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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Julity Pietrzak

p.t. ,Oddzialywanie PARP1 z chromatyng jako mechanizm regulujacy nabywanie

tolerancji na bakteryjng endotoksyne przez ludzkie monocyty i makrofagi”

Ocena aktywnos$ci naukowej

Dorobek naukowy mgr Julity Pietrzak zamyka si¢ w 5 publikacjach, ktére ukazaly sie
w pismach o zasiegu miedzynarodowym o wspotczynnikach wptywu (IF) od 3.51 do 7.77. W trzech
z tych publikacji, mgr Julita Pietrzak jest pierwszym autorem. Liczba cytowan wedlug Scopus wynosi 52
a indeks Hirsha = 3. Pani mgr Julita Pietrzak prezentowala swoje wyniki na mig¢dzynarodowych
konferencjach w Warszawie, Kijowie, Pradze oraz Berlinie. Odbyta takze kurs naukowy “FEBS

Advanced Lecture Course Epigenomics, Nuclear Receptors and Disease” w Spetses.
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Ocena osiggni¢cia naukowego

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska pt. ,,Oddziatywanie PARP1 z chromatyna jako mechanizm
regulujgcy nabywanie tolerancji na bakteryjng endotoksyne przez ludzkiec monocyty i makrofagi” stanowi
cykl czterech publikacji (w tym jednej przegladowej) w ktorych Doktorantka podsumowata swoje
badania. Sumaryczny IF czasopism, w ktérych ukazaly sie publikacje Doktorantki, wyni6st 21.692 (320
pkt. MNiSW),

Uklad rozprawy doktorskiej zawiera ,,Wstep”, ,,Cel pracy”, ,Materialy i Metody”, ,,Oméwienie
wynikow”, ., Wnioski” oraz ,,Literature”. Catos¢ zawiera si¢ w 14 stronach. Do czesci w jezyku polskim
dolgczona zostala czgs¢é w jezyku angielskim zawierajgca analogiczne (do czes$ci w jezyku polskim)
fragmenty. W rozprawie znalazly sie takze kopie publikacji stanowiacych podstawe merytoryczng
osiggnigcia naukowego oraz o$wiadczenia wspotautorow publikacji. Doktorantka ocenila swoj udzial

w przedstawionych publikacjach od 20 do 60%.

W rozprawie doktorskiej Doktorantka cytuje tgcznie 186 prac w tym te z okresu ostatnich pieciu lat, co
wskazuje na wysoki stopien obeznania z tematyka, ktéra Doktorantka zajmowala sie w trakcie realizacji

zadan badawczych.

Gléwnym  celem badawczym mgr Julity Pietrzak bylo okreslenie roli  biatka PARPI
w  powstawaniu zjawiska immunotolerancji. Jednym 2z najistotniejszych problemoéw badan
immunologicznych jest identyfikacja mechanizméw prowadzacych do nadmiernej lub niedostatecznej
odpowiedzi uktadu immunologicznego na okreslony sygnal zwigzany z zakazeniem drobnoustrojami.
Zwigkszona tolerancja drobnoustrojéw na antybiotyki wskazuje na konieczno$é poszukiwan nowych
sposobow regulacji aktywnosci uktadu immunologicznego i przywracania jego rownowagi w przypadku
wystgpienia stanu immunopatologii. W tym kontekscie prace doswiadczalne wykonane przez

Doktorantke wpisuja si¢ w jeden z podstawowych nurtdéw wspdtezesnej immunologii.

Przedmiotem badan Doktorantki byly pierwotne komorki monocytéw, monocytéw réznicowanych
w kierunku makrofagéw oraz komoérki linii biataczki monocytarnej (THP-1). Do analizy ekspresji
wybranych genéw na poziomie mRNA Doktorantka stosowala metode RT-PCR w czasie rzeczywistym,
natomiast do oceny ilosci bialka stosowala technike Western bloiting. Do oceny zmian
cyklu komorkowego w wybranych komodrkach poddanych dziataniu réznych inhibitorow Doktorantka
stosowala metode barwienia komoérek jodkiem propidyny i pomiaru fluorescencji przy zastosowaniu
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cytometrii przeptywowej. Badanie wigzania si¢ biatek regulatorowych do sekwencji 5’-flankujgcej gen
TNFA przeprowadzone zostalo metodg immunoprecypitacji chromatyny. Doktorantka stosowata takze
techniki bioinformatyczne do analizy sekwencji regulatorowych badanych gendéw. Zastosowanie
opisanych metod jest wlasciwe 1 wskazuje bieglos¢ Doktorantki w postugiwaniu sie¢ technikami biologii

molekularne;.

W czesei dotyczacej omowienia uzyskanych wynikéw Doktorantka przedstawia poszezegodlne etapy
pracy poczawszy od ustalenia warunkéw hodowli i rdéznicowania oraz monitorowania réznicowania
monocytéw do makrofagdéw, do opisu najwazniejszych wynikow eksperymentalnych. Doktorantka
odkryta, ze wraz z réznicowaniem komorek monocytow do makrofagow wzrasta liczba kopii transkryptu
genu PARP] oraz bialka PARP1. Proces ten hamowany byl przez inhibitor EP300 oraz indukowany przez
inhibitor HDACI, przy czym inhibitor EP300 miatl dominujacy efekt wzglgdem inhibitora HDACT.,
Immunoprecypitacja chromatyny wykazata, ze z promotorem genu PARP ] wigza si¢ biatka BRM 1 BRG1
bedace czescia kompleksu biatkowego SWI/SNF. Zastosowanie inhibitora SWI/SNF, podobnie jak
w przypadku inhibitora EP300, prowadzito do zahamowania ekspresji PARPI. Wzrost ekspresji PARPI
(biorgcego udziat w naprawic DNA) w trakcie réznicowania monocytow do makrofagéw Doktorantka
thumaczy narazeniem komorek makrofagow na reaktywne formy tlenu, azotu i chloru moggce uszkadza¢
m.in. DNA. Niejako w oderwaniu od glownego nurtu badan, Doktorantka pokazala takze, ze bialka

EP300 oraz BRG1 sg niezbg¢dne dla zachowania proliferacji komérek linii raka jajnika.

W nastepnych etapach badan Doktorantka sprawdzila role PARP1 w rozwoju tolerancji makrofagéow na
lipopolisacharyd (LPS), ktérej wyznacznikiem byta ekspresja genu 7NFA. Eksperymenty wykazaty, ze
zastosowanie inhibitorow PARP1, ktore zatrzymujg to biatko na chromatynie tj. Olaparibu i Niraparibu
zapobiega powstawaniu immunotolerancji. Co cickawe, inhibitor PARylacji, Veliparib, nie wykazywal
takiego dziatania. Czg¢s¢ z tych wynikow zostala potwierdzona na linii komodrkowej THP1. Przy
zastosowaniu techniki immunoprecypitacji chromatyny stwierdzono, ze Olaparib zatrzymuje PARPI
w promotorze genu INFA 1 prowadzi do utrzymania wysokiego poziomu podjednostki p65 w jego
obrgbie. Wysoki poziom PARP1 oraz p65 uniemozliwia wigzanie si¢ czynnika pS0 do promotora genu
TNFA, a w konsekwencji, rozwiniecie tolerancji na LPS. Doktorantka udowodnita takze, ze EP300
wspoOldziata z PARP1 w obrebie promotora genu TNFA 1 to wspotdziatanie jest kluczowe do wystgpienia
tolerancji na LPS. Podsumowujgc, fragment dotyczgcy wynikéw jest napisany w sposob klarowny

zas poszczegdlne elementy skladajg si¢ w logiczng i spojng calosé. Doktorantka uzyskata wyniki
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pokazujgce mechanizm nabywania tolerancji na bakteryjna endotoksyne przez komorki makrofagbw tym

samym wskazata tarcze molekularng (PARP1), ktérej utrzymanie na chromatynie umozliwia

zahamowanie rozwoju tolerancji na LPS. Odkrycie Pani mgr Julii Pietrzak moze znalezé zastosowanie

w leczeniu pacjentow septycznych, ktorzy rozwijajg tolerancje na endotoksyne czego efektem moze byé

zespol kompensacyjnej odpowiedzi przeciwzapalnej (Compensatory Anti-inflammatory Response

Syndrome - CARS), w ktérym komorki zamiast wydzielaé mediatory stanu zapalnego, w odpowiedzi na

wtorne bodzee stymulujace receptory TLR, wydzielaja cytokiny przeciwzapalne. W rezultacie, pacjenci

z CARS wykazujg zwigkszong podatnos¢ na wtérne infekeje.

Pomimo wysokiej jakosci pracy, Doktorantka nie ustrzegla sie bledow.

1.

Strona 7. Doktorantka napisala, ze sepsa ,,Wywolana jest m.in. przez monocyty i makrofagi
nalezace do pierwszej linii obrony immunologicznej(...)”. Jest to oczywisty btad, gdyz sepsy nie
wywoluja monocyty i makrofagi, ktore sa obecne w naszych organizmach w duzej liczbie, ale

drobnoustroje i zaburzona odpowiedz uktadu immunologicznego na nie.

Strona 7. ,,Jednak ostatnie dane pokazuja, ze stosowanie antybiotykéw wiaze si¢ z rozwojem
antybiotykoopornosci, za$ antybiotyki o szerokim spekirum dziatania zwickszaja ryzyko zgonu
0 20% w przypadku leczenia niektorych szezepow bakterii [4].” Doktorantka popehnita blad, gdyz

nie leczy si¢ bakterii, zwlaszcza tych, ktore Wyw.o%uja( choroby cztowieka.

Doktorantka wymiennie uzywa termin TNFo dla genu i biatka. Jednakze prawidlowa

nomenklatura odnosi termin TNFa do biatka kodowanego przez gen TNFA lub TNF.

Na stronie 14 Doktorantka napisala: ,,Potraktowanie komoérek Olaparibem chronito TNFa przed
represja wywolang przez LPS i utrzymywato wysoki poziom ckspresji tej cytotoksyny [17].”

TNFa nie jest cytotoksyng a cytoking.

Na stronie 15 Doktorantka uzyta niezbyt zgrabnego sformulowania: ,,Wiedzac ze PARP1 jest
udokumentowanym wspotregulatorem transkrypcji (...)". Doktorantka nie napisata, czy PARP1
jest regulatorem transkrypcji w ogéle czy chodzilo o gen 7NFA, z kontekstu dedukuje, ze to
drugic. Przypuszczam takze, ze napisanie po prostu ,,Wiedzac, ze PARPI jest regulatorem

transkrypcji (...)” wypadtoby z korzyscig dla samego zdania.
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6. Strona 16: ,Immunoprecypitacja chromatyny powigzana z oceng ilosciowa technikg real-time
PCR wykazata wzrost acetylacji (Rys. 3a) i usunigcie biatka EP300 z promotora TNFa w trakcie
roéznicowania komorek THP1 (Rys. 3b).” Patrzac na rycing 3a mozna zauwazy¢, ze nie ma
istotnosci statystycznej pomigdzy komorkami niezréznicowanymi i zréznicowanymi, tym samym

pisanie 0 wzroscie acetylacji jest nieuprawnione.

7. Doktorantka niekonsekwentnie stosuje opisy osi Y na swoich rycinach. W wersji polskiej na
wiekszoscl rycin opisy sg w jezyku angielskim: Ryc. lab, Ryc. 3abed. Dodatkowo na Ryc. 3bd
opis jest z bledem ,,Enrichment obver input”. Blad ten zostal powtdrzony rowniez na rycinach

w wersji angielskiej.

8. Wniosek czwarty jest napisany niepoprawnie i trudno jest go zrozumie¢: ,,Obecnos¢ PARPI
zawigzanego w sekwencji promotorowej TNFo pozwala na zapobiega postania zjawiska tolerancji
immunologicznej”. To zdanie mozna poprawi¢ na kilka sposobdéw na przyktad: ,,Obecnosé
PARP1 w sekwencji promotorowej genu TNFA zapobiega powstawaniu zjawiska tolerancji

immunologicznej”.

Powyzsze uchybienia nie rzutujg jednakze na wysoka oceng merytoryczng jakg wystawiam Autorce za

wykonang prace.

Podsumowujac, stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, prezentuje ogolng wiedze teoretyczng Autorki w dziedzinie nauk $cistych 1 przyrodniczych,
w dyscyplinie nauk biologicznych oraz wskazuje, ze mgr Julita Pietrzak posiadia umicjetnosci

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Otrzymana praca doktorska wedlug mojej oceny spelnia wymogi formalne okreslone
w Ustawie z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Dz.U. 2018 poz. 1668

z pbdZniejszymi zmianami,
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