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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej

Computational studies of bacterial functional amyloids and their human protein
interactors”

zlozonej przez pania magister Alicje Wojciechowska.

Amyloidy stanowia kluczowy obszar badan w naukach biomedycznych ze wzgledu na ich
zwiazek z chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera czy Parkinsona. Amy-
loidy to agregaty biatkowe o uporzadkowanej strukturze fibrylarnej, powstajace w wyniku nie-
prawidlowego faldowania bialek i ich odkladania sie w tkankach. Proces amyloidogenezy pro-
wadzi do zaburzenia homeostazy komérkowej, stresu oksydacyjnego oraz émierci neuronéw, co
skutkuje postepujacym uposledzeniem funkcji poznawezych i motorycznych. Badania nad amylo-
idami koncentruja si¢ zar6wno na zrozumieniu mechanizméw ich powstawania, jak i na opraco-
waniu strategii hamowania agregacji bialek lub usuwania juz istniejacych zlogéw. Wiedza ta ma
kluczowe znaczenie dla poszukiwania nowych terapii, ktére moglyby spowolnic lub zatrzyma¢
proces neurodegeneracji, a tym samym stanowi istotny krok w kierunku opracowania skutecz-
nych metod leczenia choréb uktadu nerwowego. Tematyka ta stanowi przedmiot badai pani mgr
Wojciechowskiej.

Rozprawa doktorska, ktéra miatem przyjemnos¢ recenzowacd, zostata napisana w jezyku angiel-
skim i sklada sie z czterech gléwnych rozdzialéw; kazdy z nich podwiecono oddzielnemu zagad-
nieniu, zwiazanemu z analiza danych sekwencji bialek amyloidowych i predykcji dokonywanych
na ich podstawie. Rozdziaty owe poprzedzone sa wstepem, w ktérym Autorka szeroko nakresla
tlo tematyczne rozprawy, opisujac zaréwno amyloidy patologiczne i te funkcjonalne. Opisuje ich
role w funkcjonowaniu organizméw jak i mechanizmy powstawania choréb neurodegeneracyj-
nych. Prace domyka podsumowanie, lista prac Autorki oraz spis odnoénikéw literaturowych.

Kazda z kolejnych czterech czesci poswiecona jest oddzielnemu zagadnieniu, wciaz pozostaja
one w gtéwnym nurcie tematyki pracy. Pierwszym z nich jest analiza sieci oddzialywan biatko-
biatko zwiazanych z chorobami nowotworowymi oraz z choroba Parkinsona. Wyniki tej analizy
zestawiono z analogicznymi rezultatami uzyskanymi dla referencyjnej sieci oddziatywan biatko-
biatko u cztowieka (HuRI; Human Reference Interactome). Autorka konkluduje, ze dane ktérymi
dysponuje sa silnie obciazone statystycznie. W kilku miejscach dodaje, ze struktura danych, a
zwlaszcza ich braki, moga mie¢ powazny wplyw na wyciagniete w pracy wnioski. W istocie, we-
diug ilustracji 2.5 niemal 38% genéw zwiazanych z choroba Parkinsona pokrywa sie z zestawem
danych HuRI. Jak rozumie¢ owe 38%? Z jednej strony to mato, gdyz okoto 60% wszystkich genéw
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cztowieka ma ortologi w genomie muszki owocowej (Drosophila melanogaster). Z drugiej zas nalezy
zauwazyd, ze zestaw danych Parkinson zawiera jedynie te oddzialywania pomiedzy biatkami, kté-
rych obecnoé¢ potwierdzono u 0séb chorych. W tej sytuacji spodziewalbym sie, ze zestaw Parkinson
bedzie prawie w catosci podzbiorem HuRI. Ten ostatni zreszta wydaje sie by¢ powaznie niekom-
pletny. Dla poréwnania, baza PICKLE (Protein InteraCtion KnowLedgebasE) zawiera anotacje dla
16 420 biatkek z genomu cztowieka, ktére oddziatuja z innymi biatkami; jest to wartoscia cztero-
krotnie wyZsza od tej dla HuRI. W tym rozdziale zatem spodziewatbym sie znalez¢é doktadniejsze
oméwienie danych na ktérych przeprowadzono analize. Cennym uzupelieniem byloby przepro-
wadzenie poréwnywalnej analizy dla innych zbioréw danych.

Kolejny rozdziat Autorka poswiecona bakteryjnym amyloidom funkcjonalnym, w szczegélno-
§ci roli powtdrzen tandemowych w ich sekwencji. Powtérzenia te nie sa idealnie identyczne, ale
maja umiarkowane podobieristwo, co - jak sugeruje Autorka - moze utatwia¢ kontrolowana agre-
gacje. Obserwowane wtasciwosci powtérzen tandemowych moga by¢ wynikiem celowej adaptaciji
ewolucyjnej, ktéra pozwala bakteriom kontrolowaé proces agregacji biatek w sposéb korzystny
funkcjonalnie. Wyniki poréwnano takze z danymi dla innych biatek bakteryjnych w celu oceny
statystycznej istotnosci obserwacji.

Rozdziat trzeci Autorka zaczyna od stwierdzenia, ze opracowanie narzedzia AlphaFold po-
zwolito rozwiaza¢ problem predykcji struktury biatek. Osobiscie nie podzielam tej opinii. Gdyby
faktycznie tak bylo, nawet praca samej doktorantki nie miata by wiele sensu. Na szczeécie dalsze
partie rozdzialu przynosza wywazona, krytyczna oceng skutecznosci modeli maszynowych w mo-
delowaniu struktury biatek. Analiza przeprowadzona w pracy wykazala, ze model AF3 ma istotne
ograniczenia w przewidywaniu struktur biatek amyloidowych. Tylko okolo jedna trzecia takich se-
kwencji zostata poprawnie przewidziana jako struktury fibrylarne, a i te modele byly zazwyczaj
nizszej jakodci niz w przypadku bialek globularnych. Na podstawie wynikéw stwierdzono, ze Al-
phaFold 3 nie zapewnia wystarczajaco wiarygodnych predykdji struktur amyloidowych, co nie jest
weale zaskakujace w §wietle znanych ograniczen tego narzedzia. Zasadne wydaje sig¢ jednak zba-
danie wplywu wykorzystania szablonéw (badz ich braku) oraz liczby sekwencji w MSA na jako$¢
uzyskiwanych modeli.

Ostatnie zagadnienie badawcze, poruszone przez doktorantke, dotyczy analizy potencjalnej
roli bakteryjnych amyloidéw funkcjonalnych obecnych w ludzkim mikrobiomie jelitowym oraz
ich mozliwego wplywu na rozwéj choréb neurodegeneracyjnych. Autorka konkluduje, iz amylo-
idy bakteryjne moga mie¢ wiaéciwosci prozapalne i potencjalnie neurotoksyczne, a ich nadmiar
w mikrobiomie pacjentéw z chorobami neurodegeneracyjnymi moze przyczyniaé sie do progresji
tych chordb.

Rozprawa doktorska jako cato$¢ prezentuje sie dobrze: jej konstrukgja jest przemyslana i spéjna.
Cztery wybrane przez autorke problemy badawcze bezposrednio nawiazuja do zagadniers doty-
czacych amyloidéw i ich potencjalnych powiazan z chorobami neurodegeneracyjnymi. Wyniki
dwéch z nich ukazaly sie juz w publikacjach naukowych, a dwa kolejne udostepniono jako pre-
printy w serwisie bioRxiv. Doktorantka jest tez autorka czterech innych prac, ktére juz ukazaly
sie w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Sama rozprawa stoi na wysokim poziomie



edytorskim. Tekst jest starannie opracowany, logicznie uporzadkowany i przejrzysty pod wzgle-
dem kompozycji. Styl pracy jest naukowy, a argumentacja prowadzona w sposéb spéjny i kon-
sekwentny. Wystepuje jedynie niewielka liczba drobnych literéwek i nieistotnych uchybien jezy-
kowych. Z obowiazku edytora wskaze jedynie, ze w streszczeniu w jezyku polskim pojawiaja sie
bledy w dzieleniu wyrazéw, wynikajace najprawdopodobniej z pozostawienia w ustawieniach La-
TeXa jezyka angielskiego dla catej pracy.

Podsumowujac, w toku swoich badan doktorantka przeprowadzita szereg analiz bioinforma-
tycznych dotyczacych amyloidéw, obejmujacych zaréwno badania sekwencji, jak i oceng mozli-
wosci modelowania ich struktur za pomoca narzedzia AlphaFold. Uzyskane wyniki zostaly zesta-
wione i zinterpretowane w sposéb krytyczny, a ich rezultaty przedstawiono w czterech opracowa-
niach naukowych, z ktérych dwa zostaly juz opublikowane, a dwa kolejne udostepniono jako pre-
printy w serwisie bioRxiv. Doktorantka zrealizowata wyznaczone cele badawcze, formutujac kilka
zwiezlychijasno okreslonych hipotez, ktére nastepnie rzetelnie zweryfikowata w toku przeprowa-
dzonych analiz. W mojej ocenie zatem przedlozona mi do recenzji rozprawa spelnia wymagania
stawiane przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2023 poz. 742 z pézn.zm.). Wnioskuje zatem o dopuszczenie pani magister Alicji Wojciechowskiej
do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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