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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani Alicji Wojciechowskiej zostata mi powierzona na
podstawie uchwaty Rady Dyscypliny Naukowej Inzynieria Biomedyczna w Politechnice Wroctawskiej
zdnia 11 lipca 2025 roku.

1. Ogolna charakterystyka przedtozonej pracy

Rozprawa koncentruje sie na amyloidach - nierozpuszczalnych agregatach biatkowych o dominuja-
cej strukturze beta-kartki, ktore tworza charakterystyczne wtokna. Cho¢ amyloidy sg najlepiej znane
z roli w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera i Parkinsona, roz-
prawa ta skupia sie rowniez na mniej zbadanych amyloidach funkcjonalnych, ktére petnig istotne role
biologiczne, na przyktad wchodzac w sktad strukturalnego fundamentu biofilméw bakteryjnych.

Badania przeprowadzono w celu weryfikacji czterech kluczowych hipotez:

1. Topologia sieci interakcji biatko-biatko (PPl - Protein-Protein Interaction) moze dostarczyc
nowy wglad w mechanizm rozwoju choréb neurodegeneracyjnych.

2. Charakterystyka sekwencji powtdrzen tandemowych wptywa na sktonno$é biatek do agregacji
amyloidowej.

3. Model AlphaFold umozliwia skuteczne przewidywanie tréjwymiarowej struktury biatek amylo-
idowych.
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4, Funkcjonalne amyloidy produkowane przez bakterie jelitowe cztowieka mogg oddziatywad na
procesy neurodegeneracyjne.

Rozprawa liczy 118 stron i ma spdjna, logiczna strukture. Sktada sie z nastepujacych sekcji: wstep,
rozdziat poswigcony analizie steci PP|, rozdziaty dotyczace analizy amyloidéw w oparciu o sekwencje
lub strukture, rozdziat dotyczgcy amyloiddw w mikrobiomie, dyskusja, wnioski oraz bibliografia,

Cztery kluczowe rozdziaty rozprawy stanowig podsumowanie prac opublikowanych w artykutach,
ktére krétko streszczam ponizej. Nalezy zaznaczyd, ze choé wszystkie te prace powstaty w ciagu
ostatnich trzech lat, zdazyty juz zyskac rozpoznawalnos$¢ i sg cytowane od kitku do kilkunastu razy.

Nowakowska, A, W., & Kotulska, M. (2022). Topological analysis as a tool for detection of
abnormalities in protein-protein interaction data. Bioinformatics, 38(16), 3968-3975.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btac440

W pracy tej (Rozdziat 2 rozprawy) przedstawiono ramy metodologiczne stuzgce do oceny sieci PPI.
Gtéwnym celem byto opracowanie zestawu kluczowych metryk do identyfikacji i tagodzenia wptywu
systematycznych bledéw oraz artefaktow strukturainych, ktére mogtyby zaburzaé biologiczng inter-
pretacje analizowanego systemu.

Analiza wykazata, ze zbiory danych PPl cechuja sie znaczna nigjednorodnoscia. Zmiennosc ta wynika
z kilku fundamentalnych probleméw:

+ Roznice w zatozeniach lezacych u podstaw generowania danych.

+ Agregowanie wynikow z wielu réznych technik eksperymentalnych.

+ Obecnoic rekordow dotyczgcych czgsteczek niebiatkowych lub taksondw innych niz ludzkie.
+ Wysoka redundancja, gdzie okoto potowa wszystkich rekordéw to duplikaty.

» Wystepowanie w grafie sieci niepotaczonych ze soba komponentdw.

W celu systematycznej oceny jakosci sieci zdefiniowano zestaw przydatnych miar topologicznych,
obejmujacy rozktad stopni, asortatywnosé, wspdtczynniki klasteryzaciji, odpornosé na symulowane
losowe awarie oraz wskazniki propagacji btedéw.

Aby utatwic innym badaczom przeprowadzanie analogicznych analiz, opracowano i udostepniono
ETNA - przyjazne dla uzytkownika narzedzie do kompleksowej, wielowymiarowe] oceny jakosci sieci.
Narzedzie, dostepne takze publicznie w Srodowisku Google Colab, pozwala na przeprowadzanie za-
awansowanych symulacji i obliczen metryk.




Nowakowska, A. W., Wojciechowski, J. W,, Szulc, N., & Kotulska, M. (2023). The role of tandem
repeats in bacterial functional amyloids. Journal of Structural Biology, 215(3), 108002,
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2023.108002

W Rozdziale 3 przeprowadzono szczegdtowa analize obliczeniowg powtdrzen sekwencji w bak-
teryjnych amyloidach funkcjonalnych (BFA). Celem bylo zbadanie, czy powtdrzenia te posiadajg
unikalne wtasciwosci - takie jak liczba jednostek, stopiefi podobiefistwa, profil aminokwasowy
i preferencje strukturalne - ktére mogtyby przyblizy¢ zrozumienie procesu agregacji. Aby to zweryfi-
kowad, ich charakterystyke poréwnano z powtdrzeniami wystepujacymi w catym znanym proteomie
bakteryjnym.

Analiza objeta 38 biatek BFA, ktérych wzajemne relacje zwizualizowano w postaci sieci opartej na odle-
gtosciach w przestrzeni osadzei wektorowych z modelu ProtBERT. Wykazano, ze osadzenia te pozwa-
laja na skuteczne odrdznienie BFA od pozostatych biatek bakteryjnych, co potwierdza ich wyjatkowy
charakter w tej przestrzeni cech.

Szczegdtowa analiza powtdrzen w BFA ujawnita kilka znaczacych réznic w stosunku do powtdrzen
w pozostatych biatkach bakteryjnych:

» Chociaz ogblna czestosc powtorzen w BFA jest poréwnywalna z innymi biatkami, wykazuja one
znaczaco odmienna liczbe powtarzajacych sie jednostek.

» Powtdrzenia w BFA cechuja sie nizszg tozsamoscia sekwencji w poréwnaniu z powtérzeniami
wsrdd wszystkich biatek bakteryjnych.,

+ Rozktad czestosci aminokwaséw w powtdrzeniach amyloidowych wyraznie odbiega od tej ob-
serwowanej we wszystkich pozostatych powtérzeniach bakteryjnych.

+ Nieamyloidogenne fragmenty regiondéw powtarzalnych moga wptywaé na dynamike procesu
agregacji biatkowej.

Wojciechowska, A. W., Wojciechowski, J. W,, & Kotulska, M, {2024). Non-standard proteins in
the lenses of AlphaFold3—Case study of amyloids. bioRxiv.
https://doi.orgf10.1101/2024.07.09.602655

W Rozdziale 4 poddano ocenie zdolnos¢ pakietu AlphaFold3 do przewidywania struktur wtékien amy-
loidowych. Aby uwzglednié stochastyczny charakter algorytmu, dla kazdego badanego biatka wyge-
nerowano zbiér predykcji strukturalnych.

Wyniki wskazuja na niskg ogdlna skutecznosé AlphaFold3 w tym zadaniu - osiggniety wynik F1 wy-

nidst zaledwie 0.44, przy 34% wynikdw prawdziwie pozytywnych i 45% prawdziwie negatywnych, Wy-
kazano réwniez, Ze na koncowy rezultat istotnie wptywa liczba kopii biatka zastosowana w modelu.




Szczegbtowa analiza ujawnita fundamentalna zalezno$¢ miedzy pewnoscia predykeji a jej zgodnoscia
z istniejacymi danymi:

+ AlphaFold3 potrafi generowac polimery o topologii znaczaco odbiegajacej od znanych mono-
merdw, jednak takie predykcje cechuja sie wyraznie nizszg pewnoscia (mierzong wskaznikiem
pIDDT),

+ Odwrotnie, gdy model opiera sie na szablonie struktury zdeponowanej w bazie PDB, pewnosc
predykcji rosnie, ale kosztem zwiekszonego prawdopodobiefstwa uzyskania niepoprawnej,
niefibrylarnej konformacji.

Te obserwacje zostaty potwierdzone podczas testéw na amyloidach o znanej eksperymentalnie struk-
turze. AlphaFold3 dostarczat w tych przypadkach niejednoznaczne wyniki: czasami poprawnie odtwa-
rzat docelowa architekture wtdkna, a w innych zawodzit, nawet pomimo dostepnosci odpowiedniego
szablonu w bazie danych PDB.

Wojciechowska, A. W., Wojciechowski, J. W., Zielinska, K., Soeding, J., Kosciolek, T., &
Kotulska, M. (2024). Aggregating gut: On the link between neurodegeneration and bacterial
functional amyloids. bioRxiv. https://doi.org/10.1101/2024.11.26.624671

W pracy tej (Rozdziat 5) zbadano potencjalny zwigzek miedzy bakteryjnymi amyloidami funkcjonal-
nymi a neurodegeneracja. Na podstawie szczegotowej analizy obliczeniowe] istniejgcych zbiorow
danych opracowano atlas przewidywanych bakteryjnych amyloidéw funkcjonalnych, wytwarzanych
przez tudzki mikrohiom.

Kluczowym ustaleniem jest, ze mikrobiom jelitowy pacjentéw z chorobg Parkinsona jest wzbogacony
w te wtasnie biatka amyloidowe. Analiza wykazata, ze amyloidy te pochodza od zréznicowanych takso-
nomicznie bakterii, a ich homologi sg szeroko rozpowszechnione w bazie danych UHGP. Zidentyfiko-
wane bakteryjne amyloidy funkcjonalne sg czesto zewnatrzkomérkowe i przewiduje sie, ze wchodza
w interakcje z ludzkimi biatkami jelitowymi. Interakcje te moga z kolei wptywad na fundamentalne pro-
cesy gospodarza, w tym na szlaki sygnatowe, transport komérkowy i odpowiedz immunologiczna.




2. Ocena merytoryczna rozprawy
2.1. Ocena prezentacji ogolnej wiedzy teoretycznej Doktorantki

Przedstawiona rozprawa doktorska ma wybitnie interdyscyplinarny charakter. Doktorantka wykazata
sie dogtebna wiedza biologiczna, w unikatowy sposéb taczac kompetencje z biologii systemowe]
i strukturalnej. Ta rzadko spotykana kombinacja byta kluczowa dla efektywnej realizacji celow
badawczych i stanowi niewatpliwy atut Jej warsztatu naukowego.

Réwnie wysoki poziom wiedzy Doktorantka zaprezentowata w dziedzinie informatyki | przetwarza-
nia danych, w tym w zakresie analizy grafow. Na szczegdlne uznanie zastuguje wzorowe zastosowa-
nie metod statystycznych, obejmujace poprawne uwzglednienie niuansdw - takich jak poprawki na
otrzymane p-warto$ci przy wielokrotnych testach - niezbednych dla rzetelnego wnioskowania.

Podsumowujac, rozprawa dowodzi, ze Doktorantka jest badaczka o wyjatkowo szerokich kompeten-
cjach teoretycznych, w petni przygotowana do prowadzenia nowatorskich badan naukowych.

2.2. Ocena umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

Rozprawa doktorska wyréznia sie zaawansowanym i interdyscyplinarnym warsztatem metodologicz-
nym. Doktorantka z biegtoscia wykorzystuje zewnetrzne bazy danych i narzedzia bioinformatyczne
o0 ugruntowane] pozycji do definiowania potokéw przetwarzania danych, ktére sg zgodne z najtep-
szymi praktykami stosowanymi przez spotecznos¢ naukowa. Przyjeta metodologia badawcza jest so-
lidna i starannie przemyslana.

W analizie topologicznej sieci PPI, Doktorantka trafnie wyselekcjonowata kluczowe cechy, a ich zna-
czenie potwierdzita poprzez dobrze zaprojektowane eksperymenty. W obszarze analizy sekwencji
aminokwasow umiejetnie potaczyta klasyczne podejscia, oparte na statystykach czestotliwoscio-
wych, z najnowszymi metodami, takimi jak osadzenia z modeli jezykowych (ProtBERT).

Szczegdlne uznanie budza umiejetnosci w zakresie analizy strukturalnej. Doktorantka wykazata sie
znajomoscia najlepszych praktyk, co obejmuje:

+ staranny dobér zbioréw danych,

+ analize zarbwno mono-, jak i polimerdw o zmiennej liczbie kopii,

+ fachowe zastosowanie metryk przewidywanej jakosci modelu {np. pIDDT) oraz podobienstwa
struktur przy poszukiwaniu homologow (TM-score),

Analizy przedstawione w ostatnim rozdziale merytorycznym, dotyczace taksonomii oraz powiazan
z baza danych Gene Ontology, potwierdzaja szerokie kompetencje Doktorantki w integrowaniu da-
nych na poziomie systemowym.




Podsumowujac, tresé rozprawy jednoznacznie dowodzi, ze Doktorantka opanowata rozbudowany
warsztat metodologiczny. Co wazniejsze, posiada kluczowg umiejetnosé trafnego doboru narzedzi do
postawionego problemu badawczego. W rezultacie, wyciagane wnioski s logiczne i solidnie ugrunto-
wane w materiale dowodowym.,

2.3. Ocena oryginalnosci rozwigzania problemu naukowego

Przedstawione w rozprawie wyniki badan cechujg sie wysokim stopniem oryginalnosci i nowator-
stwa. Po pierwsze, w odpowiedzi na dobrze znany problem zaszumienia danych w sieciach PPI, Dok-
torantka opracowata metody do szybkiej analizy i oczyszczania danych. Zasadniczg zaleta tego podej-
scia jest jego niezaleznosc od zewnetrznych zasobdw, co czyni je cennym i praktycznym narzedziem
analitycznym.

Po drugie, przeprowadzona analiza sekwencyjna precyzyjnie ukazata zniuansowany wptyw liczby i se-
kwencji powtdrzen na proces agregacji amyloidow. Odkrycie tego mechanizmu otwiera nowe, obie-
cujace perspektywy dla projektowania interwencji wptywajacych na ten proces.

Po trzecie, Doktorantka przedstawita nowatorskie badania nad systemem AlphaFold. Mimo ogrom-
nej rozpoznawalnosci tego narzedzia - potwierdzonej dziesigtkami tysiecy cytowan i Nagrodg Nobla
w 2024 roku - wykazata jego fundamentalne ograniczenie: niestandardowa struktura amyloidow jest
niezgodna z jego zestawem danych uczacych.

Za bardzo waine nalezy takze uznac wyniki, ktdore - cho¢ opublikowane na razie w formie pre-printu
- wskazujg na potencjalny mechanizm wptywu bakteryjnych amyloidéw funkcjonalnych z ludzkiego
jelita na agregacje amyloidéw zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi. Tematyka ta wpisuje
sie wsilny trend badawczy, jakim jest zwigzek miedzy mikrobiomem a patogeneza choréb neurodege-
neracyjnych. Badania Doktorantki nie tylko podazaja za tym trendem, ale réwniez aktywnie go ksztat-
tuja, otwierajac nowe perspektywy badawcze.

Podsumowanie

Biorgc pod uwage opinie zaprezentowane w poprzednich punktach i wymagania zdefiniowane przez
art. 187 Ustawy zdnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszyminauce (z péZniejszymi zmianami)
moja ocena rozprawy pod wzgledem trzech podstawowych kryteridw jest nastepujaca:

1. Czy rozprawa doktorska prezentuje ogdlna wiedze teoretyczng kandydatki w dyscyplinie Inzy-
nieria biomedyczna?

Zdecydowanie TAK
[1 Raczej TAK




L) Trudno powiedzie¢
L) Raczej NIE
0 Zdecydowanie NIE

2. Czy kandydatka posiada umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej?

X Zdecydowanie TAK
L] Raczej TAK

{d Trudno powiedzie¢
L] Raczej NIE

L] Zdecydowanie NIE

3. Czy przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego?

Zdecydowanie TAK
Ll Raczej TAK

[0 Trudno powiedzie¢
0] Raczej NIE

L Zdecydowanie NIE

3. Punkty do dyskusji

W pracy zauwazytem jedynie bardzo drobne btedy edytorskie, na przyktad na stronie 89:

structhure of filarils of bactenial onal amyloids comds con be predweithed |

Btedy te w Zaden sposéb nie obnizajg ogolnej, wysokiej warto$ci merytorycznej pracy. Zanotowatem
natomiast kilka punktéw do dyskusji.

1. W sekcji 2.3.2 czytamy:

Fhe fundamental property that desoribes reat nebworks s thedr soale frocness, which ne

ans that the degree distribution Fotloves the powvecrlaw,

Prosze o wyjasnienie podstawy stwierdzenia o bezskalowosci. Jakie zjawiska lub cechy rzeczy-
wistych sieci prowadzg do uznania ich za bezskalowe?

Rozumowanie w rozprawie sugeruje, ze dostepne sieci PPI nie spetniaja tego zatozenia i wyma-
gaja modyfikacji. Czy dopuszczalne jest przyjecie alternatywnego stanowiska, wedtug ktérego
dostepne sieci PPI wiernie odzwierciedlaja rzeczywistos$é, a poczatkowe zatozenie o bezskalo-
wosci powinno zostac odrzucone? Jesli nie, prosze o uzasadnienie.




2. W sekgji 3.2 opisano redukcje wymiarowosci osadzen ProtBERT za pomocg analizy gtdwnych
sktadowych (PCA}. Modele BERT, w tym ProtBERT, s trenowane tak, aby optymalnie wykorzy-
stywad dostepne wymiary, co sugeruje, ze ich wymiary s3 w pewnym stopniu niezalezne, Ozna-
cza to, ze petny wektor osadzen jest zazwyczaj lepszym wyborem, poniewaz w tym kontekscie
PCA nie oferuje typowych korzysci (np. pozbywania sie korelacji cech).

W zwigzku z tym pojawia sie pytanie - co sktonito do uzycia PCA? Czy konieczno$¢ redukeji wy-
miarowosci wynikata z ograniczen obliczeniowych, takich jak czas procesora lub dostepna pa-
migé RAM, ktdre uniemozliwiaty obliczanie odlegtoéci miedzy 1024-elementowymi wektorami?
Jesli tak, czy chociaz przeprowadzono eksperymenty na matym podzbiorze, ktore ocenityby
nieunikniony btad wprowadzany przez uzycie 4 wymiardw zamiast 10247

3. Wrozprawie wspomniano, Ze kazdy model przewidziany przez AlphaFold zostat wizualnie oce-
niony pod katem podobienstwa do amyloidu. Biorac pod uwage duzg liczbe modeli poddanych
tej inspekcji, mozna przypuszczaé, ze proces decyzyjny byt szybki. To z kolei sugeruje, ze wy-
krycie, czy model struktury 3D jest amyloidem, mogtoby zostac zautomatyzowane za pomoca
modelu uczenia maszynowego, by¢ moze nawet niezbyt skomplikowanego.

Czy Doktorantka zgadza sie z mozliwoscig stworzenia takiego modelu? Jesli tak, bytbym
réwniez zainteresowany ogdlnym, wstepnym zarysem jego dziatania, tzn. jakie wizualne
cechy umozliwiaty ocene, czy model 3D jest amyloidem, oraz jak te cechy wizualne mozna
by przetozy¢ na mierzalne parametry. Chyba, ze Doktorantka miataby wizje systemu uczenia
gtebokiego, ktory samodzielnie odkrytby cechy przestrzenne swiadczace o podobiefstwie do
amyloidu. Czy sg przestanki za lub przeciw takiemu modelowi?

4. Konkluzja i wniosek koncowy

Podsumowujac, recenzowana rozprawa doktorska Pani Alicji Wojciechowskiej pt. “Obliczeniowe
badania bakteryjnych amyloidéw funkcjonalnych i ich interakeji z biatkami ludzkimi” stanowi
dojrzate i wartosciowe dzieto naukowe. Praca wnosi istotny wktad w rozwdj dyscypliny inzynieria

biomedyczna,

Biorac pod uwage powyzsza analize, stwierdzam, Ze rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742
zpbin. zm.).

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Inzynieria Biomedyczna w Politech-
nice Wroctawskiej o dopuszczenie Pani Alicji Wojciechowskiej do publicznej obrony rozprawy dok-
torskiej.




Wniosek o wyréinienie

Recenzowana rozprawa doktorska cechuje sie wybitnym poziomem merytorycznym, szerokim i inter-
dyscyplinarnym zakresem oraz oryginalnoscig uzyskanych wynikow. W swietle tych niekwestionowa-
nych waloréw, z petnym przekonaniem wnosze o jej wyrdznienie.

Z wyrazami szacunku

—

(O mest LR

dr hab. inz, Tomasz Zok, prof. PP




