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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Ochab
..Zastosowanie metodyki uktadow z przetaczeniami do opisu i analizy uktadéw biologicznych”

pod kierunkiem dr hab. inz. Krzysztofa Puszynskiego, prof. nzw. Politechniki Slaskiej

Cell i charakterystyka pracy

Praca doktorska przedstawia mozliwosci zastosowania uktadow z przelgczeniami do
modelowania i analizy procesow biologicznych. Uklady z przelgczeniami stanowig klase
uktadow znang z teorii automatyki, dzialajacych na zasadzie skokowych zmian parametréw i
struktury modelu. Autorka de facto proponuje, ze uktady z przelaczeniami moga stanowié
pozyteczne narzedzie do opisu ukladow biologicznych, swoistg alternatywe dla powszechnie
stosowanych silnie nieliniowych modeli matematycznych.

Gléwnym osiggnieciem pracy jest zaproponowanie kompleksowych metod analizy
uktadow z przelaczeniami. Zaproponowane metody bazuja na znanej w literaturze teorii uktadow
kawatkami liniowych, jak réwniez autorskich algorytmoéw symulacji i analizy heterogenicznosci
populacji. W rozprawie Autorka skupia si¢ na analizie wewngtrzkomoérkowych procesow
regulacyjnych zwigzanych 2z ckspresja genow oraz Sciezkg sygnalizacji czynnika
transkrypcyjnego p53. Metodyka oparta o uktady z przelaczeniami zilustrowana na powyzszych
przyktadach pozwala na lepsze poznanie ich wlasciwosci oraz sformutowanie nowych predykeji.

Wyniki bezposrednio zwigzane w praca doktorska zostaly opublikowane w jednym
czasopismie figurujacym na liscie filadelfijskiej (Ochab ef al. Biomedicai Engineering Online
2017), pigciu artykutach w recenzowanych materiatach konferencyjnych, indeksowanych w Web
of Science (w tym mgr inz. Ochab jest pierwszym autorem czterech publikacji) oraz okoto
dziesigciu artykutach recenzowanych w innych materiatach konferencyjnych lub monografiach.
Material zawarty w pracy doktorskiej jednoczesnie stanowi podsumowanie tych publikacji, jak i
w pewnych obszarach wykracza poza ich zakres.

Praca sklada si¢ z abstraktu (w jezyku angielskim) oraz szesciu rozdzialow: zwigztego
wprowadzenia okreslajacego cele pracy, wprowadzenia do ukladow z przelgczeniami w
kontekscie biologicznym, trzech rozdzialéw z wynikami oraz podsumowania. Gléwne wyniki
pracy zawieraja:

1. Przedstawienie wybranej metodologii analizy ukladéw z przelgczeniami (Rozdzial 3).
Autorka przedstawia kompleksowy schemat analizy uktadéw z przetgczeniami, ktérych
podukfady sa liniowe (PLDE). Na podstawie literatury, Autorka wyprowadza ogolne
rozwigzania analityczne dla przelaczen w czasie (w przypadku, gdy znana jest sekwencja
przelaczen) oraz opisuje stosowanie grafu tranzycji w celu przedstawiania przejs¢ mig¢dzy
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poduktadami. W kolejnej czesci, Autorka wprowadza metody analizy punktow stacjonarnych
na podstawie Mestla et al. (dla prostych ukladow z produkcja i degradacjg). Autorka
proponuje rozszerzenie powyzszej metody dla uktadow bardziej zlozonych (gdzie zmienne
stanu moga by¢ zalezne od zmiennych przelaczajacych, a takze bezposrednio od innych
zmiennych czasu) na podstawie macierzy Jacobiego oraz logoid-Jacobiego. Efektem tych
rozwazan jest ogélny algorytm poszukiwania punktow stacjonarnych w ukladach PLDE.
Nastepnie, Autorka skupia si¢ na analizie heterogenicznosci populacji w ukladach z
przelaczeniami, gdzie proponuje dwa algorytmy; (i) uwzglednienie losowosci wartosci
progowych na podstawie rozktadu normalnego; (ii) uwzglednienie losowosci przetgczen przy
uzyciu funkcji Hilla zaleznej od stanu uktadu. Wprowadzona metodologia zilustrowana jest
na prostych i czytelnych przyktadach.

2. Opis i analiza prostych ukltadow regulacji biatka (Rozdzial 4). Autorka rozwaza klasyczne
modele produkcji bialka opisujgce transkrypcje genu, translacj¢ mRNA oraz degradacje.
Modele uwzgledniaja dodatnie i ujemne sprzgzenie zwrotne oraz terapeutyczng interwencj¢
w celu obnizenia poziomu biatka. W modelu istnieja dwa rodzaje przetaczen; aktywacja/
dezaktywacja genu zalezy od poziomu bialka, natomiast podanie leku (zwigkszajace skokowo
degradacje¢ bialka) jest przelaczeniem zaleznym od czasu.

Wzgledna prostota rozwazanych ukladow pozwala na szczegdlowe zaprezentowanie
metodologii oraz dokladnego przebadania wilasnosci ukladu. Autorka wyprowadza
rozwigzania analityczne, a nastgpnie wyznacza punkty stacjonarne (zwyczajne oraz
osobliwe). W uktadzie ze sprzgzeniem dodatnim, dla posredniego zakresu leku wspdtistnieja
dwa zwyczajne punkty stacjonarne. W ukladnie ze sprzezeniem ujemnym jest jeden
zwyczajny oraz jeden osobliwy punkt stacjonarny, ktéry powoduje pojawienie si¢ oscylacji
w przebiegach czasowych wokdt wartosci progowych. W obu uktadach mozna osiggna¢ cel
terapeutyczny, przy czym dla uktadu ze sprzgzeniem ujemnym jest on osiggni¢ty dla nizszego
stezenia leku.

W kolejnej czgsci Autorka przeprowadza symulacje heterogenicznosci populacji za pomoca
losowego progu aktywacji genu. W uktadzie ze sprz¢zeniem dodatnim powstajg subpopulacje
(wynikajace z dwoéch punktéw stacjonarnych), natomiast w ukladzie ze sprzgzeniem
ujemnym dochodzi do zréznicowania wartosci bialka w stanie ustalonym. Losowy czas
podania leku wydtuza czas odpowiedzi, szczegolnie w modelu ze sprz¢zeniem dodatnim. W
ostatniej czeSci Autorka analizuje modele z losowym przelgczaniem, zakladajgc, ze
prawdopodobienstwo aktywacji zalezy od stanu (ilosci biatka) opisanej funkcja Hilla. Rozna
,»wrazliwos¢” komdrki modelowana jest poprzez wartosci parametru Hilla, n. Dla duzych
wartoscl n, e.g. 5 symulacje heterogenicznosci populacji sg bardzo zblizone do rozwigzania
deterministycznego, natomiast dla mniejszych wartosci dochodzi do rosngcych fluktuacji
poziomu biatka.

Opis i analiza modutu regulatorowego p33 (Rozdzial 5). Autorka proponuje uproszczony
model regulacji biatka p53 w konwencji PLDE. Model uwzglednia dwa sprz¢zenia zwrotne;
(i) ujemne, gdzie p53 aktywuje biatko MDM2, ktére nastepnie degraduje p53 oraz (ii)
dodatnie, gdzie p53 aktywuje biatko PTEN, ktére blokuje dzialanie biatka MDM?2.
Wymuszenie R odpowiadajace uszkadzaniu DNA (stresowi komoérkowemu). W modelu
uwzgledniono 4 wartosci progowe zalezne od poziomoéw bialek w uktadzie. Podstawowe
symulacje uzyskanego modelu odwzorowuja zachowanie si¢ analogicznego silnie
nieliniowego modelu nieliniowego, tj. oscylacje p53 dla sredniego poziomu stresu (areszt
cyklu komoérkowego) oraz wysoki stan ustalony dla duzego stresu (odpowiadajgcy
apoptozie). Co ciekawe, model z przelaczeniami produkuje bardziej realistyczne wartosci
zmiennych w uktadzie, aczkolwiek w samych przebiegach wida¢ momenty przetgczania.

Combining the strengths of UMIST and
The Victoria University of Manchester



Autorka wyznacza rozwigzania analityczne w poszezegdlnych domenach oraz analizuje
punkty stacjonarne modelu na podstawie metodologii wprowadzonej w Rozdziale 3. Dla tak
skomplikowanego ukladu jest to trudne zadanie, a wystgpuja w nim zar6wno Zwyczajne
punkty stacjonarne, jak i osobliwe punkty stacjonarne, wokot ktérych moga wystepowac
oscylacje. Autorka pokazuje wykresy bifurkacyjne; w ukladzie wystgpujg stabilne oscylacje
dla $redniego poziomu stresu R, natomiast dla duzego R trajektorie stabilizuja si¢ lub oscyluja
w zaleznosci od bliskosci do roznych punktéw stacjonarnych. Ciekawa predykcja wynikajaca
z modelu sa rozne zakresy oscylacji dla $redniego poziomu stresu, ktére wynikajg z r6znych
poziomoéw biatka PTEN.

W kolejnej czesci Autorka bada efekty heterogenicznosci populacji w przedstawionym
modelu. Zatozenie rozkladu normalnego dla wartosci progowych (aktywacji produkcji
MDM2 lub PTEN) prowadzi do tworzenia si¢ subpopulacji (odpowiadajgcym roznym
punktom ustalonym), powstawaniu oscylacji o réznych (>2) zakresach (w zaleznosci od
poziomu MDM2) oraz rdéznicowania si¢ czasu apoptozy. Zréznicowanie wartosci progowej
transportu MDM?2, wplywa raczej na czas podjecia decyzji apoptotycznej, natomiast
zrdéznicowanie progu degradacji p53 powoduje tworzenie si¢ subpopulacji. Zréznicowanie
aktywacji wszystkich proceséw na raz prowadzi do subpopulacji dla wszystkich zakreséw
stresu, np. dla duzych wartosci R wystepuja wszystkie rodzaje odpowiedzi.

Na koncu nastepuje losowa zmiana przetgczen na podstawie funkcji Hilla, analizowana dla
roznych wartosci wspotczynnika Hilla (od 5 do 30). Dla mniejszych wspétczynnikéw Hilla
(a wiec wickszej losowosci) obecne sg fluktuacje pozioméw zmiennych w ukladzie, ktore
prowadzi do wyraznego tlumienia oscylacji dla srednich i matych zakresow R. Dla duzych
wspotczynnikow Hilla trajektorie przypominajg symulacje deterministyczne badz wydtuza
si¢ czas oczekiwania do apoptozy (dla duzego poziomu stresu).

Bez watpienia przedstawiona analiza modutu p53 pozwala na lepsze zrozumienie dzialania
tego uktadu, jak rowniez pokazuje skutecznos¢ zaproponowanej metody.

Uwagi ogoélne, krytyczne i dyskusyjne

Jak pokazuje przedstawiona w pracy analiza zrodel, obecne metody analizy procesow
biologicznych opieraja si¢ o zastosowanie silnie nieliniowych réwnan rézniczkowych lub
symulacji stochastycznych odpowiednich reakcji biochemicznych. Wadami tych metod sa
trudnosci zwigzane z otrzymaniem rozwigzan analitycznych, skomplikowang (badz tylko
lokalng) analize stabilnosci czy tez duze ograniczenia obliczeniowe w przypadku symulacji
stochastycznych. W pracy tej, Autorka bardzo przekonujgco wykazuje, ze zastosowanie uktadow
z przelagczeniami moze stanowi¢ nie tylko pewng alternatywe, ale bardzo skuteczne narzgdzie
matematyczne do analizy dynamicznych procesow biologicznych. Zaproponowany schemat
analizy uktadéw wychodzi poza obecny stan wiedzy w dziedzinie i bez watpienia stanowi istotny
wkiad w rozwdj narzedzi inzynierii biologicznej. Przedstawione przyklady, a w szczegdlnosci
analiza modutu p53 w istotny sposob przyczyni si¢ do zrozumienia podstaw dziatania tego
waznego uktadu biologicznego. Bez watpienia sg to wyniki, ktére powinny by¢ opublikowane w
rozsadnych czasopismach w dziedzinie inzynierii medyczne;.

Praca jest starannie przygotowana oraz dobrze przemyslana. Wyniki pracy sg oryginalne i
zaprezentowane w przystepny sposob. Pojawiajg si¢ pewne niedociggniecia w opisie, np. abstrakt
zawiera bledy jezykowe, strona 49: j21 zamiast 121, 132 zamiast j32 w opisie; Rys. 45. nie jest
jasny czas wlaczania leku na podstawie skali czasowych, ale nie umniejszajg one wartosci pracy.
Interesujace prace zawsze prowokuja pytania, najwazniejsze sg zataczone ponize;.
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1) Sformutowanie prostych modeli produkcji biatka: Autorka rozwaza proste modele produkcji
biatka, jednakze sformutowanie problemu odbiega od klasycznego opisu. Tzn. model
zaklada dwa allele genu, z ktérych jeden jest wlaczony na stale, natomiast drugi allel
podlega przetaczeniom w zaleznosci od sprzgzenia zwrotnego. Wydaje mi sig, ze taki typ
regulacji jest raczej malo spotykany, z reguly allele jednego genu zachowuja si¢ dosy¢
podobnie. Niejasnosci dodaje opis odnoszacy si¢ do regulacji dwéch genéw, zamiast
jednego genu o dwdch allelach. Prosze o lepsza motywacj¢ zaproponowanego modelu.
Przedstawiony problem mozna sformutowaé przy pomocy konstytutywnej produkcji oraz
dwoch alleli regulowanych przez sprzezenia.

2) Analiza stabilnosci: Brakuje dyskusji o ogdlnym zastosowaniu metod analizy stabilnosci na
podstawie macierzy logoid-Jacobiego. Metoda zaproponowana przez Autorke jest dosy¢
heurystyczna (réwnania 3.31-3.38), macierz logoid-Jacobiego nie zawsze uwzglednia
wszystkie zaleznosci (patrz prosty model regulacji biatka, strona 82), natomiast analityczne
punkty stacjonarne nie sg zawsze potwierdzone numerycznie (uktad p53, strona 128). Z czego
wynikajg te rozbieznosci i na ile ograniczaja one zaproponowana metode?

3) Analiza heterogenicznosci progoéw: Autorka proponuje dwa algorytmy, pierwszy opierajacy
sie na losowaniu wartosci progowych, drugi na zastosowaniu rozktadu prawdopodobienstwa
zaleznego od stanu poprzez nieliniowg funkcj¢ Hilla. Pierwsza metoda jest bardzo intuicyjna,
tj. losowo$¢ zwigzana jest z poziomami bialek regulacyjnych, etc. i prowadzi do
heterogenicznosci poziomow jak rowniez tworzenia si¢ subpopulacji wynikajgcych z réznych
stanow ustalonych. Np. w module regulacji p53 powoduje to powstawanie oscylacji o
réznych zakresach oraz wspoétistnienia nawet 3 stanow dla jednej warto$ci wymuszenia.
Mozna by si¢ zastanowi¢, czy zamiast rozktadu normalnego nie zastosowaé rozktadow z
dlugim ogonem (np. logarytmicznie normalnego), ktére sg blizsze parametrom
komorkowym. Réwniez, brakuje poréwnania symulacji progéw do losowych zmian innych
parametréw modelu, np. temp produkcji i degradacji, stosowanych w przypadkach
klasycznych uktadow nieliniowych. Wydaje sie, ze w tym przypadku efekt bedzie podobny.
Mozna tez si¢ zastanowi¢ czy badany uklad z przelaczeniem jest bardziej wrazliwy na
wartosci progowe ¢zy na zmiany innych parametrow modelu. Nalezy rowniez zastanowié si¢
w jakim stopniu progi aktywacji sg parametrami, ktére mozna identyfikowac na podstawie
danych biologicznych lub mierzy¢ eksperymentalnie. Jest to wazne dla ogélnej przydatnosci
takiej kasy modeli.

4) Analiza heterogenicznosci populacji poprzez funkcje Hilla: Zastosowany schemat symulacji
jest modyfikacja schematu Gillespiego (a doktadniej z symulacji hybrydowych, gdzie czes¢
zmiennych uktadu jest deterministyczna) zaktadajacg funkcje Hilla. W przypadku prostego
modelu produkcji biatka, dla duzego n (czyli duzego matego ,,szumu”) widzimy rozwigzania
bliskie deterministycznym, natomiast dla matych n wystepuja fluktuacje pozioméw. Nie jest
do konca jasne (przynajmniej dla mnie) czy w ukladzie z dodatnim sprzezeniem widaé
subpopulacje odpowiadajace bistabilnosci. W modelu p53 mamy raczej do czynienia z
tlumieniem oscylacji (dla mniejszych n), w skrajnych przypadkach widzimy rozne stany
ustalone (Rys. 5.28, n=30, maly ,;szum”). Mozna by to interpretowac, ze losowos¢ (tzw.
intrinsic noise) ma raczej maly wplyw na przebiegi, i generalnie prowadzi do ttumienia
trajektorii. Z drugiej strony, to duzy szum powinien wzbudza¢ oscylacje dla nizszego
poziomu R (w poréwnaniu z modelem deterministycznym) lub ulatwia¢ ,,wchodzenie” w
rozne stany ustalone - co nie jest jasne na podstawie przedstawionych przebiegdw.
Dodatkowo, w niektérych przykladach pojawiaja si¢ duze roznice miedzy rozwigzaniami
deterministycznymi a Srednimi z symulacji stochastycznych (Rys. 4.13). Raczej tak nie
powinno by¢, szczegélnie w prostym ukladzie i moze $wiadezy¢, ze funkcja Hilla zmienia
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charakterystyki modelu. Wreszcie, wspdlczynnik Hilla, ktoéry Autorka definiuje jako
,wrazliwos$¢” komorek jest dosy¢ trudny do zinterpretowania biologicznego i zapewne do
identyfikacji na podstawie danych. Czy w zwigzku z przedstawionymi wynikami,
zroznicowanie odpowiedzi p53 obserwowane eksperymentalne wynika raczej z losowosci
progow (tzw. extrinsic noise), niz stochastycznosci przetaczen (tzw. intrinsic noise)? Wydaje
si¢, ze interpretacja metody wymaga dodatkowej dyskusji.

5) Rozne odpowiedzi w module p53: Z perspektywy biologicznej jest to najciekawsza czesé
pracy. W ukladach z losowymi warto$ciami progowymi, model przewiduje rézne zakresy
oscylacji dla heterogenicznej populacji (np. Rys. 5.9B, 5.13A oraz 5.15B). Moze to
swiadezy¢ o istnieniu dodatkowych/nowych stanow w uktadzie (oprocz aresztu cyklu
komorkowego oraz apoptozy). Z drugiej strony Chen et al. niejednoznacznie interpretuje
oscylacje vs. wysoki poziom p53- oba przebiegi wydaja si¢ prowadzi¢ do tych samych loséw
komorek. Nie jest jasne na podstawie symulacji czy rozne zakresy oscylacji charakteryzujg
si¢ roznymi czestotliwosciami, tzn. czy na tej podstawie mogg by¢ zidentyfikowane
eksperymentalnie. (O ile pokazane sg przebiegi oraz amplitudy oscylacji, analiza
czestotliwoscei nie jest pokazana- mimo kilku odwotan w tresci rozprawy). Czy w obecnych
danych eksperymentalnych przy uzyciu mikroskopii przyzyciowej mozna zauwazy¢ podobne
zachowania. Z drugiej strony, czy rozne zakresy oscylacji obecne sg w modelu nieliniowym
(5.13-5.16), czy raczej wynikaja z zalozen o ilosci progéw w ukladzie?

Whiosek koncowy

Przedstawiona rozprawa doktorska wnosi istotny wkiad w rozwoj narz¢dzi do analizy procesow
biologicznych, jak rowniez w wiedz¢ na temat procesow regulacji genow oraz modutu p53.
Praca Swiadczy o bardzo dobrej znajomosci problemu przez doktorantke oraz w petni realizuje
przedstawione cele. W zwigzku z tym wnoszg o dopuszczenie mgr inz. Magdaleny Ochab do
publicznej obrony. Przy satysfakcjonujacym odniesieniu si¢ do powyzszych uwag oraz
przebiegu obrony, wnioskuje o wyrdznienie pracy.
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