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






