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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Julity Pietrzak
pod tytulem
,»Oddzialywanie PARP1 z chromatyng jako mechanizm regulujacy nabywanie tolerancji
na bakteryjna endotoksyne przez ludzkie monocyty i makrofagi”

Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Julity Pietrzak zostala wykonana
pod kierunkiem Pani dr hab. Agnieszki Robaszkiewicz, prof. UL w Katedrze Biofizyki Ogélnej
Instytutu Biofizyki Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego. Praca
doktorska byla realizowana przy wsparciu finansowym pochodzacym z grantu Narodowego
Centrum Nauki SONATA nr DEC-2013/11/D/NZ2/00033 pt. ,, Transkrypcyjno-epigenetyczna
rola polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 w warunkowaniu ekspresji czynnikow prozapalnych
kontrolowanych przez o§ NF-kappaB w mieloidalnych komérkach efektorowych”, ktorego
kierownikiem byta Promotorka pracy doktorskiej Pani dr hab. Agnieszki Robaszkiewicz, prof.
UL oraz §rodkéw Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy zagadnien zwigzanych z molekularnymi
mechanizmami odpowiadajacymi za nabywanie immunotolerancji komorek ukladu
odporno$ciowego — monocytow oraz makrofagéw na endotoksyne bakteryjna lipopolisacharyd
(LPS). W szczegdlnosci doktorantka skoncentrowala swoje badania na ocenie roli biatka
PARP1 oraz procesu poli(ADP-rybozylacji) w tym procesie. Doktorantka wykorzystujac
komercyijnie dostepne linie komérkowe, jak rowniez ludzkie monocyty izolowane z kozuszka
leukocytarnego zdrowych dawcow, ktére réznicowata do makrofagow, podjeta probe
odpowiedzi na istotne z punktu medycznego pytanie czy inhibitory PARP1 moga w przyszlosci
znalez¢ zastosowanie w zapobieganiu rozwoju sepsy.

Postawiony cel naukowy spelnia tym samym wymog niezbedny dla uznania oceniane]

pracy doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznacza¢ sie praca doktorska,

poniewaz jego realizacja istotnie poszerza dotychczasowa wiedzg oraz stanowi przyczyvnek do

oryginalnego rozwiazania problemu naukowego.
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Rozprawe doktorska Pani mgr Julity Pietrzak stanowi zbiér 4 artykulow
opublikowanych w recenzowanych zagranicznych czasopismach w latach 2018-2020. Sa to
nastepujace prace:

Pietrzak J, Spickett CM, Ploszaj T, Virdg L, Robaszkiewicz A. PARP1 promoter links
cell cycle progression with adaptation to oxidative environment. Redox Biol. 2018 Sep;18:1-5.
doi: 10.1016/j.redox.2018.05.017.

Pietrzak J, Ploszaj T, Pulaski L, Robaszkiewicz A. EP300-HDACI-SWI/SNF
functional unit defines transcription of some DNA repair enzymes during differentiation of
human macrophages. Biochim Biophys Acta Gene Regul Mech. 2019 Feb;1862(2):198-208.
doi: 10.1016/j.bbagrm.2018.10.019.

Sobczak M, Pietrzak J, Ploszaj T, Robaszkiewicz A. BRG1 Activates Proliferation and
Transcription of Cell Cycle-Dependent Genes in Breast Cancer Cells. Cancers (Basel). 2020
Feb 4;12(2):349. doi: 10.3390/cancers12020349.

Pietrzak J, Gronkowska K, Robaszkiewicz A. PARP Traps Rescue the Pro-
Inflammatory Response of Human Macrophages in the In Vitro Model of LPS-Induced
Tolerance. Pharmaceuticals (Basel). 2021 Feb 22;14(2):170. doi: 10.3390/ph14020170.

Prezentacja zbioru artykulow zostala poprzedzona krotkim wstepem, prezentacja celu
naukowego, zwiezlym opisem materialow i metod, syntetycznym przedstawieniem glownych
wynikéw, wnioskow oraz bibliografia wykorzystana do przygotowania w/w omowienia. Ten
rozdziat pracy doktorskiej zostal opracowany w jezyku polskim oraz angielskim. Do pracy
zalgczono oswiadczenia doktorantki oraz wspétautoréw publikacji wchodzacych w skiad
rozprawy doktorskiej opisujace role doktorantki oraz wspolautoréw w postawaniu w/w
publikacji.

Trzy z powyzej wymienionych artykutow, tj. opublikowane w Biochimica et
Biophysica Acta - Gene Regulatory Mechanisms, Cancers oraz Pharmaceuticals to prace
prezentujgce oryginalne wyniki eksperymentalne. Natomiast artykul opublikowany w Redox
Biology jest praca przegladowa. Wklad wspotautorski doktorantki zostal zdefiniowany
odpowiednio dla pierwszej pracy eksperymentalnej wchodzacej w sklad cyklu na poziomie
20%, drugiej 30% oraz trzeciej 60%, natomiast w pracy przegladowej udzial ten wynosit 40%.

Wkiad pozostatych wspélautorow wahat si¢ od 1% az do 70%. Nalezy jednak
zaznaczyé, ze prace eksperymentalne wechodzace w skiad cyklu sg bardzo obszerne i bogate

w liczne dane eksperymentalne. Dlatego w ocenie recenzenta szacowanie udzialu %
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wspolautoréw moze by¢ trudne. Pomocna w tym miejscu bylaby raczej szczegdlowa
charakterystyka wykonanych prac, tak jak to Doktorantka zrobila w odniesieniu do pracy
przegladowej. W przytoczonej pracy opublikowanej w Redox Biology Doktorantka wskazata
numery rysunkéw oraz fragmenty/rozdzialy publikacji za jakie byla bezposrednio
odpowiedzialna. Co ciekawe, wkiad Doktorantki zostal opisany takze w/w sposdb w artykule
opublikowanym w Biochimica et Biophysica Acta - Gene Regulatory Mechanisms w sekcji
author contribution statement. Natomiast w pozostalych dwoch publikacjach opis w sekeji
author contribution jest bardziej ogdlny, ale pozwalajacy potwierdzi¢, ze udzial Doktorantki
byl znaczacy w powstaniu takze tych publikacji. Recenzent, rozumiejac specyfike badan
eksperymentalnych oraz zasady wspolpracy w zespolach naukowych przy realizacji
wieloletnich tematéw badawczych, nie wnosi uwag lub zastrzezen co do udziatu doktorantki
jako wspoétautora w/w publikacji. Nie ma takze podstaw aby z powyzej opisanego powodu
dyskwalifikowa¢ ktérakolwiek publikacje z przedstawionego do oceny cyklu.

Trzy z czterech prac dotycza bezposrednio tematyki doktoratu i poprzez omawianie
kwestii zwigzanych z funkcjami PARP1, dwie z nich poruszajg zagadnienia bedace gléwnym
przedmiotem rozprawy doktorskiej (sa to prace kolejno zatytulowane ,,EP300-HDACI-
SWI/SNF functional unit defines transcription of some DNA repair enzymes during
differentiation of human macrophages” oraz ,,PARP Traps Rescue the Pro-Inflammatory
Response of Human Macrophages in the In Vitro Model of LPS-Induced Tolerance™). Z kolei,
publikacja zatytulowana ,,BRG1 Activates Proliferation and Transcription of Cell Cycle-
Dependent Genes in Breast Cancer Cells” wedlug recenzenta posrednio igczy si¢ z tematyka
doktoratu. Wymieniony artykut opisuje eksperymenty z uzyciem linii komérkowych raka piersi
MDA-MB-231 oraz MCF-7, ktoére zdaniem doktorantki pozwolily jej na dodatkowa
weryfikacje hipotezy, wedlug ktérej aktywnos¢ biatka EP300 jest niezbedna do zachowania
aktywnosci proliferacyjnej komorek. Dla recenzenta dobor konkretnie tych dwdch linii raka
piersi w odniesieniu do gléwnego celu badawczego nie jest do konica jasny. O ile oczywista jest
potrzeba/ch¢é weryfikacji otrzymanych wynikéw wskazujgcych na kluczowg role EP300,
HDACI oraz kompleksu SWI/SNF w regulacji ekspresji PARP! w makrofagach o tyle dobor
modelu raka piersi do tego celu nie jest tak oczywisty. Dlaczego nie wybrano do tego celu na
przyklad modeli komérkowych innych choréb ukladu krwiotworczego? Niezaleznie od
powyzszego, zaprezentowane wyniki w artykule “BRGI  Activates Proliferation and

Transcription of Cell Cycle-Dependent Genes in Breast Cancer Cells” wnosza cenny
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komponent poznawczy, ktéry uzupelnia ogélna wiedze w zakresie regulacji transkrypcji genow
przez acetylotransferaz¢ EP300 oraz kompleks remodelujacy SWI/SNF w komorkach
czlowieka, m.in., podczas réznicowania monocytéw do makrofagéw. Dlatego mimo pewnych

podniesionych watpliwosci Recenzent stwierdza. ze wszystkie zalaczone prace stanowia spdjny

tematycznie zbioér artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych okre$lanych przez

ministra wlasciwego do spraw nauki na podstawie przepisdw dotyczacych finansowania nauki,

tym samym warunek ustawowy jaki powinna spelnia¢ praca doktorska w tym zakresie nalezy

uznaé za spelniony.

Recenzent ocenia wysoko warto$¢ merytoryczna wszystkich artykuléw wechodzacych
w sklad rozprawy doktorskiej. Nalezy zaznaczy¢, ze w/w artykuly podlegaly rygorystycznym
procedurom specjalistyczne]j recenzji zewngtrznej oraz przez czlonkéw rad redakcyjnych,
w ktorych zostaly opublikowane. Opis wykorzystanych ukladéw eksperymentalnych oraz
zastosowanych technik w artykulach prezentujacych oryginalne wyniki zostal dokonany
z nalezytg starannoscig lub z wlasciwymi odnosnikami literaturowymi i pozwala na doktadne
przesledzenie wszystkich etapéw przeprowadzonych eksperymentéw. Zastosowane metody
zostaly dobrane i uzyte odpowiednio dla weryfikacji hipotezy badawczej oraz osiaggniecia
zdefiniowanych przez Doktorantke celow pracy doktorskiej. Recenzent nie ma watpliwosci, ze
jakos¢ merytoryczna oraz ilo$¢ uzytych metod, zastosowanych technik oraz narzedzi
eksperymentalnych $wiadczy o bardzo dobrym warsztacie Doktorantki. Forma prezentacji
wynikéw oraz ich opis w artykutach naukowych zostala usystematyzowana w sposéb tworzacy
logiczny cigg zmierzajacy do udzielenia odpowiedzi na zdefiniowane w artykule oraz pracy
doktorskiej cele.

Za najwazniejsze wnioski zaprezentowane w artykutach nalezy uzna¢ wykazanie, ze: a)
proces roznicowania monocytow do makrofagéw przyczynia sie do zwigkszenia ekspresji genu
PARPI na poziomie mRNA i bialka; b) zwigkszona ekspresja genu PARPI w ludzkich
makrofagach zwigzana jest z ich potencjalem proliferacji; c) ekspresja genu PARPI
w makrofagach podlega kontroli zaleznie od acetylotransferazy EP300, deacetylazy HDACI
oraz kompleksu SWI/SNF; d) inhibicja PARP1 hamuje rozw¢éj immunotolerancji na dziatanie
LPS; €) powstanie immunotolerancji na LPS ma zwigzek z stabilizacja wigzania p50 do
promotora genu 7NFa oraz f) inhibicja acetylotransferazy EP300 oraz PARP1 skutecznie
blokuje rozwdj immunotolerancji na LPS oraz utrzymuje stabilng ekspresje genu czynnika

TNFa.
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Przedstawione w pracy wnioski, zakres i jakos$¢ zaprezentowanych wynikow wskazuje,
ze Doktorantka przedstawila oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i tym samym
spelnila ustawowy warunek stawiany pracom doktorskim. Po przeczytaniu i merytorycznej
analizie zataczonych kopii artykulow recenzentowi nasunelo si¢ jednak kilka pytan.

W nawigzaniu do tematyki zaprezentowanej w pracy zatytulowanej ,,PARP1 promoter
links cell cycle progression with adaptation to oxidative environment” prositbym Doktorantke
o komentarz dotyczgcy aktywnosci szlakéw zwigzanych z PARP1 zaleznie od stezenia glukozy.
Czy opisywane w doktoracie mechanizmy immunotoleracji moga by¢ modulowane zaleznie od
dostepnosci okreslonego zrodta energii?

Z kolei po przeanalizowaniu wynikéw zaprezentowanych w pracy opublikowanej
w Biochim Biophys Acta Gene Regul Mech. 2019 Feb;1862(2):198-208. doi:
10.1016/j.bbagrm.2018.10.019, recenzent chcial zapytaé, w jaki sposéb Doktorantka
monitorowala zmiany w obregbie populacji monocytéw oraz makrofagéw wywolane
smiertelnoscig komorek np. poddawanych dziataniu inhibitoréw bialek CDK4/6, HDAC,
EP300 oraz SWI/SNF? W przytoczonej pracy nie znalazlem informacji czy zostaly
zastosowane specyficzne testy rozrézniajace okreslone typy regulowanej $mierci komérek
w zastosowanych ukladach eksperymentalnych. Nalezy zaznaczy¢, ze komorki makrofagow
byly hodowane przez okres 72 h z inhibitorem bialek CDK4/6 - czy w tym czasie bylo
wymieniane medium? Doktorantka uzywata techniki siRNA do badania funkcji m.in., BRM,
BRGI. Czy procedura z kontrolnym siRNA zmieniata poziom tych biatek w odniesieniu do
komorek nietraktowanej zadnym siRNA? Czy uzyte siRNA do wyciszania ekspresji BRM,
BRG1 bylo specyficzna pojedynczg biomolekutg siRNA czy mieszaning kilku siRNA?

Odnoszac si¢ do artykutu opublikowanego w Cancers (Basel). 2020 Feb 4;12(2):349.
doi: 10.3390/cancers12020349 chciatem zapyta¢ Doktorantke o réznice w kariotypie MCF-7
oraz MDA-MBA-231, w szczegolnosci w liczbie kopii genéw BRG1, BRG2 oraz EP300 oraz
mozliwych konsekwencji z tego faktu wynikajacych dla otrzymanych wynikow.

W artykule zatytulowanym “PARP Traps Rescue the Pro-Inflammatory Response of
Human Macrophages in the In Vitro Model of LPS-Induced Tolerance” Doktorantka
prezentuje, m.in., wyniki zmiany profilu sekrecyjnego komérek po zastosowaniu inhibitorow
PARP1 — chcialem w tym miejscu prosi¢ o doprecyzowanie jakimi kryteriami kierowala sie
Doktorantka wybierajac cytokiny do swoich analiz. Dlaczego np. pomini¢to w analizach

interleuking 8 oraz 10?7 Doktorantka analizowata profil odpowiedzi prozapalnej komorek na
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poziomie mRNA za pomoca qPCR. Czy moglaby Doktorantka skomentowaé jakie
konsekwencje niesie ze sobg zmiana aktywnosci PARPI na stabilno$¢ transkryptéw genow
cytokin? Czy w zwigzku z tym w uzytym przez Doktorantke ukladzie eksperymentalnym moga
wystgpowac roznice migdzy mRNA a poziomem biatek cytokin. Jezeli tak, to jakiego typu
nalezy spodziewac si¢ zmian: wzrostu czy spadku efektywnosci translacji w odniesieniu do

transkrypcji gendéw cytokin?

Whiosek koncowy
W podsumowaniu recenzji chcialbym stwierdzi¢, iz mimo moich uwag, bardzo
wysoko oceniam przestawiong prace doktorskg Pani mgr Julity Pietrzak oraz stwierdzam, ze
spelnia ona wymogi ustawowe stawiane pracom doktorskim, poniewaz udowodnila, ze
samodzielnie potrafi rozwigzywa¢ sformulowany problem naukowy poprzez odpowiednio
zaplanowane eksperymenty, ich interpretacj¢, krytyczna dyskusje oraz wywazone wnioski.
W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni

naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr Julity Pietrzak do

dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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