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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Andrzeja Mizery
""Metody oraz narze¢dzia do konstrukcji i analizy modeli obliczeniowych dla
zjawisk biologicznych. Ich zastosowanie do modelowania proceséow
odpowiedzi na szok termiczny oraz samoorganizacji filamentéw w zywych
komérkach"

Niniejsza recenzja zostala wykonana w zwiazku z przewodem doktorskim mgr Andrzeja
Mizery na podstawie uchwaty Rady Naukowej Instytutu Podstawowych Probleméw Techniki
PAN z dnia 30 czerwca 2011 roku powotujacej mnie na recenzenta jego rozprawy
doktorskiej. Recenzja zostata opracowana na podstawie dokumentéw dostarczonych mi przez
Sekretarza Rady oraz, na moja prosbe, uzupehien dostarczonych przez Doktoranta w postaci
szczegbtowego opisu jego osobistego wktadu w opracowanie artykuléw sktadajacych si¢ na
rozprawe oraz petnego tekstu artykutu V, ktéry w otrzymanej przeze mnie wersji rozprawy
nie zawieral omawianych w nim wykreséw.

Przedstawiona mi do recenzji praca ma forme¢ cyklu publikacji poprzedzonych
obszernym, liczacym 98 stron, ogélnym omdwieniem problematyki rozprawy oraz wynikéw
przedstawionych w publikacjach. Zawiera réwniez czterostronicowe streszczenie w jezyku
polskim. Promotorami rozprawy sa dr hab. Barbara Gambin, prof. IPPT PAN, oraz prof. Iona
Petre, Abo Akademi University, Turku, Finlandia. Rozprawa jest napisana w jezyku
angielskim i na mocy umowy pomiedzy IPPT PAN a Uniwersytetem w Turku jest podstawa
ubiegania si¢ o stopient doktora w obu tych instytucjach.

Tematyka rozprawy dobrze wpisuje si¢ w szybko rozwijajacy si¢ kierunek badan
polegajacy na zastosowaniu metod obliczeniowych do analizy matematycznych modeli
zlozonych uktadéw biologicznych, coraz czesciej, jak w omawianym przypadku, opisujacych
procesy na poziomie subkomdérkowym, jak m. innymi genetyczne sieci regulacyjne, szlaki
sygnatowe, sieci metaboliczne, czy powstawanie duzych struktur biochemicznych. Pojawienie
si¢ w ostatnich dziesigcioleciach nowych metod eksperymentalnych umozliwia uzyskanie
ilo§ciowych informacji o procesach o wysokiej ztozonoéci, ale ich integracja i oparte na tym
przewidywanie zachowania si¢ uktadu sa jednak mozliwe wylacznie przy pomocy
modelowania matematycznego. Modele takie, zarowno ze wzgledu na ilo§¢ zmiennych jak i
na nieliniowa strukture oddziatywan z licznymi petlami sprzezen, nie poddaja sie analizie
matematycznej, ale pozostaje do dyspozycji analiza numeryczna. Ta jednak, z tych samych
powodéw, nastrecza wiele problemdw, a jej systematyczne stosowanie wymaga opracowania
nowych regul i technik komputerowych. Mgr Mizera poswigcit swoja rozprawe doktorska
wtasnie przedstawieniu kilku takich technik, ktére zostaty zastosowane do dwu konkretnych
modeli, ale w czgdci wstepnej zwréeit uwage na ogdlne znaczenie tych podejsé rowniez w
badaniu innych modeli matematycznych o podobnym charakterze.



Czgs¢ ogdlna rozprawy, po wstepnym rozdziale pierwszym, przechodzi do om6éwienia
probleméw zastosowania modelowania komputerowego w biologii uktadéw. Przedstawione
tu s3 metody konstrukcji deterministycznych modeli matematycznych opartych na prawie
dziatania mas, metody analizy takich modeli oraz badania ich wrazliwosci na parametry, a na
zakofczenie wersje stochastyczne oparte na tancuchach Markowa.  Kolejny rozdziat
przedstawia dwa konkretne modele, ktérych konstrukcja i r6znorodne analizy sg zawarte w
cyklu publikacji: 1) model odpowiedzi na szok termiczny w komoérkach jadrzastych i 2)
model tworzenia si¢ filamentéw posrednich in vitro. Te rozdzialy zarysowujg podstawy do
nastgpujacego teraz przedstawienia probleméw badania takich modeli metodami
obliczeniowymi, co, jak zaznacza autor, bylo jego gtéwnym obiektem zainteresowania w
przedstawianych pracach i stanowi jego oryginalny wkiad do nauki. Sa to: 1) techniki
konstruowania i testowania modeli, a w szczegélnosci estymacji parametréw, walidacji
modeli, sprawdzania identyfikowalnosci modeli, oraz poréwnania modeli deterministycznych
i stochastycznych dotyczacych tych samych proceséw, 2) metody dekompozycji modeli, a w
tym ,,mutanty knockdown”, mody elementarnych przeptywéw, oraz dekompozycja odnoszaca
si¢ do ukiadéw sterowania, 3) techniki modyfikacji modeli, jak obliczeniowe heurystyki
upraszczania modeli biologicznych i problemy formalnego uszczegélowiania modeli (tutaj
autor podkresla swéj szczegdlny wkiad), 4) metody poréwnywania podmodeli (réznych
wersji fragmentu wickszego modelu), okreslonych jako matematyczne sterowanie
poréwnywaniem modeli i jego rozszerzona wersja oraz lokalne poréwnywanie podmodeli.
Ten rozdzial jest zakofczony syntetycznym omoéwieniem zastosowania przedstawionych
metod do analizy modelu odpowiedzi na szok termiczny. W czesci ogdlnej zawarte jest
jeszcze przedstawienie oryginalnych elementéw zawartych w poszczegdlnych publikacjach
oraz wnioski i perspektywy dalszych badan. Bibliografia czgsci ogélnej zawiera 141 pozycji
literaturowych.

Czgsc¢ ogdlna rozprawy jest napisana ciekawie, poprawnym jezykiem i stanowi dobre,
obszerne wprowadzenie w problematyke cyklu publikacji w jej wszystkich aspektach, a w
szczeg6lnosci w tematyke analizy struktury modeli, ktéra stanowi podstawe ubiegania sie mgr
Mizery o stopief doktora. Doktorant podjal réwniez préb¢ nadania ogdlnego charakteru
metodom, ktére zostaly przedstawione w artykutach w zastosowaniu do konkretnych modeli.
Jest to wazny element rozprawy, gdyz istnieje obecnie wyrazna potrzeba skodyfikowania
postgpowania badawczego przy tworzeniu i analizie rozbudowanych modeli uktadéw
biologicznych, ktére coraz czesciej wymykaja si¢ analizie intuicyjnej. Warto tu zauwazyé, ze
w przypadku badanych przez autora modeli, aspekty ,,biologiczne” zostaty sprowadzone do
modelowania reakcji chemicznych, pomijajac specyficzne dla komérki problemy, jak np.
rozktad przestrzenny jej struktur wewnetrznych czy rola enzyméw. Pozwala to zachowaé
stosunkowo prosta struktur¢ matematyczna modeli (nieliniowe wyrazenia maja postaé
wielomianéw), a oparcie modelu na prawie dziatania mas, chociaz mozliwe w kazdym
przypadku reakcji biochemicznych, moze sta¢ si¢ nieefektywne przy koniecznosci
uwzglednienia reakcji enzymatycznych. Trzeba tez przy okazji wskazaé, ze definiowanie
reakcji odwracalnej jako zlozenia dwu reakcji nieodwracalnych (jak to proponuje autor),
chociaz wygodne z punktu widzenia informatyka czy matematyka, jest sprzeczne z prawami
fizyki, poniewaz reakcje nieodwracalne moga by¢ rozpatrywane tylko jako pewne
przyblizenia przydatne w okreslonych warunkach.

Cykl oryginalnych publikacji sklada si¢ z 9 artykuiléw, z czego trzy ukazaly sie¢ w
czasopismach o migdzynarodowym zasiggu, jeden w zbiorowym wydaniu ksiazZkowym, jeden
w materiatach konferencyjnych wydanych przez Springera, a 4 zostaly przedstawione w
postaci manuskryptéw, z ktorych jeden zostal przyjety do druku a trzy zgtoszone do
publikacji w czasopismach o miedzynarodowym zasiggu. Wszystkie artykuly sa
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wspdtautorskie, a mgr A. Mizera jest pierwszym autorem czterech z tych artykutéw. Z
przedstawionego przez niego o$wiadczenia wynika, ze w ramach zespotéw autorskich byt on
odpowiedzialny m. innymi za numeryczna implementacj¢ modeli oraz metod ich analizy,
przeprowadzenie obliczen, numeryczng estymacje parametréw, walidacje modeli, analize
wrazliwosci, etc. Prace numeryczne byly prowadzone w wigkszosci przy uzyciu
dedykowanego oprogramowania (COPASI, AUTO, Abaqus), ale réwniez wymagatly
programowania w takich §rodowiskach jak Matlab i R. Obliczenia numeryczne dotyczyly
rozwigzywania rownan rézniczkowych zwyczajnych i czastkowych oraz réwnan
stochastycznych, metod optymalizacji, walidacji i badania identyfikowalnosci modelu,
analizy wrazliwosci oraz bardziej specyficznych procedur zwigzanych z nowymi metodami
badan prowadzonych przez autoré6w. Doktorant udowodnit réwniez twierdzenia
matematyczne zawarte w artykutach IV i VIII. Mgr Mizera bral réwniez udzial w
opracowywaniu koncepcji badan i planowaniu artykuléw, wspdlpracowal przy
opracowywaniu nowych metod badawczych oraz opracowywaniu wynikéw, pisat fragmenty
artykutéw oraz napisat artykuty, ktérych jest pierwszym autorem. Podj¢cie badan w szerokim
zakresie problemdéw i opanowanie réznorodnych metod matematycznych i numerycznych
zastosowanych w omawianych pracach jest znaczacym osiagnieciem Doktoranta.
Samodzielne opracowanie czterech artykuléw oraz obszernej czgsci ogdlnej rozprawy dobrze
ilustruje jego mozliwosci jako autora publikacji naukowych.

Sze$¢ pierwszych artykutéw cyklu jest poswigconych sformutowaniu i analizie
modelu matematycznego odpowiedzi na szok termiczny. Model ten powstal w oparciu o
schemat oddzialtywan wewnatrzkomorkowych oparty na pracach eksperymentalnych
Morimoto i wspétautoréw. Dane eksperymentalne z jednej z tych prac postuzyty réwniez do
estymacji parametréw modelu. Problem polegat na znalezieniu 17 wartodci parametréw (w
tym wiasciwych parametréw modelu i wartosci zmiennych w stanie ustalonym, jednoczesnie
bedacych warto$ciami poczatkowymi zmiennych modelu), a do estymacji skorzystano z 12
punktéw eksperymentalnych na krzywej przebiegu czasowego jednej ze zmiennych modelu
(Wykres 1A w artykule I, wykres 1 w artykule IT). Autorzy nie zwrécili uwagi na fakt, ze tak
sformutowane zagadnienie jest réwnowazne (pomijajac statystyczny rozrzut wartosci
pomiarowych) prébie rozwigzania 11 réwnan na 17 niewiadomych. Wiadomo, Ze tak
sformutowany problem nie ma na ogdt jednoznacznych rozwiazan. Numeryczna estymacja
parametréw data dokladnie taki wynik: niejednoznacznos$¢ rozwigzafn. Autorzy poswiecili
wiele wysitku i wykazali duza pomystowosé, aby mozna bylo uznaé jeden z otrzymanych
zestawéw parametréw jako wlasciwy. Trzeba tu byto wykorzystaé¢ dodatkowe informacje i
ciekawym pomyslem bylo skorzystanic z danych jakosciowych lub pétilosciowych
pochodzacych z innych eksperymentéw. Przeszokujac wielowymiarowa przestrzen
parametréw metoda latin hypercube sampling, wybierajac ich zestawy odpowiadajace
dobremu dopasowaniu do krzywej eksperymentalnej, a nastgpnie poréwnujac przewidywania
modelu z danym zestawem parametréw w innych sytuacjach lub dla innych zmiennych,
autorzy moga odrzuci¢ wigkszos¢ z tych zestawéw jako nie odpowiadajacych posiadanym
informacjom o badanym procesie biologicznym. Metoda ma charakter heurystyczny, ale w
tym konkretnym przypadku okazata si¢ przekonujaca, chociaz oczywiscie mozna tu zglaszaé
dalsze pytania. Ostateczny model wraz z wyestymowanymi parametrami dobrze opisuje
{przynajmniej jakosciowo) dosy¢ szeroki zestaw informacji o uktadzie odpowiedzi na szok
termiczny, tym niemniej nie najlepsze dopasowanie rozszerzenia modelu przedstawione na
wykresie 1B w artykule I oraz zbyt szybka odpowiedZ ukladu na oscylacyjne zmiany
temperatury, oméwiona w artykule IX, sugeruja, ze w przyszitosci moze okaza¢ si¢ konieczne
uwzglgdnienie innych aspektéw problemu, jak np. procesy transportowe w komdrce i
rozbudowany opis procesu ekspresji genu.



Podstawowy model odpowiedzi na szok termiczny jest sformutowany i dyskutowany
w artykutach T i II. Waznym aspektem tej analizy jest $ciste powiazanie stanu ustalonego
uktadu i dynamicznej odpowiedzi na szok termiczny. Wszystkie wartosci zmiennych w stanie
ustalonym oraz wartosci parametréw modelu sg traktowane jako nieznane i wyznaczane w
oparciu o dane eksperymentalne (patrz wyzej). Artykut III przynosi uproszczona wersje tego
modelu (redukcja z 14 do 10 zmiennych) uzyskang poprzez analizg kinetyki poszczegdlnych
zmiennych i wyeliminowanie tych, ktére maja zaniedbywalny wplyw na przebieg reakcji lub
charakteryzuja si¢ szybkim dochodzeniem do stanu ustalonego, ale przy zachowaniu dobrego
dopasowania do danych eksperymentalnych. Ta problematyka, o czym autorzy nie
wspominaja, ma swoje scisle matematyczne metody, jak np. metoda stanéw quasi-ustalonych
czy metoda matego parametru, pozwalajace jednoczesnie na okreslenie warunkéw stosowania
danego przyblizenia. Podobnie problem (nie)zaleznodci stanu ustalonego od wartosci
poczatkowych postawiony w tej pracy jest dobrze znanym problemem matematycznym
stabilnosci punktu stacjonarnego i obszaru jego przyciagania. Uproszczony model zostat
poddany kilku testom numerycznym, aby sprawdzi¢ czy jego zachowanie po modyfikacjach
zgadza si¢ z przewidywaniami pelnego modelu. Artykut IV poswigcony jest stochastycznej
wersji dynamiki ukladu i pokazuje, ze typowe zachowania si¢ uktadu stochastycznego maja
podobny przebieg jak przewidywania weczesniej sformutowanego modelu deterministycznego.
Ta obserwacja pozwala uzasadni¢ stosowanie modelu deterministycznego w sytuacji, kiedy
ilo$¢ danych biatek w koméree nie jest zbyt duza.

Najcickawsze rozwazania zawieraja artykuty V i VI, gdzie poddana zostala analizie
struktura dynamiczna (sterowania) modelu (w wersji uproszczonej, artykut III) i rola
zawartych w nim trzech petli sprzezenia zwrotnego. W tym celu sformutowane sg
Lzmutowane” modele pozbawione wszystkich, dwu lub tylko jednej petli zwrotnej we
wszystkich mozliwych kombinacjach (nazywane przez autoréw ,.knockdown mutant models”.
Tak zmutowane modele w liczbie siedmiu sg dopasowane do tych samych danych co pelny
model na zasadach opracowanych we wczesniejszych pracach (Artykut V). Nastepnie modele
sa testowane wzgledem speiniania dodatkowych, jakosciowych, ale sformutowanych
»empirycznie” jako ilosciowe, kryteriéw na dwie ze zmiennych modelu w dwu réznych
temperaturach. Celem tej czgsci pracy jest ustalenie, ktére z mutantéw speiniaja dane
kryterium. Ciekawym pomystem jest tu zapis logiczny (Boolowski) istnienia lub nieistnienia
danej petli sprzezenia w danym mutancie, a nastgpnie polaczony zapis dla tych mutantéw,
ktére spetniajg dany warunek. Przeprowadzenie operacji logicznych pozwala z kolei na
znalezienie tych petli sprzezenia, ktére sg odpowiedzialne za spetnienie danego warunku. W
kolejnym artykule VI, mutanty sa badane w calej przestrzeni parametréw modelu
(wykorzystano tu metode latin hypercube sampling), a przewidywania kazdego z mutantéw
sg poréwnywane z przewidywaniami pelnego modelu dla tych samych parametréw przy
pomocy wskaznikéw takich jak maksymalne warto$ci wybranych zmiennych oraz
powierzchnie pod krzywymi opisujacymi odpowiedz uktadu na szok termiczny. Pomystowe
ujecie wynikéw w postaci wykresow uzyskanych w oparciu o wszystkie zestawy uzytych
parametréw pozwala na scharakteryzowanie zachowania si¢ mutantéw niezaleznie od
przyjetych wartosci parametréw. Metody analizy poszczegllnych elementéw modelu
przedstawione w obu tych artykutach sa nowe, oryginalne i moga by¢ wykorzystane przy
badaniu innych modeli o podobnej strukturze i charakterze danych eksperymentalnych.

W ostatnim artykule zwigzanym z modelem odpowiedzi na szok termiczny, mgr
Mizera potaczyl model lokalnych reakcji chemicznych tej odpowiedzi z przestrzennym
rozktadem temperatury w tkance ogrzewanej cyklicznie promieniowaniem naddzwigkowym,
majac na uwadze potencjalne metody hipertermicznej terapii niektérych schorzen (artykut
IX). Czasoprzestrzenne rozktady temperatury modelowano przy pomocy réwnania Pennesa



rozchodzenie si¢ ciepta w osrodku biologicznym. Praca ta dobrze ilustruje mozliwe kliniczne
aplikacje opracowanego modelu, ale jednoczesnie dostarcza informacji o zachowaniu sig
uktadu przy periodycznym krétkim pobudzeniu temperaturowym, ktére wskazuja na
koniecznosé jego rozbudowania dla tego typu zastosowan.

Dwie publikacje (artykuty VII i VIII) sa poswigcone modelowaniu procesu
powstawania filamentéw podrednich z tetrameréw wimentyny w procesie polimeryzacji
poprzez kolejne stadia oktameréw, heksadekamerdw, najprostszych filamentéw o
jednostkowe] dlugosci (dwa heksadekamery) i powiekszania si¢ filamentéw poprzez
dotaczanie tetrameru, filamentu jednostkowego lub filamentu o wigkszej dtugosci. Punktem
odniesienia do walidacji modelu sa wyniki eksperymentéw in vitro zawierajace informacje o
zaleznosdci sredniej dtugosci filamentu od czasu dla dwu réznych poczatkowych stezef
tetrameru. Autorzy staneli tu przed podobnym problemem ustalenia stopnia zlozonosci
modelu koniecznego do opisania danych eksperymentalnych. W pracy VII poréwnano dwie
wersje modelu: prosta (4 zmienne) i ztozong (5 zmiennych), i badano réwniez podmodele z
pominietymi niektérymi mechanizmami powstawania filamentéw. Autorzy opracowali
whasna formule obliczania $redniej dhtugodci filamentéw i estymowali, w oparciu o dane
pomiarowe o kinetyce $redniej dtugosci filamentéw dla jednej z poczatkowych wartosci
stezen tetramerdw, parametry wszystkich rozpatrywanych wersji modeli, wykorzystujac dane
dla drugiej wartosci poczatkowej do walidacji modelu. Pozwolito to na wyréznienie trzech z
o$miu rozpatrywanych wersji jako pozwalajacych na poprawny opis danych. Autorzy
opracowali réwniez rozszerzony model dla filamentéw o réznej diugosci az do pewnej
wartosci granicznej, poza ktérg wszystkie filamenty sa juz opisane przez jedna zmienna.
Opracowali tez metodg doboru parametréw przy zwigkszaniu granicznego rozmiaru filamentu
tak, aby zachowa¢ informacje o parametrach posiadane dla modelu o nizszej rozdzielczosci.
Pozwolilo to na przewidzenie stezen filamentéw o réznych diugosciach w funkcji czasu
trwania eksperymentu; nie mozna jednak bylo zweryfikowaé tego wyniku z braku danych
eksperymentalnych. W artykule VIII badano dokladniej zarysowana juz metode zmiany
rozdzielczosci modelu nadajac jej ogdlng postaé matematyczng i wykazujac kilka twierdzen
dowodzacych jej poprawnosci. Te ogdlne rozwazania zostaly zilustrowane na modelu z
wczedniejszego artykutu VIL. Autorzy poruszajg przy okazji sprawe pominig¢cia sztucznego
zalozenia o granicznej wielkosci uwzglednianej w modelu, warto wige przypomnieé, ze takie
teorie matematyczne zostaly juz sformutowane.

Badane w rozprawie modele matematyczne majg prosta dynamike, nie wykraczajaca
poza dochodzenie do stanu ustalonego, ich rozmiar (mierzony iloscia zmiennych i
parametréw) jest nieduzy a wlasnosci tych uktadéw mozliwe do uchwycenia przez specjaliste
w danej dziedzinie. Tym niemniej ilo§¢ probleméw, jakie pojawiaja si¢ przy analizie tych
modeli i ich poréwnaniu z danymi empirycznymi jest znaczna, zwilaszcza przy ambitnym
zaloZzeniu, ze wszystkie parametry modelu powinny by¢ wyznaczone na podstawie tych
danych. Autorzy, oprocz prowadzenia standardowych analiz, jak np. wrazliwo$¢ modelu na
zmiany parametréw i identyfikowalno§¢ modelu, opracowali szereg oryginalnych metod
postepowania zwiazanych przede wszystkim z problemem wyodregbniania i poréwnywania
réznych wersji modelu miedzy soba i z danymi empirycznymi oraz analiza wewngtrznej
struktury oddziatywan pomigdzy zmiennymi modelu. Metody te, chociaz niejednokrotnie
zwiazane ze specyficznymi cechami rozpatrywanych modeli, maja duze znaczenie
heurystyczne i moga byé stosowane do znacznie wigkszych modeli o podobnej strukturze jak
i stanowié¢ podstawe i zachete do poszukiwania analogicznych metod dla modeli o innej
strukturze.



Wkiad mgr Andrzeja Mizery w przedstawione w rozprawie prace zespolowe jest
znaczacy. Doktorant aktywnie uczestniczyl we wszystkich etapach rozwiazywania
poszczegblnych zagadnieh i opracowywania wszystkich artykuldw; jest on réwniez
pomystodawca wielu oryginalnych rozwigzan szczegélowych oraz autorem tekstu czterech
artykutéw. W napisanych przez siebie artykutach, ktérych jest pierwszym autorem (artykuty
IV, VI, VIII, 1X), samodzielnie zaproponowat nowe metody i podejscia do rozwazanych
zagadnien. Jego waznym osiagnigciem jest opracowanie i napisanie obszernej czgs$ci ogdlnej
rozprawy. Trzeba réwniez podkresli¢ znaczny zasi¢g probleméw i metod matematycznych i
numerycznych, ktére podejmowat i twérczo stosowat w swojej pracy badawczej. Uwazam, ze
mgr A. Mizera przekonujaco wykazatl swoje zdolnosci do prowadzenia samodzielnej pracy
badawcze;j.

Podsumowujgc moje opinie o rozprawie mgr Andrzeja Mizery stwierdzam, Ze spetnia
ona warunki do nadania stopnia doktora okreslone w ustawie o stopniach i tytule naukowym z
dnia 14 marca 2003 r. ze zmianami wprowadzonymi ustawami z dnia 27 lipca 2005 r. i z dnia
18 marca 2011 r., i stawiam wniosek o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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