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1. Zagadnienia naukowe rozpatrywane w pracy i jej charakter.
Przedstawiona do recenzji rozprawa ma charakter teoretyczny i dotyczy analizy oscylacji
stezeri jonéw wapniowych w komérkach eukariotycznych, a w szczegolnosci znaczenia
obszaréw bezposredniego kontaktu pomiedzy mitochondriami (M) a retikulum endoplazma-
tycznym (RE) dla powstawania i typéw tych oscylaciji. Przedstawione zostaty twa typy modeli.
Pierwszy z nich opisuje zjawiska przestrzenne za pomoca réwnan reakcji-dyfuzji. Rozchodzenie
sie sygnatu wapniowego zostato tu przedstawione jako fala biegnaca. Przedyskutowano
pewne efekty zwigzane ze sprzgzeniami mechanochemicznymi. Drugi typ modeli oparty jest
na opisie zjawisk za pomoca réwnar rézniczkowych zwyczajnych. Przedstawiono zatozenia,
ktére pozwalaja pomina¢ efekty przestrzenne i przedstawi¢ dwa alternatywne modele
opisujace dynamike zmian srednich stgzen jonéw wapnia w poszczeg6lnych kompartmentach
komarki.
Podstawowym celem pracy, jawnie przedstawionym w rozprawie, byto "zbadanie wptywu
obszaréw bliskiego sgsiedztwa pomiedzy retikulum endoplazmatycznym a mitochondriami na
gospodarke wapniowg w komdrkach eukariotycznych". Z tresci pracy wynika, ze niejawna
hipoteza mogtaby by¢ postawiona w nastgpujacy sposéb: Kontrola przeptywu jonéw wapnia
pomiedzy M i RE jest jednym z wazniejszych mechanizméw decydujacych o powstawaniu i
charakterze oscylacji stezen tych jonéw w komdrce. Uwazam, ze przeprowadzone
eksperymenty numeryczne potwierdzity stusznosc tej hipotezy.
Otrzymane wyniki rozszerzajg istniejacy stan wiedzy na temat dziatania mechanizméw
regulujacych gospodarke wapniowa w zywych komorkach. Nalezy stwierdzi¢, ze rozpatrywane
w rozprawie problemy s3 aktualne i dobrze wpisujg si¢ w nurt obecnie prowadzonych prac
naukowych. Warto podkresli¢, ze w pewnym zakresie stanowia czesciowq realizacje jednego z
kierunkéw badar zaproponowanych w pracy (Wiliams GSB et al. PNAS, 2013 Jun 25; 110(26):
10479-10486), w ktérej stwierdzono, m.in., ze nalezy "Reexamine Ca2+ influx and efflux from
mitochondria in intact cells to provide quantitative information under both physiological and
pathophysiological conditions". Szkoda, ze wyniki opublikowane w wymienionej pracy nie
zostaty wykorzystane w rozprawie.

2. Analiza zrédet
Spis literatury zawiera 310 pozycji. Duza ich liczba pochodzi z ostatnich kilku lat. Wydaje sig, ze

mozna byto ograniczy¢ te liste, zwtaszcza, ze czgs¢ pozycji jest wzmiankowana jedynie w czesci
wprowadzajacej podstawy biologiczne w zbyt szczegétowym zakresie i w zasadzie nie jest
istotna z punktu widzenia celéw realizowanych w rozprawie (patrz réwniez uwaga 8.1). Z



drugiej strony, tak obszerna lista $wiadczy obardzo dobrym rozeznaniu Doktoranta w
aktualnej literaturze sSwiatowe;j.

3. Poprawnosc zatozer i rozwigzan
Nalezy stwierdzi¢, ze modele omawiane w rozprawie, przyjgte w nich zatozenia oraz metody
matematyczne i obliczeniowe, wykorzystane do wykazania poprawnosci sprawdzanych

hipotez s3 poprawne.

4. Oryginalnosc rozprawy
Rozprawa zostata oparta na trzech pracach, ktérych Doktorant byt wspotautorem,
opublikowanych w czasopismach naukowych z listy JCR, zataczonych do rozprawy.
Wykorzystane zostaly w niej standardowe metody konstruowania i analizy modeli, same
modele jednak s3 niewatpliwie oryginalne. Pewng trudnos¢ stanowi natomiast okreslenie, co
jest samodzielnym dorobkiem Autora, poniewaz wszystkie prace sa wspotautorskie, w
dostarczonej dokumentaciji brakuje oswiadczen wspétautorow. Zaktadajac (biorgc pod uwage
fakt, ze Doktorant jest pierwszym autorem jednej z prac, a w drugiej analizowany jest model
zmodyfikowany w stosunku do niej), ze Doktorant znaczaco przyczynit sie do skonstruowania i
analizy modeli, do szczegélnie wartosciowych, oryginalnych elementéw rozprawy, istotnych
z naukowego punktu widzenia nalezy zaliczyc:
e wykazanie znaczenia przeptywu jonéw wapnia pomigdzy M i RE dla powstawania
i charakteru oscylacji stezen tych jonéw w komorce.
e (w mniejszym stopniu) opracowanie modelu pozwalajacego na analize wptywu fal
wapnia na zmiany w strukturze mechaniczne;j komarki;

5. Sposob przedstawienia wynikow

Struktura rozprawy jest logiczna, a wyniki przedstawione zostaty w czytelny sposob. Niemniej
jednak wydaje sig, ze niepotrzebnie duzo miejsca zajmuje wstep biologiczny, zawarty w
Rozdziale 1. Duza cze$¢ przedstawionych tam faktéw (np. szczegoty dotyczace struktury
biatek) nie ma zadnego znaczenia w kontekscie modeli analizowanych w rozprawie. Z drugiej
strony, pewien niedosyt pozostawia sposob poréwnania modeli w Rozdziatach 4 i 5, a takze
brak analiz wykraczajacych poza to, co zostato juz opublikowane w zatgczonych pracach. Na
dobra sprawe Rozdziaty 3-5 zawieraja prawie wytacznie wyniki juz opublikowane i szkoda, ze
ich analiza i interpretacja nie zostata poszerzona.

6. Stabe strony rozprawy
Do stabszych stron pracy nalezy przede wszystkim, wspomniany w poprzednim punkcie, brak

wyjécia poza wyniki osiggnigte w opublikowanych pracach. Biorac pod uwagg, ze pierwsza z
tych prac zostata opublikowana pig¢ lat temu, czyli prawdopodobnie na poczatku kariery
naukowej Doktoranta, a dwie pozostate omawiaja podobne do siebie modele, wydaje sig, ze
ich potencjat zostat wykorzystany jedynie w minimalnym stopniu. Miedzy innymi, zwraca
uwage swego rodzaju zawieszenie w prézni modelu przestrzennego (patrz rowniez uwaga
8.3). Poza wykazaniem (w standardowy sposob), ze przy pewnych zatozeniach mozna go
zastagpi¢ modelem w postaci uktadu réwnan rozniczkowych zwyczajnych, wtasciwie nie ma on
wiekszego zwiazku z kolejnymi modelami. Jest to oczywiscie subiektywna opinia; mozna z nig
polemizowaé, twierdzac, ze pokazuje to szeroki zakres zainteresowan Doktoranta, ktory
zajmuje sie réznorodnymi tematami, majacymi ze sobg punkty styczne.

Drugim zarzutem, ktéry mozna tu podnieé¢, jest brak poréwnania wynikow symulacji do
danych eksperymentalnych dostgpnych w literaturze (poza do$¢ ogdlnymi stwierdzeniami w
treéci pracy). Nalezatoby pokaza¢, ktore oscylacje prezentowane w pracy, s3 zgodne, a ktore



nie sa, z takimi danymi. Literatura jest tu dosc¢ obszerna (zreszty czes¢ prac jest cytowana w
recenzji, poza tym mozna byto siegna¢ do wielu innych, np. Dolensek et al., PLoS One. 2013;
8(12): e82374; Satoh et al., J Biol Chem. 2011 Jun 10; 286(23): 20591-20599; Kwan et al., J
Neurophysiol. 2010 Dec; 104(6): 3323-3333; inne prace, ktére s3 nawet cytowane w
rozprawie).

Innym mankamentem pracy jest brak przeprowadzenia bardziej formalnej analizy
wrazliwosciowej modeli przedstawionych w Rozdziatach 4 i 5.

7. Co wniosta rozprawa do nauki?
Praca wnosi zauwazalny wktad w dynamicznie rozwijajaca sie dziedzing wiedzy, jaka jest
biologia systemow. Wykazano w niej, ze bezposrednie przeptywy retikularno-mitochondrialne
w kompleksach MAM majg istotny wptyw na istnienie, charakter i okres oscylacji stgzeri jonow
wapnia w poszczegélnych kompartmentach komérki. Moze sie to wydawac niewielkim
wktadem, ale w tej konkretnej dziedzinie wiedza zdobywana jest wtasnie w sposéb
fragmentaryczny, a czastkowe wyniki s3 dopiero w kolejnym etapie badari integrowane w
spojny obraz mechanizméw regulujacych istotne procesy zyciowe. Pozwala to przyblizyC sig do
petniejszego zrozumienia mechanizméw regulujacych procesy wewnatrzkomorkowe, a w
ostatecznym rozrachunku mozliwosci wykorzystania tej wiedzy w diagnostyce klinicznej i

terapii.

8. Szczegbtowe uwagi merytoryczne i redakcyjne

Ponizsze uwagi nie majg wptywu na ostateczny wniosek postawiony w niniejszej recenzji.

Niemniej jednak cze$¢ z nich uwazam za istotne w tym sensie, ze Doktorant powinien sig do

nich odnie$¢ w trakcie obrony (zwtaszcza 8.2 - 8.4)

8.1. Jak juz wspomniano w punkcie 5 niniejszej recenzji, Rozdziat 1, przyblizajacy podstawy
biologiczne jest nadmiernie rozbudowany; $wiadczy co prawda o oczytaniu Autora, ale
wiele informacji tam podanych nie jest potrzebne do poprawnego skonstruowania modelu
badz interpretacji otrzymanych wynikéw symulacyjnych (np. szczegoty dotyczace szlakow
sygnatowych, budowy poszczegélnych biatek, receptora riadynowego itp.). W efekcie
pojawiaja sie powtdrzenia (np. dwa razy zostato zdefiniowane pojecie symportu w tym
samym akapicie - str 2/3). Nalezato raczej pogtebic analize zaproponowanych modeli

8.2. Jak juz wspomniano w punkcie 6 niniejszej recenzji, brakuje w pracy bezposredniego
zestawienia przyktadowych wynikéw symulacji z danymi eksperymentalnymi;

8.2.1. Czy udato sie uzyskaé, np., oscylacje zgodne z wynikami przedstawionymi na rys. 1.9
rozprawy?

8.2.2. Czy/w jaki sposéb mozna w proponowanych modelach uzyskac odpowiedzi uktadu
zgodne z cytowanymi na str. 59 wynikami?

8.2.3. Czy/w jaki sposéb mozna pokaza¢, ze dezaktywacja RaM zachodzi w czasie krotszym
niz 0.75 s (str. 68)?

8.3. Model przedstawiony w Rozdziale 3 prowadzi do bardzo interesujgcych i trudnych, w
ogdlnym przypadku, probleméw matematycznych. Z tego wzgledu w opublikowanej pracy
rozwazono jedynie "nieskoriczone" struktury geometryczne, w ktorych rozchodzi sie fala
wapnia. Duzo ciekawsze bytoby sprawdzenie (przynajmniej numeryczne), co dzieje sie w
przypadku ograniczonej przestrzeni, gdzie mogg sig spotka¢ czota fal biegnacych, w
najprostszym przypadku, z przeciwnych kierunkow.

8.4. Réznice pomiedzy modelami #2 i #3 mogtyby by¢ doktadniej przedyskutowane:

8.4.1. Na str. 103 mozna znalez¢ stwierdzenie: "W przeciwienstwie do Modelu #1, w
Modelu #2 nie uwzgledniono wptywu stezenia jondw wapnia w cytozolu na jego



wyptyw z mitochondriéw poprzez czynnik [...]". Jest to dos$¢ istotna zmiana, nie
przedstawiono jednak przestanek za nig stojacych.

8.4.2. W efekcie wprowadzonych zmian Model #2 nie przejawia zachowan chaotycznych w
przeciwienstwie do modelu #1. Z drugiej strony mozliwos¢ wystgpienia drgan
chaotycznych (w dodatku innych zachowan) miata by¢ zaletg Modelu #1. Czy w
zwigzku z tym Autor uwaza, ze uktad biologiczny, jakim jest zywa komorka,
powinien/moze charakteryzowac sie mozliwoscig wystgpienia takich zachowan?

8.5. Wydaje sie, ze praca mogtaby zyska¢ na wartosci, gdyby pewne zatozenia zostaty jawnie
przedstawione
8.5.1. W jaki sposéb model uniportera zostat wykorzystany do uzyskania zaleznosci

opisujacej Ji, w modelu 2 ((2.9) na str. 68 i str. 126)

8.5.2. RAwnania (2.16)-(2.17) zostaty napisane przy zatozeniu buforowania pojedynczych
jonéw wapnia przez biatka buforowe, podczas gdy w Tabeli 1.5 mozna zauwazyc
bardziej ztozone systemy buforowe. Jak nalezatoby zmodyfikowac te rownania w celu
uzyskania opisu, uwzgledniajacego buforowanie wiekszej liczby jondw przez
pojedyncze biatko buforowe?

8.5.3. Czy w modelach #1 i #2 zatozono, ze wymiennik mNCX nie ma znaczenia dla
dynamiki obserwowanych proceséw? Jesli tak, to jaki byt cel umieszczania w pracy
zaleznosci (2.10)? Poza tym, Nawet jesli przyja¢, ze stezenie jondw Na jest state,
pominiecie tego wymiennika niekoniecznie musi by¢ usprawiedliwione

8.5.4. W niektéorych miejscach brak jest wyjasnienia oznaczen, co moze prowadzi¢ do
nieporozumien - np. yc w (2.23) oznacza stezenie jondw wapnia w cytozolu (chyba),
podczas gdy w (2.22) pojawia sie y (co prawda bez indeksu), w oczywisty sposob
oznaczajaca co$ innego. Podobnie na samym poczatku w tablicy 1.3. pojawia sig
"stezenie jondw w macierzy zewnatrzkomdrkowe;j?" - czy to jest $rednia dla réznych
tkanek? Jesli tak, to jaka jest wariancja?

8.6. W pracy pojawiajg sie¢ miejscami pewne potoczne sformutowania, dopuszczalne w
dyskusjach pomiedzy badaczami, lecz takie, ktérych nalezatoby unika¢ w rozprawie
doktorskiej, np. "os x-ow" na str. 85 lub
8.6.1. "wspdfczynnik dyfuzji wapnia istotnie mniejszy od Srednicy komorki" (str. 74) -

przeciez te dwie wielkosci majg inne wymiary - jak je mozna poréwnywac?

8.6.2. "W wielu przypadkach oscylacje wapniowe nie sq zjawiskiem regularnym, lecz
pojawiajq sie w sposéb chaotyczny" - co oznacza "chaotyczne pojawianie sig" - czy
jest to traktowane jako synonim chaotycznej dynamiki pojawiajacej sig¢ w uktadzie w
sposéb stochastyczny?

8.7. Technika pisania pracy i btedy edycyjne:

8.7.1. W Zatozeniu 4 na str. 91 pojawia sie odniesienie do Tabeli 1 - jednak albo tej tabeli
nie ma w pracy, albo numer powinien by¢ inny. W efekcie stwierdzenia o spetnieniu
(3.42) nie mozna zweryfikowac.

8.7.2. Sformutowania rozmijajace sie z prawda, np. " Podobnie jak w przypadku reakcji
enzymatycznych, transport z udziatem pompy wapniowej odbiega od prawa dziatania
mas. Doktadniej, predkos¢ przeptywu jonéw wapnia V w poprzek btony biologicznej
opisuje sie najczeéciej wzorem Michaelisa-Menten [...]" - przeciez kinetyka M-M jest
wyprowadzana z prawa dziatania mas!

8.7.3. W przypadku przedstawiania modeli w postaci réwnan rézniczkowych czastkowych,
wydaije sie wtasciwym przedstawianie warunkéw brzegowych za kazdym razem, a nie
tylko dla korcowych réwnan, wykorzystywanych w  pracy (cho¢ to pewnie
subiektywna opinia) - patrz np. model dany przez (2.16)-(2.17) lub (3.1)



8.7.4. W niektorych miejscach brak odnosnikow literaturowych - np. przed réwnaniem
(2.6), w stwierdzeniu o wartosciach wspétczynnika p dla wiekszosci komorek (str. 104)

8.7.5. Brak starannej korekty edytorskiej: Koslawe zdania, np. "Gtéwna site¢ napgdowa
funkcjonowania uniportera jest gradient elektrochemiczny w poprzek wewnetrznej
btony mitochondrialnej, zwany A®" (chyba oznaczany?) - str. 46; "Jcn to wyptyw jonow
wapnia przez kanaty wapniowe z ER do cytozolu, Joump Naptyw jonow wapnia do ER z
cytozolu, oraz analogiczne prady wapniowe realizowane przez kanaty i pompy
wapniowe na powierzchni btony komérkowej" (??)- str. 73, "Dla co= 1000uM" (podpis
pod rys. 2.3)- to nie jest zdanie ani réownowaznik zdania. Pojawiajg sig pozostatosci po
kopiowaniu z innych tekstéw zrédtowych (wtasnych) - np. Eq.(3.33) - str. 91.

8.7.6. Jedli kreska nad oznaczeniem zbioru oznacza jego dopetnienie, to sposéb
zdefiniowania zbioréw roztacznych na str. 78 zawiera btad; Podobnie na str. 35 na
dole jest "pie¢, cztery i trzy podjednostki” - powinno chyba byc¢ "lub"?

8.7.7. Wprowadzanie poje¢, ktore nigdzie nie zostaty wyjasnione (np. "patch clamp" - str.
46, "stata potaktywacji pompy" - str. 38);

8.7.8. Niespojne badz bedace kalkg jezykowa nazewnictwo - "heliks" i "helisa",
"precypitacja fosforanu wapnia"”, "konserwowane ewolucyjnie", "pozytywnie
natadowany", "koncentracja" zamiast "stezenie" - to tylko wybrane przyktady

8.7.9. Pewien brak konsekwencji w podawaniu danych liczbowych - na str. 31 mozna
przeczytac, ze stezenie wapnia w mitochondriach waha sie w granicach 50-500 uM,
podczas gdy dolna granica przedstawiona w Tabeli 1.4 wynosi 0.2 uM w stanie
spoczynkowym i 1 uM w stanie aktywacji (poza tym, dlaczego pojawia sig odniesienie
do Rys.1.107?)

9. Ocena rozprawy
Uwazam, ze postawiony przez Autora cel zostat osiagniety. Praca jest dowodem na to, ze

Autor posiada bardzo dobre rozeznanie w literaturze dotyczacej wybranego obszaru badan i
potrafi konstruowac i analizowac modele réznego typu (PDE, ODE).

Reasumujac, stwierdzam, ze mgr Michat Dyzma wykazat si¢ wiedzg i umiejgtnosciami
wymaganymi do uzyskania stopnia doktora nauk technicznych w dyscyplinie Biocybernetyka
i Inzynieria Biomedyczna. Przedstawiona praca doktorska spetnia w dostatecznym stopniu
wymagania stawiane pracom doktorskim przez Ustawe o stopniach tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (z p6zn. zmianami). Wnioskuje
o dopuszczenie mgr Michata Dyzmy do publicznej obrony rozprawy doktorskiej.



