Szczegdlnie istotne jest to, ze rozwiazania te zostaly przygotowane takze z mysla o uzytkownikach
nieposiadajacych kompetencji programistycznych, tak aby mogli oni efektywnie wyszukiwac
motywy topologiczne w analizowanych przez siebie strukturach — zaréwno eksperymentalnych,
jak i uzyskanych metodami symulacyjnymi czy generatywnymi.

Rozprawa ma charakter publikacyjny, co jest podejéciem powszechnie stosowanym w krajach
zachodnich i, w mojej ocenie, szczegdlnie adekwatnym dla tej tematyki. Autor opiera doktorat
na bogatym, spdjnym tematycznie i licznie cytowanym zbiorze publikacji. Cze$¢ opisowa zawiera
oméwienie i syntetyczne podsumowanie wynikéw uzyskanych w trakcie doktoratu, streszczajac
poszczegdlne publikacje, a nastepnie przedstawia zestaw wlaczonych artykuléw (w tym publikacje
narzedziowe dotyczace baz danych oraz prace metodologiczne). Calo$é uzupelnia preprint o
wyraznie matematycznym charakterze, stanowiacy istotny wktad teoretyczny w rozwdj narzedzi
matematycznej teorii weztéw. Taki format dobrze eksponuje mierzalne osiagniecia autora i w
pelni odpowiada standardom wspotczesnych badan interdyscyplinarnych.

2. Najwazniejsze osiggniecia rozprawy

Ponizej streszczam kluczowe watki i rezultaty, zwracajac uwage na elementy szczegélnie istotne w
recenzji doktorskiej (oryginalno$é, dojrzalosé warsztatu, wklad autora, znaczenie dla dziedziny).

2.1. Mocny dorobek publikacyjny i oddzialywanie (track record)

Autor prezentuje dojrzaly, spéjny tematycznie dorobek, obejmujacy prace metodologiczne, apli-
kacyjne oraz narzedziowe (bazy danych). Z perspektywy recenzji doktoratu istotne sa dwie
rzeczy: (i) obecnosé publikacji w renomowanych czasopismach z obszaru biologii obliczeniowe;j i
biologii strukturalnej (m.in. Nucleic Acids Research, PLOS Computational Biology, Journal of
Molecular Biology), (ii) relatywnie duza liczba cytowan jak na etap kariery, wskazujaca na realne
wykorzystanie wynikéw przez spotecznosé.

Warto podkreslié¢, ze wplyw dorobku wynika nie tylko z pojedynczych odkryé, ale rowniez z
wytworzenia infrastruktury badawczej (oprogramowanie, serwery, bazy), ktéra z definicji generuje



uzytecznosé i cytowalnosé.

2.2. Potlaczenie teorii (tangle enumeration od Conweya) z obliczeniami i analiza
danych (AlphaFold)

Jednym z najmocniejszych elementow rozprawy jest rzadko spotykana spéjnosé osi: teoria —
algorytmy — implementacja — analiza duzych danych biomolekularnych. Wklad teoretyczny
(klasyfikacja algebraicznych splatkéw /tangles) wyrasta wprost z klasycznych idei Conweya i
odpowiada na realna potrzebe: efektywnej parametryzacji i rozpoznawania bardziej ztozonych
motywoéw topologicznych, w tym motywéw grafowych (handcuff, 6-curve), ktére pojawiaja sie w
biologii strukturalnej i w zwiazku z tym wymagaja jezyka formalnego do ich klasyfikacji.

Jako matematyk stosowany bardzo cieszy mnie, ze przedstawiona rozprawa nie jest “matematyka
dla matematyki”: enumeracja i klasyfikacja splatkéw stanowi fundament do systematycznego
katalogowania ztozonych topologii, co nastepnie jest wykorzystywane w analizie struktur biatek
przewidywanych przez AlphaFold. Autor pokazuje tym samym dojrzalosé naukowq: potrafi
zaproponowaé narzedzia formalne, a nastepnie wlaczy¢ je do duzych procedur obliczeniowych i
wykorzysta¢ na tzw. danych omicznych.

2.3. Pierwszy przyklad naturalnie wystepujgcego zawezlonego tancucha RNA

Znalezienie pierwszego przykladu naturalnie wystepujacego wezta w RNA (trefoil knot) ma duze
znaczenie porzadkujace dla dziedziny. Po pierwsze, zamyka wieloletnia luke poznawcza (odpowiada
na pytanie: dlaczego wezly wystepuja w biatkach i DNA, a nie byly dotad obserwowane w RNA?),
po drugie, dostarcza nowego punktu odniesienia dla biologii RNA i dla metod predykcji struktur
RNA.

W rozprawie waznie wybrzmiewa takze wniosek metodyczny: obecne metody Al, ktore $wietnie
dziataja dla biatek, nie przenosza si¢ automatycznie na tanicuchy RNA — najpewniej potrzebna
jest dodatkowa praca, dotrenowanie metod, by¢ moze z uwzglednieniem topologicznych sktadni-
kéw funkceji kosztu. Innymi stowy, przedstawiony wynik ma charakter uogélniajacy: pokazuje
potrzebe uwzgledniania kryteriéw teorii wezléw w ocenie i treningu modeli Al (np. poprzez
kary /topologiczne cechy, dodatkowe filtry badz dotrenowanie na lepszych zbiorach referencyjnych).
To jest istotny wktad na styku nauk podstawowych i rozwoju narzedzi Al dla biologii.

2.4. Implementacje, bazy danych i interfejsy dla uzytkownikéw nieprogramujacych

Na podkreslenie zastluguje fakt, ze Autor nie koficzy pracy na prototypach, lecz dostarcza
kompletne narzedzia badawcze: serwery (np. do detekeji wezléw i lasso), bazy danych z wstepnie
obliczonymi wynikami dla duzych kolekcji struktur oraz pakiet programistyczny integrujacy
metody obliczeniowe teorii wezléw. Interfejsy — z tego, co widze — zostaly zaprojektowane pod
uzytkownikow, ktérzy nie musza programowaé (chociaz dokumentacja i przyklady moglyby byé
bogatsze): to realnie poszerza grono odbiorcéw metod topologicznych (biolodzy, chemicy).

Uwazam, ze ponizsze aspekty pracy sg istotne:

e transfer do praktyki: udostepnienie serweréw WWW i API, nie tylko kodu,

o skalowalnos$é: przetwarzanie bardzo duzych zbior6w danych (predykcje AlphaFold liczone w
dziesiatkach tysiecy),

e reprodukowalnos$é: pipeline’y, wersjonowanie, zautomatyzowane obliczenia,

« walory edukacyjne i popularyzacyjne: obnizenie bariery wejscia do metod topologicznych.

2.5. Krétkie oméwienie pozostalych prac wlaczonych do rozprawy



Uzupelniajaco, ponizej zamieszczam zwiezle streszczenie pozostalych artykuléw (poza oméwio-
nymi wyzej watkami):

o Artykul 1 (Lasso proteins): praca porzadkuje i systematyzuje zjawisko tzw. lasso proteins
oraz analizuje czestos¢ ich wystepowania w danych PDB. Autor bada redundancje/konserwacje
motywéw (klastry homologii, domeny PFAM) i formuluje wniosek, ze topologia lasso bywa
funkcjonalnie istotna.

o Artykul 3 (Slipknotted topology in transmembrane transporters): przedstawiono
przeglad (slip-)wezléw w transporterach blonowych oraz pokazano, ze zlozona topologia
koreluje z mechanika zmian konformacyjnych. Wnioski wspieraja teze, ze motywy topologiczne
moga wspomagaé koordynacje ruchéow elementéw strukturalnych i potencjalnie stanowié cel
farmakologiczny przy projektowaniu nowych lekdw.

o Artykul 5 (Knots in the human AlphaFold proteome): wykonano systematyczny
screening ludzkiego proteomu przewidzianego przez AlphaFold pod katem weztéw oraz
zaproponowano procedury odrézniania przypadkow wiarygodnych od artefaktéw (w tym
analize pewno$ci lokalnej oraz kontrole fragmentaryzacji modeli). Wyniki pokazuja, ze surowa
detekcja weztéw w predykcjach Al generuje liczne falszywe trafienia, ale pozostawia tez pule
kandydatéw potencjalnie nowych, biologicznie istotnych weztdw.

o Artykul 7 (Knotted artifacts in predicted 3D RNA structures): praca analizuje jakos¢
predykeji struktur RNA (m.in. w ramach CASP15) z perspektywy topologicznej i wykazuje,
ze metody oparte na uczeniu maszynowym sa istotnie bardziej podatne na generowanie
niepoprawnych topologii (weztéw i lokalnych splatan) niz metody klasyczne. Wniosek ma
charakter metodologiczny: kryteria topologiczne powinny staé sie elementem oceny jako$ci
i/lub funkcji kosztu w predykcji RNA.

3. Dodatkowe aspekty

1. Oryginalnos$é i nowosé: Autor wyraznie zaznacza, ktére elementy sg jednoznacznie nowe
(np. kanoniczna reprezentacja tangles i skala klasyfikacji; identyfikacja RNA-knot; nowe klasy
motywéw w danych AlphaFold). W mojej ocenie sa to wyniki, ktére znacznie wykraczaja
poza prace o charakterze inkrementacyjnym.

2. Samodzielno$é i wklad autora: Autor jasno wskazuje, gdzie byl liderem koncepcji/metody,
a gdzie wspdtautorem.

3. Poprawno$é metodyczna: (i) dobdr niezmiennikéw i procedur upraszczania/zamykania
otwartego laricucha, by uzyskaé¢ matematyczny wezel, (ii) analiza wrazliwosci na parametry
i zaszumienie danych wejéciowych (np. brakujace nukleotydy/fragmenty, jakosé predykcji
pLDDT itp.), (iii) kryteria rozrézniania rzeczywistych motywéw od artefaktow.

4. Znaczenie dla spoteczno$ci: przedstawione w rozprawie narzedzia maja potencjat staé sie
standardem (latwos¢ uzycia, dostepnos$¢, mozliwo$¢ integracji z innymi pipeline’ami, API,
dokumentacja) w doé¢ duzej dyscyplinie naukowej, jaka jest biologia molekularna.

5. Perspektywy dalszych badan: bardzo mocno wybrzmiewa tu naturalna agenda na kolejne
lata: (i) rozszerzenia klasyfikacji graféw przestrzennych i ich zastosowania w biologii, (ii)
rozwOj metryk/topologicznych skladnikéw funkeji celu w predykcji RNA przez modele
generatywne, (iii) wspolpraca z eksperymentem w weryfikacji najciekawszych kandydatéw z
predykeji AI. Mam nadzieje, ze Autor bedzie kontynuowal prace naukowa w tych (i innych)
kierunkach.



6. Strona formalna rozprawy: nalezy zwroci¢ uwage na klarownosé narracji, jako$¢ wprowa-
dzenia, spdjnosé terminologii i kompletnosé bibliografii. Jezykowo rozprawa moglaby by¢
lepsza, ale drobne potkniecia nie wplywaja negatywnie na zrozumienie tresci.

4. Mocne strony pracy

W $wietle przedstawionych wynikéw, za najmocniejsze strony rozprawy uwazam:

« Rzadkie polaczenie glebokiej matematyki z praktyka obliczeniowg i biologia
strukturalng (pelny laiicuch: teoria—algorytm-narzedzie-hipoteza biologiczna).

e Silny komponent narzedziowy: serwery i bazy danych sa wkladem o wysokiej uzytecznosci
i dlugim czasie zycia. Jako osoba zajmujaca sie réwniez rozwojem oprogramowania naukowego
bardzo doceniam ten komponent i zdaje sobie sprawe z jego czasochtonnosci.

o Wyniki przelomowe/porzadkujace: pierwszy na Swiecie przyklad wezla w RNA oraz
identyfikacja i katalogowanie nowych motywéw topologicznych w epoce AlphaFold. To bardzo
wazne wyniki, ktére beda przywotywane w licznych pracach w przysztosci.

e Dojrzatosé¢ w obchodzeniu sie z artefaktami danych AI: swiadomo$é, ze predykcje
masowe wymagaja weryfikacji jakosci, walidacji i ostroznej interpretacji.

5. Nieliczne uwagi krytyczne i sugestie

Ponizej przedstawiam kilka standardowych, konstruktywnych uwag krytycznych (zwyczajowo
oczekiwanych w recenzji doktoratu):

o Walidacja wynikéw: czesé wnioskéw (zwlaszeza opartych na predykcjach Al oraz inter-
pretacjach funkcjonalnych) wymaga potwierdzenia eksperymentalnego. Warto doprecyzowac,
jakie obserwowalne sygnaty (np. w danych z mikroskopii elektronowej) moglyby weryfiko-
waé badz falsyfikowaé kluczowe hipotezy oraz jaka procedure kontroli jakosci zaproponowaé
eksperymentalistom.

e Artefakty predykcji: mimo stosowania filtrow jakoéci, w zbiorach takich jak AlphaFold
nieuniknione sa btedy modelu prowadzace do struktur topologicznie podejrzanych, ale niewy-
stepujacych w rzeczywistosci. Pozadane bytoby wyrazniejsze wskazanie kryteriéw odrézniania
przypadkéw wiarygodnych od potencjalnych artefaktow oraz rekomendacji dalszej weryfikacji.

e Spdjnosé narracji: miejscami mozna rozwazy¢ lepsze zbalansowanie warstwy matematycznej
i biologicznej; tj. bardziej intuicyjne oméwienie konsekwencji klasyfikacji splatkow dla biologii
oraz (tam, gdzie to potrzebne) bardziej formalne domkniecie argumentéw teoretycznych.

6. Wniosek konicowy

Rozprawa stanowi spdjny, oryginalny i wartosciowy wkiad w rozwéj metod topologicznych w
analizie bialek i laficuchéw RNA oraz w ich praktyczne zastosowania w biologii strukturalnej
w erze masowych predykcji Al. Autor wykazuje dojrzato$é naukows, umiejetnosé prowadzenia
badan interdyscyplinarnych, a takze rzadka kompetencje w doprowadzaniu wynikéw do postaci
narzedzi uzytecznych dla spotecznosci.

Na tej podstawie oceniam rozprawe bardzo wysoko i uwazam, ze spetnia ona wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosze o dopuszczenie Autora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego
i do publicznej obrony rozprawy. Wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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