Recenzja rozprawy doktorskiej mgr BEATY HAT-PLEWINSKIE)
Wptyw ilosci kopii genu na dynamike sieci regulatorowych w komorce

Praca zostata napisana w Zaktadzie Mechaniki i Fizyki Ptynéw pod kierunkiem doc. dr-a
habilitowanego Tomasza Lipniackiego. Tematyka rozprawy wpisuje sie w najnowsze trendy
biologii obliczeniowej, w ktdrej analiza sciezek sygnaiowyth zyskuje pierwszorzedne znaczenie.
Rozprawa oparta jest na czterech pracach zamieszczonych w renomowanych czasopismach z
listy filadelfijskiej. W dwu z nich mgr Beata Hat-Plewiriska jest pierwszym autorem.

Zasadnos¢ podjecia postawionego w tytule pracy zagadnienia

W zaleznosci od rodzaju komérek liczba kopii danego genu moze byc¢ rézna. Dla komérek
haploidalnych wynosi ona jeden, dla komérek diploidalnych dwa, a dla niektérych komdrek
zmutowanych np. komdrek rakowych liczba ta moze wynosi¢ w ogdlnosci N=2,3,... W dalszej
czesci pracy ten przypadek okresla sie mianem ‘genu N-ploidalnego’. Uzasadnienie podjecia
tego rodzaju zagadnienia jest wielorakie i zostato przejrzyscie sformutowane w podrozdziatach
1.2i 1.3. Niektore geny moga by¢ replikowane juz w normalnych tj. zdrowych komérkach w
odpowiedzi na stresogenne czynniki Srodowiskowe, gdy wzrasta zapotrzebowanie na kodowane
przez dany gen biatko. Liczba gendw moze zmieniac sie na skutek pewnych proceséw, np.
btedéw replikacyjnych. Sytuacja ta ma miejsce np. w przypadku komérek rakowych, w ktérych
nastepuje multiplikacja genomu. Przede wszystkim jednak konieczno$é rozwazenia powyzszego
zagadnienia wynika z obecnego stanu techniki eksperymentéw na zywych komérkach. Dotyczy
to w szczegdlnosci eksperymentéw na pojedynczych komérkach, ktére sg niezbedne do
uchwycenia dynamiki rozpatrywanych zjawisk. Niezmutowane zdrowe komérki obumierajg w
hodowli ‘in vitro’ na tyle szybko, ze $ledzenie proceséw biochemicznych w nich zachodzacych
jest praktycznie niemozliwe. Obecne techniki eksperymentalne umozliwiajg jedynie analize
praktycznie niesmiertelnych komdrek rakowych z dobrze zdefiniowanych linii (takich jak np.
Hela-cells). Co wiecej, w celu rejestracji poziomu syntetyzowanego biatka , nalezy dokona¢ tzw.
transfekcji, tzn. wprowadzi¢ do komérki odpowiednie sekwencje genomu kodujace biatko.
Sekwencje te maja dotgczony czynnik fluoroscencyjny. Liczba transfekowanych sekwencji jest
jednak stabo kontrolowalna. Analiza powyzszych eksperymentéw wymaga wiec uwzglednienia
w rozpatrywanych modelach wptywu liczby kopii genu na zachodzace zjawiska.
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Rozdziat 1 wprowadza czytelnika w biologiczne podstawy ekspresji gendéw i sieci
regulatorowych jako takich, omawia eksperymenty na pojedynczych komérkach stanowigce
zrédto danych doswiadczalnych istotnie bogatsze od eksperymentéw usredniajgcych po catych
populacjach komorek.

Rozdziat 2 podaje podstawowe pojecia, jakie mogg by¢ uzyteczne przy tworzeniu
stochastycznych modeli $ciezek regulatorowych: zmiennej losowej, procesu stochastycznego,
procesu Markowa. Wprowadza sie réwniez réwnanie Chapmana-Kotmogorowa oraz réwnanie
Mistrzow. Szczegélnie ostatnie z nich jest eksploatowane przez autorke w nastepnych czesciach

pracy.

W Rozdziale 3 analizuje sie wptyw liczby kopii genu na procesy ekspresji genéw w komorce z
uwzglednieniem efektdw stochastycznych. Przedmiotem analizy jest tutaj abstrakcyjny model
uwzgledniajacy procesy transkrypcji czagsteczek mRNA i tworzenia sie kodowanych przez nie
czasteczek biatka (translacja). Model ten oparty jest na referencji [15] (T. Lipniacki, P. Paszek,
A. Marciniak-Czochra, A.R. Brasier and M. Kimmel. Transcriptional stochasticity in gene
expression. J. Theor. Biol. 238:348-367 (2006)). W pierwszej czesci rozwaza sie gen
posiadajacy tylko pojedynczg kopie (gen haploidalny). Gen moze znajdowac sie w dwu stanach:
aktywnym i nieaktywnym. Procesy transkrypcji mRNA majg miejsce tylko dla stanu, w ktérym
gen jest aktywny. Aktywno$¢ genu zmienia sie w sposéb stochastyczny, przy czym
prawdopodobieristwo przejscia ze stanu aktywnego w nieaktywny i odwrotnie jest
proporcjonalne do wspétczynnikdw kinetycznych, ktére mogg by¢ zalezne od liczby czasteczek
biatka. Wykorzystujgc uktad rownar Mistrzéw na gestos¢ prawdopodobieristwa liczby
czasteczek mRNA i biatka, autorka wyznaczyta analitycznie $rednie wartosci oraz wariancje
tych wielkosci w przypadku dyskretnym bez autoregulacji, tzn. w przypadku, gdy wspétczynniki
kinetyczne przejécia genu miedzy stanami aktywnym i nieaktywnym nie zalezg od liczby
czgsteczek biatka w komérce. Nastepnie, wykorzystujac fakt, ze Srednie liczby czasteczek mRNA
i biatka sg znacznie wieksze od liczby kopii genu w komorce, przechodzi sie do przyblizenia, w
ktérym poziom mRNA oraz poziom biatka stajg sie liczbami rzeczywistymi nieujemnymi.
Obliczone w tym przypadku wariancje réznig sie od odpowiednich wielkosci w przypadku
dyskretnym. Szkoda, ze autorka nie zinterpretowata powyzszych réznic. W celu dalszego
uproszczenia analizy zaktada sie, ze tempo degradacji mRNA jest relatywnie duze, doktadniej,
Ze Sredni czas zycia czasteczki mRNA jest o wiele krétszy niz $redni czas przetaczania genu.
Pozwala to na zastgpienie ‘liczby’ molekut mRNA przez ich asymptotyczng wartosé
odpowiadajgcg danemu stanowi genu. W tym przypadku opis rozwazanego procesu Markowa



znacznie sig upraszcza i w przypadku braku autoregulacji mozna znalez¢ analityczng postac
funkcji rozktadu dla N-diploidalnego genu z dowolnym N naturalnym. W Rozdziale 5
przedstawione sg wyniki symulacji numerycznych pozwalajgcych na znalezienie funkcji rozktadu
w ogolnym przypadku. Rozdziat ten zawiera szereg ciekawych rezultatéw i analiz. Bardzo
ciekawe jest zapostulowanie trzech wzorcédw aktywacji genu haplo-, di- i tetraploidalnego w
wyniku stymulacji zewnetrznej badz tez w wyniku przytgczenia pewnych czynnikéw
transkrypcyjnych niezaleznych od rozpatrywanego genu, oraz analiza obszaréw istnienia tych
wzorcow w ptaszczyznie odpowiednich parametrow uktadu. Szczegdlnie ciekawe jest istnienie
dobrze zdefiniowanych granic miedzy poszczegélnymi wzorcami (Rys. 5.9, 5.10, 5.11).

W Rozdziale 6 autorka zajmuje sie konkretng Sciezka regulatorows i analizuje wptyw liczby
kopii genéw na dynamike $ciezki sygnatowej tymocytu. Przedmiotem rozwazan jest
deterministyczna wersja modelu zaproponowanego w pracy [74] autorstwa Lipniackiego i
innych. Uktad ten sktada sig z 34 réwnan rézniczkowych zwyczajnych. - Autorke interesuje
wptyw obnizonej lub podwyzszonej liczby kopii genéw kodujacych kinazy ZAP, MERK i ERK na
aktywacje komérki wywotanej aktywacja receptora antygenowego TCR. (Wyjsciowa liczba
kopii genéw wynosi dwa. Z definicji komdrka jest zaktywowana, jesli stosunek liczby podwaijnie
sfosforylowanych kinaz typu ERK do catkowitej ich liczby jest wiekszy niz %.) Wyniki symulacji
numerycznych pokazane sg na Rys. 6.5, 6.6, 6.7.

W Rozdziale 7 autorka dokonuje analizy modeli matematycznych opisujgcych sieci
regulatorowe p53 oraz NF-kB. p53 to jeden z najwazniejszych czynnikéw transkrypcyjnych
zwigzany Scisle z kontrolg cyklu komérkowego, naprawe uszkodzonego DNA oraz
zapoczatkowaniem apoptozy. Zaburzenia w dziataniu sieci regulatorowej p53 prowadzg
najczesciej do rozwiniecia choroby nowotworowej. W swojej ocenie istniejgcych modeli sieci
p53 autorka kierowata sie kilkkoma gtéwnymi kryteriami eksperymentalnymi zamieszczonymi na
str. 82 . Jest to m.in. niezaleznos¢ okresu niegasnacych oscylacji poziomu p53 oraz Mdm2 od
liczby kopii genéw kodujacych biatka p53,‘ Mdm2 i poziomu uszkodzenia taricucha DNA. Przyjete
kryteria pozwolity na ocene przydatnosci szeregu klasycznych modeli sieci p53. Wéréd
analizowanych modeli znajduja sie klasyczne modele grupy Tysona, model Batchelora, czy tez
model zaproponowany w pracy Puszyriskiego i innych. Przeprowadzona analiza doprowadza do
stwierdzenia, ze oscylacje odporne na zmiang liczby kopii genéw moga byé generowane jedynie
w wyniku nadkrytycznej bifurkacji Hopfa. Rozdziat ten koficzy sie krétkim omdwieniem
najwazniejszych rezultatow prac dotyczacych czynnika transkrypcyjnego NF-kB, ktéry zwigzany
jest $cisle z odpowiedzig immunologiczna komérki, w ktérych doktorantka jest jednym ze
wspotautorow.



Ocena uzyskanych rezultatow

Od dawna wiadomo, ze liczba kopii gendw moze miec istotny wptyw na przebieg proceséw
biochemicznych zachodzacych w komérce, jednakze praca pani magister Hat-Plewiriskiej
analizuje zagadnienie wptywu ilosci kopii gendw na dynamike sieci regulatorowych w komérce
w spos6b kompleksowy i systematyczny. Juz samo sformutowanie zagadnienia ma charakter
nowatorski. Co wigcej, praca ta nie ogranicza sie do wnioskéw jakosciowych, ale ma bardziej
zaawansowany charakter, pozwalajgcy na formutowanie (w ramach rozpatrywanych modeli)
szeregu twierdzer ilosciowych. Oczywiscie, rezultaty odnoszace sie do powyzszego
zagadnienia nie mogg mie¢ charakteru globalnego. Wptyw ilosci kopii genu na zjawiska
biochemiczne wewnatrz komérki analizowany jest zatem na przyktadzie kilku wybranych sieci
regulatorowych o podstawowym znaczeniu dla jej funkcjonowania. Sieci te sg stosunkowo
dobrze poznane, jednak wciaz kryjg w sobie szereg tajemnic, dlatego tez dla przeanalizowania
wptywu ilosci kopii genu, modele tych podstawowych $ciezek musiaty by¢ odpowiednio
zmodyfikowane lub rozszerzone np. o efekty stochastyczne, czasem wrecz sformutowane od
nowa. Rezultaty pracy moga znalei¢ szerokie zastosowanie praktyczne. Przede wszystkim
moga by¢ punktem wyjscia do interpretacji i ilo$ciowej analizy danych eksperymentalnych
dotyczacych uktadéw regulatorowych w komarkach, w ktérych liczba kopii genu odbiega od
normalnej. Jest to sytuacja, z ktéra spotykamy sie zaréwno w przypadku komérek
nowotworowych, jak i w przypadku pewnych choréb genetycznych. W chorobach tych dochodzi
badz to do redukcji, badZ do nadmiernego powielenia liczby kopii jakiego$ genu. Na przyktad,
interpretujac odpowiednio dane doswiadczalne mozemy wnioskowac o istnieniu badz tez
nieistnieniu odpowiednich petli sprzezenia zwrotnego.

Druga z prac bedacych podstawa rozprawy (B. Hat, K. Puszyrski, T. Lipniacki, Exploring
mechanisms of oscillations in p53 and NF-kB systems, JET Sys. Biol. 2009) dotyczy $ciezek
regulatorowych zwigzanych bezposrednio z mutacjami rakowymi. Oprécz nietrywialnej
sktadowej analitycznej, prace te zawieraja m.in. synteze szerokiej klasy modelowania $ciezki
regulatorowej biatka p53 ich weryfikacje w kontekscie ich zgodnosci z danymi
eksperymentalnymi, doktadniej niezaleznosci okresu oscylacji koncentracji biatka od liczby
kopii genu. Swiadczy to o tym, ze doktorantka osiggneta juz duzy stopien dojrzatosci naukowej,
pozwalajacy jej juz na stawianie wtasnych hipotez w kontekscie bardziej globalnego spojrzenia
na badane zjawiska. Prace te, bedaca osnowg Rozdziatu 7 rozprawy, uwazam za najwazniejszy
rezultat dotychczasowej dziatalnosci naukowej magister Beaty Hat- Plewinskiej.

W zasadzie wszystkie rozdziaty rozprawy zawieraja rezultaty istotne z punktu widzenia
modelowania sieci regulatorowych. Ich wartos¢ opiera sie zaréwno na solidnych podstawach



biologicznych rozpatrywanych modeli, jak i na odwadze w formutowaniu hipotez. Rozprawa
stanowi doskonaty przyktad zastosowania matematyki w zagadnieniach biologii i medycyny.

Z matematycznego punktu widzenia praca faczy w sobie teorie uktadéw dynamicznych z
elementami statystyki. Autorka wykazata sie znajomoscig podstawowych poje¢ z zakresu
procesow stochastycznych oraz duza sprawnoscia rachunkowa, ktérej dowodem jest zawarto$¢
Rozdziatu 4. Opanowata teorie bifurkacji uktadéw dynamicznych, w szczegélnosci bifurkacji
prowadzacych do generacji rozwigzan oscylacyjnych. Chociaz numeryczne badanie zagadnier
poczatkowych dla uktadéw zwyczajnych réwnar rézniczkowych jest juz dzisiaj stosunkowo
tatwe ze wzgledu na dostepnos¢ wielu doskonatych pakietéw obliczeniowych, pewne problemy,
np. poszukiwanie orbit periodycznych poprzez dobér odpowiednich wartoéci w
wielowymiarowej przestrzeni parametréw, wciaz s bardzo pracochtonne. Z problemem takim
autorka miata m.in. do czynienia w Rozdziale 7 i uporata sig z nim znakomicie. Swiadczy to o
duzej wyobrazni rachunkowej. Na koniec, a moze przede wszystkim, nalezy podkresli¢ bardzo
dobre przygotowanie w zakresie biologii, co w potaczeniu z solidnoscia matematyczng oraz
pracowitoscig zaowocowato bardzo dobrg rozprawa.

Konstrukcja pracy jest przejrzysta i dobrze przemysélana. Praca napisana jest jasnymii
zrozumiatym jezykiem, z duzg dbatoscig o doktadno$¢ sformutowan. Pod tym wzgledem prace
mozna uznaé Wrecz za Wzorcowa.

Uwagi krytyczne
Podrozdziat 3.2.4

Do wyprowadzenia rownan ciggtosci dla funkcji gestosci prawdopodobieristwa g i h wkradto sie
szereg btedow i przeoczen polegajacych na nieuzasadnionym wyfaczaniu czynnikéw przed znak
catki oraz stosowaniu twierdzenia Gaussa-Ostrogradzkiego. Stwierdzenie

‘Obszar catkowania zalezy od czasu, stosujemy wiec twierdzenie Gaussa-Ostrogradzkiego,
zgodnie z ktérym wchodzimy z pochodna pod znak catki’

wydaje sie zupetnie niezrozumiate.

Nalezy jednak podkresli¢, ze wyprowadzenie to nie ma charakteru istotnego dla reszty
rozprawy, gdyz zostato podane w jednej z wczesniejszych referencji ([15]).

Podrozdziat 3.2.6 — przyblizenie K-E modelu ciggtego.

Autorka myli Sredni czas zycia z szybkoscig degradacji oraz zaktada formalnie jedynie zwykfe
nierownosci miedzy odpowiednimi wielko$ciami. Z reguty, stwierdzenie, ze jaki$ parametr jest
maty w poréwnaniu z jakims innym zapisuje sie w postaci nieréwnosci ‘<<’. Jeéli zdaniem



autorki, zatozenia nie wykorzystujgce nierdwnosci ‘<<’ sg wystarczajgce do stosowania tego
przyblizenia, to nalezy powiedzie¢ w jakim sensie. Poniewaz przyblizenie to jest podstawg
rozwazan Rozdziatéw 4 i 5, powinno by¢ lepiej uzasadnione.

Podrozdziat 3.4

W podrozdziale tym twierdzi sie, ze obszary Dy sg obszarami niezmienniczymi dla uktadu
réwnan (61)-(62), lecz nie ma tutaj zadnego odniesienia sie do Dodatku C. Nie ma tez
sformutowanego zadnego lematu. Dodatek C nosi natomiast tytut Dowdd Lematu. Lemat taki
pojawia sie dopiero w samym dodatku.

Podrozdziat 6.2
Na str. 66 znajduje sie stwierdzenie:
‘jesli w danym tymocycie

ERK_pp max(po czasie)/ERK_{total} >1/2 _

przyjmujemy, ze aktywacja komorki jest stabilna. ‘

Powinno chyba by¢ ‘...przyjmujemy, ze komdrka jest przejsciowo aktywna’

Uwagi powyzsze nie mogq jednak zmienic¢ ogdinej pozytywnej oceny rozprawy.

Reasumujac, praca mgr Hat-Plewinskiej spetnia wszystki e wymagania Ustawy o
Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym z dnia 14 marca 2003 i wnosze o
dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Warszawa, 28.09.2009

Dr hab. Bogdan Kazmierczak



