Recenzja pracy doktorskiej
Mgra Bartosza Ambrozego Grenia

pod tytutem ,, Topological analysis of biomolecules”
przygotowanej pod kierunkiem dr hab. Joanny Idy Sutkowskiej, prof. UW,
Centrum Nowych Technologii, Uniwersytet Warszawski

1. Ogoéblna charakterystyka rozprawy

Rozprawa ma forme cyklu dziewieciu prac: odmiu opublikowanych i jednego preprintu.
Poprzedza je 48-stronicowe wprowadzenie, ktére porzadkuje aparat teorii weztdéw i referuje
stan wiedzy o topologicznie ztozonych biomolekutach. Praca tgczy zagadnienia z dziedzin
takich jak topologia i biologia strukturalna do opisu krajobrazu energetycznego biomolekut.

Przedmiotem badan sg biopolimery (biatka i RNA) analizowane metodami topologicznymi:
teorig weztow i suptéw. Kandydat nie tylko stosuje te metody, ale tez je rozwija. Wykrywa i
klasyfikuje nietrywialng topologie w strukturach biomolekularnych (wezty, supty, kajdanki
typu Brunna) oraz buduje nowy aparat formalny — klasyfikacje suptéw algebraicznych.
Aparat ten, cho¢ motywowany zastosowaniami biologicznymi, ma wartos¢ matematyczng
niezalezng od nich.

Tematyka wymyka sie klasycznym granicom dyscyplin. Struktura przestrzenna biatek i RNA
zazwyczaj jest analizowana z punktu widzenia biologii strukturalnej, chemi i fizyki polimerow,
co pozwala na zrozumienie krajobrazu energii swobodnej opisujgcej zwigzek miedzy
strukturg a dynamika biopolimeru, determinujgcy funkcje biologiczng. Nowym podejsciem
jest zastosowanie metody topologicznych, ktére pozwalajg na powigzanie: cech
topologiczncyh (obecnos$¢ wezta, typ supta) na ograniczenia dynamiki (bariery energetyczne
zwijania/rozwijania, stabilno$¢ kinetyczna oraz termodynamiczna, flustracja energetyczna).

Matematycznie najistotniejsza czescig dysetracji jest praca ,Classification of algebraic
tangles” (Gren, Sutkowska, Gabrovsek, arXiv:2504.06901, zlozona do recenzji), w ktorej
Autor obliczeniowo rozwigzuje problem Conwaya z 1970 roku. Pozostate osiem prac jest
interdyscyplinarnych: wykorzystujg aparat teorii weztéw jako narzedzie, nie jako przedmiot
rozwoju matematyki. Ponizsza recenzja koncentruje sie na warstwie matematycznej, z
uwzglednieniem wktadu w zastosowania biofizyczne w zakresie potrzebnym do catosciowe;j
oceny.

2. Ocena gtéwnego wkiadu matematycznego: klasyfikacja suptéw
algebraicznych

2.1. Kontekst i postawiony problem



Conway (1970) wprowadzit algebre suptow (ang. tangles) do systematycznej klasyfikaciji
weztow i splotéw. Sklasyfikowat w petni supty wymierne (ang. rational tangles) za pomocg
utamka tancuchowego. Klasyfikacja klasy ogdlniejszej, tzn. suptow algebraicznych (ang.
algebraic tangles), pozostawata otwarta. Jedyng wczesniejszg probg byta praca Moriuchiego
(2008). Praca ta obejmowata supty do 7 skrzyzowan i jak wykazuje Autor byta niekompletna:
pomineta cztery supty-mutanty.

Autor:

1. definiuje kanoniczng reprezentacje drzewiastg (binarne drzewo wyrazeniowe) dla
pierwszych suptow algebraicznych (ang. prime algebraic tangles) (Definicja 21),

2. podaje algorytm (Algorytm 1) sprowadzajgcy dowolny supet do tej postaci,

3. dowodzi (Lematy 7-9, Twierdzenie 5), ze algorytm jest niezmienniczy wzgledem
czterech typow ruchow zachowujgcych izotopie: ruchow elementarnych, twist, flype i
ring,

4. na tej podstawie tabuluje supty algebraiczne do 14 skrzyzowan, rozszerzajgc
wczesniejszg klasyfikacje z 201 do ponad 2 milionow reprezentantow orbit (a liczgc
klasy izotopii — do ponad 25 milionéw, Tabela 2),

5. klasyfikuje grupy symetrii suptow jako podgrupy grupy DexZ, (Twierdzenie 6 i Tabele
4-8).

2.2. Ocena jakosci matematycznej

Warstwa formalna jest staranna i poprawna. Definicje (supta, sumy i iloczynu suptow,
ruchéw zachowujgcych izotopie, postaci kanonicznej) sg precyzyjne. Dowody lematéw 1-9
(notacja potegowa A", zachowanie utamka uogdélnionego wzgledem obrotéw i ruchéw
zachowujgcych izotopie, niezmienniczos¢ algorytmu) sg rzetelne i petne. Dowdd Lematu 8
dla ruchu ,flype” proponuje cztery przypadki potozenia wezta w drzewie i podaje kilka
podprzypadkéw.

Reprezentacja supta jako drzewa binarnego, z lewymi lisémi (suply wymierne) i prawymi
(supty integralne en. integral tangles), jest elegancka i nowa (o ile mi wiadomo). Ma
przewage nad klasyczng notacja Conwaya (przecinkowg) i pozwala wykry¢ btad w
klasyfikacji Moriuchiego (mutanty 3(2(20)) i 2(3(20)), Tabela 3), jest to konkretny,
sprawdzalny rezultat.

Twierdzenie 6 wyklucza cztery generatory grupy D8 x Z2 jako mozliwe grupy symetrii supta,
przez prostg obserwacje o niezmienniczosci uogodlnionego utamka. To fadny wynik
strukturalny, uzupetniajgcy klasyfikacje kombinatoryczna.

2.3. Zastrzezenie zasadnicze: status Hipotezy 1 a kompletnos¢ klasyfikacji

Gtéwna watpliwos¢ matematyczna dotyczy relacji miedzy Twierdzeniem 5 a Hipotezg 1
(podrozdziat 3 preprintu): ,The canonical form of a prime algebraic tangle is unique up to
twist, flype, ring, and elementary moves”. Twierdzenie 5 dowodzi, ze algorytm daje ten sam
wynik dla suptéw powigzanych tymi ruchami, a posta¢ kanoniczna jest ich niezmiennikiem.
To nie to samo, co dowdd, ze postac¢ kanoniczna jest petnym niezmiennikiem izotopii. Gdyby
istniaty pary suptow izotopijnych, ale niepowigzanych zadnym skonczonym ciggiem tych
czterech ruchéw (czyli gdyby Hipoteza 1 byla fatszywa) klasyfikacja przeszacowywataby



liczbe klas izotopii: dwa supty o roznych postaciach kanonicznych mogtyby by¢ tym samym
suptem.

Dla suptéw wymiernych analogiczne twierdzenie jest udowodnione
(Kauffman—Lambropoulou, Twierdzenia 2—4). Dla klasy suptoéw algebraicznych (klasy
ogolniejszej), pozostaje przypuszczeniem. To luka logiczna w opisie wyniku (,| extended the
old classification from 201 tangles to over 2 million."): rezultat jest uzasadniony jako
klasyfikacja ,do rozwazanego zbioru ruchéow zachowujgcych izotopie”, nie jako ostateczna
klasyfikacja topologiczna.

Nie umniejsza to wartosci pracy. Rozwigzanie takiej hipotezy zwykle wymaga osobnych
narzedzi (triangulacje kanoniczne, niezmienniki hiperboliczne — o nich Autor pisze we
wstepie). Samo precyzyjne sformutowanie hipotezy jest wkiadem naukowym. Podczas
obrony prosze Autora o:

e doprecyzowanie, w jakim sensie nalezy rozumie¢ stowo klasyfikacja" w
podsumowaniu pracy (2.1, 2.2) wobec statusu Hipotezy 1,

e wskazanie czesciowych argumentéw (np. dla suptdw o ograniczonej liczbie
skrzyzowan,  weryfikowalnych  niezaleznym  niezmiennikiem,  wielomianem
Kauffmana, objetoscig hiperboliczng) za prawdziwoscig hipotezy w zakresie do 14
skrzyzowan.

3. Ocena pozostatych osiggnieé (zastosowania biofizyczne)

Pozostate osiem stanowi spojny cykl prac majgcy na celu pokazanie zastosowania topologii
do opisu biomolekut, przekraczajacy typowe wymagania dla rozpraw doktorskich w Polsce.
Nie sg to prace strikte matematyczne.

Wszystkie osiem zostato opublikowanych w czasopismach recenzowanych, znajdujgcych sie
na liscie filadelfijskiej (JCR) — w tym dwukrotnie w Nucleic Acids Research, czasopismie o
szczegolnie wysokim prestizu, ktére tez sg bardo dobrze cytowane, co dodatkowo podnosi
wartos¢ tego dorobku. Dwie prace pierwszoautorskie omawiam szerzej, w nich wktad
metodologiczny Kandydata jest najtatwiej zweryfikowa¢. Pozostate szes¢ prac
wspotautorskich streszczam krotko.

3.1. Prace, w ktorych Kandydat jest pierwszym autorem

Poza preprintem matematycznym (rozdz. 2) Kandydat jest pierwszym autorem dwéch prac.
Nie jest to moja tematyka, ale precyzja definicji i rygor wnioskowania tgczg narzedzia
matematyczne z dobrze prowadzong naukg empiryczng — to oceniam.

Gren, Dabrowski-Tumanski, Niemyska, Sutkowska (2021), ,Lasso proteins — unifying
cysteine knots and miniproteins”, Polymers 13(22), 3988.

Pytanie badawcze: czy topologia lassa wigze sie z funkcjg biatka? Lasso jest to motyw
topologiczny obserwowany w biatkach, powstaje z zamknietej petli na ktorej rozpieta jest
minimalna powierzchnia, ktéra to jest przecina przez konce biatka. W zaleznosci od ilosci
przecie¢ oraz sposobu (super coiling) definiuje sie topologie danej struktury. W pracy zostata
opracowana wydajna numerycznie i poprawna matematycznie procedura detekcji topologii
lassa w biatku.



Metodologia zastosowana w pracy jest przejrzysta i odtwarzalna: Kandydat przeanalizowat
wszystkie struktury PDB z wigzaniem kowalencyjnym poza fancuchem gtéwnym biatka
(rekord LINK), potraktowat kazde jako zamkniecie petli lassa, zredukowat nadmiarowosc¢
zbioru przez ClustalQ w 734 klastrach homologii (= 40% identycznosci), zawezajgc struktury
> 95% identyczne do jednego reprezentanta. Jasne progi i jednoznaczna, powtarzalna
procedura — dobra praktyka empiryczna, spéjna z dbatoscig o jednoznacznosc¢ klasyfikacji z
pracy matematycznej.

Wyniki sg prezentowane z ostrozno$cig interpretacyjna. 55% klastrow (405/734) ma jednego
reprezentanta — ztozone topologie lasso sg rzadsze, im bardziej skomplikowane; wynik
zgodny z intuicjg, ale sformutowany jako obserwacja statystyczna, nie twierdzenie.
Preferencja strony przektucia petli stabnie z odlegtoscig od mostka — zgodnie z hipotezg o
chiralnodci tancucha jako przyczynie efektu, klasyfikowang i potwierdzong danymi.
Zachowanie cystein w klastrach niejednoelementowych (329/734) wynosita = 80% tylko w
54% przypadkéw — nie odbiegata od typowych biatek. Kandydat jasno prezentuje ten wynik
jako neutralny, bez nadinterpretacji na korzysc hipotezy funkcjonalnej (znaczenia dla funkgciji
biologicznej). Analiza 275 domen PFAM (lasso ztozone 35%, trywialne 24%, brak lasso
41%) prowadzi do wywazonego wniosku: ztozona topologia lassa moze by¢ funkcjonalna
(np. w biatkach antymikrobowych), ale nie jest to reguta. Ten wynik jest zgodny z
wczesniejszymi wynikami dla lasso peptydow.

Gren, Antczak, Zok, Sutkowska, Szachniuk (2024), ,Knotted artifacts in predicted 3D RNA
structures”, PLOS Computational Biology 20(6).

Najbardziej polemiczna praca cyklu: krytyka jakosci metod predykcji struktury RNA.
Kandydat (osobiscie odpowiedzialny za analize weztéw) przeanalizowat wszystkie modele z
konkursu CASP15, wyodrebnit szkielet taricucha (P-O5'-C5'-C4'-C3'-03") i policzyt wielomian
Alexandera po zamknieciu tancucha, jest to solidne zastosowanie klasycznego niezmiennika
jako narzedzia diagnostycznego. Argument jest elegancki: naturalne RNA sg praktycznie
zawsze nieweztowe (jedyny wyjatek: trojlistnik w RydC, odkryty przez Kandydata w Article
6), wiec wezet w modelu komputerowym jest najpewniej artefaktem, nie sygnatem
biologicznym.

Wyniki: metody ML generowaly btedng topologie siedmiokrotnie czesciej niz metody
klasyczne (8.2% vs 1.2%) a splatania czterokrotnie czesciej (16.2% vs 3.9%); tylko modele
ML generowaty wezty nieklasyfikowalne (2.5% vs 0%). Cele sztuczne miaty dziesieciokrotnie
wiecej weztow i pieciokrotnie wiecej splatan niz naturalne. Wezty w naturalnych RNA to
wytacznie trojlistniki, a w sztucznych RNA sg w potowie przypadkéw bardziej ztozone.
Czysty, systematyczny sygnat statystyczny, dobrze fgczacy sie z gtdwnym watkiem
matematycznym rozprawy: klasyczny niezmiennik weztowy jako narzedzie kontroli jako$ci w
predykcji struktury RNA metodami Al. Pytanie na obrone: jak czesto metoda
probabilistycznego i bezposredniego zamkniecia tancucha dawaty rozbiezne wyniki i czy
przeprowadzono analize czuto$ci na wyboér procedury zamknigcia?

Jak autor skomentuje wynik biorgc pod uwage, iz kolejne prace pokazujg iz istniejg bardziej
ztozone wezty w RNA, np. 5.2.

W obu pracach, jak w preprincie matematycznym, powtarza sie ten sam rys: precyzyjne
definicje, systematyczna redukcja i klasyfikacja danych, uczciwe raportowanie wynikow



negatywnych. Ta konsekwencja metodologiczna miedzy matematyka, statystykg
strukturalng biatek i walidacjg metod obliczeniowych wzmacnia ocene krytyki naukowe;.

3.2. Pozostate prace wspoétautorskie

e Odkrycie pierwszego wezta w naturalnie wystepujgcej czgsteczce RNA (trojlistnik 3,
w RydC RNA), opublikowane w Journal of Molecular Biology; wynik podwazajgcy
wczesniejsze przekonanie o braku weztéw w RNA.

Narzedzia AlphaKnot i AlphalLasso, opublikowane w Nucleic Acids Research.
Odkrycie wezla 6; (niebedgcego ,twist knotem”) w ludzkim proteomie oraz
nieopublikowanej topologii typu Brunna (kajdanek h2,#, h2,) w rodzinie biatek ENPP.

e Konserwacja topologii weztéw i suptéw w transporterach btonowych (rodziny LeuT,
DAACS, CPA, NCX), opublikowana w Biophysical Journal. Kandydat obliczyt
wielomian Alexandera dla wszystkich podfancuchow w najbardziej ztozonej
topologicznie grupie biatek (rodzina LeuT, supet $S3.4,3;), algorytmicznie
zidentyfikowat rdzenie weztéw i petle suptéw, oraz sklasyfikowat typy weztow w
strukturach z domeng PFAM PF01699 (nadrodzina NCX) przewidzianych przez
AlphaFold.

e Pakiet Topoly, biblioteka Pythona fgczaca metody obliczeniowe teorii weztiéw
(wielomiany Alexandera, HOMFLY-PT, Yamady, GLN) w spojne narzedzie dla
spotecznos$ci naukowe;.

We wszystkich pracach wieloautorskich Autor precyzyjnie opisuje wiasny wktad (Rozdziat 3),
co utatwia ocene zgodng z wymogami ustawowymi dla rozpraw w formie cyklu publikaciji.

4. Uwagi redakcyjne i formalne

e Drobne usterki w preprincie: ,sums abd products" zamiast ,and" (Definicja 5),
literowka ,Ljubjana" zamiast ,Ljubljana" w afiliacji, ,handeled" zamiast ,handled"
(dowdéd Lematu 9). Do poprawienia przed publikacija.

e Struktura rozprawy (wprowadzenie, cel i wnioski, streszczenia, petne teksty) jest
przejrzysta i utatwia lekture prac o zroznicowanym charakterze.

5. Ocena spetnienia ustawowych przestanek rozprawy doktorskiej (art. 187
ustawy)

Art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce wymaga, by
rozprawa doktorska: (1) prezentowata ogdlng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie,
(2) wykazywata umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, (3) stanowita
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Odnosze sie do kazdej przestanki osobno.

5.1. Ogdélna wiedza teoretyczna w dyscyplinie nauki fizyczne

Ocena: pozytywna. Wprowadzenie (rozdziat 1) prezentuje szerokg wiedze teoretyczna:
aparat matematyczny teorii weztéw i suptow (algebra Conwaya, niezmienniki weziowe —




wielomiany Alexandera, Jonesa, HOMFLY-PT, Yamady, GLN, klasyfikacja suptéw
wymiernych) oraz kontekst fizyczny i biologiczny (fizyka polimeréw, biologia strukturalna
biatek i RNA, hipoteza weztowego atomu Kelvina—Thomsona). Autor swobodnie tgczy te
rejestry, poprawnie osadza wiasne wyniki na tle stanu wiedzy (klasyfikacja Moriuchiego,
twierdzenia Kauffmana—Lambropoulou) i rozumie zaréwno dowody matematyczne, jak i
metodologie obliczeniowg biologii strukturalnej (predykcja struktur, bazy PDB/AlphaFold). To
dojrzata, interdyscyplinarna wiedza teoretyczna — w warstwie matematycznej istotnie
przekraczajgca standardowe wymagania dla rozpraw w dyscyplinie nauki fizyczne.

5.2. Umiejetno$¢é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

Ocena: pozytywna. Trzy fakty potwierdzajg ten wniosek. (a) Autor jest pierwszym autorem
preprintu ,Classification of algebraic tangles”, gtdbwnego wyniku matematycznego rozprawy,
co wskazuje na wiodgcg role w sformutowaniu problemu, konstrukcji aparatu dowodowego i
klasyfikacji obliczeniowej. (b) W pozostatych o$miu pracach Autor jasno opisuje wiasny
wktad: w dwéch (p. 3.1) jako pierwszy autor, w szeéciu jako wspotautor z wyodrebniong rolg
(analizy obliczeniowe, rozwdéj narzedzi Topoly, AlphaKnot, AlphalLasso, interpretacja
wynikow biologicznych) — to pozwala zweryfikowa¢ samodzielnos¢ mimo wspétautorstwa
zespotowego. (c) Dorobek publikacyjny (8 artykutdw w czasopismach z listy filadelfijskiej, w
tym dwukrotnie w Nucleic Acids Research, plus preprint) roztiozony na kilka lat i kilka
niezaleznych linii badawczych (biatka lassowe, wezlty w transporterach (transbtonowe)
btonowych, wezty w RNA, klasyfikacja suptéw) $wiadczy o zdolnosci do samodzielnego
inicjowania i prowadzenia badan naukowych. Nowe narzedzie formalne (reprezentacja
drzewiasta suptdéw) i jego uzycie do skorygowania btedu w klasyfikacji Moriuchiego (2008)
jest przekonujgcym dowodem samodzielnosci naukowej w zagadnieniach matematycznych,
ktére bardzo czesto sg podstawowym aparatem w badaniach biofizycznych.

5.3. Oryginalne rozwiazanie problemu naukowego

Ocena: pozytywna, z zastrzezeniem opisanym w p. 2.3. Za oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego uznaje przede wszystkim rozszerzenie klasyfikacji suptow algebraicznych
(problem otwarty od Conwaya, 1970) z 201 do ponad 2 min reprezentantéw orbit do 14
skrzyzowan, wraz z nowym narzedziem formalnym (kanoniczna reprezentacja drzewiasta) i
klasyfikacjg grup symetrii suptéw (Twierdzenie 6); jest to wynik nowy, sprawdzalny,
czesciowo zweryfikowany przez wykrycie i korekte btedu w jedynej wczesniejszej klasyfikaciji
tej klasy obiektow. Za dodatkowe oryginalne rozwigzania probleméw naukowych uznaje:
odkrycie pierwszego wezta w naturalnie wystepujgcej czgsteczce RNA (RydC), odkrycie
nietrywialnej topologii typu Brunna w biatkach ENPP oraz narzedzia obliczeniowe (Topoly,
AlphaKnot, Alphalasso) rozwigzujgce praktyczny problem detekcji i klasyfikacji topologii
biomolekut w erze masowego przewidywania struktur (AlphaFold). Zastrzezenie dotyczy
wytgcznie precyzji sformutowania gtéwnego wyniku matematycznego: teza o petnej
klasyfikacji ,do izotopii" jest warunkowa wzgledem nieudowodnionej Hipotezy 1. To nie
podwaza oryginalnosci rozwigzania, wymaga jednak doprecyzowania jego dokiadnego
zasiegu.

6. Konkluzja i wniosek koncowy



Rozprawa rozszerza teorie suptéw Conwaya poza przypadek wymierny, z konkretnym,
sprawdzalnym rezultatem (korekta klasyfikacji Moriuchiego, nowa klasyfikacja grup symetrii).
Dorobek w zastosowaniach do biologii strukturalnej jest bogaty i dobrze udokumentowany,
publikowany w renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej. Autor opanowat warsztat
matematyczny do samodzielnych badan na styku topologii i nauk przyrodniczych oraz umie
jasno wyodrebni¢ wtasny wktad w pracach zespotowych.

Jedyne powazniejsze zastrzezenie (p. 2.3): tekst powinien precyzyjniej rozgraniczaé
.Klasyfikacje do zbioru znanych ruchéw zachowujgcych izotopie" (udowodniong) od
.Klasyfikacji do izotopii" (zalezng od nierozstrzygnietej Hipotezy 1). Kwestia do wyjasnienia
podczas obrony — nie podwaza wartosci ani oryginalnosci rozprawy jako catosci.

Rekomendacja: rozprawa spetnia wymogi art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i

nauce. Wnosze o dopuszczenie jej do publicznej obrony.
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