Recenzja rozprawy doktorskiej Beaty Hat-Plewinskiej
"Wptyw ilosci kopii genu na dynamike sieci regulatorowych w komérce"

Obserwujemy ostatnio burzliwy - EozZWos metod ilosciowych w  naukach
biologicznych. W szczegdbdlnosci niezwykle 1istotne staja sie modele
matematyczne pozwalajace zrozumieé i przewidywaé wlasnosci biochemicznych
procesdw na poziomie molekularnym. Jednym z podstawowych proceséw
zachodzacych w komérce Jest regulacja ekspresji gendéw. W klasyczne]
kinetyce chemicznej, ewolucja czasowa reagujacych substancji modelowana
jest za pomoca ukladu rédwnan rézniczkowych zwyczajnych opisujacych zmiany
stezenia substratéw i produktéw. Jednakze w odrdznieniu od procesdw,
ktérymi zajmuje sie klasyczna kinetyka chemiczna, reakcje ekspresji gendw
moga zachodzi¢ w bardzo mailych objetosciach i1 uczestnicza w nich bardzo
mate liczby czasteczek. Konieczny staje sie wtedy opis stochastyczny takich
uktadow.

Rozprawa doktorska Beaty Hat-Plewinskiej poswiecona jest badaniom
wpiywu zmiany liczby kopii gendéw na jakosciowe i ilosSciowe zachowanie
réznych modeli sieci regulatorowych. W pierwszej czesci rozprawy
rozpatrywany jest klasyczny stochastyczny model ekspresji genu z zewnetrznag
regulacja 1 autoregulacja. Mamy tutaj do czynienia z procesem urodzin
(transkrypcja 1 translacja) oraz s$mierci (degradacja mRNA 1 biatka) i
przetaczaniem genu miedzy dwoma stanami: aktywnym i nieaktywnym.

W przypadku regulacji zewnetrznej mozna otrzymaé analityczne wzory na

wariancje biatka w stanie stacjonarnym (Paszek 2007). Doktorantka
wyprowadza te wzory w Dodatku A bez precyzyjnego powotania sie na
wczesniejsza prace. Nastepnie =zakitada, ze 1ilo$ci czasteczek bioracych
udziatr w procesach sa na tyle duze, ze Jjedyne istotne fluktuacije

stochastyczne sa wynikiem przelaczania genu (tak zwany model ciagty). Jest
to podejscie zaproponowane w (Lipniacki i inni 2006). Odpowiednie wzory dla
wariancji bialtka zawarte sa w pracy Paszka i w Dodatku A. Rozumiem, ze
wzory te nie stanowia oryginalnego wkladu rozprawy ale nalezaloby to jasno
napisa¢. Istotnym, oryginalnym i niezwykle ciekawym wkladem doktorantki
jest analiza wplywu liczby kopii genu na postaé rozktadu stacjonarnego, a w

szczegdbdlnosci na wariancije liczby czasteczek biatka. Doktorantka
przeprowadza obliczenia analityczne i numeryczne dla modelu ciagtego z
autoregulacijag w przyblizeniu Keplera-Elstona (biatko produkowane
bezposrednio z genu). Dla modelu z jedna kopia genu wyprowadza wzdér na

rozktad stacjonarny. Jest to mozliwe dzieki istnieniu catki pierwsze]
uktadu dwéch liniowych réwnan rézniczkowych zwyczajnych ze zmiennymi
wspdtczynnikami. Czuje tutaj pewien matematyczny niedosyt. Mozna by zadacé
pytanie dlaczego dla rozpatrywanych przez doktorantke gendw diploidalnych i
tetraploidalnych nie mozna wyprowadzié¢ w podobny sposéb wzordédw przynajmnie]
na wariancje. Nalezaloby sie tez w tym miejscu rozprawy odnies$é do pracy
fself-regulating gene: An‘exact' sclutien”, Hernes i inni, Phys. Rev. B2,
051907, 2005). Wyprowadzona tam zostalta funkcja rozktadu dla petnego modelu
stochastycznego dla pewnej klasy autoregulacji.

W rozprawie zaprezentowane zostaly wyniki numeryczne dla gendw
haploidalnych, diploidalnych i tetraploidalnych (dla uktadédw bez regulacji
i dla gendéw haploidalnych 2z autoregulacja mamy wzory analityczne
wyprowadzone zreszta przez doktorantke wiec wyniki numeryczne sa chyba
tylko testem metody i szkoda, 2Ze nie ma komentarza jak ten test wypadil).
Jest to niezwykle interesujaca i najlepiej napisana (dla matematyka) czes$cé
rozprawy. Dla dodatniego sprzezenia zwrotnego pojawiaja sie trzy wzorce
aktywacji (prosty, bimodalny i unimodalny). Dla rdéwnoczesnej aktywacji genu
haplo-, diplo- i tetraploidalnego wystepuje dziewie¢ wzorcdw. Doktorantka
przeprowadza szczegdiowa analize wzorcdéHw i omawia konsekwencje braku jedne]
kopii genu lub duplikacji genu. Sa to niezwykle wazne wyniki. Przyktadowo,
strata genu moze =zatrzyma¢ ciagla aktywacje genu a duplikacja moze
zniszczy¢ przetacznikowe dzialanie genu co moze prowadzié do réznych
chordéb. Doktorantka wykazuje réwniez, ze strata jednej kopii genu w



uktadach =z autoregulacja nie moze by¢ zrekompensowana przez podwojong
ekspresje pozostaltej kopii genu jak to ma miejsce w uktadach bez
autorequlacji.

W drugiej czes$ci pracy doktorantka bada wptyw liczby kopii genéw na
dynamike $ciezki sygnalowej tymocytu. System sygnatowy Jjest modelowany
przez ukiad 37 réwnan rézniczkowych zwyczajnych opisujacych ewolucie
poziomu réznych biatek. Réwnania te (i niestety pewne oznaczenia i state)
nie zostaly zaprezentowane w rozprawie, mozna je zobaczyé w pPraecy . (Hat i
inni 2008). Oméwione natomiast zostaty wyniki numerycznych rozwiazan.

W trzeciej czesSci pracy doktorantka analizuje wpiyw liczby kopii

gendéw na dynamike sieci regulatorowych czynnikéw transkrypcyjnych p53 i
NF-xB. Doswiadczenia przeprowadzone na pojedynczych komérkach pokazuja, ze
czynniki te generuja niegasnace oscylacje o okresie niewrazliwym na poziom
stymulacji. Doktorantka proponuje nowa metode walidacji modeli $ciezek
regulatorowych opierajaca sie na analizie wrazliwosci okresu oscylaciji na
zmieniajaca sie liczbe kopii gendéw oraz na poziom stymulacji. Pokazalta, ze
modele opierajace sie na nadkrytycznej bifurkacji Hopfa generuja oscylacije
0 okresie odpornym na zmiane intensywnogci degradacji i liczby kopii genu,
W przeciwienstwie do modeli =z bifurkacja podkrytyczna Hopfa. Ta czes¢ pracy
prezentuje numeryczne rozwiazania réwnan, ktérych nie widzimy. Zdaje sobie
sprawe, ze jest ich znowu bardzo duzo ale chyba dobrze byloby zobaczyé
jakiego rodzaju sa to réwnania i gdzie sa te sprzezenia zwrotne i
opéznienia czasowe (nawiasem piszac nie zauwazytem w rozprawie obecnosci
réwnan rézniczkowych z opéznieniem), ktére generuja oscylacije.

Formalny uktad rozprawy jest bardzo dobry. Jej duza czesé zawiera
elementarne wprowadzenie do biologii i procesdw biochemicznych co jest
bardzo wazne w pracach interdyscyplinarnych. Cytowana literatura jest
obszerna lecz jest troche uchybien: pozycje 13 i 14 sa takie same jak
pozycje 44 i 57, cytowanie na str. 33 jest ze znakiem zapytania.

Pomimo powyzszych krytycznych uwag, moja ogdlna ocena pracy Ijest
bardzo dobra. Rozprawa Beaty Hat-Plewinskiej jest przykladem bardzo dobrej
pracy interdyscyplinarnej z zastosowan matematyki i metod numerycznych w
biologii. Zawiera bardzo wazne wyniki.

Rozprawa speinia wszelkie wymagania stawiane pracom doktorskim.
Rekomenduje dopuszczenie Beaty Hat-Plewinskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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