Krakow, 21.03.2024 r.

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ : :
PANI MGR INZ. ALEKSANDRY CABAJ ZATYTULOWANE) UMIWERSYTE
JAGIELLONSKI
»Modeling the impact of Hypoxia Inducible Factors binding W KRAKOWI
on gene expression in human endothelial cells during hypoxia”
Regulacja ekspresji genéw przez czynniki transkrypcyjne z rodziny HIF stanowi przyktad
adaptacji komérek do niekorzystnej sytuacji obnizonego stezenia tlenu. Jak wazne s3 to
zagadnienia moze wskazywa¢ fakt, ze w 2019 roku, za badania nad poznaniem wydzial Biochem

mechanizméw kontrolujgcych odpowied? komérek na zmieniajacy sie poziom tlenu,
Szwedzka Akademia Nauk (Komitet Noblowski) uhonorowata 3 wybitnych badaczy
(Williama G. Kaelina Ir., Sir Petera J. Ratcliffa i Gregga L. Semenze) Nagrodg Nobla
w dziedzinie medycyny i fizjologii. Temat ten zainteresowat réwniez Pania mgr inz.
Aleksandrg Cabaj, ktdra za cel swojej pracy doktorskiej postawita opracowanie modelu
opisujgcego regulacje odpowiedzi gendw docelowych na niedotlenienie (hipoksje).
Wykorzystujgc techniki modelowania molekularnego, ktére obecnie sa istotnym
narzedziem badawczym, komplementarnym do badan doswiadczalnych, skupita sie na
badaniu mechanizmdw aktywacji czynnikéw HIF1 i HIF2 oraz konsekwencji wigzania tych
czynnikéw do tzw. sekwencji HRE obecnej w wielu genach docelowych, regulowanych
przez hipoksje. Doktorantka swoje badania zrealizowata w Pracowni Bioinformatyki
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk pod
opieka Pana prof. dr hab. Michata Dgbrowskiego (promotor) i Pani dr Agaty Charzynskiej

(promotor pomocniczy).

Formalny opis rozprawy

Przedfozona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny ukfad i jest napisana w jezyku

angielskim. Tytut pracy pokrywa sig z tresciami rozprawy. Prace otwierajg Streszczenia

w jezyku polskimi i angielskim, dalej zawarto Wykaz skrétéw, a kolejnym rozdziatem jest

Wstep, dobrze wprowadzajagcy w temat badawczy. Po przedstawieniu Celu pracy, ul. Gronostajowa 7
Doktorantka skupita sie na zwieztym opisaniu metod badawczych, by w korficu 5 57 957
zaprezentowac uzyskane w pracy Wyniki. Koricowe rozdziaty to krétka, ale rzeczowa
Dyskusja, podsumowana oddzielnym rozdziatem zatytutowanym Summary and
conclusions. Wazne informacje zawarto réwniez w rozdziatach 7-9, informujacych

o zrodtach finansowania badar, wspétudziale innych oséb w badania przedstawione
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w dysertacji oraz zgodach na wykorzystanie w pracy rysunkéw z opublikowanych prac.
Bibliografia liczy 132 pozycje, jest odpowiednio sformatowana i umotzliwia fatwe
odszukanie cytowanych publikacji w zasobach internetowych.

Rozprawa jest dobrze zredagowana, btedy jezykowe (interpunkcyjne, literowe)
sg nieliczne (np. str. 7 — hypoxia-resposive zamiast responsive; str. 14 — niepoprawna
interpunkcja/sktadnia zdania: ,This results in a transition from HIF1 to HIF2 specific
effects is called the HIF switch”). Te i inne drobne niescistosci nie wptywajg na wysoka

ocene opracowania jezykowego pracy.

Ocena merytoryczna rozprawy

Rozprawa doktorska jest dobrze przemyslanym i opracowanym zestawieniem aktualne;j
wiedzy dotyczacej odpowiedzi komorkowej na niedotlenienie. Wstep zajmuje 13 stron,
jest zilustrowany 2 czytelnymi rycinami, trafnie obrazujacymi zawarte w tej czesci tresci.
Doktorantka krotko scharakteryzowata czynniki transkrypcyjne z rodziny HIF, skupiajgc
sie na opisie ich regulacji transkrypcyjnej. Gtéwny nacisk we wstepie pofozono na opis
procesu modelowania molekularnego, przedstawiajgc rézne podejscia i strategie tego
narzedzia badawczego, uzupetniajgcego badania doswiadczalne.

Wstep dobrze wprowadza czytelnika do dalszych czesci rozprawy. Do tej czesci
pracy mam jedynie drobne uwagi. Opisujac (str. 15-16) gtéwne geny regulowane przez
czynniki HIF1 i HIF2, Doktorantka nie wspomniata o genach zwigzanych z macierzystoscig
komorek (np. Oct4). Zastanawia mnie to, Ze w Streszczeniu, ktdre ma krotko wprowadzic
w temat pracy i rownoczeénie stanowi¢ podsumowanie uzyskanych wynikéw,
Doktorantka przedstawia czynnik HIF3, o ktérym nie wspomina w dalszych rozdziatach —
ani we Wstepie, ani w Wynikach. Pani mgr inz. Cabaj pisze, ze HIF3A odpowiada,
podobnie jak HIF2A, za adaptacje do diugotrwatego niedotlenienia (w przeciwienstwie
do HIF1A, regulujacego wczesng odpowiedz na hipoksje). Skoro czynnik HIF3A (tak mato
wcigz poznany) petni (przynajmniej w niektérych komérkach/modelach) funkcje podobne
do czynnika HIF2, dlaczego nie wigczono go do analiz?

W swoich badaniach, Pani mgr inz. Cabaj sformutowata 3 szczegotowe cele
badawcze, ktore tworzyty gtéwny cel projektu, tj. modelowanie aktywnosci czynnikow
transkrypcyjnych HIF1 i HIF2 oraz powigzanie ich z aktywacjg transkrypcyjng gendw
reagujacych na hipoksje. Cel badan zostat zrealizowany i opisany w dalszych czesciach
pracy. Wczesniej jednak Doktorantka zawarta rozdziat Materiaty i metody. Jest to dos¢
obszerny rozdziat, podzielony na 4 podrozdzialy, w ktérych przedstawiono nie tylko

metody, wykorzystane podczas realizacji pracy doktorskiej, ale réwniez prace innych
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os6b  (wraz z  wynikami), ktére stanowily  niejako podstawe  do

przeprowadzenia/poréwnania analiz modelowania z danymi stricte biologicznymi. Jak 3 {

podkreslono w opisie metod a takie w rozdziale 8, badania obejmujace analize

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
opisane w rozdziatach 3.4.1, 3.4.2 i 3.4.3, zostaty wykonane przez zesp6t Prof. Rafata W KRAKOWII

mikromacierzy, PCR w czasie rzeczywistym, Western blot i obliczenia densytometryczne,

Bartoszewskiego z Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego, przede wszystkim dr Adrianne
Moszyniska. Nie jest to zbyt czeste, aby w rozdziale opisujacym zastosowane techniki
przedstawia¢ wyniki opublikowane w pracach, zastanawiam sie czy jednak nie lepsze
bytoby wigczy¢ je do sekcji Wyniki.

Oceniany rozdziat jest w wigkszosci wyczerpujacy, cho¢ w opisie niektérych  wydziat Biochemii
metod nie podano szczegétéw eksperymentalnych, np. procesu transfekcji siRNA.
Doktorantka odsyta czytelnika do opublikowanej pracy (Cabaj, A.; Moszyriska, A.;

Charzyriska, A.; Bartoszewski, R.; Dgbrowski, M. Functional and HRE Motifs Count

Analysis of Induction of Selected Hypoxia-Responsive Genes by HIF-1 and HIF-2 in Human

Umbilical Endothelial Cells. Cell. Signal. 2022, 90, 1102009.

https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2021.110209), w ktére] faktycznie te dane (np. stezenie

SiRNA, czas transfekcji) sg podane.

Po lekturze tej czesci pracy nasunety mi sie nastepujace pytania:
1. Zastanawia mnie warto$¢ stezenia tlenu stosowanego jako wartoéci normoksyjne
tj. 18,5%. Autorka w dysertacji nie komentuje wyboru takich wartoéci jako
normoksji, ale w cytowanej powyzej pracy odnosi sie do publikacji Wenger et al.
(2015) zatytutowanej ,Frequently asked questions in hypoxia research”, ktorag
z ciekawoscig przeczytatam i zapoznatam sie z informacjami dotyczacymi m.in.
szacowania poziomu tlenu w inkubatorze. Niemniej jednak, bioragc pod uwage
faktyczne stezenie tlenu, z jakim majg kontakt komérki $rédbfonka w naczyniach
krwionos$nych (~12% wg danych literaturowych) wartoéé ta nie odzwierciedla
w petni poziomu tlenu in vivo. Chetnie dowiem sig jakie jest zdanie Doktorantki na
temat ustalania warunkéw normoksji w badaniach in vitro.
2. Prosze o wyjasnienie co jest przedstawione w tabeli 1, str. 36. podsumowujgcej

wynik ELISY HIF1 i HIF2. Jak rozumiem, abs1 i abs2 to wyniki absorbancji dla dwéch 1 Gronostziows 7
probek (komérek) hodowanych w warunkach normoksji lub hipoksji wdanym o 5p 357 40
punkcie czasowym. Co oznaczajg wartoéci w rubryce zatytutowanej OD450? tel +48 12 684 8412
Ponadto, dlaczego w tabeli przedstawiono tylko wyznaczone stezenia, bez

odchylen standardowych dla kazdego z warunkéw?



Opis sekcji Wyniki jest dokfadny. Pani mgr inz. Cabaj w logiczny sposob ;
przedstawia rezultaty kolejnych doswiadczen, wskazujgc na potrzebe przeprowadzenia d}\)(‘.’

nastepnych analiz. LN
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Juz pierwsze dane, zaprezentowane na stronie 39 (Rycina 6) sg ciekawe i sktaniaja

ekspresja zwiekszata sie po 2h niedotlenienia, w poréwnaniu do 72 i 280 po 8h i 16h byt
spodziewanym wynikiem?
Kolejno zaprezentowano wyniki uzyskane dzieki doswiadczeniom wykonanym na
komadrkach z wyciszong ekspresjg HIF1 i HIF2. Przedstawiono rezultaty analiz PCR w czasie
rzeczywistym oraz Western blot wskazujace na wydajng transfekcje oraz wyciszenie yydzi21 Biochemi

ekspresji obu czynnikow oraz wplyw tego wyciszenia na ekspresje gendw. Jak juz
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wspomniano wczesniej, analizy te przeprowadzita dr Moszyriska a nie Doktorantka.
Osiggnieciem Pani mgr inz. Cabaj byto okreslenie zwigzku miedzy liczbg motywow HRE
w promotorach gendw docelowych, a ich reakcjg na wyciszenie kazdego z badanych
czynnikéw transkrypcyjnych. Doktorantka wykazata, ze wptyw HIF1 na indukcje ekspres;ji
gendéw w warunkach niedotlenienia jest proporcjonalny do liczby motywéw HRE
w obszarach otwarte] chromatyny w promotorach genow odpowiadajgcych na Prof. de hab. Agnieszka bol
niedotlenienie. To bardzo istotne wyniki — na ich podstawie Pani mgr inz. Cabaj
zaproponowata mechanizm, w ktérym wieksza liczba motywow HRE dla HIF1 zwieksza
szanse na wigzanie HIF1, co przyczynia sie do zwiekszonej aktywacji gendw docelowych
dla HIF1. Doktorantka wykazata réwniez, ze geny posiadajagce w swoich promotorach
miejsce wigzania dla HIF1 zidentyfikowane metoda ChiPseq zawierajg wiecej motywow
dla HIF1, niz geny nieposiadajace w swoich promotorach miejsc wigzania dla HIF1, co ma
duze znaczenie dla lepszego zrozumienia zagadnienia regulacji ekspresji genéw w
warunkach obnizonego poziomu tlenu.
Kolejng czescig pracy jest Dyskusja, prawidiowo opisujgca wyniki
przeprowadzonych analiz i kolejnych etapdw modelowania, prowadzgcego do
opracowania finalnego modelu opisujacego regulacje odpowiedzi gendw docelowych na
niedotlenienie, opartego o réwnania rézniczkowe zwyczajne, zawierajgce zaréwno HIF1
jak i HIF2. Pani mgr inz. Cabaj wskazafa, ze dla przetgczenia regulacji ekspresji gendw z  u Gronestajows 7
HIF1 na HIF2 istotna jest resztkowa aktywnos¢ hydroksylazy prolinowej 2 (PHD2) W 5, 50 287 ravaw
hipoksji a dla wtasciwego dziatania badanego systemu niezbedny jest nadmiar

tel. +48 12 664 8412

podjednostki HIF1B. Analiza Dyskusji wskazuje, ze Doktorantka Swietnie orientuje sie w )

fax. +48 12 664 6918

zagadnieniach modelowania molekularnego oraz regulacji ekspresji genéw przez
agnieszka loboda®uj edu.pl
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niedotlenienie. Z ciekawosci chciatam dopytaé, czy motzliwe jest modelowanie wptywu
mikroRNA, waznych regulatoréw aktywnosci czynnikéw HIF na przetaczenie HIF? :\ ,l:

Koricowe Podsumowanie i konkluzje dobrze przedstawia najwazniejsze wnioski
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i jest dobrym zakoriczeniem ocenianej dysertacji.

Podsumowanie
Stwierdzam, iz uzyskane przez Panig mgr inz. Aleksandre Cabaj wyniki poszerzajg wiedzg
na temat roli czynnikéw HIF w odpowiedzi komérek na niedotlenienie i stanowig
oryginalne rozwigzanie badanego zagadnienia. Doktorantka wykazata si¢ wiedzg
teoretyczng i praktycznymi zdolnosciami w zakresie analiz  wydziat Biochar
bioinformatycznych/modelowania molekularnego. Co istotne, Pani mgr inz. Aleksandra
Cabaj wyniki zrealizowane w ramach pracy doktorskiej opublikowata w postaci trzech
oryginalnych prac naukowych (w pracy z 2021 roku opublikowanej w czasopismie Cellular
Signaling jest pierwszym autorem, druga praca zostata opublikowana w roku 2019
w FASEB J, a kolejna w Cellular and Molecular Biology Letters w roku 2022). Zgodnie
zdanymi przedstawionymi w ostatnim rozdziale dysertacji, Doktorantka jest
wspotautorem 10 prac i cho¢ w wiekszosci z nich nie wystgpuje na czotowej pozycji wéréd hab. Ag
autoréw, dorobek ten nalezy uznaé za bardzo dobry.

Potwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.
742 z pdzn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej o dopuszczenie Pani mgrinz. Aleksandry Cabaj do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Biorgc pod uwage wysoki poziom
rozprawy, fakt opublikowania wynikéw badan w dobrych, recenzowanych czasopismach

i pierwsze autorstwa Doktorantki w jednej z prac, wnioskuje o jej wyrdinienie.

Z wyrazami szacunku,

Prof. dr hab. Agnieszka toboda Pl 30-387



Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

Krakow, 11 kwietnia 2024 roku

Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Cabaj zatytutowane;j
»,Modelling the impact of Hypoxia Inducible Factors binding on gene expression
in human endothelial cells during hypoxia”,
przygotowanej pod opiekg promotora dr hab. Michata Dgbrowskiego,
prof. Instytutu Nenckiego PAN oraz promotora pomocnicznego dr Agaty
Charzynskiej w Pracowni Bioinformatyki Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk.

Rozprawa doktorska Pani Aleksandry Cabaj przedstawia badania nad
molekularnymi mechanizmami regulacji odpowiedzi komérek na niedotlenienie na
poziomie ekspresji gendw. W pracy przedstawiono sposoby dziatania wybranych
czynnikdw transkrypcyjnych o aktywnosci indukowanej hipoksja, ktorych rola polega
na przygotowaniu komorek do warunkéw obnizonej dostepnosci tlenu. Doktorantka
opracowata matematyczne modele opisujgce dziatanie poszczegdlnych czynnikéw, z
uwzglednieniem wystepowania motywoéw w obszarach promotorowych oraz
dynamiki ekspresji genow docelowych. Nalezy stwierdzi¢, ze podjeta w rozprawie
tematyka badan jest wazna i ma istotny wptyw na stan wiedzy o mechanizmach
kontroli ekspresji gendw. Wykorzystanie narzedzi matematycznych do rozwigzywania
problemow biologicznych to zadanie trudne, ale majgce rosngcy potencjat odkrywczy
w erze tworzenia bankéw metadanych genomowych i rozwoju biotechnologii
cyfrowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa jest napisana w jezyku angielskim, posiada
116 stron i ma klasyczny ukfad, w tym wymagane streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wstep, cele, metody, wyniki, dyskusja oraz liczgce 132 pozycje
piSmiennictwo. Praca przygotowana jest starannie, nie stwierdzitem btedéw
redakcyjnych utrudniajgcych zrozumienie tresci i jej przekazu.
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Wstep rozprawy jest krotki i liczy 16 stron. Rozpoczyna sie od wprowadzenia

podstaw stanu wiedzy dotyczgcej molekularnej odpowiedzi na niedotlenienie i
ilustrowany jest dobrze dobranymi rycinami przygotowanymi przez doktorantke lub
zapozyczonymi z literatury przedmiotu. Wprowadzenie zawiera opis roli czynnikow
biatkowych HIF w procesach aktywacji gendéw zachodzacych w odpowiedzi na
obnizenie w komodrce poziomu tlenu. Druga cze$¢ wstepu skupiona jest na
mechanizmach regulacji transkrypcji gendéw, w szczegdélnosci cechach czynnikow
transkrypcyjnych oraz motywoéw sekwencji DNA wigzacych je. Trzecig cze$¢ stanowi
omowienie zatozen i metod modelowania systemdw biologicznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem podejs¢ wykorzystywanych w obszarze regulacji ekspresji genéw.
Ogodlnie, wstep robi dobre wrazenie i pokazuje wiedze doktorantki w zakresie
prowadzonych badan. Chociaz temat specyficznosci komérkowej mechanizméw
odpowiedzi na niedotlenienie powinien by¢ w mojej ocenie szerzej omodwiony.
Brakuje tez przedstawienia kontekstu prac badawczych oraz wyznaczenia kierunkéw
poszukiwania znaczenia uzyskanych wynikow. Osobiscie chciatbym dowiedzieé sie
wiecej o mechanizmach regulacji tak waznej fizjologicznie reakcji organizmu w
kontekscie ewolucji poszczegdlnych elementéw systemu kontroli genéw oraz
fenotypowych czy klinicznych konsekwencjach ich genetycznego zrdznicowania.
Cytowane pismiennictwo jest odpowiednie, jednak uwazam, ze warto byto wskazac
wiecej najnowszych prac.

Jako gtéwny cel pracy wskazane jest zbadanie funkcji czynnikow
transkrypcyjnych HIF1 i HIF2 oraz ich powigzanie z aktywacjg ekspresji gendw
odpowiedzi komérkowej na niedotlenienie. Cele szczegdtowe odzwierciedlajg plan
wykonanych badan i wskazujg na analize cech poszczegdlnych motywdéw HRE,
identyfikacji genow o ekspresji zaleznej od biatek HIF oraz opracowaniu
wieloczynnikowego modelu dziatania S$ciezek sygnatowych aktywowanych w
odpowiedzi na niedotlenienie. Cele pracy postawione sg w sposdb eksploracyjny.

Materiaty, metody i Zzrédta danych opisane zostaty na 10 stronach rozprawy.
Zastosowane techniki badawcze wykazujg duze zréznicowanie. W pracy znalazty sie
wyniki uzyskane przy pomocy pofaczenia metod analiz sekwencji promotorowych in
silico, hodowli komdrkowych, analizy poziomdéw abundancji transkryptéw i biatek,
analizy danych ChlIP-seq oraz modelowania zjawisk biologicznych. Z uwagi na
obliczeniowy charakter badan doktorantki, prace laboratoryjne z wykorzystaniem
modeli komodrkowych byty prowadzone we wspdtpracy. Stosowne informacje o
udziale wspoétpracownikéw w poszczegdlnych aspektach badan znalazty sie na 95
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stronie rozprawy. W przedmiotowych badaniach szczegdlnie wazine s3 zatozenia
dotyczgce pomiaréw zmian poziomow abundancji transkryptéw i biatek. Dlatego,
wybor metod przeliczen ilosciowych oraz normalizacji odczytéw sygnatu (w tym
czynnikow i punktéw referencyjnych) powinien zosta¢ lepiej uzasadniony. W opisie
analizy danych mikromacierzowych brak jest informacji, w jaki sposéb szacowano
poziom wiarygodnosci uzyskanych wynikéw. Nalezy przy tym stwierdzi¢, ze wskazane
niejasnosci w opisie metodyki nie majg znaczenia dla wynikdw przeprowadzonej
analizy danych. W koncowej czesci rozdziat ten zawiera informacje o rodzaju danych
eksperymentalnych oraz metodach matematycznych zastosowanych do modelowania
badanego zjawiska i testowania modelu opartego o rdwnania rézniczkowe zwyczajne.

Opis wynikdw stanowi najobszerniejszy rozdziat rozprawy, liczy on 45 stron.
Wyniki rozpoczyna opis doswiadczen, w ramach ktérych charakteryzowane byty
motywy HRE przy wykorzystaniu linii komérkowej ludzkiego $rédbtonka zyty
pepowinowej poddanych niedotlenieniu. Przedstawione zostaty wyniki analizy
profilowania ekspresji gendw w trzech okresach czasu ekspozycji (2, 8 i 16 godzin
niedotlenienia). Odczyty pozioméw abundancji genéw w kilku punktach czasowych
pozwolity na obserwacje przebiegu zmian i kumulacji efektdow na poziomie
molekularnym. Doktorantka zaobserwowata réznice we wtasciwosciach elementéw
regulatorowych HRE  wigzgcych  czynniki  transkrypcyjne  HIF1 i HIF2.
Scharakteryzowane zostaty miejsca ich wystepowania w regionach otwartej
chromatyny, zwigzek z czasem aktywacji danego genu, rozktad przestrzenny oraz
lokalizacja. Dalej prezentowane sg wyniki doswiadczen w modelu in vitro, w ktérym
badano wptyw wyciszenia czynnikéw HIF1A i HIF2A (EPAS1) na ekspresje wybranego
zestawu gendéw aktywowanych w odpowiedzi na niedotlenienie. Wyjgtkowo
interesujgce sg wyniki porownania profili zmian transkrypcyjnych obserwowanych w
kolejnych punktach czasowych. Uzyskane dane potwierdzajg wystepowanie podziatu
rol badanych czynnikow transkrypcyjnych HIF1 i HIF2 w kolejnych fazach odpowiedzi
komoérek. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazaty na liniowg zalezno$¢ pomiedzy
liczbg motywdéw HRE w regionach promotorowych gendw docelowych oraz wptywem
HIF1 na ich aktywacje. Doktorantka dzieli mechanizmy regulacji ekspresji genéw pod
wzgledem czasu indukcji na wczesne powigzane z aktywnoscig HIF1 oraz pdine
zalezne od HIF2. Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢ jakie rodzaje i ilosci motywow
HRE sg zwigzane z aktywacjg danej grupy gendéw. W tym punkcie nalezy zastanowic
sie, czy analizie faktycznie poddawana jest wczesna i pdzna odpowiedz, czy raczej
poréwnywane s3 molekularne efekty kréotkiego i dtugiego niedotlenienia.
Prezentowane wyniki nie sg niestety bezposrednio lub posrednio wigzane z efektami
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fizjologicznymi zachodzgcymi w badanym uktadzie eksperymentalnym, co ogranicza
mozliwos¢ interpretacji obserwowanych proceséw regulacyjnych. Kolejny punkt
wynikéw stanowi omdwienie procesu tworzenia i optymalizacji modelu opisujgcego
proces regulacji gendw aktywowanych w warunkach niedotlenienia. W opracowanym
modelu matematycznym uwzgledniono udziat zaréwno HIF1 jak i HIF2. Na kolejnych
etapach model byt optymalizowany przy wykorzystaniu danych eksperymentalnych.
Wyniki zamyka opis doswiadczen dopasowywania modelu do wzordw transkrypcji
trzech zestawow gendw o ekspresji aktywowanej w warunkach niedotlenienia. W
pracy omowione zostaty zdolnosci predykcyjne modelu regulacji transkrypcji
poszczegdlnych gendw z wybranej grupy. Wyniki sg utozone logicznie i zwiezle
opisane. Zasadniczo zamieszczone w rozprawie ryciny sg przejrzyste, zawierajg
odpowiednio przygotowane opisy osi i legendy. Jednak w przypadku rozbudowanych
schematdw dziatania modelu (np. Ryciny 17, 20 i 31) pomocne bytyby precyzyjne
opisy prezentowanych na nich wynikéw.

Dyskusja rozpoczyna sie od ogodlnej konkluzji o preferencji czynnikéw HIF1 i
HIF2 do wifasciwych im motywom sekwencji DNA oraz wczesniejszym zaangazowaniu
HIF1. Zawartos¢ miejsc wigzania motywdow HRE charakterystycznych dla HIF1 jest
bezposrednio powigzana z transkrypcja gendéw indukowanych niedotlenieniem.
Doktorantka stusznie zauwaza ograniczenia w mozliwosci poznania zasad dziatania
czynnika HIF2, wynikajace z wystepowania miejsc jego wigzania tego biatka w
oddalonych od promotoréw gendw regionach DNA nieobjetych prezentowang analiza
oraz interakcji z innymi czynnikami. W tym punkcie dyskusji brakuje mi szerszego
omowienia, w jaki sposéb dodatkowe czynniki i zmiany warunkéw mogg by¢
zaangazowane w proces regulacji. Takie przyktady powinny lepiej zobrazowaé poziom
ztfozonosci badanego uktadu fizjologicznego i wuwidoczni¢ trudnosci jego
matematycznego modelowania. Zastrzezenia wzbudza tez przejrzysto$¢ schematu
podsumowujgcego zaproponowany mechanizm regulacji (Rycina 40). Zrozumienie
umiejscowienia prezentowanych w rozprawie wynikéw w odniesieniu do aktualnego
stanu wiedzy wymaga dogtebnego przestudiowania opisu. W czesci dyskusji
poswieconej modelowaniu zjawiska regulacji transkrypcji doktorantka uzasadnia
wybdr zastosowanego podejscia metodycznego oraz wskazuje kierunki jego poprawy.
Waznym elementem rozprawy jest omdwienie wnioskdw z préb przewidywania
profili ekspresji gendw z wykorzystaniem opracowanego modelu. Uzyskane wyniki
potwierdzajg, ze najwieksze mozliwosci predykcyjne zostaty osiggniete w przypadku
gendw zaleznych od aktywnosci czynnika HIF1. Dyskusja zostata przeprowadzona
prawidtowo. Nalezy jednak stwierdzi¢, ze stosunkowo duzy nacisk zostat w niej
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postawiony na kwestie metodyczne, a w mniejszym stopniu omawiany jest kontekst
literaturowy. Bez wzgledu na wymienione zastrzezenia, uwazam, ze wyniki s3
zinterpretowane poprawnie i sg w petnej zgodzie z wnioskami pracy.

W podsumowaniu rozprawy podkreslone zostaty najwazniejsze odkrycia
wynikajgce z przeprowadzonych badan. Doktorantka wskazata jako szczegdlnie
istotne  stwierdzenie liniowej zaleznosci pomiedzy liczbg motywoéw HRE
przyporzadkowanych do czynnika HIF1 wystepujgcych w obszarach gendéw oraz ich
aktywnoscig transkrypcyjng w odpowiedzi na niedotlenienie. Gtdwny rezultat pracy
stanowi matematyczny model sygnalizacji molekularnej oraz regulacji ekspres;ji
gendw uwzgledniajgcy udziat dwdch czynnikdw transkrypcyjnych. Analiza dziatania
modelu w warunkach dalszego obnizenia stezenia tlenu pozwolita na opracowanie
hipotezy, ze resztkowa aktywnos$¢ hydroksylaz prolinowych odgrywa istotng role w
zmianie wiodgcego czynnika transkrypcyjnego z HIF1 na HIF2. Na podstawie wynikéw
przeprowadzonych symulacji wywnioskowano, ze wiasciwe dziatanie systemu
regulacji transkrypcji gendow wymaga nadmiaru podjednostki HIF1B. Co wazne,
whniosek ten zostat juz potwierdzony w wynikach badan innych autorow.

W odpowiedzi na recenzje prositbym o odniesienie sie do kilku kwestii zwigzanych z
zaprezentowanymi wynikami i dyskusjg:

e (Czy w przestrzeni naukowej dostepne sg zbiory danych pozwalajagce na
weryfikacje uzyskanych wynikdw i rozbudowe opracowanego modelu? Czy w
modelu mozna uwzgledni¢ rézne czasy péttrwania transkryptow ulegajgcych
ekspres;ji?

e (Czy cechy i wtasciwosci opracowanego modelu regulacji gendw w komarkach
ludzkich mogg by¢ poréwnane do innych tego typu narzedzi omawianych w
literaturze? Czy sposéb opracowania modelu mozna przetozyé na inne ukfady
regulacyjne?

e W rozprawie zostat wspomniany czynnik HIF3A jako zaangazowany w
odpowiedZz na dtugotrwate niedotlenienie. Czy wiadomo, w jaki sposdb
uzupetnia on przebieg czasowy odpowiedzi w nastepstwie dziatania czynnikéw
HIF1 i HIF2?

e Co wiadomo o zrdznicowaniu molekularnej odpowiedzi na niedotlenienie
pomiedzy typami tkanek i komérek? Czy uktad czynnikéw i profil regulowanych
genow powigzany jest z cechami fizjologicznymi komérek i petnionymi rolami?
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e (Czy z uzyskanych wynikdw mozna wyciggnac¢ wnioski dotyczace przebiegu
zmian fizjologicznych zachodzacych w ukfadzie? Czy wyniki badan moga
przyczynic sie do postepu nauk biomedycznych?

Podsumowujac, chciatbym stwierdzi¢, ze przedstawione w rozprawie przez
Paniag mgr inz. Aleksandre Cabaj wyniki sg znaczagcym wkfadem w badania
mechanizmow regulacji transkrypcji genéw

Doktorantka jest wspoétautorka trzech opublikowanych prac naukowych (w tym
jednej jest pierwszym autorstwem), ktére opisujg cze$¢ wynikdw zaprezentowanych
W rozprawie.

Praca doktorska prezentuje ogdlng i szerokg wiedze teoretyczng Pani mgr inz.
Aleksandy Cabaj oraz potwierdza umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej i tu chciatbym dodaé, ze duze wrazenie robi zdolno$¢ do skutecznego
zastosowania narzedzi matematycznych do modelowania ztozonego zjawiska
biologicznego.

Stad tez z petnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz.
Aleksandry Cabaj spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z pdin. zm.).

Zwracam sie z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Cabaj do
dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Z powazaniem,

dr hab. Michat Korostynski

Kierownik Pracowni Farmakogenomiki

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
Smetna 12, 31-343 Krakoéw,

tel.: 696 622 014, e-mail: michkor@if-pan.krakow.pl
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1. Problem naukowy rozpatrywany w pracy.

Poznanie mechanizméw regulujgcych komdrkowe odpowiedzi na réine czynniki stresu jest
kluczowe dla zrozumienia procesdéw prowadzgcych do réznych chordb a tym samym rowniez dla
projektowania lekow czy protokotéw terapii. Pomimo olbrzymich postepow w tej dziedzinie, nadal
wiele mechanizmow zostato poznanych jedynie w ogdlnym zarysie, a dla wielu proceséw znamy
jedynie koncowe efekty ich dziatania. Mechanizmy regulujgce komérkowg odpowiedZz na
niedotlenienie nalezg do tej wtasnie grupy. Nalezy wiec stwierdzi¢, ze rozpatrywane w rozprawie
zagadnienia sg aktualne i dobrze wpisujg sie w nurt obecnie prowadzonych prac naukowych.
Tematyka rozprawy idealnie wpasowuje sie w dyscypline nauk biologicznych.

Przedmiotem rozprawy jest analiza wptywu czynnikdw transkrypcyjnych HIF1 i HIF2 na
ekspresje gendéw indukowang niedotlenieniem, proba odpowiedzi na pytanie, z czego wynika
zmiana wiodgcego czynnika transkrypcyjnego z HIF1 na HIF2 w dtuzszym horyzoncie czasowym
odpowiedzi, nazywana w pracy przetacznikiem (,switch”), obserwowana w warunkach
eksperymentalnych, oraz opracowanie modelu matematycznego, ktdry pozwolitby na
przewidywanie  odpowiedzi komdérek na niedotlenienie w réinych  protokotach
eksperymentalnych. Doktorantka proponuje  wykorzystanie analiz  bioinformatycznych
(poszukiwanie miejsc wigzania czynnikdéw), eksperymentoéw biologicznych (pomiar ekspresji genéw
indukowanych niedotlenieniem w tym w komodrkach z wprowadzonym siRNA, wyciszajgcym
czynniki HIF1 i HIF2) oraz wykorzystanie modeli w postaci uktadéw réwnan rézniczkowych
zwyczajnych i ich analize wrazliwosciowg w celu rozwigzania tak postawionego problemu
naukowego.

W rozprawie postawiono trzy, scisle powigzane ze sobg, cele badawcze:

1. Okreslenie funkcjonalnej charakterystyki motywéw HRE pod katem preferencyjnego
wigzania do nich czynnikéw HIF1 i HIF2.

2. Sprawdzenie zaleznos$ci pomiedzy liczbg motywdéw HRE a poziomem ekspresji gendw.

3. Opracowanie modelu matematycznego opisujgcego dynamike odpowiedzi na
niedotlenienie zwigzanej z czynnikami HIF1 i HIF2.
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Wszystkie trzy cele mozna uznac za osiggniete. Co prawda, niektére wnioski przedstawione w
rozprawie wydajg sie dyskusyjne (szczegétowy wykaz watpliwosci i uwag krytycznych zostat
umieszczony w dalszej czesci recenzji), ale niewatpliwie rozprawa dokumentuje oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, zwtaszcza w zakresie opracowania modeli matematycznych.

2. Struktura pracy i analiza zrodet

Strukture rozprawy mozna uzna¢ za standardowag. Sktada sie ona ze streszczen w jezykach
polskim i angielskim, listy skrotow, szesciu podstawowych numerowanych rozdziatéw, w tym
Wstepu i Podsumowania, Bibliografii i czterech dodatkowych czesci, formatowanych jako osobne
rozdziaty, a zawierajacych informacje o Zrdédtach finansowania, prawach autorskich do
wykorzystanych w pracy rysunkéow, wktadzie wspétautorow publikacji w wyniki prezentowane w
pracy oraz liste publikacji Autorki. Pewnym mankamentem jest brak zatgczenia o$wiadczen
wspotautorow o ich wktadzie w publikacje wspoétautorskie. Ich zataczenie nie jest jednak
wymogiem ustawowym, a raczej dobrg praktyka, w zwigzku z czym nie ma wptywu na konkluzje
niniejszej recenzji.

Wstep stanowi wprowadzenie w tematyke pracy i przybliza zagadnienia zwigzane z
odpowiedziag komérek na niedotlenienie, regulacja transkrypcji za posrednictwem czynnikéw
transkrypcyjnych oraz modelowaniem matematycznym proceséw wewngtrzkomérkowym,
zawierajgc jednoczesnie odwotania do $Swiatowej literatury. Na tym tle w Rozdziale 2 zostaty
przedstawione cele rozprawy.

W Rozdziale 3 wymieniono metody eksperymentalne, Zzrédfa danych, wykorzystane metody i
narzedzia modelowania i analizy bioinformatycznej.

Rozdziaty 4-5 opisujg rezultaty oryginalnych badan naukowych, przeprowadzonych przez
Doktorantke, po czesci we wspodtpracy ze wspotautorami i wspotautorkami opublikowanych prac
oraz dyskusje tych wynikédw. Podrozdziaty 4.1 i 4.2 poswiecone sg wynikom eksperymentalnym i
analizie bioinformatycznej sekwencji w poblizu miejsc startu transkrypcji genédw indukowanych
czynnikami HIF1 i HIF2. Podrozdziat 4.3 omawia rézne warianty modelu matematycznego,
zaproponowane przez Doktorantke jako narzedzia wspomagajgce odkrywanie i analize
mechanizméw regulujacych transkrypcje gendéw, wybranych w poprzednich czesciach pracy.
Rozdziat 5 zawiera dyskusje wynikéw, przedstawionych w Rozdziale 4. W Rozdziale 6 Doktorantka
podsumowata otrzymane wyniki, w czterech punktach wskazujgc swoje osiggniecia.

Spis literatury zawiera 132 pozycje, z czego trzy sg wspotautorstwa Doktorantki.
W zdecydowane] wiekszosci sg to prace bezposrednio zwigzane z tematyka rozprawy. Nalezy
zwroci¢ uwage, ze jedynie ok. 20 zrédet pochodzi z kilku ostatnich lat (wydane w roku 2019 lub
pdzniej). W obszarze biologii molekularnej nowe wyniki pojawiajg sie lawinowo, a kilka lat réznicy
moze stanowi¢ o catkowitej zmianie punktu widzenia na niektére procesy i mechanizmy ich
regulacji. Jednakze dobér literatury uwzglednionej w pracy wynika najprawdopodobniej ze
stosunkowo niewielkiego zainteresowania analizowanymi czynnikami transkrypcyjnymi — o ile
termin ,hypoxia” zwraca ponad 44 tysigce pozycji w bazie PubMed za ostatnie pieé lat, to
wskazanie czynnikdw HIF1 i HIF2 jedynie okoto sto artykutéw.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze
teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne, a w szczegdlnosci w obszarze biologii molekularnej,
o czym Swiadczy przede wszystkim zawarto$s¢ Rozdziatu 1, ale réwniez sposdb rozumowania
prezentowany w analizie wynikow w dalszych rozdziatach.

3. Oryginalnos¢ i silne strony rozprawy.

Eksperymenty, ktérych wyniki zostaty przedstawione w rozprawie, zostaty przeprowadzone
przez grupe z Uniwersytetu Medycznego w Gdansku, pod kierownictwem prof. Bartoszewskiego,
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przy czym Doktorantka uczestniczyta w planowaniu czesci tych eksperymentéw. W zwigzku z tym
za oryginalne osiggniecia Doktorantki, istotne z naukowego punktu widzenia nalezy uznac:

e przeprowadzenie analizy bioinformatycznej sekwencji w obszarze promotoréw genow
regulowanych przez czynniki transkrypcyjne HIF1 i HIF2 pod katem liczby miejsc
wigzania tych czynnikéw oraz rozktadu potozenia tych miejsc,

e Opracowanie kilku wariantébw modelu matematycznego odpowiedzi komérek na
niedotlenienie oraz wykorzystanie go do analizy perturbacyjnej

e Wykazanie na drodze symulacji, ze ilos¢ podjednostek beta (HIF1B) w komérkach musi
by¢ znacznie wieksza niz podjednostek alfa (HIF1la), aby mozna byto uzyska¢ wyniki
obserwowane eksperymentalnie

e Posrednie potwierdzenie (rdwniez oparte na symulacji) hipotezy, ze za zmiane
wiodgcego czynnika transkrypcyjnego z HIF1 na HIF2 odpowiada resztkowa aktywnos$é
PHD2 (cho¢ tu pojawia sie watpliwos¢, czy wyniki symulacji sg efektem zatozen
poczynionych przy budowie modelu, czy tez efektem niezaleznym od tych zatozen).

W rozprawie pojawia sie réwniez hipoteza o liniowej zaleznosci pomiedzy liczbg wigzania
czynnikow transkrypcyjnych a poziomem ekspresji regulowanych przez nie gendéw, indukowanej
niedotlenieniem. Bytby to bardzo silny wniosek, ale w mojej opinii nie jest on dostatecznie
uargumentowany, co zostato wyrazone w uwadze krytycznej nr 5.9 w dalszej czesci recenzji.

Logiczna spdjnosé wiekszosci analiz, wnioskowanie na podstawie posrednich poszlak,
umiejetno$é wykorzystania réznych metod i narzedzi oraz oparcie sie na dobrze dobranych
zrodtach literaturowych, widoczne w rozdziatach 4 i 5 swiadczy o umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke.

4. Stabsze strony rozprawy

Do stabszych stron pracy naleza:
e (Czysto spekulacyjny charakter symulacji o charakterze predykcyjnym — brakuje
potwierdzenia ich poprawnosci na drodze eksperymentu biologicznego
e Pewna niekonsekwencja w procesie analizy czesci wynikéw (np. uwagi 5.1, 5.2, 5.8, 5.9,
5.11,5.12,5.13)
e Pobiezne potraktowanie wynikdw estymacji parametréw
Nalezy jednak stwierdzi¢, ze silne strony rozprawy zdecydowanie przewazajg nad stabszymi.

5. Szczegétowe uwagi merytoryczne i redakcyjne

W pracy pojawily sie pewne niejasnosci oraz niedoméwienia, istotne w tym sensie, ze
Doktorantka powinna sie do nich odnies¢ w trakcie obrony (dotyczy to przede wszystkim punktéw
5.1-5.16). Nalezy jednak podkresli¢, ze stosunkowo duza liczba uwag wymienionych ponizej w
wiekszosci ma charakter dyskusyjny i wynika z zainteresowania wzbudzonego lekturg rozprawy
i nie podwazajg one wartosci samej rozprawy.

5.1. Analiza wptywu liczby miejsc wigzania czynnikdw transkrypcyjnych wykazata (czesciowo)
liniowag zaleznos¢ poziomu ekspresji gendw od tej liczby. Jednakze wniosek z analizy
wrazliwosci, przedstawiony w rozprawie, méwi o niskiej wrazliwosci modelu na zmiane
parametréw odpowiedzialnych za wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych do odpowiednich
obszaréw promotorowych. Moim zdaniem brak tu pewnej konsekwencji — tego typu
niespdjnosé wynikow powinna by¢ przynajmniej przedyskutowana.

5.2. Przeprowadzajgc analize wrazliwosci modeli, Doktorantka badata wptyw zmian warunkow
poczgtkowych w analizie lokalnej oraz wptyw zmian parametrow w analizie globalne;j.
Uniemozliwia to porownanie wynikdw obu analiz. Mozna przeciez byto przeprowadzi¢ analizy
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osobno dla warunkow poczatkowych i osobno dla pozostatych parametrow, jesli przyswiecat im
nieco inny cel. Dlaczego akurat takie podejscie zostato zastosowane?

5.3. W opisie metod obliczeniowych, wykorzystanych w analizie wrazliwosci opracowanych
modeli, Doktorantka umiescita m.in. informacje o tym, ze wyniki obliczonych wrazliwosci nie sg
normalizowane (do czego i dlaczego?), a w przypadku analizy globalnej zakres zmian
parametrow zostat arbitralnie okreslony na 40% wartosci nominalnej (skad akurat taka
wartos¢? W przypadku parametrow kinetyki procesdw biochemicznych 40% moze oznaczac
matg odchytke).

5.4. Wykresy kalibracyjne, przedstawione na rys. 4 (str. 35) obejmujg zakres wzglednie liniowej
zaleznosci stezenia i gestosci optycznej. Jednakze, niektéore prazki pokazane na rys. 3 (w
szczegdlnosci 6h i 8h dla HIF1la, 10h, 12h i 16h dla HIF2a) wygladajg na nasycone — czy nie
mamy w tym przypadku do czynienia z probag kwantyfikacji prazka w obszarze nasycenia, a wiec
poza zakresem stezen widocznych na rys. 4?

5.5. W ostatnim modelu zostaty wprowadzone zmienne, reprezentujgce wolne i zajete miejsca
wigzania czynnikéw transkrypcyjnych. Wydaje sie, ze ze wzgledu na znaczaco mniejszg ich liczbe
w poréwnaniu z liczbg molekut czynnikéw transkrypcyjnych, odpowiednie cztony w réwnaniach
powinny zawiera¢ nasycenie tempa reakcji (jak w kinetyce Michaelisa-Menten). W jaki sposéb
zostato zapewnione, ze suma wolnych i zajetych miejsc wigzania jest stata? Ponadto, nalezatoby
zachowac w ich przypadku duzg ostroznosé, jesli chodzi o zastosowanie analizy wrazliwosci
wzgledem warunkéw poczatkowych natozonych na te zmienne.

5.6. Estymacja parametréow zostata przeprowadzona przy wykorzystaniu gotowego pakietu
oprogramowania, przy czym wartosci poczatkowe zawsze byty takie same (str. 38). Czy nie
nalezatoby sie spodziewaé, ze funkcja btedu w przestrzeni parametréw bedzie miata wiele
lokalnych miniméw (i obszaréw ptaskich), w zwigzku z czym wyestymowane wartosci
parametréw bedgq zalezaty od punktu startowego?

5.7. Odnoszac sie do wynikéw, przedstawionych na rys. 12 i w Tabeli 4, do$¢ arbitralnie przyjeto
w niektérych przypadkach interpretacje, ze czynnik transkrypcyjny nie reguluje danego genu,
pomimo tego, ze wyciszenie czynnika transkrypcyjnego skutkowato zmiang ekspresji. Takie
stwierdzenie wymaga co najmniej podania uzasadnienia (sformutowania ,this was not
interpreted as regulation by HIF” w podpisie tabeli).

5.8. Na str. 47, ostatnie zdanie nad tabelg gtosi, ze nie zaobserwowano funkcjonalnej zmiany
czynnika transkrypcyjnego HIF1 na HIF2 w zadnym z gendw docelowych — w takim razie, jak
mozna utrzymac hipoteze o tej zmianie, do ktérej rozprawa sie odnosi (switch)?

5.9. W podrozdziale 4.2.5 zamieszczono wyniki analizy liczby miejsc wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych w odniesieniu do poziomu ekspresji gendw. Tytut podrozdziatu sugeruje
liniowa zaleznos$¢, ale jest ona widoczna jedynie w pdzniejszym punkcie czasowym 8h (jak w
takim razie podtrzymac hipoteze o zmianie czynnika wiodacego z HIF1 na HIF2?). Nie widac
takiej relacji w punkcie czasowym 2h, a takze w zadnym punkcie czasowym dla drugiego
czynnika transkrypcyjnego. Jesli uzasadnieniem liniowe] zaleznosci miatoby by¢ zwiekszenie
prawdopodobienstwa przytaczenia sie czynnika transkrypcyjnego przy wiekszej liczbie miejsc
wigzania (a tylko takie uzasadnienie znalaztem w rozprawie), to taka zaleznos$¢ powinna by¢
widoczna we wszystkich przedstawionych wynikach.

5.10.0 ile w modelu dokonano ubezwymiarowienia zmiennych poprzez ich skalowanie do
wartosci poczatkowej (tak przynajmniej mozna wnioskowaé z wynikéw symulacji), to nigdzie nie
zamieszczono informacji o skalowaniu czasu i parametréw — mozna wiec wnioskowaé, ze model
nie jest w petni bezwymiarowy. Niedociggnieciem w takim przypadku jest brak podania
jednostek  wyestymowanych parametrow. Ponadto trudno zaakceptowa¢ wartosci
wspotczynnikow degradacji, ktére réznig sie miedzy sobg o cztery rzedy wielkosci (np. wiersze
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11i 12 w Tabeli 5) — w takim wypadku wartos¢ przynajmniej jednego z tych wspdtczynnikow nie
ma sensu (tatwiej bytoby wskaza¢, ktérego, gdyby byty podane jednostki).

5.11.Watpliwosci budzg wyniki symulacji, przedstawione na Rys. 19. Co prawda, s3g catkiem niezle
dopasowane do wynikéw eksperymentalnych, ale trudno je zrozumieé, biorgc pod uwage
postac¢ réwnan modelu. Z réwnan (4) i (5) wyraznie wynika, ze wzrost ilosci kazdego z biatek
moze wynikac wytgcznie z transkrypcji. Problem w tym, ze mRNA kodujace te biatka maleje. By¢
moze obserwowana dynamika jest efektem wygasania warunkdw poczatkowych, ktdre nie sg
zwigzane z homeostazg (a zatozenie homeostazy powinno by¢ przyjete, jesli model ma
odwzorowywaé odpowiedz uktadu na niedotlenienie). W zasadzie nalezatoby to ujgé jeszcze
inaczej — poniewaz zmienne zostaty przeskalowane do ich wartosci poczatkowej. W takim
wypadku btgd najprawdopodobniej wynika z faktu, ze podczas estymacji parametrow wszystkie
zostaty potraktowane jako niezalezne, podczas gdy, jesli przyja¢ zatozenie homeostazy przed
rozpoczeciem niedotlenienia, tylko czes¢ z nich jest niezalezna. ldentyczna uwaga dotyczy
wynikow symulacyjnych otrzymanych z pozostatych modeli.

5.12.W podrozdziale 4.3.2 zostat wprowadzony model uwzgledniajgcy efekty indukowane przez
siRNA. Model zostat skonstruowany w taki sposéb, zeby spréobowac zweryfikowac hipoteze
biologiczng postawiong przez wspoétpracujgcy grupe eksperymentalng, a zwigzang z posrednimi
efektami dziatania siRNA. Jednakze w podrozdziale 4.2.2 przedstawiono wyniki eksperymentéw
z siRNA, ktére bezposrednio oddziatywato na transkrypty kodujgce HIF1 i HIF2. Dlaczego w
takim razie nie zostato to wprost uwzglednione w modelu, co pozwolitoby na poréwnanie
wynikow symulacji z danymi eksperymentalnymi (z rys. 11)? Bez poréwnania symulacji z danymi
eksperymentalnymi model pozostaje czysto spekulacyjny.

5.13.Dlaczego w trzecim modelu zaktada sie ograniczenie tempa reakcji w postaci kinetyki
Michaleisa-Menten (uwaga dotyczy nieliniowych cztonéw z HIF), a w pierwszych dwdch
modelach nie ma takiego ograniczenia?

5.14.Poréwnujgc wykresy 26 i 27 zauwazytem pewng niespéjnosc. Przebiegi oznaczone liniami
ciggtymi, reprezentujgce zmiany poziomu czynnikéw HIFla i HIF2a na rys. 27 powinny by¢
identyczne, jak na rys. 26, a nie sg (wystarczy pordwnac¢ wartosci maksymalne). Z czego to
wynika?

5.15.W ostatnim wprowadzonym modelu zatozono ,,znacznie wiekszg” (cytat z tresci rozprawy)
poczgtkowq ilo$¢ biatka HIF2a w porédwnaniu z HIFla. Jednakze w symulacjach zatozono
stosunek tych dwdch wielkosci na poziomie 2.6303 (przy okazji — skad doktadnosé do czwartego
miejsca po przecinku?) — trudno chyba uznag, ze reprezentuje to ,duzo wiekszg ilo$¢” HIF2a

5.16.W Streszczeniu Doktorantka napisata, ze uwzglednienie w modelu czynnika HIF2 nie
poprawito wynikdw przewidywania ekspresji genéw regulowanych przez niedotlenienie. W
rozprawie nie znalaztem pordwnania dziatania tych modeli (ani modelu zawierajgcego tylko
HIF1). Podobnie jednak jak w przypadku uwagi zamieszczonej w punkcie 5.9 — czy nie
poddawatoby to w watpliwos¢ istnienia badZz znaczenia zmiany wiodgcego czynnika
transkrypcyjnego?

Inne uwagi szczegétowe:

5.17.Skoro, jak Doktorantka zauwazyta, powotujgc sie zresztg na literature, ze samo wigzanie
czynnikéw transkrypcyjnych HIF1 i HIF2 nie wystarcza do aktywacji transkrypcji (str. 15), to jakie
dodatkowe procesy sg do tego potrzebne i czy nie nalezatoby ich uwzgledni¢ w jakis sposéb w
modelu?

5.18.Dlaczego pominieto w badaniach czynnik HIF3? Czy jego uwzglednienie nie mogtoby pomdc
w wyjasnieniu watpliwosci, ktdre pojawity sie w analizie otrzymanych wynikéw?

5.19.W podrozdziale 1.4.3 , Autorka rozprawy pisze, ze réwnania rézniczkowe czgstkowe czesto
wyprowadzane sg réwnan rézniczkowych zwyczajnych — trudno sie z tym zgodzi¢, biorgc pod
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uwage znaczenie stowa ,wyprowadzac”; podobnie trudne w interpretacji jest stwierdzenie o
statycznym charakterze modelu zadanego przez krzywe przezyciowe w tym samym
podrozdziale

5.20.By¢ moze jest to kwestia rdéznic w rozumieniu tych samych terminédw w rdéznych
srodowiskach — ale dyskusyjne dla mnie jest stwierdzenie, ze w podrozdziale 4.1 dokonano
funkcjonalnej analizy miejsc wigzania HRE. W moim rozumieniu o charakterystyce funkcjonalnej
mozna mowi¢ dopiero wtedy, gdy przeprowadzony zostatby szereg eksperymentéw,
sprawdzajacych, czy miejsca wigzania sg funkcjonalne, tzn., czy rzeczywiscie wigzg sie do nich
czynniki transkrypcyjne. Oczywiscie, biorgc pod uwage liczbe miejsc wigzania czynnikéw
eksperymenty takie trwatyby lata i ich przeprowadzenie znacznie wykroczytoby poza zakres
jakiejkolwiek pracy doktorskiej. Niemniej jednak, biorgc pod uwage fakt, ze sekwencje
konsensusowe tych wigzan zostaty zaczerpniete z literatury, to przedstawione wnioski
dotyczace tego, ze sg one specyficzne dla czynnikdw HIF1 i HIF2 wydajg sie mato oryginalne.

5.21.Nie moge sie rowniez zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze w przypadku gdy state kinetyczne reakcji
prostej i odwrotnej sg sobie réwne, to substrat i produkt sg w stanie ustalonym (réwnowadze) —
str. 25. W uktadzie stabilnym, przy braku zewnetrznych wymuszen, uktad jest w rownowadze
niezaleznie od wzajemnego stosunku statych kinetycznych (uktady generujace drgania
niegasngce wymagatyby tu poszerzonej dyskusji), natomiast jesli z jakiego$ powodu (np.
zaktécenia) ukfad zostanie z takiego potozenia wytrgcony, to nawet przy identycznych
wartosciach tych statych stan réwnowagi zostanie osiggniety dopiero po pewnym czasie. Na tej
samej stronie pojawia sie réwniez niezbyt szcze$liwe sformutowanie dotyczace kinetyki
Michaelisa-Menten, z ktérego wynika niejako, ze nie jest ona oparta o prawo oddziatywanie
mas (sformutowanie ,another type”). W rzeczywistosci podstawg jej wyprowadzenia jest
wtasnie prawo oddziatywania mas.

5.22.Naduzyciem jest stwierdzenie, ze metody lokalnej analizy wrazliwosci nie sg ,adequately
sufficient” w analizie ztozonych modeli (str. 27 - cho¢ moze to kwestia interpretacji tego
sformutowania). Jak kazda metoda, réowniez ta ma swoje zastosowanie w poszukiwaniu
odpowiedzi na okreslone pytania, natomiast nieprzydatna, jesli pytanie zostaje inaczej
postawione. Podobnie, niezbyt trafne jest ostatnie zdanie na str. 28, dotyczace wskaznikéw
wrazliwosci Sobola, gdzie po pierwsze zastgpiono parametr stowem wejscie, a po drugie,
zbytnio uproszczono wniosek koncowy (wskaznik moéwi o udziale wariancji parametru w
wariancji danego wyijscia).

5.23.Zazwyczaj przyjmuje sie, ze parametry w réwnaniach opisujgcych wewnatrzkomodrkowe
procesy biochemiczne sg nieujemne, a znaki przed poszczegdlnymi wyrazeniami sg informacja,
czy odpowiadajg one za wzrost, czy spadek wartosci zmiennej. W tym kontekscie przyjecie
ujemnej wartosci wspodtczynnika w pierwszym réwnaniu modelu przedstawionego w
podrozdziale 4.3.2 nie jest co prawda bftedem, ale utrudnia analize modelu. Podobnie,
umieszczenie w ogolnej postaci ostatniego modelu pojedynczych wyrazen z prawej strony
rownan, opisujgcych zmiany w ilosci wolnych i zajetych miejsc wigzania czynnikow
transkrypcyjnych, ktéore okazujg sie pdzniej (w tabeli) rézinica dwdch wyrazen, znaczgco
utrudnia analize struktury takiego modelu.

5.24.Niezbyt trafne jest uzycie stowa ,,optymalne” w stosunku do poszukiwania poczgtkowego
stezenia HIF1B — zeby mozna byto mdwic o optymalizacji, nalezatoby wprowadzi¢ kryterium
oceny i wykazaé, ze rzeczywiscie znaleziono rozwigzanie optymalne (a nie tylko poréwnad
wyniki dla trzech arbitralnie wybranych wartosci)

5.25.Na rys. 9 przedstawiono réznice w rozktadach potozenia miejsc wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych — obserwacja jest stuszna, ale brakuje dyskusji znaczenia tych réznic — jakie to
ma znaczenie dla poziomu ekspresji genéw?

5.26.W pracy pojawiajg sie niedociggniecia jezykowe i edycyjne. Miedzy innymi:
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e Rdownania, przedstawione w rozprawie powinny by¢ numerowane za pomoca kolejnych liczb.
Jesli Autorka chce numeracje réwnan dla kazdego modelu rozpoczyna¢ od jedynki, to taki
numer powinien by¢ uzupetniony przedrostkiem, zwigzanym z numeracja rozdziatéw.
Numeracja réwnan w formie uzytej w rozprawie moim zdaniem jest btedem w sztuce pisania
pracy.

e W rozprawie powinno sie uzywac¢ konsekwentnie jednej notacji — tymczasem te same
izoformy raz sq oznaczane HIFla, raz HIF1A. Podobnie niepotrzebne wydaje sie zamienne
stosowanie oznaczen HIF2A i EPAS], co zmniejsza czytelnosc¢ pracy.

e Niektére zdania wydajg sie poddane czesciowej edycji, a potem zapomniane, co skutkuje
nieprawidtowg skfadnig (np. pierwsze zdanie ostatniego akapitu na str. 14, podpis pod
Tabelg 2 na str. 37).

e W niektérych fragmentach pracy che¢ zwieztego streszczenia opisywanych zjawisk prowadzi
do niezbyt szczesliwych sformutowan badz nieuprawnionych uproszczen (np. zdanie
0 zmianie charakteru czynnikow transkrypcyjnych w ostatnim akapicie na str, 17 — nie ma tu
zmiany, poniewaz nie pojawia sie przetaczenie z jednego zachowania do drugiego; jest
natomiast inny typ zachowania, objawiajacy sie w komodrkach réznego typu; innym
przyktadem jest stwierdzenie, ze model Markowa jest metoda obliczania
prawdopodobieidstwa lub Zze stosunek dwoéch wartosci jest metodg wnioskowania
o wystepowaniu okreslonego motywu — str. 19-20 — badz praktycznie caty, wspomniany juz
wyzej, podrozdziat 1.4.3).

e Wracajac do przyktadu podanego w poprzedniej uwadze, nie rozumiem stwierdzenia
o modelu Markowa rzedu zerowego — wydaje sie, ze tu skrot myslowy zostat posuniety zbyt
daleko; zresztg cato$é podrozdziatu 1.3.2 bytaby znacznie czytelniejsza, gdyby wzbogacié go
o ilustracje prezentowanych konceptow.

6. Ocena koricowa rozprawy.

Podsumowujgc, pomimo licznych uwag szczegétowych, wymienionych powyzej, uwazam, ze
silne strony pracy zdecydowanie przewazajg nad stabszymi. Stwierdzam, ze mgr inz. Aleksandra
Cabaj wykazata sie wiedzg i umiejetnosciami uprawniajgcymi do ubiegania sie o stopiert doktora
nauk w dyscyplinie nauki biologiczne. Przedstawiona praca doktorska spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r (Dz.U. z 2023 r. poz.
742 z pdéin. zm.). W szczegdlnosci, prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki w
dyscyplinie nauki biologiczne, wykazuje umiejetnos¢ samodzielnej pracy naukowej, a jej
przedmiotem jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, opisanego w punkcie 1 niniejszej
recenzji, Doktorantka posiada tytut zawodowy magistra inzyniera oraz jest wspoétautorka dziesieciu
artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych, ujetych w odpowiednim wykazie.
W zwigzku z powyiszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Cabaj do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.
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