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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgra Bartosza Ambrozego Grenia

pt. ,,Topological analysis of biomolecules”

Tworzenie przez niskoczasteczkowe zwigzki organiczne oligomerow o topologii tancuchéow
(katenanéw) i tanicuchow przewleczonych przez pierscien (rotaksanéw) oraz pojawianie si¢ w
ich strukturach przestrzennych wezldw jest znane co najmniej od lat 60-tych XX wieku,
natomiast dopiero ok. 30 lat temu stwierdzono, ze struktury o topologii weztow wystepujg
rowniez w biatkach a wczesniej wykryto je w strukturach DNA. W dalszych badaniach
stwierdzono wystepowanie w strukturach biatek i DNA topologii pokrewnych: pseudoweztow,
przewleczek, lass, krzywych 0, tancuchow i ,.kajdankow”. Obecno$é tych struktur ma duze
znaczenie w funkcjonowaniu bialek, w szczego6lnosci niektéorych enzyméw. Do ich
identyfikacji i klasyfikacji zastosowano juz istniejagce i opracowano nowe narzedzia
matematyczne. Opracowywaniu matematycznych metod wykrywania i klasyfikacji struktur
zawezlonych i ogolnie splotow lub splatkéw, ich implementacji oraz analizie
eksperymentalnych i wymodelowanych struktur biatlek i RNA jest po$wiecona rozprawa
doktorska Pana mgra Bartosza Ambrozego Grenia, ktora zostala wykonana pod kierunkiem
prof. Joanny Sutkowskiej z Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego, ktora
jest jednym z wiodacych badaczy skomplikowanych topologii makromolekut biologicznych w
skali swiatowe;j.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ ze spinki jednego preprintu
zdeponowanego w arXiv oraz o$miu publikacji, ktore ukazaly si¢ w mig¢dzynarodowych
czasopismach naukowych poprzedzonej streszczeniem, stowami kluczowymi oraz czescia
wprowadzajaca. Cze$¢ wprowadzajgca sklada si¢ ze wstepu (rozdziat 1), podsumowania
zawierajgcego cele rozprawy i wnioski (rozdziat 2), krotkich opiséw artykuléw naukowych
bedacych rdzeniem rozprawy (rozdziat 3) i bibliografii. Cala rozprawa oprocz stow kluczowych,
ktére zostaty podane w jezyku angielskim i polskim, zostala napisana w jezyku angielskim.

Wszystkie publikacje sktadajace si¢ na rozprawe sg wieloautorskie. Wieloautorskos$¢ prac w
naukach przyrodniczych jest konsekwencjg konieczno$ci zaangazowania i wspoldziatania
wielu badaczy. 8 juz opublikowanych artykulow tworzacych spinke ukazato si¢ w dobrych i
bardzo dobrych czasopismach naukowych: Nucleic Acids Research (prace 2 i 4), Briefings in
Bioinformatics (praca 8), Journal of Molecular Biology (praca 6), PLOS Computational
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Biology (praca 7), Biophysical Journal (praca 3), Protein Science (praca 5) i Polymer (praca 1).
Kandydat jest pierwszym autorem preprintu oraz prac 1 i 7. Przy omawianiu poszczeg6lnych
publikacji w rozdziale 3 Kandydat deklaruje swoje wktady do preprintu oraz publikacji 2-8,
natomiast w przypadku publikacji 1 wktad ten jest podany w sekcji ,,Author contributions” tej
publikacji, poza tym Kandydat jest pierwszym jej autorem. Ze wspomnianych deklaracji
wynika, ze wkiady Kandydata do wszystkich artykuléw naukowych sktadajgcych sie na
rozprawe byly wiodace lub bardzo istotne.

Fahrenheita cvemaug

Cele rozprawy s podane w pierwszym akapicie podrozdziatu 2.1 rozdzialu 2 zatytulowanego
m»summary”. Pierwszym z nich bylo poglebienie wiedzy na temat ztozonych motywow
topologicznych w biatkach i RNA, ktére powtarzajg si¢ w wielu rodzinach tych makromolekut
biologicznych i maja znaczenie dla ich funkcjonowania. Drugim celem bylo opracowanie
narzedzi matematycznych i obliczeniowych do znajdowania oraz analizy topologii splotow w
makromolekutach biologicznych. W dalszej czesci sekeji 2.1 Kandydat podaje, ktory z celow
lub jego elementéw i w jakim stopniu zostat zrealizowany w poszczegolnych publikacjach. Te
bardziej szczegblowe opisy celow rozprawy zawierajg réwniez krotkie podsumowania
osiggnigtych wynikow. Podrozdzial 2.1 powinien by¢ zatem zatytutowany ,, The aim of the
thesis and summary of results”. Najlepiej by bylo zastapi¢ ten rozdzial dwoma oddzielnymi
rozdziatami poswieconymi odpowiednio celom oraz podsumowaniu i wnioskom.

Rozdziat 1 sktada si¢ z dwéch podrozdziatéw, ktére sa dalej podzielone na odpowiednio 6 i 8
sekcji. Sekcja 1.1.1 umieszcza wezty i ogélnie sploty w kontekscie topologii, definiujac relacje
rownowaznosci migdzy nimi jako izotopi¢ otoczenia, podaje poczatki teorii weztdéw w pracach
Maxwella i Thompsona, zastosowanej wtedy odpowiednio do zagadnien elektrodynamiki i
budowy atomu, jak réwniez uogoélnienic wezldw jako rozmaitosci n-2 wymiarowej w
przestrzeni n-wymiarowej. W sekcji 1.1.2 zdefiniowane sg ruchy Rademeistera i
wielomianowe niezmienniki weztow. Jest tam réwniez wprowadzone pojecie diagramu wezla.
Sekcje 1.1.3 — 1.1.5 zawieraja kolejno opisy weztéw otwartych oraz innych splotow:
»przewleczek” (slipknots), lass, krzywych 0 i ,kajdanek”. W sekcji 1.1.6 sg zdefiniowane
sploty podstawowe, ktore sg elementami struktur wymienionych powyze;j.

Podrozdziat 1.1 jest napisany klarownie, jakkolwiek jest raczej adresowany do czytelnikow
przynajmniej troche zorientowanych w teorii wezldéw oraz posiadajacych przynajmniej
podstawowsg wiedz¢ na temat topologii algebraicznej. Tym niemniej, Kandydat moglby podaé
krotkie wyjasnienie diagraméw wystepujacych w roéwnaniach 1.1 i 1.2, jak réwniez tych
wylistowanych na poczatku podrozdziatu 1.6. Powinny by¢ zdefiniowane wielkosci yi, 12, dyi
i dy,, ktére wystepuja w nienumerowanym réwnaniu na liczbe polaczeri gaussowskich
(Gaussian Linking Number). Z definicji zamieszczonej na stroniec CENT poswigconej weztom,
pod adresem
https://knotgenom.cent.uw.edu.pl/gln_calc#:~:text=The%20Gaussian%20Linking%20Numbe
1%20(GLN),winds%20around%20the%200ther%20one wynika, ze te wielkosci odpowiadaja
odpowiednio wspéirzednym kartezjanskim wzdtuz dwoch analizowanych krzywych oraz ich
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infinitezymalnym przyrostom, zatem sg to wielko$ci wektorowe i ze w réwnaniu powinien

wystepowac iloczyn wektorowy dyi i dy» w iloczynie skalarnym z (wektorowg) funkcjg
podcatkows.

Podrozdziat 1.2 jest poswigcony weztom i innym skomplikowanym topologicznie strukturom
wystepujacym w makromolekutach biologicznych. W sekcji 1.2.1 podana jest krotka historia
odkrycia weztow w cyklicznych strukturach bakteryjnych DNA, natomiast historia badaf nad
strukturami bialek zawierajacymi wezly i pokrewne struktury jest opisana w sekeji 1.2.2.
Kandydat nawigzuje rowniez do analizy struktur przewidzianych przez AlphaFold. Pozostale
sekcje podrozdziatu 2.1 opisuja typy wezlow, lass, krzywych 0 i ,kajdanek” znalezionych w
strukturach bialek oraz weztow w strukturach RNA, do odkrycia pierwszej z ktorych przyczynit
si¢ Kandydat.

Oprocz preprintu wszystkie zataczone artykuly naukowe zostaty ocenione pozytywnie przez
recenzentow przed dopuszczeniem do publikacji, zatem mozna przyjaé, ze sg poprawne
merytorycznie. Dlatego ponizej omawiam szerzej jedynie preprint, natomiast w przypadku
pozostatych publikacji ograniczam si¢ do podsumowania opisanych w nich najwazniejszych
wynikow, do ktorych uzyskania Kandydat wniost istotny wklad. Poniewaz nie jestem z
wyksztalcenia matematykiem, moje uwagi odnosnie preprintu dotycza glownie klarownosci
tekstu.

Preprint jest poswigcony opracowaniu nowych metod klasyfikacji splotow algebraicznych.
Wkiad Kandydata do opisanych tam badan byta dominujgcy. Oprécz Promotorki wspotautorem
jest jedynie dr GabroSek z Uniwersytetu w Ljubljanie.

Sekcja 2 preprintu definiuje pojecia podstawowe. W tej czesci szczegotowo opisana jest sfera
Conwaya, typy podstawowych splotow, ich reprezentacja w postaci diagraméw oraz
algebraiczna w postaci binarnego drzewa, ktéra stanowi wktad Kandydata do teorii splotow,
operacje symetrii na splotach, ruchy Rademeistera oraz dodawanie i mnozenie splotow. Tekst
sekcji 2 jest w wigkszosci jasny, jednak zawazylem drobne niezrecznosci, ktore
wyszczegolniam ponizej: '

(a) Diagramy przedstawiajace podstawowe sploty, do ktérych odnosi si¢ definicja 4 okresla
dopiero definicja 8. Uwazam, Ze ten porzadek powinien by¢ odwrotny tym bardziej, ze
definicja 8 tacznie z rysunkiem lc okrefla réwniez operacje dodawania i mnozenia
splotow.

(b) Wydaje si¢, ze wedilug definicji 8 diagramy czterech podstawowych splotow sg
przedstawione na rysunku 1b. Natomiast operacje ich dodawania i mnozenia (rysunek
1c) oraz operacje symetrii na splotach (rysunek 3) sg zilustrowane przy uzyciu innych
diagramow, z ktorych kazdy jest kwadratem o dwoch stronach (,,dodatniej” i ,,ujemne;j”)
z czterema liniami odchodzacymi od wierzchotkow wzdtuz przekatnych. Wydaje sig, ze
przedstawienie splotu oparte na kwadracie nie umozliwia odréznienia splotow
achiralnych od chiralnych. By¢ moze okreslaja to symbole R i F w $rodku kwadratu ale
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nie sa one wyjasnione. Na pewno byloby pomocne zilustrowanie definicji 8
odpowiednim rysunkiem oraz jednoznaczne objasnienie diagraméw opartych na
kwadracie.

(c) Bardziej logiczne byloby oméwienie operacji symetrii na pojedynczym splocie przed
omowieniem dodawania i mnozenia splotow.

(d) W opisie rysunku 3 powinno by¢ zaznaczone, ze zmiana znaku wspolrzednej z jest
przedstawiona jako zacienienie kwadratu.

(e) Rysunek 1c sugeruje, ze dodawanie splotéw polega na potgczeniu prawych kofcow
splotu po lewej (R) z lewymi koficami splotu po prawej (F) a mnozenie splotéw na
polaczeniu prawych koncéw splotu po lewej (R) z lewymi konicami splotu po prawej
(F), po uprzednim odbiciu R w plaszczyznie zp (efekt dziatania tej drugiej operacji jest
pokazany na rysunku 3b). Jezeli tak to RF=n(R)+F i w takim przypadku warto by bylo
przytoczy¢ t¢ zaleznos$¢ po omdéwieniu operacji symetrii tym bardziej, ze w sekeji 3 jest
przedstawiona bardzo interesujaca dyskusja kombinacji operacji symetrii i dodawania
oraz mnozenia. Zgodnie z definicja 4, rysunek lc jest jedynym miejscem, gdzie jest
okreslone mnozenie splotéw. Zatem jezeli nie jest ono zlozeniem podanych powyzej
operacji nalezaloby opisac je doktadnie;j.

() W definicji 5 (splotu algebraicznego) stwierdza sig, ze kazdy splot mozna wyrazi¢ jako
iloczyn dwéch splotow, co jest pokazane dopiero w sekcji 3. Poza tym, jaki jest zwigzek
symboli L. i R pojawiajacych sig¢ w tej definicji z symbolami R i F z rysunku 1¢?

Sekcja 3 artykulu opisuje operacje na podstawowych splotach. Kandydat udowadnia, ze
dodawanie splotéw mozna wyrazi¢ przez mnozenie tych splotéw z wlgczeniem elementarnego
splotu neutralnego (,,0”) do operacji. Podaje rowniez dzialanie kombinacji operacji symetrii z
operacjami dodawania i mnozenie. Zdefiniowane sg réwniez n-sploty otrzymane przez dodanie
do siebie n razy elementarnych splotow typu 1 lub o przeciwnej chiralnosci, jak réwniez
tworzenie bardziej skomplikowanych splotéw w wyniku kombinacji operacji
dodawania/mnozZenia i symetrii. Ta sekcja jest napisana jasno a jej material jest przedstawiony
w sposOb wzbudzajacy zainteresowanie. Wystepuja jedynie drobne niekonsekwencje w
oznaczeniach w stosunku do sekcji 2, np. obrot wzgledem osi x o 180° (px) w réwnaniu 2 jest
oznaczany przez podanie x jako indeksu dolnego splotu bez jawnego okreslenia, co taka
symbolika oznacza. Sekcja 4 jest poswiecona nowej kanonicznej reprezentacji splotéw w
oparciu o drzewa binarne, ktora jest pomystem Kandydata i bardzo ulatwia zapis transformacji
oraz klasyfikacj¢ splotow. W tej sekcji podany jest réwniez algorytm transformacji splotéw do
reprezentacji kanonicznej. Sekcja 5 jest poswigcona klasyfikacji splotow, ktora byla celem
badan opisanych w artykule a sekcja 6 grupom symetrii splotow.

Praca 1 dotyczy analizy lass (w ktérych tworzeniu biorg udziat mostki dwusiarczkowe) w
biatkach. Kandydat stwierdzil, ze dominuje jeden typ lassa z ujemnym przewleczeniem
tancucha przez petle zamknigta wigzaniem dwusiarczkowym. Analiza konserwacji reszt
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cysteinowych w obrgbie analizowanych rodzin bialek wykazata, ze obecnosé lassa ma
znaczenie dla ich funkcji.

W pracy 2 jest opisany serwer Alphalasso, ktory umozliwia analize nie tylko struktur
eksperymentalnych ale i modelowanych poniewaz sam znajduje mozliwe topologie wigzan
dwusiarczkowych, ktore zwykle nie sg okreslone w modelach zwracanych przez serwery.
Ponadto zaimplementowany algorytm bierze pod uwage poziom wiarygodnosci przewidzianej
struktury dla poszczeg6lnych reszt aminokwasowych (pLDDT), aby unikng¢ zaklasyfikowania
artefaktéw jako rzeczywistych lass. Serwer zawiera réwniez baze danych lass. Kandydat miat
znaczgcy udzial w opracowaniu tego serwera. Opracowat algorytm detekc;ji lass oraz okreslania
ich zapgtlenia na podstawie maksymalnej liczby polaczen gaussowskich (maxGLN) jak
rowniez wprowadzil wykorzystanie pLDDT. Wielko$¢ pLDDT powinna by¢ zdefiniowana w
skréconym opisie publikacji na stronie 31. Z opisu wynika jedynie, ze jest to miara jakosci
przewidywania natomiast to, Ze jest ona okreslona dla kazdej reszty aminokwasowe;.

Praca 3 dotyczy badafh nad zachowaniem topologii wezléw i przewleczek w biatkowych
transporterach  transmembranowych. Kandydat przeprowadzit analize weztéw oraz
przewleczek w eksperymentalnych oraz modelowanych przez AlphaFold biatkach tej klasy, jak
réwniez zidentyfikowat ich rdzenie.

Praca 4 opisuje serwer AlphaKnot do wykrywania i analizy wezléw w modelach struktur bialek
wygenerowanych przez AlphaFold. Podobnie jak AlphaKnot, serwer wykorzystuje wartosci
pLDDT do oceny wiarygodnosci znalezionych weztdéw, w szczegolno$ci stwierdzenia czy nie
sa artefaktami. Kandydat wni6st istotny wktad do tworzenia oprogramowania serwera poprzez
zaprogramowanie dystrybucji zadar okreslania typow weztéw oraz obliczania map Alexandra.

Praca 5 jest poswigcona analizie wezlow w modelach struktur biatek utworzonych przy uzyciu
AlphaFold i RoseTTaFold. Kandydat przeprowadzit analize 23391 modeli w celu znalezienia
struktur zawegZlonych oraz okreSlenia typéw weztéw. W wyniku analizy zostata
zidentyfikowana struktura biatka o identyfikatorze UniProt 000534, zawierajaca wezet 63,
ktéry nie zostal wezesniej stwierdzony w strukturach bialek. Wedtug informacji podanej przez
Kandydata w streszczeniu pracy 5 obecno$¢ tego wezla zostala potwierdzona w rozwiazanej
pozniej strukturze eksperymentalne;j.

W pracy 6 jest przedstawiona przeprowadzona przez Kandydata analiza weztéw w strukturach
RNA, w wyniku ktdrej znaleziono pierwsza zawezlong strukture molekuty tego typu (z weztem
trdjlistnym). W streszczeniu tej pracy podanym w rozdziale 3 nalezatoby wyijasnié, co to jest
baza danych BGSU.

Praca 7 dotyczy analizy modeli RNA z 15 edycji ogdlnoswiatowego eksperymentu oceny metod
przewidywania struktur biatek i RNA (CASP15) pod katem obecnosci weztdéw i wynikania tych
weziow z artefaktow modeli. Badania zostaly w duzej czgsci przeprowadzone przez Kandydata.
Na podstawic analizy wiarygodno$ci poszczegdlnych segmentow oraz poréwnania ze
upublicznionymi po zamknigciu eksperymentu rozwigzanymi strukturami stwierdzono, ze duza

5



lc': Gdanski Uczelni

Uniwersytet 1l Zwigzek

Fahrenheita cvemaug

czgs¢ weztdw w modelach wystanych na eksperyment CASP15 stanowi artefakty, przy czym
liczba artefaktow byta zdecydowanie wigksza w przypadku modeli uzyskanych w przy uzyciu
metod opartych na sztucznej inteligencji. Rowniez wigcej struktur zawezlonych znaleziono w
modelach nienaturalnych makroczasteczek RNA.

W pracy 8 jest opisany pakiet Topoly, napisany w jezyku Python, do analizy topologii
tancuchéw polimeréw. Kandydat zaimplementowat algorytm generowania losowych struktur

polimerdw, ulepszenie algorytmu generowania krzywych 0, jak rowniez wiaczenie napisanych
w jezyku C++ kodow algorytméw do pakietu.

Najwazniejsze wyniki uzyskane przez Kandydata mozna podsumowac¢ nastepujaco:

s

Rozwinigcie matematycznych teorii splotow Conwaya o ich nowg kanoniczng
reprezentacj¢ opartej na drzewach binarnych, opracowanie opartych na niej algorytmow
wykrywania i analizy splotoéw oraz uzycie opracowanego formalizmu do uzupetnienia
dotychczas znanych typow struktur zawezlonych (preprint).

Udziat w opracowaniu pakietéw Topoly (praca 8), AlphaLasso (praca 2) i AlphaKnot
(praca 4) do analizy ztozonych struktur polimer6éw, w szczegolnosci tych zawierajacych
sploty. Pakiety Alphalasso i AlphaKnot umozliwiaja analize zaréwno
cksperymentalnych struktur biatek i kwasow nukleinowych jak i modeli otrzymanych
w wyniku przewidywan tych struktur.

Zbadanie, przy uzyciu opracowanych narzedzi, topologii eksperymentalnych i
modelowanych struktur biatek i RNA (prace 1, 3, 5-7). Na szczeg6lng uwage zashuguje
odkrycie pierwszej zawgzlonej struktury RNA (praca 6), znalezienie najbardziej dotad
ztozonego wezla 63 w wymodelowanej przez AlphaFold strukturze biatka 000534
(praca 5) oraz pokazanie, ze wezly pojawiajgce si¢ w modelowanych metodami
opartymi na sztucznej inteligencji strukturach RNA sa w wigkszosci artefaktami (praca
7).

Z obowigzku recenzenta ponizej wymieniam znalezione przeze mnie potkniecia semantyczne,
stylistyczne oraz literéwki. Nie utrudnity one zrozumienia tekstu. Punkty 1-4 dotycza rozdziatu
3, punkt 5 preprintu.

Ls

Ostatnia linia na stronie 34 i dwie pierwsze linie na str 35, zdanie: “If a given knot was
present in over 80% of homologue structures and in a model generated by RoseTTaFold,
then the was treated as knotted (51), otherwise it was treated as potentially knotted
(18).”. Albo pomiedzy “the” i “was” powinien byé rzeczownik albo “the” nalezy
zastapiC przez ,,it”.

Strone 35, linia 8, poczatek zdania: ,Jis the only crystallized domain forms an
unknot,...”. Albo “its” zdanie ma nawigzywac do poprzedniego albo “the” jezeli nie ma
nawigzywac.

Strona 35, linie 11-13, zdanie: “Von Willebrand factor A domain-containing protein 54
(UniProtKB ID: 000534), contains brand new 63 knot, which haven't been observed in
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any experimentally solved siructure.” Powinno by¢ “which has not been observed”. W
zdaniu wystepuje niezgodnos¢ gramatycznej liczby rzeczownika i czasownika a
kontrakcji w jezyku angielskim uzywa si¢ raczej w mowie potocznej i tekstach
beletrystycznych.

4. Strona 35, 3 ostatnie linie, zdanie: ,,Some RNA molecules are composed of few RNA
chains — I joined them if their ends were closer than 4 A, and appended them to the list.”
Czy chodzi tutaj o uzupetnianie “dziur” w strukturach eksperymentalnych czy tancuchy
polimeru byly taczone? Jezeli tak to jaki byt cel takiego taczenia?

5. Strona 4, linia 6 preprintu: ,,abd” zamiast ,,and”.

Rozprawg doktorskg oraz dorobek Pana mgra Bartosza Ambrozego Grenia oceniam bardzo
wysoko. Kandydat rozwingt metody matematyczne do analizy wezléw i motywéw pokrewnych
w makromolekutach biologicznych i zaimplementowat je w pakietach obliczeniowych, ktére
sa wykorzystywane przez innych naukowcéw. Przy uzyciu opracowanych narzedzi wykryt
nowe wezty oraz lassa w biatkach i RNA. Uzyskane przezeti wyniki stanowig nowosé naukowa
i wnoszg znaczgcy wktad do naszej wiedzy o tworzeniu i roli topologicznie skomplikowanych
struktur w makromolekutach biologicznych a przez to do biofizyki. Uwagi krytyczne zawarte
W mojej recenzji, z ktérych czg$¢ ma charakter dyskusyjny, nie umniejszajg wartosci rozZprawy.
Rozprawa zdecydowanie spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z
dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: DzU z 2022 r.
poz. 574 z p6zn. zm.), jak réwniez zwyczajowe standardy stawiane rozprawom doktorskim w
dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych. Dlatego konkluzja mojej recenzji jest pozytywna
i stawiam wniosek do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie Pana mgra Bartosza Ambrozego Grenia do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Z uwagi na wybitny charakter badar i waznogé uzyskanych wynikow,
czego wymiernym efektem jest ich opublikowanie wigkszosci materiatu rozprawy - w
prestizowych czasopismach naukowych oraz dominujacy badZ znaczacy wkiad Kandydata do
kazdej z o$miu publikacji oraz preprintu sktadajacych sie na rozprawe doktorska, wnoszg
ponadto o wyrdznienie rozprawy.
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