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1. Imie i Nazwisko

Agnieszka Robaszkiewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu

rozprawy doktorskiej

= 2007 — magister biologii w dyscyplinie biofizyka

Praca wykonana w Katedrze Biofizyki Molekularnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu todzkiego na temat: ,Morfologiczne i funkcjonalne zmiany w erytrocytach

i komodrkach linii A549 poddanych dziataniu N -chloroaminokwasow i kwasu podchlorawego.”

pod kierunkiem prof. dr hab. Mirostawa Soszynskiego

= 2012 - doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biofizyka

Praca wykonana w Katedrze Biofizyki Molekularnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu £odzkiego na temat: ,Charakterystyka cytoksycznego dziatania chlorohydryn

fosfatydylochiny w wybranych komérkach ludzkich w warunkach in vitro.” pod kierunkiem

prof. dr hab. Mirostawa Soszynskiego

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2007 - 2012
2009 — 2010
2011 - 2013
2012 - 2016
2013 - 2014
Od 2016 r
08-12.2017

doktorantka, Stacjonarne Studium Doktoranckie Biochemiczno-Biofizyczne Wydziatu

Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t.édzkiego

asystent w Katedrze Genetyki Molekularnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu £édzkiego

pracownik naukowy w Katedrze Chemii Medycznej Uniwersytetu w Debreczynie,
Wegry

adiunkt w Katedrze Biofizyki Skazen Srodowiska Wydziatu Biologii i Ochrony

Srodowiska Uniwersytetu t.6dzkiego

pracownik naukowy/stypendysta w Instytucie Biochemii Weterynaryjnej i Biologii

Molekularnej Uniwersytetu w Zurychu, Szwajcaria

adiunkt w Katedrze Biofizyki Ogdlnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu £édzkiego

pracownik naukowy w Katedrze Chemii Medycznej Uniwersytetu w Debreczynie,
Wegry
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

nr 65, poz. 595 ze zm.)

4a) Tytut osiggniecia naukowego:

Zmiany poziomu PARP1 warunkowane przebiegiem cyklu komérkowego i ich rola

w regulowaniu procesu réznicowania i fenotypu komoérek

Na prezentowane osiggniecie naukowe sklada sie cykl 9-ciu prac wymienionych w punkcie 4b

(kopie publikacji znajdujg sie w Zatgczniku 4, a o$Swiadczenie wspoétautoréw w Zatgczniku 5).

4b) Publikacje wchodzace w skiad osiggniecia naukowego:

4bl) Tokarz P., Ploszaj T., Regdon Z., Virag L., Robaszkiewicz A., “PARP1-LSD1 functional

4b2)

interplay controls transcription of SOD2 that protects human pro-inflammatory macrophages
from death under an oxidative condition”, Free Radic Biol Med. 2019; 131: 218-224;
doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2018.12.004.

IF2017= 6.020, MNiSW ;6= 40 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zdobyciu srodkéw
finansowych na ich wykonanie, przeprowadzeniu eksperymentéw i opracowaniu danych
(w tym analizy statystycznej i bioinformatycznej) przestawionych na wykresach 1A-B, 2, 3A-B
i 3D-E, 4A-E oraz w suplementach, koordynowaniu pracy pozostatych wspdtautorow,

przygotowaniu i wystaniu manuskryptu.
Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

Pietrzak J., Ptoszaj T., Pufaski t., Robaszkiewicz A., “EP300-HDAC1-SWI/SNF functional
unit defines transcription of some DNA repair enzymes during differentiation of human
macrophages” Biochim Biophys Acta Gene Regul Mech. 2019;
doi: 10.1016/j.bbagrm.2018.10.019.

IF2017= 5.179, MNiSW 356= 40 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zdobyciu srodkéw
finansowych na ich wykonanie, przeprowadzeniu eksperymentéw i opracowaniu danych
(w tym analizy statystycznej i bioinformatycznej) przestawionych na wykresach 1C, 1F, 1G,
11-3, 2A-F, 2H-l, 2K-N, 3, 4A-E, 4G-J oraz w suplementach (poza wykresem 1A),

koordynowaniu pracy pozostatych wspotautoréw, przygotowaniu i wystaniu manuskryptu.

Méj udziat procentowy szacuje na 70%.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584918317581#!
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 4b3)

4b4)

Pietrzak J., Spickett C.M., Ptoszaj T., Virag L., Robaszkiewicz A., “PARP1 promoter links cell
cycle progression with adaptation to oxidative environment.” Redox Biol. 2018; 18:1-5;
doi: 10.1016/j.redox.2018.05.017.

|F2017: 7126, MN|SW2016: 40 pkt

Moj wkfad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji publikacji, wybraniu
opisywanych zagadnien, przygotowaniu tekstu publikacji oraz rysunkéw 1 i 2, koordynowaniu

pracy pozostatych wspoétautorow, przygotowaniu i wystaniu manuskryptu.
Méj udziat procentowy szacuje na 55%.

Robaszkiewicz A., Wisnik E., Regdon Z., Chmielewska K., Virag L. ,PARP1 facilitates EP300
recruitment to the promoters of the subset of RBL2-dependent genes.” Biochim Biophys Acta
Gene Regul Mech. 2018; 1861(1):41-53; doi: 10.1016/j.bbagrm.2017.12.001.

IF2017= 5.179, MNiSW 356= 40 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zdobyciu Srodkéw
finansowych na ich wykonanie, przeprowadzeniu eksperymentéw i opracowaniu danych
(w tym analizy statystycznej i bioinformatycznej) przestawionych na wykresach 1A-C, 2E-J,
3A-C, 3F-K, 4C-T, 5A-1 oraz w suplementach (poza suplementem Tabela 1, suplementem
wykres 1A, 4A-E), koordynowaniu pracy pozostatych wspotautoréw i weryfikowaniu

uzyskiwanych wynikbéw, przygotowaniu i wysfaniu manuskryptu.

Mo¢j udziat procentowy szacuje na 70%.

4b5) Tempka D., Tokarz P., Chmielewska K., Kluska M., Pietrzak J., Rygielska Z., Virag

4b6)

L., Robaszkiewicz A., “Downregulation of PARP1 transcription by CDK4/6 inhibitors
sensitizes human lung cancer cells to anticancer drug-induced death by impairing
OGG1l-dependent  base  excision repair.” Redox Biol. 2018; 15:316-326;
doi: 10.1016/j.redox.2017.12.017.

IF2017= 7.126, MNiSW 56= 40 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zdobyciu srodkéw
finansowych na ich wykonanie, przeprowadzeniu eksperymentéw i opracowaniu danych
(w tym analizy statystycznej) przestawionych na wykresach 1A-B, 1D, 1F, 2A-E, 3, 4C-D oraz
w suplementach (poza wykresami suplement 1D, 3C i 3E), koordynowaniu pracy pozostatych

wspotautorow i weryfikowaniu uzyskiwanych wynikéw, przygotowaniu i wystaniu manuskryptu.
M¢j udziat procentowy szacuje na 70%.

Wisnik E., Ploszaj T., Robaszkiewicz A., ,Downregulation of PARP1 transcription
by promoter-associated E2F4-RBL2-HDAC1-BRM complex contributes to repression|
of pluripotency stem cell factors in human monocytes.” Sci Rep. 2017; 25;7(1):9483;
doi: 10.1038/s41598-017-10307-z.

|F2017: 4122, MN|SW2016= 40 pkt
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4b7)

4b8)

4b9)

Moj wkfad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zdobyciu $rodkéw
finansowych na ich wykonanie, przeprowadzeniu eksperymentéw i opracowaniu danych
(w tym analizy statystycznej i bioinformatycznej) przestawionych na wykresach 1, 2A, 2C,
3A-B, 3G-R, 4K-T, 5 oraz w suplementach (poza wykresami suplement 1B-C, 1E-K, 2D, 3A-B,
3A-B, 3F-H, 3M, 4E-H, 4L, 7A-D | tabelkg 1), koordynowaniu pracy pozostatych wspoétautorow

i weryfikowaniu uzyskiwanych wynikéw, przygotowaniu i wystaniu manuskryptu.
Méj udziat procentowy szacuje na 78%.

Robaszkiewicz A., Qu C., Wisnik E., Ploszaj T., Mirsaidi A., Kunze F.A., Richards P.J.,
Cinelli P., Mbalaviele G., Hottiger M.O., “ARTD1 regulates osteoclastogenesis and bone
homeostasis by dampening NF-kB-dependent transcription of IL-1B.” Sci Rep. 2016;
17;6:21131; doi: 10.1038/srep21131.

IF2016: 4259, MN|SW2016: 40 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przygotowaniu planu badan, przeprowadzeniu
eksperymentéw i opracowaniu danych (w tym analizy statystycznej) przestawionych
na wykresach 1-4 i 6 oraz w suplementach (poza wykresem 4) oraz na przygotowaniu

pierwszej wersji manuskryptu.
Méj udziat procentowy szacuje na 40%.

Robaszkiewicz A., Valké Z., Kovacs K., Hegedis C., Bakondi E., Bai P., Virag L., “The role
of p38 signaling and poly(ADP-ribosyl)ation-induced metabolic collapse in the osteogenic
differentiation-coupled cell death pathway.” Free Radic Biol Med. 2014; 76:69-79;
doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2014.07.027.

”:2014: 5.736, MNlSW2016= 40 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przygotowaniu planu badan, przeprowadzeniu
eksperymentéw i opracowaniu danych (w tym analizy statystycznej) przestawionych

na wykresach 1A, 2, 3, 4, 5i 6 oraz w suplementach, a takze na przygotowaniu manuskryptu.
Méj udziat procentowy szacuje na 60%.

Robaszkiewicz A., Erdélyi K., Kovacs K., Kovacs |., Bai P., Rajnavélgyi E., Virag L.,
“Hydrogen peroxide-induced poly(ADP-ribosyl)ation regulates osteogenic differentiation-
associated cell death.” Free Radic Biol Med. 2012; 53(8):1552-64;
doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.567.

IF2012= 5.271, MNiSWp;6= 40 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na przygotowaniu planu badan, przeprowadzeniu
eksperymentéw | opracowaniu danych (w tym analizy statystycznej) przestawionych

na wykresach 1- 3, 5-7 oraz w suplementach, a takze na przygotowaniu manuskryptu.

Méj udziat procentowy szacuje na 60%.

taczny wspotczynnik oddziatywania publikacji (zgodny z rokiem ich opublikowania) wchodzgcych

w skfad osiggniecia naukowego IF = 50.018; MNiSW = 360 pkt; liczba cytowan (bez autocytowan): 41
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4c¢) Omoéwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Wprowadzenie do tematyki badan:

Pierwsze doniesienia o0 procesie ADP-rybozylacji, a co za tym idzie o enzymach
zaangazowanych w metabolizm tej potranslacyjnej modyfikacji, pochodzg z lat szesc¢dziesigtych
poprzedniego wieku, kiedy to zaobserwowano, ze czgsteczka ADP-rybozy moze hamowac synteze
biatek i formowac¢ polimery w obecnosci DNA [1]. Reakcje ADP-rybozylacji przeprowadzajg
ADP-rybozylotransferazy, ktore katalizujg przeniesienie czgsteczki ADP-rybozy pochodzacej z NAD+
na reszty asparaginy, kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, argininy, lizyny, cysteiny i seryny.
Enzymy posiadajgce zdolnos¢ do poli-ADP-rybozylacji przytgczajg kolejne czgsteczki ADP-rybozy
tworzgc tancuchy i polimery, ktére powstajg dzieki wigzaniom glikozydowym miedzy C1 rybozy
monomeru ADPrybozy (powstajgcego z NAD+ po odigczeniu amidu kwasu nikotynowego),
a C2' rybozy kolejnego przytgczonego monomeru (ryboza — ryboza 1” - 2”) (Rycina 1). W warunkach
in vitro polimery osiggajg diugos¢ 200-400 jednostek ADP-rybozy, a rozgatezienia pojawiajg co 20-50
jednostek [2]. ADP-rybozy usuwane sg przez glikohydrolaze poli-ADP-rybozy (PARG), terminalng
glikohydrolaze ADP-rybozy 1 (TARG1), ADP-rybozylohydrolase 1 i 3 (ARH1 i ARH3), makrodomeny
D1 i D2 oraz hydrolazy nudix 9 i 16 (NUDT9 i NUDT16).

Niezmodyfikowane Mono-ADP-rybozylowane
biatko }é biatko
© -
4 f)

PARG, ARH PERP/ wmp oij

NH, ADP-ryboza
Poli-ADP-rybozylowane é‘f"u
biatko o N N.,J
0 0 99 o NH,
ek o
o 0
OH OH OHO —— N N’J NH,
NH, 0 o.g.o.g.o 0 eNfN
NN 0 0 s
1§ N) e O OH OHOQ, o o N
b- oL 99 o 05 0-b.0p0c®
OB OP-0 \ 58
o 0 OH OH OH(I)

OH OH OHO  Rozgalezienie
] (ADPr)n
(ADPr)n

Poli-ADP-ryboza

Rycina 1. Schemat tworzenia i usuwania mono- i poli-ADP-rybozy z reszt aminokwasow
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U ludzi rodzina enzyméw posiadajgcych domene katalityczng do przeprowadzania reakcji mono-i poli-
ADP-rybozylacji sktada sie z 16 biatek wystepujgcych pod wspdlng nazwg polimeraz poli-ADP-rybozy

(PARP1-16), chociaz niektére enzymy posiadaja wytgcznie zdolnos¢ do mono-ADP-rybozylacji.

Dwa

biatka z tej rodziny: PARP5a i PARPSb znane sg jako tankyrazy (odpowiednio tankyraza 1
i tankyraza 2), a PARP9 i PARP13 nie wykazujg aktywnosci enzymatycznej (Rycina 2) [3].

Tankyrazy

b G IP:'IO()ICBPIHDACI

ACETYL
FOSFO (K498, K505, K508, K521, K524)
L—JERKW’ CHKZJ --.--: > (8372maT3) ADPr P B ARP
(K498, KE21, K&24) L .I
I. PIASy ] """ f.f;!.";; SUMO
v m I 2. I PIASY I
— ZnF NLS BRCT v WGR Domena PARP
© 1 PARP1
s 1014
[ Domena Domena Centralna domena
5' wigzacaDNA automodyfikacyjna katalityczna
=
S PARP2
L 1 570
HPS Powtérzenia ANK SAM
' ) I S—— Tankyraza 1
1 1327
i K S— Tankyraza 2
1 1168
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—i— S TIPARP
= 1
E 657
o A PARP12
T
g NLS NES 701
o | ,—HMliHEH—H—SH S zaPPARPT3
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- ot R BALUPARPO
&
& WWE 854
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% 1801
£ —— it BALIPARP1S
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BRCT vIT VWA MVP-BD
el S . 4 W eARPPARPS
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— HHH S PARP6
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Lo HHH S PARP8
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= 44 R PARP10
1
1025
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331
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Rycina 2. Schemat budowy enzyméw z rodziny PARP oraz modyfikacje potranslacyjne, ktére mogg pojawiaé

sie w czgsteczce PARP1 i wptywa¢ na aktywnosé enzymu
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Wedtug danych literaturowych opartych na prébach eksperymentalnego oszacowania udziatu
poszczegdlnych  enzyméw w  procesie  ADP-rybozylaciji biatko  PARP1 odpowiada
za synteze okoto 80% polimeréw ADP-rybozy w komodrkach. W swojej strukturze biatko to oprécz
centrum katalitycznego posiada takze domene oddziatujgcg z DNA, a w jej obrebie 3 palce cynkowe
(ZnF) oraz sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) warunkujgcy wystepowanie wiekszo$ci czgsteczek biatka
na terenie jadra komérkowego. Fragment pomiedzy domeng katalityczng a oddziatujagcg z DNA
obejmuje kolejny funkcjonalny element — domene automodyfikacyjng (BRCT), ktéra jest akceptorem
polimerow ADP-rybozy syntetyzowanych w nastepstwie aktywacji enzymu oraz platformg do
bezposrednich interakcji z biatkami zaangazowanymi m.in. w naprawe uszkodzen DNA (np. XRCC1,

topoizomerazy 1) oraz w sygnalizacje komorkowa [4, 5].

Aktywacja enzymu jest najczesciej indukowana modyfikacjami struktury DNA takimi jak
pekniecia jedno- i dwuniciowe, struktury krzyzowe, superzwiniecia, szpilki do wloséw czy addukty
spowodowane przez czynniki alkilujgce. Sg one rozpoznawane przez dwa N-terminalne palce cynkowe
powodujgce zmiane konformacji enzymu i aktywacje domeny katalitycznej [6]. Domena WGR bogata
w tryptofan, glicyne i arginine umozliwia aktywacje PARP1 przez RNA [7]. Na aktywno$¢ enzymu
wplywajg réwniez modyfikacje potranslacyjne takie jak mono- i poli-ADP-rybozylacja, fosforylacja,
acetylacja i deacetylacja, sumoilacja oraz interakcje z biatkami takimi jak HES1 czy KIF4 (Rycina 2) [8-
11].

Dzigki wymienionym wyzej domenom strukturalnym i funkcjonalnym umozliwiajgcym biatku
PARP1 bezposrednig fizyczng interakcje z DNA i biatkami oraz poli-ADP-rybozylacje tych ostatnich,
ktora wptywa na wiasciwosci biatek akceptorowych (strukture, tadunek, aktywno$¢), enzym ten
uczestniczy w przebiegu wielu wewnagtrzkomoérkowych proceséw [12]. W poprzedniej dekadzie
najwiecej uwagi poswiecono badaniu roli PARP1 w naprawie uszkodzen DNA przez wzglad
na potencjalne znaczenie kliniczne i mozliwo$¢ praktycznego zastosowania inhibitorow PARP1
w terapiach przeciwnowotworowych, Wykazano, ze enzym ten jest waznym elementem wiekszosci
znanych systemoéw usuwajgcych uszkodzone zasady azotowe (z ang. base excision repair - BER),
naprawy peknie¢ jednoniciowych (z ang. single strand brake repair - SSBR), homologicznej
rekombinacji (z ang. homologous recombination — HR), alternatynej naprawy przez niehomologiczne
taczenie koncow (alternative nonhomologous end-joining - alt-NHEJ), ale zapobiega aktywacji
klasycznej $ciezki NHEJ powodujgcej utrate fragmentéw genomu [13]. Badania w uktadach
in vitro potwierdzity przeciwnowotworowe witasciwosci inhibitorow PARP1. Do chwili obecnej 4 z nich
(olaparib — Lynparza®, niraparib — Zejula®, rukaparib - Rubraka®, talazoparib — Talzenna®) znalazty
zastosowanie w monoterapiach i terapiach skojarzonych nowotwordw piersi i jajnikow, a kilka innych
inhibitoréow (veliparib, BMN673) znajduje sie w fazie badan klinicznych, ktére rozszerzane
sg na inne typy nowotworéw m.in. gtowy i szyi, hematologiczne czy glejaki [14, 15]. Zwigzki
te sg dobrze tolerowane przez pacjentéw, chociaz ze wzgledu na stosunkowo krotki okres jaki uptynat
od ich wprowadzenia do leczenia nowotworédw nie mozna wykluczy¢ nieznanych dotad efektéw
ubocznych, szczegdlnie w przypadku ich dtugiego stosowania. Czes$¢ inhibitoréw oprdcz obnizania
aktywnosci PARP1 wykazuje wtasciwosci ,putapek” DNA wigzacych enzym w kwasem nukleinowym,
co daje dodatkowo mozliwo$s¢ modulowania ekspresjg genow, ktorych aktywnos¢ transkrypcyjna

uwarunkowana jest obecnoscig biatka PARP1 na chromatynie w regionach regulatorowych genéw [16].
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PARPL1 jest udokumentowanym kofaktorem i komponentem maszynerii transkrypcyjnej oraz elementem
determinujagcym oddziatywanie czynnikéw transkrypcyjnych z regionami regulatorowymi gendw.
Dziatanie PARP1 na chromatynie obejmuje zaréwno fizyczne interakcje z biatkami i DNA,
ktore mogg by¢ regulowane na poziomie chromatyny przez wspomniane wcze$niej inhibitory
0 dziataniu putapkujgcym, jak i aktywnos¢ enzymatyczng [5]. Poli-ADP-rybozylacja definiuje skfad
chromatyny, dziatanie enzyméw remodelujgcych chromatyne i aktywnos¢ polimerazy RNA, a ostatnio
jest rozwazana takze jako nowy element kodu epigenetycznego, ktéry podobnie jak inne potranslacyjne
modyfikacje histonéw reguluje dostepnos¢ DNA dla maszynerii transkrypcyjnej. Regulowanie ekspresiji
gendw przez PARP1 odbywa sie rowniez na etapie splicingu, poniewaz obecno$¢ enzymu na granicy
pomiedzy eksonami i intronami umozliwia powstawanie alternatywnych transkryptéw [17]. Regulowanie
ekspresji gendw na roznych poziomach wptywa na sktad wewnatrzkomérkowego proteomu,
w tym na kompozycje mediatoréw przekazujgcych sygnaty ze $rodowiska do wnetrza komorki,
ktore takze oddziatujg z PARP1 i ulegajg ADP-rybozylacji zmieniajac strukture, aktywno$¢
lub interaktom. Dalej, reakcje ADP-rybozylacji wykorzystujgce jako substrat NAD+ petnigcy funkcje
kofaktora glikolizy, cyku krebsa czy fancucha oddechowego wptywajg na metabolizm komorki,
a posrednio takze na stopien acetylacji biatek poprzez hamowanie aktywnosci NAD-zaleznych
deacetylaz — sirtuin kontrolujgcych oprécz metabolizmu réwniez ekspresje gendéw [18]. Tych kilka
przyktadéw uwidacznia zakres wzajemnych zalezno$ci pomiedzy wewngtrzkomorkowymi procesami
regulowanymi przez PARP1, co daje mozliwos¢ ich modulowania poprzez regulowanie poziomem
i aktywnoscig biatka PARP1.

PARP1 decyduje o losie komoérek: o ich $mierci lub przezyciu, zachowaniu pluripotencji
lub rozpoczeciu procesu réznicowania. Intensywna poli-ADP-rybozylacja powoduje przemieszczenie
czynnika indukujgcego apoptoze (AIF) z mitochondriéw do jadra komérkowego inicjujgc w ten sposob
kondensacje chromatyny i Smier¢ komérki na drodze nekroptozy zaleznej od obecno$ci polimeru PAR
(o nazwie parthanatos). Aczkolwiek, dane literaturowe wskazujg na udziat PARP1 w przebiegu innych
typow Smierci komérek m.in. apoptozy i autofagii [19]. W proliferujgcych komdrkach embrionalnych
wysoki poziom PARP1 zapobiega ich rdznicowaniu i pomaga im zachowa¢ pluripotencje,
czyli zdolno$¢ do dawania poczgtku réznym typom komorek efektorowych. PARP1 podtrzymuje
ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych Nanog, Pou5fl, Sella i Zfp43, a spadek poziomu PARP1 nasila
réznicowanie komodrek embrionalnych we wszystkie trzy listki zarodkowe [20]. Za udziatem tego
enzymu w determinowaniu losu komérek przemawia rowniez fakt, ze indukowana pluripotencja moze
zosta¢ uzyskana jedynie w obecnosci biatka PARP1, ktére umozliwia aktywacje transkrypcji genéw
warunkujgcych pluripotencje (Nanog and Esrrb), a w komoérkach proliferujgcych enzym ten nasila
transkrypcje czynnika wzrostu FGF4, ktéry odpowiedzialny jest m.in. za samoodnawianie sie komorek
[21, 22]. Réznicowaniu przynajmniej niektorych typdw komorek towarzyszy znaczny spadek poziomu
ekspresji genu PARP1, ktéry pozwala komérkom réznicujgcym sie osiggniecie pozgdanego fenotypu

i sprawowanie Scisle okreslonej funkcji w organizmie [23].

Warunkiem niezbednym do zachodzenia procesu réznicowania wszystkich typow komoérek jest
zmiana epigenomu, a w konsekwencji transkryptomu i proteomu. Zmiana zestawu biatek
w powstajgcych komorkach efektorowych wymaga aktywacji sekwencji promotorowych kodujgcych je

genéw a czesto réwniez dystalnych wzmacniaczy, w obrebie ktérych dochodzi do zmian struktury
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chromatyny przez modyfikacje potranslacyjne histonéw oraz przez zmiane kompozycji czynnikdéw

transkrypcyjnych i komplekséw remodelujgcych chromatyne. Jednocze$nie wyciszeniu ulegajg czynniki

transkrypcyjne warunkujace pluripotencje, a w wiekszosci przypadkéw réowniez geny kodujgce biatka

odpowiedzialne za proliferacje [24-26].
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Cel badan:

Celem badan obejmujgcych cykl dziewieciu przedstawianych prac byto okreslenie roli biatka
PARP1 w warunkowaniu fenotypu i funkcji wybranych komérek ze zwroceniem szczegdlnej uwagi
na proces roznicowania osteoblastéw, osteoklastow, monocytéw i makrofagdw. Brane pod uwage
aspekty dotyczyly gtéwnie udziatu PARP1 w wewnatrzkomdrkowej sygnalizacji oraz w regulowaniu
transkrypcji zarowno w trakcie zachodzenia procesu réznicowania i polaryzacji jak i w komorkach

juz zréznicowanych.

Réwnolegle prowadzone byty badania nad zmianami poziomu ekspresji PARP1 w trakcie
réznicowania monocytow i makrofagow, ktére miaty na celu weryfikacje hipotezy o konieczno$ci represiji
genu PARP1 dla powstawania i prawidlowego funkcjonowania komodrek efektorowych
oraz ewentualnego szerszego ujecia molekularnych mechanizméw kontrolujgcych jego transkrypcije
z wewngtrzkomérkowymi zmianami typowymi dla utraty pluripotencji i definiowania nowego,

pozadanego fenotypu i funkcji.
Charakterystyka osiagniecia:
Opublikowany cykl 9 prac stanowi opracowanie 3 giéwnych zagadnien:

1. Przebieg cyklu komérkowego determinuje poziom ekspresji genu PARP1 - poznanie mechanizmu
regulujgcego transkrypcie PARP1 daje mozliwos¢ intencjonalnego modulowania poziomu tego

enzymu w komérkach

4b2) Pietrzak J., Ploszaj T., Putaski k., Robaszkiewicz A., “EP300-HDAC1-SWI/SNF functional unit defines
transcription of some DNA repair enzymes during differentiation of human macrophages” Biochim
Biophys Acta Gene Regul Mech. 2019; doi: 10.1016/j.bbagrm.2018.10.019.

4b3) Pietrzak J, Spickett CM, Ploszaj T, Virag L., Robaszkiewicz A., “PARP1 promoter links cell cycle
progression with adaptation to oxidative environment.” Redox Biol. 2018; 18:1-5; doi:
10.1016/j.redox.2018.05.017.

4b5) Tempka D., Tokarz P., Chmielewska K., Kluska M., Pietrzak J., Rygielska Z., Virag
L., Robaszkiewicz A., “Downregulation of PARP1 transcription by CDK4/6 inhibitors sensitizes human
lung cancer cells to anticancer drug-induced death by impairing OGG1-dependent base excision
repair.” Redox Biol. 2018; 15:316-326; doi: 10.1016/j.redox.2017.12.017.

4b6) Wisnik E., Ploszaj T., Robaszkiewicz A., ,Downregulation of PARP1 transcription by promoter-
associated E2F4-RBL2-HDAC1-BRM complex contributes to repression of pluripotency stem cell
factors in human monocytes.” Sci Rep. 2017; 25;7(1):9483; doi: 10.1038/s41598-017-10307-z.

Jedng z cech charakterystycznych zachodzgcego procesu roéznicowania komorek
macierzystych jest utrata zdolnosci do samoodtwarzania czyli proliferacji na rzecz nabierania nowych
cech predysponujgcych nowopowstajgce komaorki do petnienia scisle okreslonych funkcji w organizmie.
Zatrzymanie cyklu komérkowego przed fazg S w fazie G1 lub GO (przejscie komérek w stan spoczynku)

spowodowane jest hypofosforylacjg biatek z rodziny retinoblastoma (RB1, RBL2, RBL1), ktére w formie
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defosforylowanej tworzg wielopodjednostkowe kompleksy represorow w obrebie sekwencji
promotorowych gendw znajdujgcych sie pod kontrolg czynnikoéw transkrypcyjnych E2F (E2F1-6)
i kodujgcych biatka odpowiedzialne m.in. za przejscie komoérek do fazy S [1]. Kompleksy zbudowane
w oparciu o heterodimery RB1-E2F1-3 najczesciej wyciszajg transkrypcje gendw w komodrkach
zatrzymanych w fazie G1, podczas gdy kompleksy RBL1/2-E2F4/5 inhibujg ekspresje w fazie GO [2].
Heterodimerom RB-E2F towarzyszg inne biatka i kompleksy enzymatyczne posiadajgce zdolnos¢
do remodelowania chromatyny (hBRM, BRG1, HDAC1, SUV39H1, LSD1) [1, 3].

Prowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze réznicowaniu hemapoidalnych komoérek
macierzystych i progenitorowych (CD34+) oraz komorek linii THP-1 w monocyty towarzyszy obnizenie
poziomu PARP1, ktére spowodowane jest represjg kodujgcego go genu. Podobnie, zatrzymanie cyklu
komorkowego proliferujgcych prekursoréw przez pozbawienie komérek nukleotydéw przed wejsciem
w faze S (ale nie podczas zatrzymania podziatow w fazie G2) pociggato za sobg zahamowanie
transkrypcji PARP1 [4b6]. Sugerowato to, ze aktywnos$¢ transkrypcyjna badanego genu,
ktérego produkt nie byt bezposrednio zwigzany funkcjonalnie z przechodzeniem proliferujgcych
komoérek przez kolejne fazy cyklu, jest determinowana przebiegiem cyklu komoérkowego. Analiza
skfadu biatkowego sekwencji promotorowej PARP1 potwierdzita obecnos¢ komplekséw RBL2-E2F4
w komoérkach, ktére opuscity cykl w wyniku réznicowania oraz kompleksow RB1-E2F1 w komorkach
zatrzymanych w fazie G1. Zaréwno w pierwszym jak i w drugim przypadku sekwencje promotorowe
byly deacetylowane przez deacetylaze histonéw 1 (HDAC1) fizycznie oddziatujgcg z kompleksami
retinoblastomy, ale jej inhibicja przywracata transkrypcje PARP1 wytgcznie w komdérkach
zréznicowanych sugerujgc obecnos¢ innego czynnika wyciszajgcego ekspresje genu w komadrkach
zatrzymanych w fazie G1. Tym elementem okazat sie byé kompleks Polycomb 2 (z ang. Polycomb
Repressive Complex 2 — PRC2), a w szczegdlnosci metylaza EZH2 (z ang. Enhancer of Zeste
Homolog 2), ktéra metylujgc reszty lizyny 27 histonu H3 pozbawiata sekwencje promotorowg
aktywnosci transkrypcyjnej. Jednoczesna inhibicja HDAC1 i EZH2 w istotnym stopniu przywracata

transkrypcje PARPL1.

Zidentyfikowany w komodrkach mieloidalnych mechanizm represji genu PARP1 zostat
zaobserwowany rowniez w komorkach niedrobnokomérkowego raka ptuc (linia  A549).
W celu zatrzymanie proliferacji komoérek nowotworowych wykorzystano dobrze znane inhibitory kinaz
zaleznych od cyklin (CDK), ktére podobnie jak inhibitory PARP1 sg stosowane w terapiach
przeciwnowotworowych. Wiedzac, ze aktywnosc¢ kinazy 4 i 6 umozliwia komérkom przejscie do fazy S
dzieki hiperfosforylacji biatek retinoblasoma prowadzacej do oddysocjowania komplekséw represora
z sekwencji promotorowych gendw E2F-zaleznych, do zatrzymania komérek w fazie G1 wykorzystane
zostaty inhibitory CDK4/6: LEEO11 (ribociclib) i PD0332991 (palbociclib). W przeciwienstwie
do inhibitora CDK2 — NU6140, ktéry uniemozliwiat podziat komérek synchronizujgc je w fazie G2,
obydwa inhibitory CDK4/6 powodowaty znaczne ograniczenie transkrypcji PARP1, co przektadato sie
dalej na poziom biatka [4b5]. Rowniez w tych komdrkach w sktad kompleksu represora wchodzity biatka
RB1, E2F1, HDAC1 i kompleks PRC2, a sekwencja promotorowa PARP1 ulegata deacetylacji
przy jednoczesnym wzroscie stopnia trzymetylacji lizyny 27 histonu H3. Na uwage zastuguje jednak
fakt, ze o ile poziom RB1 na promotorze PARP1 byt poréwnywalny bez wzgledu na rodzaj
zastosowanego inhibitora CDK4/6, to poziom E2F1, HDAC1, EZH2 i H3K27me3 byt zdecydowanie
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wyzszy w komoérkach traktowanych PD0332991 niz w komorkach traktowanych LEEO11,

przy jednoczesnie porownywalnej deacetylacji histonéw. Odzwierciedlato to stopien represji PARPL,
ktory wyzszy byt dla inhibitora CDK4/6 indukujgcego silng trzymetylacje histonu H3 w pozycji 27.
Zestaw enzymow oraz poziom H3K27me3 doskonale odwzorowywat réwniez wymagania, jakie musiaty
zostac spetnione w celu przywrdcenia transkrypcji w komérkach zatrzymanych w fazie G1: dla komorek
z niskg trzymetylacjg H3K27 wystarczajacy okazywat sie inhibitor HDAC1, podczas gdy wysoka

trzymetylacja H3K27 wymagata zastosowania inhibitora EZH2 w potgczeniu z inhibitorem HDAC1.
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Rycina 3. Zmiany zachodzace na promotorze PARP1 w odpowiedzi komérek na zatrzymanie cyklu w fazie G1

oraz spowodowane réznicowaniem przejscie do fazy GO [4b3]

Dodatkowym elementem komplekséw represora opartych na biatkach retinoblastoma
wystepujgcych w obrebie sekwencji promotorowej PARP1 w mieloidalnych komoérkach zréznicowanych
i zatrzymanych w fazie G1 byt kompleks enzymatyczny SWI/SNF, ktérego ATP-zalezne enzymy
(z ang. Brahama - BRM i Brahma-related gene 1 — BRG1) posiadajg zdolnos¢ do zmiany gestosci
nukleosoméw poprzez ich usuwanie, wstawanie lub przesuwanie, co z kolei wptywa na wydajnosé
transkrypcji. Chociaz komérki zréznicowane roznity sie od komorek zatrzymanych w cyklu rodzajem
ATP-azy (BRM i BRG1 odpowiednio dla fazy GO i G1) wystepujgcej na promotorze PARP1,
zaden z enzymoOw nie wywierat wptywu na poziom transkrypcji PARP1, ktéra silnie i negatywnie
korelowata z gestoscig histonéw. Dopiero badanie mechanizmu odpowiedzialnego za derepresje
PARP1 podczas dalszego réznicowania monocytow w makrofagi ujawnito role kompleksu SWI/SNF.
Okazat sie on petni¢ role aktywatora transkrypcji, ktérego dziatanie uwarunkowane jest stopniem

acetylacji histonéw. Ta z kolei byla koregulowana przez acetylotransferaze histonéw (EP300)
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i wspomniang wczesniej deacetylaze HDAC1 [4b2]. Poréwnanie rozmieszczenia EP300
i HDAC1 w genomie komorek proliferujgcych (nowotworowych, linia K562) i zréznicowanych
(limfocyty CD4+) wykazato, ze sekwencje promotorowe znacznej czesci genow charakteryzujg
sie obecnoscig obydwu biatek, a wsrdd nich zdecydowana wiekszos¢ posiadata motyw dla czynnikéw
transkrypcyjnych E2F oraz wyspe CpG. Obydwie wymienione cechy mogg uzaleznia¢ transkrypcije
gendw od przebiegu cyklu komoérkowego: E2F jest akceptorem RB-zaleznych komplekséw represora
podczas gdy wyspy CpG s3g czesto miejscem zakotwiczajgcym kompleksy pre-inicjujgce z zatrzymang

na promotorze polimerazg RNA.

Status proliferacji komoérek ani stopien ich zréznicowania nie wptywat na poziom HDAC1
i w niewielkim tylko stopniu na poziom EP300 (wystarczajgcy do przywrdcenia acetylacji promotora
podczas inhibicji HDAC1), ktére obecne byly na promotorze PARP1 w monocytach i makrofagach,
ale w istotny sposob wptywat na aktywnos¢ enzymow zmniejszajgc aktywnos¢ HDAC1 na rzecz EP300
w trakcie réznicowania makrofagéw. To z kolei pociggato za sobg wzrost stopnia acetylacji promotora
i spadek gestosci nukleosoméw. Stopien upakowania chromatyny byt $cisle i negatywnie skorelowany
ze stopniem acetylacji, ktéra okazata sie determinowa¢ aktywnos¢, ale nie skiad,
kompleksow SWI/SNF. Podobnie jak w przypadku acetylazy i deacetylazy réznicowanie przetgczato
funkcje sensoréw acetylacji pomiedzy ATP-azami kompleksu SWI/SNF: w monocytach BRM usuwato

acetylowane nukleosomy, podczas gdy w makrofagach role tg petnito biatko BRG1.

Monocyty Makrofagi
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Rycina 4. Rdznice stopnia acetylacji i gestosci nukleosomoéw w obrebie sekwencji promotorowych genéw PARP1,
BRCAL1 i XRCC1 w monocytach i makrofagach spowodowane przetgczaniem aktywnosci pomiedzy EP300
i HDAC1, co z kolei warunkuje zalezne od acetylacji usuwanie nukleosomoéw przez SWI/SNF

Co istotne, taki sam mechanizm regulowania transkrypcji przez funkcjonalne kompleksy
skfadajgce sie z EP300-HDAC1-SWISNF odpowiedzialny byt w makrofagach za wzrost ekspresji dwéch
innych gendéw: BRCA1 i XRCC1, ktérych produkty podobnie jak PARP1 sg elementami systeméw
naprawy DNA.
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Najwazniejsze informacje wynikajgce z badan nad opisywanym zagadnieniem:

a)

b)

<)

d)

e)

Transkrypcja genu PARP1 ulega wyciszeniu w trakcie réznicowania hematopoidalnych
komadrek macierzystych i progenitorowych w monocyty, a nastepnie jest przywracana podczas

réznicowania w makrofagi

Zmiany te sg $cisle uzaleznione od przebiegu cyklu komoérkowego: w komorkach zatrzymanych
przed wejsciem w faze S kompleksy RB1-E2F1-HDAC1-SWI/SNF i RBL2-E2F4-HDAC1-
SWI/SNF-PRC2 obnizajg ekspresje PARP1 poprzez deacetylacje histonéw i trzymetylacje
lizyny 27 histonu H3, podczas gdy w proliferujgcych makrofagach kompleksy EP300-HDAC1-
SWI/SNF acetylujg, a nastepnie usuwajg nukleosomy rozluzniajgc chromatyne i umozliwiajgc
transkrypcje

W przeciwienstwie do biatek retinoblastomy, czynnikéw E2F czy kompleksu PRC2, biatka
kompleksu EP300-HDAC1-SWI/SNF sg statymi elementami wystepujgcymi na promotorze
PARP1, a zmiany statusu proliferacji komérek zmieniajg aktywnos¢ poszczegdinych

podjednostek, przy czym to stopien acetylacji definiuje aktywnos$é SWI/SNF

Wystepowanie kompleksow EP300-HDAC1-SWI/SNF w sekwencjach promotorowych
funkcjonalnie powigzanych gendéw, ktére charakteryzujg sie obecnoscig motywu dla czynnikéw
E2F oraz wysp CpG pozwala komérkom aktywowac lub inaktywowaé okreslone szlaki

w odpowiedzi ha zmiany w przebiegu cyklu komdrkowego

Poznanie mechanizmu kontrolujgcego transkrypcje PARP1 daje mozliwos¢ modulowania
poziomu biatka za pomocg niskoczgsteczkowych inhibitorow enzyméw wystepujgcych
na chromatynie lub inhibitoréow enzymoéw odpowiedzialnych za kontrolowanie przebiegu cyklu

komaorkowego
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2. Zmiany wewnatrzkomérkowego poziomu PARP1 definiujg fenotyp i funkcje komaorek

4b1l) Tokarz P., Ploszaj T., Regdon Z., Virag L., Robaszkiewicz A., “PARP1-LSD1 functional interplay
controls transcription of SOD2 that protects human pro-inflammatory macrophages from death under
an oxidative condition”, Free Radic Biol Med. 2019; 131: 218-224;
doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2018.12.004.

4b2) Pietrzak J., Ploszaj T., Pufaski L., Robaszkiewicz A., “EP300-HDAC1-SWI/SNF functional unit defines
transcription of some DNA repair enzymes during differentiation of human macrophages” Biochim
Biophys Acta Gene Regul Mech. 2019; doi: 10.1016/j.bbagrm.2018.10.019.

4b3) Pietrzak J, Spickett CM, Ploszaj T, Virag L., Robaszkiewicz A., “PARP1 promoter links cell cycle
progression with adaptation to oxidative environment.” Redox Biol. 2018; 18:1-5;
doi: 10.1016/j.redox.2018.05.017.

4b4) Robaszkiewicz A., Wisnik E., Regdon Z., Chmielewska K., Virag L. ,PARP1 facilitates EP300
recruitment to the promoters of the subset of RBL2-dependent genes.” Biochim Biophys Acta Gene
Regul Mech. 2018; 1861(1):41-53; doi: 10.1016/j.bbagrm.2017.12.001.

4b5) Tempka D., Tokarz P., Chmielewska K., Kluska M., Pietrzak J., Rygielska Z., Virag L., Robaszkiewicz
A., “Downregulation of PARP1 transcription by CDK4/6 inhibitors sensitizes human lung cancer cells
to anticancer drug-induced death by impairing OGG1-dependent base excision repair.” Redox Biol.
2018; 15:316-326; doi: 10.1016/j.redox.2017.12.017.

4b6) Wisnik E., Ploszaj T., Robaszkiewicz A., ,Downregulation of PARP1 transcription by promoter-
associated E2F4-RBL2-HDAC1-BRM complex contributes to repression of pluripotency stem cell
factors in human monocytes.” Sci Rep. 2017; 25;7(1):9483; doi: 10.1038/s41598-017-10307-z.

Jak opisano w poprzednim rozdziale, towarzyszgce réznicowaniu lub intencjonalne zatrzymanie
podziatbw komérek powoduje zmiany w funkcjonowaniu komérek m.in. poprzez obnizenie ekspresji
PARP1. Ze wzgledu na udziat tego enzymu w réznych wewnagtrzkomoérkowych procesach efekty jego

braku przejawiajg sie na wielu ptaszczyznach [4b3][1].

Samo zahamowanie proliferacji pozbawia komoérki jednego z waznych i bezbtednych szlakow
naprawy podwdéjnych peknie¢ DNA — homologicznej rekombinacji [2]. Niski poziom PARP1 moze
w istotny sposdb wplywa¢ na systemy naprawy, ktérych dziatanie oparte jest na fizycznym
oddziatywaniu z enzymem lub na jego aktywnosci enzymatycznej. Badania prowadzone przez mdj
zespo6t wykazaty, ze represja PARP1 wywotana inhibitorami CDK4/6 znacznie zwigksza wrazliwo$¢
komérek nowotworowych na dziatanie stresu oksydacyjnego wywotanego bezposrednio dziatajgcym
oksydantem (H,O,) oraz lekami przeciwnowotworowymi (etopozydem i antracykling nowej generacji —
WP631) [4b5]. Wyciszenie PARP1 obnizato aktywno$¢ glikozylazy 8-oxoguaniny (OGG1), zwiekszajac
tym samym poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA wywofanych testowanymi oksydantami. Pociggato
to za sobg zmniejszenie liczby zywych komérek w hodowli. Upos$ledzenie zaleznej od OGG1 naprawy
poprzez wycinanie zasad (OGG1-BER) w komdrkach zatrzymanych w fazie G1 wynikato z braku
poli-ADP-rybozylaciji, ktéra okazata sie by¢ niezbedna dla prawidtowego dziatania OGG1. W komdrkach
proliferujgcych stres oksydacyjny indukowat fizyczng interakcje PARP1 z OGG1, ktéra powodowata
skuteczne usuwanie uszkodzonych zasad. Co wazne, wbrew powszechnie przyjetym zatozeniom

opartym na fakcie, ze OGG1 posiada wiasciwosci endonukleazy, inhibicja tego enzymu w komoérkach
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zatrzymanych w fazie G1 powodowata istotny i poréwnywalny do dziatania inhibitora PARP1 wzrost
peknie¢ jednoniciowych DNA sugerujgc, ze (a) inny i mniej swoisty enzym przejmuje role OGG1
lub (b) ze aktywnos¢ OGG1 jest niezbedna do usuwania 8-oxoguaniny powstatej na koncach 3’ pekniec

DNA wywotanych przez stres oksydacyjny i pdzniejszej ligacji dwdch kohcdw [3].

Kolejnym istotnym zagadnieniem jest zalezne od PARP1 transkrypcyjne przeprogramowanie
zachodzace w trakcie roznicowania komérek. Jak opisano w poprzednim rozdziale, poziom transkrypcji
PARP1 zmienia sie na Sciezce rdznicowania: hematopoidalne komorki macierzyste — monocyty —
makrofagi ulegajac najpierw represji, a pozniej reaktywacji w wyniku zmian potencjatu komérek
do proliferacji. W trakcie réznicowania sie ludzkich monocytéw spadkowi ekspresji PARP1 towarzyszy
wyciszenie genow kodujgcych czynniki odpowiedzialne za pluripotencje (POUS5F1, NANOG, SOX2,
ZFP42) oraz fenotyp i wlasciwosci prekursoréow CD34+ (RUNX1, GATA2, PAX5) [4b6]. Zwiekszenie
poziomu biatka PARP1 w monocytach poprzez wyciszenie biatka RBL2 i inhibicje HDAC1 lub przez
przejsciowg transfekcje wektorem ekspresyjnym w zréznicowanych komérkach THP1 w istotny sposéb
zwigkszato transkrypcje wszystkich gendw, ktoérych produkty warunkujg pluripotencje i samoodnawianie
sie komoérek macierzystych. Wynik ten sugerowat, ze PARP1 pefni funkcje aktywatora ich transkrypciji,
a represja PARP1 do ktérej dochodzi w trakcie réznicowania monocytdéw pomaga wyciszy¢ ich
ekspresje w trakcie roznicowania i utrzymaé¢ jg na bardzo niskim poziomie w komdérkach

zréznicowanych.

PARP1 petni funkcje zaréwno aktywatora jak i represora ekspresji gendw zwigzanych
ze szlakami biegngcymi w dét od receptoréw TLR oraz receptoréw powierzchniowych w monocytach,
co wykazane zostato poprzez dalsze wyciszenie PARP1 [4b4]. Pomimo indukowanej réznicowaniem
represji pozostajgcy w monocytach poziom PARP1 okazat sie by¢ wystarczajacy do podtrzymywania
ekspresji wielu gendéw zwigzanych z prozapalnymi wiasciwo$ciami tych komérek (m.in. cytokin,
receptorow dla cytokin, i kinaz takich jak IL1R2, IL18R1, /L1713, MAPK1, AKT1 i wielu innych).
Wyciszenie RBL2 i PARP1 w nieproliferujagcych monocytach pozwolito wytoni¢ geny, ktorych
transkrypcja regulowana byta przez PARP1 w sposob zalezny od przebiegu cyklu komérkowego.
Przyktadami takich genéw byty kinazy MAP2K6 i MAPK3 oraz receptor CD80. W opisywanym modelu
regulowania transkrypcji derepresja PARP1 spowodowana wyciszeniem RBL2 powodowata wzrost
poziomu biatka PARP1, ktére wigzato sie z sekwencjami promotorowymi wymienionych wyzej gendéw
E2F-zaleznych, powodowato ich acetylacje i w konsekwencji transkrypcje, poniewaz przyczyniato
sie do wigzania acetylazy EP300. W proliferujgcych komérkach nowotworowych byto ono niezbednym
elementem dla utrzymania EP300 na chromatynie i acetylacji sekwencji promotorowych gendw,
ktérych ekspresja warunkowana byta przebiegiem cyklu komérkowego i formowaniem kompleksow
retinoblastomy. Poniewaz opisywana interakcja PARP1-EP300 obserwowana byta w genomie takze
w sekwencjach promotorowych gendéw E2F-niezaleznych uzasadnione jest przypuszczenie, ze represja
PARP1 w monocytach utrzymuje niski poziom ekspresji przynajmniej czesci gendw,
ktérych transkrypcja wymaga acetylacji sekwencji promotorowych przez EP300 niezaleznie
od przebiegu cyklu komérkowego. Analiza bioinformatyczna rozktadu EP300 i PARP1 w genomie
w oparciu o dane uzyskane za pomocg metody ChIP-Seq wykazata, ze tylko cze$é gendw
aktywowanych przez EP300 wymaga obecnosci PARP1 na chromatynie. Czynnik uzalezniajgcy

obecnosé EP300 w wybranych obszarach chromatyny od PARP1 pozostaje nieznany.
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Rycina 5. PARP1 umozliwia wigzanie EP300 i acetylacje sekwencji promotorowych genoéw, ktorych transkrypcja
uzalezniona jest od przebiegu cyklu komérkowego i kompleksow retinoblastomy

Oprocz prawdopodobnie wielu innych efektéw, przywrdcenie ekspresji PARP1 w makrofagach
wigze sie ze zwiekszeniem odpornosci tych komérek na dziatanie stresu oksydacyjnego,
na ktory komorki te sg w szczegolnosci narazone przez wzglad na petniong przez nie funkcje
fizjologiczng. Zachodzacy w ich wnetrzu wybuch oddechowy w odpowiedzi na wniknigcie patogendw,
ktéremu towarzyszy masowe uwalnianie reaktywnych form tlenu oraz wystepowanie makrofagéw
w tkankach objetych stanami zapalnymi wymusza na tych komérkach wyksztatcenie skutecznych
mechanizméw eliminujgcych zaréwno reaktywne formy tlenu jak i uszkodzenia powstajgce
w nastepstwie dziatania oksydantéw. Jak wykazaty prowadzone przeze mnie badania biatko PARP1
petni w makrofagach funkcje aktywatora transkrypcji dysmutazy ponadtlenkowej 2 (SOD2),
a polaryzacja makrofagéw w kierunku prozapalnym wywotana bakteryjng endotoksyng powoduje dalszy
i znaczny wzrost NFkB-zaleznej transkrypcji SOD2. Towarzyszy temu oddysocjowanie PARP1
od promotora SOD2 i wzrost metylacji lizyny 4 histonu H3, ktéra nasila transkrypcje [4b1]. Odtgczenie
PARP1 w nastepstwie aktywacji receptora TLR4 okazato sie petni¢ wazng role w procesie wyciszania
ekspresji SOD2 w polaryzujgcych sie makrofagach, poniewaz umozliwiato przytgczenie sie specyficznej
dla lizyny demetylazy 1A histonu (LSD1) i usuniecie di- i monometylacji z lizyny 4 histonu H3.
To z kolei pociggato za sobg wzrost gestosci nukleosomow i obnizenie aktywnosci transkrypcyjne;.
Co wazne, wzrost ekspresji SOD2 w trakcje polaryzacji prozapalnych makrofagéw odpowiedzialny byt
za zwiekszenie ich odpornosci i zywotnosci w warunkach stresu oksydacyjnego. Utrzymanie biatka
PARP1 na chromatynie za pomocg inhibitoréw wigzgcych to biatko z DNA lub inhibicja LSD1 w istotny
sposob zwiekszaty poziom zarébwno mRNA jak i biatka SOD2, a przez to powodowaty dalsze obnizenie

cytoksycznosci indukowanej przez stres oksydacyjny.
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Rycina 6. Zmiany zachodzgce na promotorze SOD2 w trakcie polaryzacji makrofagéow indukowanej bakteryjng

endotoksyng

Najwazniejsze informacje wynikajgce z badan nad opisywanym zagadnieniem:

1. Obnizenie ekspresji PARP1 spowodowane zatrzymaniem podziatbw komoérek uposledza
przynajmniej jeden =z systeméw naprawy DNA i wptywa na transkrypcje genow
PARP1-zaleznych

2. W badanych komdrkach PARP1 pefni role aktywatora transkrypcji wchodzgc w funkcjonalng
interakcje z enzymami definiujgcymi modyfikacje potranslacyjne: aktywujgcg transkrypcje
acetylaze EP300 oraz wyciszajgcg transkrypcje demetylaze LSD1

3. Wysoka ekspresja PARP1 w proliferujgcych komoérkach umozliwia transkrypcje innych
E2F-zaleznych genow

4. Wzrost opornosci prozapalnych makrofagéw na dziatanie stresu oksydacyjnego jest wynikiem
aktywacji ciezki LPS/TLR4/NFkB/PARP1-LSD1/SOD2
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3. Poli-ADP-rybozylacja zachodzgca na wczesnym etapie réznicowania osteoblastow i osteoklastow
chroni kosci przed rozwojem osteoporozy - inhibitory PARP1 mogga by¢  czynnikami

zwiekszajgcymi ryzyko ubytkow kosci

4b7) Robaszkiewicz A., Qu C., Wisnik E., Ploszaj T., Mirsaidi A., Kunze F.A., Richards P.J., Cinelli P.,
Mbalaviele G., Hottiger M.O., “ARTD1 regulates osteoclastogenesis and bone homeostasis
by dampening NF-kB-dependent transcription of IL-18.” Sci Rep. 2016; 17;6:21131;
doi: 10.1038/srep21131.

4b8) Robaszkiewicz A., Valkoé Z., Kovacs K., Hegedis C., Bakondi E., Bai P., Virag L., “The role of p38
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coupled cell death pathway.” Free Radic Biol Med. 2014; 76:69-79;
doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2014.07.027.

4b9) Robaszkiewicz A., Erdélyi K., Kovacs K., Kovacs |., Bai P., Rajnavélgyi E., Virag L., “Hydrogen
peroxide-induced poly(ADP-ribosyl)ation regulates osteogenic differentiation-associated cell death.”
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Pierwszym istotnym wynikiem z tego zakresu byto wykazanie, ze ADP-rybozylacja jest istotnym
procesem dla réznicowania mezenchymalnych komoérek macierzystych oraz modelowych komérek —
linii nowotworowej SAOS2 w osteoblasty [4b9]. Zaréwno zahamowanie ADP-rybozylacji za pomocg
inhibitorow jak i wyciszenie ekspresji genu PARP1 w znacznym stopniu ograniczato zdolno$¢
prekursoréow do réznicowania sie w osteoblasty, co przejawiato sie¢ zmniejszong ekspresjg czynnikdéw
transkrypcyjnych promujgcych osteoblastogeneze (RUNX2, OSTERIX) i markeréw osteoblastéw
(BMP2, OSTEOPONTIN), zmniejszong aktywnoscig alkalicznej fosfatazy i mineralizacjg macierzy
miedzykomodrkowej. Aktywacji PARP1 towarzyszyly uszkodzenia DNA, ktére wywotywane byly przez
reaktywne formy tlenu produkowane przed oksydaze NADPH 4 (NOX4). Jej ekspresja wzrastata

stopniowo wraz z postepem rozwoju osteoblastow.

Zachodzaca w trybie ciggtym poli-ADP-rybozylacja na wzglednie wczesnych etapach
réznicowania powodowata zuzycie wewngtrzkomérkowego NAD+ a przez to zatamanie
wewnatrzkomérkowego metabolizmu (zahamowanie glikolizy oraz oddychania mitochondrialnego)
prowadzac ostatecznie do smierci roznicujgcych sie komoérek na szlaku niezaleznym od AIF [4b8, 4b9].
Przewazajgcy udziat apoptozy w obserwowanej $mierci powstajgcych osteoblastéw (niezbednej
dla prawidtowej mineralizacji tkanki kostnej [1, 2]) zwrdcit uwage na mozliwosé udzialu PARP1
w sygnalizacji komérkowej opartej na przekazywaniu sygnatéw przez kinazy MAP. Pomimo
zaobserwowanej aktywacji wszystkich trzech gtéwnych sciezek zaleznych od kinaz JNK, ERK1/2 oraz
p38, tylko ostatnia z wymienionych pozostawata pod wptywem ADP-rybozylacji. Kinaza p38 w trakcie
réznicowania osteoblastow ulegata przemieszczeniu z cytoplazmy do jgdra komorkowego, fosforylacji
i tworzyta heterodimery z PARP1. Aktywacja kinazy p38, podobnie jak poli-ADP-rybozylacja, wywierata
negatywny wptyw na wewngtrzkomérkowy metabolizm oraz znacznie obnizata przezywalnosé
osteoblastéw. Zahamowanie aktywnosci p38 odzwierciedlato efekty inhibicji i wyciszenia PARP1
sugerujgc, ze (a) to kinaza jest mediatorem efektéw wywotywanych przez poli-ADP-rybozylacje

indukowang tagodnym stresem oksydacyjnym lub (b) poli-ADP-rybozylacji jest stymulowana interakcjg
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PARP1 z kinazg p38, ktéra posiada wilasciwosci sensora rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej [3, 4].
Pomimo dobrze znanego mechanizmu indukowania poli-ADP-rybozylacji przez uszkodzenia DNA
wywotane utratg rownowagi red-ox za opcjg (b) wydaje sie przemawia¢ fakt utrzymania wysokiego
poziomu metabolizmu i kofaktora NAD+ w wyniku dziatania inhibitora p38. Wskazuje na nadrzedng
pozycje kinazy w $ciezce sygnatowej w stosunku do PARP1 — "konsumenta” NAD+. Ponadto, podobnie
jak w opisanych wyzej przyktadach komoérek mieloidalnych i nowotworowych, zatrzymanie podziatow
w trakcie roznicowania sie osteoblastéw oraz zachodzgca w tym przypadku apoptoza powodowaty

obnizenie poziomu PARP1, a co za tym idzie i poziomu polimeréw poli-ADP-rybozy.
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Rycina 7. Interakcja pomiedzy PARP1 i p38 nasila proces réznicowania osteoblastow. Powstajgce reaktywne
formy tlenu (RFT) indukujg bezposrednie oddziatywanie biatek i ich aktywacje, co powoduje zuzycie

wewnatrzkomérkowej puli NAD+ i prowadzi do apoptozy komérek.

Wykorzystanie inhibitorow biatka PARP1 w badaniach nad réznicowaniem mezenchymalnych
komodrek macierzystych w osteoblasty i zaobserwowany w efekcie ich dziatania spadek liczby
funkcjonalnych komodrek kosciotwérczych ~ w hodowli po raz pierwszy zwrécity mojg uwage
na mozliwos¢ pojawienia sie zaburzen struktury kosci w rezultacie terapii opartych na inhibitorach tego
enzymu. Hipoteza ta zostata pozytywnie zweryfikowana na mysim modelu dzigki poréwnaniu struktury
kosci myszy dzikich i pozbawionych genu Parpl (-/-) oraz myszy dzikich, ktérym w karmie podawano
olaparib. Brak aktywnosci Parp1 powodowat istotne upos$ledzenie tkanki ggbczastej w kosciach
udowych i piszczelowych [4b7]. Pomimo podjetych prob niepowodzenia metodyczne uniemozliwity
ocene liczby osteoblastow i osteocytow w tkance kostnej, a tym samym potwierdzenie wptywu
olaparibu i/lub delecji Parpl na réznicowanie komoérek kosciotwérczych. Badania wykonane
we wspotpracy z Zaktadem Chordb Kosci Akademii Medycznej Uniwersytetu Waszyngton i z Oddziatem
Chirurgii Urazowej, Centrum Badan Klinicznych Szpitala Uniwersyteckiego w Zurychu wykazaty
znaczny wzrost liczby osteoklastow w tkance kosci udowych i piszczelowych u myszy o genotypie

Parpl (-/-), czemu towarzyszyta wzmocniona ekspresja receptora dla czynnika wywotujgcego
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réznicowanie komorek kosciogubnych (Rank), czynnika transkrypcyjnego odpowiedzialnego za

réznicowanie osteoklastéw (Nfatcla), a takze markeréw osteoklastéw (Ctsk, Trap). W badaniach na
modelowych systemach réznicowania komérek kosciogubnych (linia RAW264.7 oraz makrofagi
wyizolowane ze szpiku kostnego myszy stymulowane fizjologicznym czynnikiem RANKL inicjujgcym
osteokastogeneze) poli-ADP-rybolzylacja obserwowana byta na wczesnym etapie formowania sie
wielojgdrzastych osteoklastow (dzien 2 po stymulacji czynnikiem Rankl). Inhibicja poli-ADP-rybozylacji
lub wyciszanie i delecja genu PARP1 istotnie zwiekszaty wydajnos¢ réznicowania i nasilaty resorpcje
podtéz mineralnych, na ktérych prowadzone byly hodowle komérkowe. Znaczy spadek liczby
osteoklastow oraz zniesienie efektu olaparibu oraz wyciszenia ekspresji Parpl w komorkach ze
zredukowanym poziomem biatka p65, ktére razem z p50 stanowi czynnik transkrypcyjny znajdujacy sie
na koncu kanonicznej Sciezki sygnatowej Nfkb, sugerowaty, ze PARP1 moze wptywac na transkrypcje
genu/-6w aktywowanych przez czynnik transkrypcyjny Nfkb, ktorych ekspresja nasilata rozwdj
osteoklastow [5, 6]. Taki sam efekt zaobserwowany zostat w komdrkach pozbawionych kaspazy 1,
ktora jest elementem inflamasomu odpowiedzialnego m.in. za dojrzewanie (proteolityczng obrébke)
prekursora dla interleukiny 13 (I178) — prozapalnej cytokiny pozostajgcej pod transkrypcyjng kontrolg
czynnika Nfkb. Dalsze badania wykazaty, ze Parp1 pefit funkcje represora Rankl- i Nfkb-zaleznej
transkrypcji genu 1118 w réznicujgcych komorkach, ktérego produkt — uwalniana przez komorki cytokina
dziatata autokrynnie i osteoklastogennie. Stgd brak poli-ADP-rybozylacji zwigkszat stezenie 1113

w hodowli, a przez to liczbe komodrek kosciogubnych.

g
Roznicujacy sie Receptor
osteoklast g
Topo ll
p50 p65
Parp1
>/ g

Wi

Promotor /118

Rycina 8. PARP1 peini funkcje represora /18 w rdznicujgcych sie osteoklastach. Aktywowana przez
topoizomeraze 2 aktywnos$¢ Parpl utrudnia wigzanie czynnika Nfkb z promotorem //13. Powstajgca cytokina

dziatajgc w sposéb autokrynny nasila réznicowanie osteoklastow.
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W prekursorach nie obserwowano wptywu Parp1 na indukowang Rankl-em transkrypcje
cytokiny prozapalnej co $wiadczy o zmianach w maszynerii transkrypcyjnej w obrebie sekwenciji
promotorowej ilub wzmacniacza, ktére towarzyszg procesowi réznicowania i ktére uzalezniajg
transkrypcje /l118 od poli-ADP-rybozylacji. Obecnos$¢ polimeréw poli-ADP-rybozy w powstajgcych
osteoklastach powodowata obnizenie poziomu modyfikacji histonéw zwigzanych z aktywng transkrypcjg
(H3K4me3 i acH4), zwiekszenie gestosci nukleosomow oraz brak p65 na promotorze 1113. Represja
Parpl w kohcowych etapach réznicowania mysich osteoklastéw, a przez to obnizenie stopnia
poli-ADP-rybozylacji wewnagtrzkomoérkowych biatek moze utatwiaé powstajgcym osteoklastom

ukonczenie procesu réznicowania i osiggniecie ostatecznego fenotypu.

Podsumowujac, poli-ADP-rybozylacja zachodzgca na wczesnym etapie rdznicowania
osteoblastéw i osteoklastow decyduje o losie tych komoérek (brak aktywnosci PARP1 podtrzymuje
prekursory osteoblastow w formie niezréznicowanej, ale zwieksza liczbe prekursorow osteoklastow,
ktére finalizujg proces réznicowania dajgc funkcjonalne komorki kosciogubne). Chociaz mechanizm
aktywujacy PARP1 w obydwu typach roznicowania jest inny (reaktywne formy tlenu/kinaza p38
w osteoblastach i pekniecia DNA bedace efektem dziatania topoizomerazy 2 w osteoklastach),
to stopien poli-ADP-rybozylacji moze by¢ postrzegany jako molekularny przetacznik faworyzujgcy dany

typ réznicowania.

Najwazniejsze informacje wynikajgce z badan nad opisywanym zagadnieniem:

a) Aktywnos¢ biatka PARP1 jest niezbedna dla uzyskania i zachowania homeostazy kosci
u myszy

b) Poli-ADP-rybozylacja peini przeciwstawne role podczas réznicowania osteoblastéw
i osteoklastow: nasila powstawanie komorek koSciotwérczych, ale hamuje rozwdj komoérek
kosciogubnych

c) W rdznicujgcych sie osteoblastach PARP1 fizycznie i funkcjonalnie oddziatuje z kinazg p38,
co powoduje zatamanie metabolizmu i $mier¢ komorek, ktora jest niezbedna dla prawidiowej
mineralizacji macierzy miedzykomaérkowej

d) W rdznicujgcych sie mysich osteoklastach Parpl zapobiega nasilajgcym transkrypcje zmianom
w obrebie sekwencji promotorowej //1 i oddziatywaniu z nig czynnika transkrypcyjnego Nfkb
przez co dziata jako represor osteoklastogennej cytokiny

e) lIstnieje podstawa zeby przypuszcza¢, ze inhibitory PARP1 stosowane w terapiach
przeciwnowotworowych (szczegodlnie dtugoterminowych) mogg powodowaé zaburzenia
rébwnowagi pomiedzy osteoblastogenezg i osteoklastogenezg u ludzi. Hipoteza ta wymaga
dalszej weryfikacji, jednak zwraca uwage na wazny aspekt mozliwych i nieznanych dotad
skutkdéw ubocznych terapii opartych na inhibitorach PARP1.
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4. Znaczenie wynikow badan oraz perspektywy ich wykorzystania (najwazniejsze aspekty)

Podjeta tematyka badan i oméwione zagadnienia bedgce podstawg osiggniecia naukowego
dowodzg udziatu PARP1 w réznicowaniu wybranych typoéw komoérek. Z uzyskanych danych wynika,
ze zatrzymanie proliferacji komoérek, ktére towarzyszy ich réznicowaniu lub intencjonalne za pomocg
zwigzkéw uniemozliwiajgcych komoérkom przejscie z fazy G1 do S moze wywotywaé wptyw na procesy
wewnatrzkomoérkowe poprzez represje PARP1. Gen ten okazat sie fgczy¢ zdolnosé¢ komoérek
do proliferacji z wydajnoscig przynajmniej jednego systemu naprawy uszkodzen DNA w warunkach
stresu oksydacyjnego a takze z ekspresjg gendw, ktérych transkrypcja aktywowana jest przez
modyfikujgcg histony acetylaze EP300 oraz z sygnalizacjg komoérkowa, poniewaz czesé¢ genow
PARP1-EP300-E2F-zaleznych stanowig mediatory wewngtrzkomérkowych $ciezek sygnatowych
oraz receptory powierzchniowe umozliwiajgce komoérce odbiér informacji ze $rodowiska
pozakomaorkowego. Efekty dziatania PARP1 na poziomie chromatyny sg zatem przenoszone na teren
cytoplazmy, gdzie biatko to nie wystepuje lub nawet poza komoérke, czego przyktadem w roznicujacych
sie osteoklastach moze by¢ wptyw PARP1 na wigzanie sie czynnika transkrypcyjnego NFkB w obrebie
sekwencji promotorowej 1B, ktéra dalej wydzielana jest do przestrzeni miedzykomérkowej gdzie dziata

w sposob autokrynny i parakrynny.

W regulowaniu transkrypcji rola PARP1 wykracza poza dobrze znane aspekty zwigzane
z petnieniem funkcji kofaktora czynnikéw transkrypcyjnych czy regulowaniem struktury chromatyny
przez poli-ADP-rybozylacje nukleosoméw i biatek zwigzanych z elementami regulatorowymi gendw.
Jak wykazaly przeprowadzone przeze mnie badania PARP1 w sposob niezalezny od aktywnosci
enzymatycznej warunkuje stopien acetylacji i metylacji histonéw poprzez funkcjonalng interakcje
z enzymami posiadajgcymi zdolno$¢ do wprowadzania i usuwania potranslacyjnych modyfikacji.
Dalsze badania majgce na celu identyfikacje gendw, ktérych transkrypcja kontrolowana jest przez
opisane mechanizmy umozliwi¢ moze intencjonalng interwencje w ich ekspresje za pomocg inhibitorow
PARP1 posiadajgcych zdolno$s¢ do wigzania tego biatka z DNA. Przyktadem moze byc tutaj
zastosowanie wymienionych wyzej inhibitorow PARP1 w celu podtrzymania transkrypcji SOD2,
a tym samym zwiekszania odpornosci i wydtuzenie zycia prozapalnych makrofagéw na dziatanie stresu

oksydacyjnego w warunkach in vitro.

Podobnie, poznanie elementéw chromatyny w obrebie promotora genu PARP1 i opisanie
mechanizmow kontrolujgcych jego transkrypcje w komdrkach proliferujgcych i zatrzymanych w fazie G1
lub GO stwarza podstawy do zastosowania niskoczgsteczkowych inhibitorow enzyméw remodelujgcych
chromatyne lub nadrzednych w stosunku do nich biatek bedgcych ogniwami szlakéw sygnatowych
w celu zmian poziomu ekspresji PARP1. Wydaje sie to mie¢ szczegodlnie istotne znaczenie
dla modulowania wewnatrzkomérkowych procesow, ktérych przebieg zalezy od obecnosci biatka
PARP1. Do chwili obecnej regulowano wytgcznie procesami zaleznymi od aktywnosci enzymatycznej
PARP1, ktéra moze by¢ skutecznie obnizana za pomocg szerokiej gamy komercyjnie dostepnych
inhibitoréw. Daje to takze nieograniczone mozliwosci stworzenia skutecznych kombinacji zwigzkéw
wywotujgcych represje PARP1 z czynnikami wywotujgcymi $mier¢ komdrek nowotworowych. Jednym

z przyktadéw praktycznego zastosowania wiedzy o regulowaniu transkrypcji PARP1 i jej zaleznosci
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od proliferacji komoérek jest opisany w osiggnieciu wzrost wrazliwosci komérek nowotworowych

poddanych dziataniu inhibitorow CDK4/6 na dziatanie stresu oksydacyjnego.

Ostatnim zagadnieniem, na jakie warto zwrdcié uwage sg efekty uboczne stosowania
inhibitorow PARP1, ktérych zakres potencjalnego stosowania jest rozszerzany o kolejne choroby,
takze nienowotworowe. Chociaz w dalszym ciggu brakuje danych o dziataniu niepozgdanym tych
zwigzkow to uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na koniecznosc¢ rozwazenia ewentualnych zmian
zachodzacych w tkance kostnej. Jesli nawet negatywnych efektow inhibitorow PARP1 nie zaobserwuje
sie u 0sob dorostych, w ktérych tkanka kostna jest w zasadzie w petni zmineralizowana, w dalszym
ciggu watpliwosci budzi¢ moze stosowanie tych zwigzkéw u szybko rosngcych dzieci, ktérych kosci

ulegajg stosunkowo silnej przebudowie.



Dr Agnieszka Robaszkiewicz Zalgcznik 2a

5. Omoéwienie pozostatych osiagnieé naukowo — badawczych
5a) Dziatalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Moj kontakt z pracg naukowg rozpoczat sie w momencie, kiedy zostatam aktywng cztonkinig
Studenckiego Kota Naukowego Miodych Biofizykéw. Prowadzone przeze mnie badania pod opiekg mgr
Anety Balcerczyk (obecnie dr hab.) na trzecim i czwartym roku studiéw dotyczyty wiasciwosci
antyoksydacyjnych kwercetyny i obality wczesniejszy mit o wytgcznie ochronnych wtasciwosciach tego
polifenolu, ktéry w uktadach pozakomérkowych (m.in. w medium wzrostowym) generowat reaktywne
formy tlenu pozostajgc jednoczesnie skutecznym zmiataczem oksydantéw wewnatrz komorek.

Ten etap mojej pracy badawczej zakonczyt sie opublikowaniem pierwszego artykutu [5a12].

Wykonana przeze mnie praca magisterska i doktorska pod opiekg prof. dr hab. Mirostawa
Soszynskiego stanowity jeden szeroki cykl badahn poswiecony poznaniu funkcji biologicznej
oraz stopnia modyfikacji lipiddw oraz biatek/aminokwaséw przez kwas chlorowy | (HCIO),
ktéry produkowany jest podczas stanoéw zapalnych przez komoérki fagocytujgce. Doprowadzit
on do kompleksowej charakterystyki monochloroaminokwasow (zwigzane z nimi zagadnienia byty
tematem pracy magisterskiej) oraz chlorohydryn fosfatydylocholiny (zwigzane z nimi zagadnienia byty
tematem rozprawy doktorskiej zrealizowanej w ramach Stacjonarnego Studium Doktoranckiego
Biochemiczno-Biofizycznego). Oprécz dokiadnej charakterystyki powstajgcych organicznych
pochodnych kwasu chlorowego | (okreslenia ich czystosci, stabilnosci, reaktywnosci z biatkami, wptywu
na stabilno$¢ bton biologicznych) wykazatam roéwniez ich aktywno$¢ biologiczng i cytotoksycznosé
[5a4, 5a5, 5a10, 5a11]. Ta ostatnia w przypadku chlorohydryn warunkowana byta liczbg czgsteczek
kwasu chlorowego | przytgczonych do wigzan nienasyconych w badanych fosfolipidach, podczas gdy
w grupie monochloroaminokwasow determinowana byta przez stabilno$¢ tych zwigzkéw w roztworach
wodnych sugerujgc, ze powstajgce podczas ich rozpadu produkty mogg powodowaé smieré komorek.
Co istotne, niektére z badanych monochloroaminokwaséw okazaly sie bardziej toksyczne
od ich prekursora — HCIO, ktéry wykazuje silnie utleniajgce wtasciwosci i zdolnos¢ do zmniejszania

aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych [5a2, 5a7].

W trakcie doktoratu opracowatam czutg metode detekcji i ilosSciowego pomiaru poziomu
markera aktywnosci HCIO - 3-chlorotyrozyny z wykorzystaniem przeciwciat i cytometrii przeptywowe;j
[5al]. Ponadto, wraz z prof. dr hab. Grzegorzem Bartoszem przetestowatam i zwalidowatam dwie
metody umozliwiajgce ocene pojemnosci antyoksydacyjnej ptyndw ustrojowych oraz roztworéw

organicznych i nieorganicznych [5a8, 5a9].

Poniewaz moje zainteresowania naukowe skupiaty sie wokét zagadnien zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym, wykonatam analize pordwnawczg wiasciwosci antyoksydacyjnych wybranych gatunkow

jadalnych grzybow suszonych [5a3].

Wspétpracujac z Zaktadem Biologii Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi wzigtam
udziat w przygotowaniu artykutu przeglgdowego tematycznie zwigzanego z interesujgcymi mnie
zagadnieniami [5a6], a bedac asystentem w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu t6dzkiego

miatam mozliwos¢ opracowac rozdziat w ksigzce ,Na pograniczu chemii i biologii” [5a13].
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Odbyty na poczatku doktoratu miesieczny staz naukowy w zespole prof. CM Spickett
na Uniwersytecie Strathclyde w Glasgow zaowocowat nie tylko opublikowaniem wspdlnych prac
bedacych podstawg rozprawy doktorskiej, ale takze wieloletnig wspétpracg naukowa,
ktora jest do chwili obecnej kontynuowana. Syntetyczny opis wtasciwosci biofizycznych chlorohydryn
i powigzanie ich z wptywem zmodyfikowanych lipidéw na btony biologiczne nagrodzony zostat w trakcie
Kongresu Europejskich Towarzystw Biofizycznych, ktéry odbyt sie w 2009 r w Genui.
Cykl prac eksperymentalnych i przegladowych opublikowanych w oparciu o uzyskane wyniki zostat

wyrozniony w 2013 roku przez J.M Rektora Uniwersytetu L6dzkiego nagrodg indywidualna.
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sierpnia 2009 — Annual Meeting of the Society for Free Radical Research Europe “Free

radicals, Health and Lifestyle: from cell signaling to disease prevention”, Rzym, Wtochy

Robaszkiewicz A., Grosbart M., Bartosz G., Soszynski M. ,Serum antioxidants in protection
against the oxidative action of hypochlorite” 16-19 wrzesnia 2009 — XLIV Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, t6dz, Polska

Sicinska P., Bartosz G., Soszynski M. ,The results of incorporation of phosphatidylcholine
chlorohydrins into erythrocytes” Robaszkiewicz A., 16-19 wrzesnia 2009 — XLIV Zjazd

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, £6dz, Polska

Robaszkiewicz A., Spickett CM., Bartosz G., Soszynski M. ,Chlorite leads to formation of
chlorohydrins in phosphatydylcholine vesicles containinf unsaturated fatty acid residues” 21-22

listopada 2008 — XlI Gliwickie Spotkanie Naukowe, Gliwice, Polska

Robaszkiewicz A., Bartosz G., Soszynski M. ,The comparison of antioxidant properties between
17-a- and 17-B-estradiol” 7-11 wrzeénia 2008 — Kongres Biochemii | Biologii Komorki, Olsztyn,

Polska

Robaszkiewicz A., Sicinska P., Bartosz G., Soszynski M. ,The influence of selective estrogen
receptor modulators in anthracyclines accumulation inside erythrocytes” 7-11 wrzesnia 2008 —

Kongres Biochemii | Biologii Komérki, Olsztyn, Polska

Robaszkiewicz A., Sicihska P., Bartosz G., Soszynski M. ,Morphological and functional
alterations of A549 cell after treatment with monochloroamino acids and hypochlorite” 18-21

wrzesnia 2007 — 42 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Szczecin, Polska

Robaszkiewicz A. ,The influence of quercetin on redox homeostasis of human non-small lung
cancer cells” 12-15 wrzesnia 2006 — 41 Zjazd Polskieg Towarzystwa Biochemicznego,

Biatystok, Polska

Robaszkiewicz A. ,Kwercytyna: utleniacz czy antyutleniacz” 9-10 mja 2006 — XXXV

Miedzynarodowe Seminarium Kot Naukowych, Olsztyn, Polska

Balcerczyk A., Robaszkiewicz A., Pufaski t., Soszynski M., Bartosz G. ,Influence of
glucocorticoids on the antioxidant defence of endothelial cells” 15-17 wrzesnia 2005 — IX

Kongres Biologii Komérki, £6dz, Polska

Wygtoszone referaty na miedzynarodowych konferencjach tematycznych

“The use of FITC-cojugated antibodies combined with flow cytometry for detection of3-
chlorinated tyrosines in human cells”, Robaszkiewicz A., warsztat zorganizowany przez FEBS

pt. “Techniques in Free Radical Biology”, 27 sierpnia — 2 wrzesnia 2010, Debrecen, Wegry
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5b) Dziatalno$¢é naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Rok przed obrong rozprawy doktorskiej rozpoczetam prace w Katedrze Chemii Medycznej
Uniwersytetu w Debreczynie, gdzie oprécz realizowania witasnych projektow naukowych [4b8 i 4b9],
ktére zapoczagtkowaty moje zainteresowanie rolg biatka PARP1 w procesie réznicowania komorek,
miatam mozliwo$¢ uczestniczenia w badaniach i naukowych opracowaniach tamtejszej grupy,
co zaowocowato wieloletnig i owocng wspétpracg. W jej wyniku opublikowane zostaty trzy artykuty
przegladowe podsumowujgce osiggniecia naukowe tamtejszego zespotu oraz stan wiedzy na chwile,
kiedy publikowane byty prace. Opublikowane prace przeglgdowe poswiecone byly zagadnieniom
zwigzanym z udziatem biatka PARP1 w $mierci komoérek [5b8], w utrzymaniu homeostazy kosci [5b6]
oraz z mozliwosciami zastosowania zwigzkéw modulujgcych rownowage redox komérek w terapiach

przeciwnowotworowych [5b3].

Pracujgc w tamtejszej jednostce uczestniczytam w projekcie, ktéry miat na celu identyfikacje
czynnika odpowiedzialnego za utrudnione gojenie sie ran, ktére towarzyszy niektérym jednostkom
chorobowym. Poréwnane zostaly surowice o0so6b cierpigcych na owrzodzenia nég (przewlekte
uszkodzenie skory) oraz 0s0b, ktére ulegty oparzeniom drugiego stopnia
(nagte uszkodzenie skoéry). Badaniom poddane zostaty takze wysieki z ran. W $rod branych pod uwage
czynnikéw znalazty sie m.in. pojemnos¢ antyoksydacyjna badanych ptynéw, oksydacyjne uszkodzenia
biatek i lipidéw, poziom glutationu, nitrotyrozyny i polimeru poli-ADP-rybozy, markery stanu zapalnego
(cytokiny TNFa i IL8), waskularyzacji (VEGF) oraz poziom uszkodzen tkanki. Wyzszy poziom markeréw
zapalnych oraz waskluaryzaciji, ktéremu towarzyszyto podwyzszone stezenie glutationu oraz zdolnosci
antyoksydacyjnej sugerowato, ze to zwiekszona produkcja cytokin prozapalnych w miejscu
wystepowania ran jest czynnikiem uniemozliwiajgcym ich gojenie. Wyniki badan opublikowane zostaty
w roku 2018 [5b2].

Dzieki zdobytemu doswiadczeniu w hodowli mezenchymalnych komoérek macierzystych
i ich réznicowaniu w osteoblasty miatam mozliwo$¢ wziecia udziatu w badaniach prowadzonych przez
Katedre Biofizyki i Biologii Komérki oraz Wydziat Stomatologiczny Uniwersytetu w Debreczynie w latach
2012-2013. Projekt miat na celu sprawdzenie wptywu biatka morfogenetycznego kosci 2 (BMP2)
na przebieg réznicowania prekursorow osteoblastow pochodzgcych z réznych  Zrddet
(linia nowotworowa SAOS2, mezenchymalne komdrki macierzyste wyizolowane z miazgi zeba,
mezenchymalne podniebienne komorki zarodkowe). Okazato sie, ze samo biatko BMP2 nie byto
w stanie wywotaé procesu réznicowania, ale nasilato réznicowanie komoérek z miazgi zeba i linii SAOS2
w obecnosci innych czynnikéw indukujgcych réznicowanie (B-glicerofosforan, kwas askorbinowy,
witamina D3, deksametazon). Wyniki tego projektu zostaty opublikowane w czasopismie Human Cell
w roku 2018 [5b4].

Roéwnolegle kontynuowatam rozpoczete w trakcie realizowania zatozen rozprawy doktorskiej
badania nad poznaniem podstaw cytotoksycznosci chlorohydryn fosfatydylocholiny w hodowlach
komérkowych. Etap ten umozliwit mi uzupetnienie uzyskanych wczeéniej wynikéw swiadczgcych
0 pro-apoptotycznym i cytostatycznym dziataniu chlorohydryn o aspekty o zwigzane z homeostazg
redox oraz sygnalizacjag komorkowg. Uzyskane wyniki wykazaly, ze wraz ze wzrostem liczby

czgsteczek HCIO przytgczonych do fosfolipidu wzrasta jego zdolnos¢ do indukowania stresu
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oksydacyjnego, ktory z kolei aktywuje kinaze p38 wywotujgc w ten sposob apoptoze. Na tym etapie,
dzieki wspétpracy z zespotem prof. CM Spicektt, do analizy statystycznej wynikéw wykorzystana
zostata trzyczynnikowa analiza wariancji (ANOVA), ktéra umozliwita wielokierunkowe pordéwnanie

uzyskanych danych. Praca bedaca uwienczeniem wieloletnich badan ukazata sie w roku 2014 [5b7].

Wyniki uzyskane w trakcie stazu na Uniwersytecie w Debreczynie wskazujgce na uposledzenie
réznicowania osteoblastéw w konsekwencji ograniczenia wewngtrzkomérkowej poli-ADP-rybozylacji
pozwolity mi wysunaé hipoteze o mozliwych negatywnych skutkach braku biatka PARP1
lub zahamowaniu jego aktywnosci dla prawidlowego rozwoju i/lub funkcjonowania tkanki kostnej.
Hipoteza ta oraz zagadnienia zwigzane z wptywem poli-ADP-rybozylacji na powstawanie osteoklastow
zweryfikowane zostaty na Uniwersytecie w Zurychu, dzigki uzyskanemu przeze mnie stypendium
naukowemu w ramach programu SciexNMS. Etap ten zakonczyt sie wspoélng publikacjg, ktéra ukazata
sie w roku 2016 [4b7].

Po powrocie do kraju rozpoczetam samodzielne badania jako kierownik zakwalifikowanego
do finansowania projektu pt. ,Transkrypcyjno-epigenetyczna rola polimerazy poli(ADP-rybozy)-1
w warunkowaniu ekspresji czynnikdw prozapalnych kontrolowanych przez o0$ NF-kappaB
w mieloidalnych komaérkach efektorowych” w programie SONATA. W ramach projektu prowadzone byty
badania stanowigce czes¢ osiggniecia naukowego i opublikowanych zostato 5 prac eksperymentalnych
i jedna przeglgdowa [4b1-4b6]. Poza zagadnieniami bedgcymi podstawg wymienionych publikaciji,
w ramach uzyskanego finansowania prowadzone byly badania nad udziatem biatka PARP1
w  regulowaniu ekspresji cytokin  prozapalnych oraz wptywu obserwowanych zmian
w poziomie PARP1 towarzyszacych procesowi réznicowania monocytéw i makrofagéw
na warunkowanie struktury chromatyny w obrebie sekwencji promotorowych i wzmacniaczy gendéw IL1f3
i TNFa. Wykazaty one, ze oddysocjowanie PARP1 od regionéw regulatorowych wymienionych cytokin
w wyniku réznicowania komérek pocigga za sobg wzrost m.in. acetylacji histonéw, ktéry z kolei
umozliwia szybkie wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych i aktywacje transkrypcji w odpowiedzi
na stymulowanie receptoréw powierzchniowych bakteryjnymi ligandami lub cytokinami prozapalnymi.
Sledzenie zmian w sekwencji promotorowej genu TNFa zachodzgcych w trakcie réznicowania komérek
i odpowiedzi tego regionu na bakteryjng endotoksyne umozliwito wykazanie roli PARP1 w nabywaniu
przez monocyty i makrofagi opornosci na LPS. Prowadzone w tej chwili badania skupiajg
sie na opracowaniu metody opartej na wykorzystaniu inhibitoréw PARP1 w zapobieganiu nabywania
tolerancji na LPS przez ludzkie monocyty i makrofagi. Wyniki tych prac opublikowane zostang w roku
2019/2020.

W latach 2014 — 2016 bratam udziat w badaniach prowadzonych w Zaktadzie Biologii
Molekularnej na Uniwersytecie Medycznym w todzi. Tematyka prowadzonych badan zwigzana byta
z analizg kopalnego DNA w ludzkich szczatkach z terenéw sredniowiecznej Polski. Prowadzone analizy
skupiaty sie na analizie linii matczynej, czyli mitochondrialnym DNA. Uzyskane wyniki wskazywaty
na prawdopodobny udziat ludnosci z terenéw dzisiejszej Skandynawii w tworzeniu polskiego panstwa
wczesnopiastowskiego.  Wykonane eksperymenty opublikowane zostaty w czasopismie Annals
of Human Biology w 2017 roku [5b5].
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Pomiedzy sierpniem a grudniem 2017 r ponownie wzietam udziat w badaniach prowadzonych
w Katedrze Chemii Medycznej na Uniwersytecie w Debreczynie, ktérych cze$¢ tematycznie zwigzana
byta z zagadnieniami, ktérymi zajmowatam sie w ramach projektéw realizowanych przeze mnie
na Uniwersytecie tédzkim. Przede wszystkim udato nam sie wykazaé, ze polaryzacja makrofagow
do fenotypu prozapalnego za pomocg bakteryjnej endotoksyny znacznie zwiekszata odpornosé¢ tych
komoérek na dziatanie stresu oksydacyjnego. Nabywaniu opornosci towarzyszylty zmiany
wewnagtrzkomorkowego metabolizmu oraz ekspresji enzyméw wchodzgcych w sktad bariery
antyoksydacyjnej m.in. mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD2). Wykonane
we wspotpracy eksperymenty opublikowane zostaty w czasopismie Free Radical Biology and Medicine
[5b1]. Zaobserwowanie na modelu mysim zalezno$ci pomiedzy poziomem PARP1 a ekspresjg SOD2
zostaty przeniesione przeze mnie na ludzki model réznicowania i polaryzacji makrofagéw,

co zakonczyto sie opublikowaniem kolejnej pracy w tym samym czasopismie [4b1].

W trakcie mojego czteromiesiecznego pobytu na Uniwersytecie w Debreczynie uczestniczytam
réwniez w dwoch innych projektach. Pierwszy z nich dotyczyt roli adenylotransferazy 1 mononukleotydu
nikotynamidowego (NMNAT1) w modulowaniu cytotoksycznosci cisplatyny w komorkach
nowotworowych linii U20S. Poniewaz enzym ten bierze udziat w syntezie NAD+ zaktadano,
ze jego wyciecie z genomu za pomocg techniki CRISPR-Cas9 nasila¢ bedzie toksycznos¢ leku
przeciwnowotworowego wywotujgcego masywng poli-ADP-rybozylacje. Wykonane przez mnie
poréwnanie transkryptoméw w oparciu o dane uzyskane za pomocg sekwencjonowania nowej
generacji (RNA-Seq) dla linii z normalnym poziomem NMNAT1 i pozbawionych genu NMNAT1
wykazata, ze brak tego enzymu zgodnie z przewidywaniami uposledzat metabolizm zaréwno biatek
jak i lipidéw, ale wptywat rowniez na ekspresje gendw stymulujgcych proliferacje, kodujgcych czynniki
transkrypcyjne i co wazne gendéw pro-apoptotycznych. Drugi projekt miat na celu identyfikacje gendw,
ktérych ekspresja jest regulowana przez poli-ADP-rybozylacje zachodzacg w trakcie rdéznicowania
i polaryzacji makrofagéw w kierunku fenotypu przeciwzapalnego. Wykorzystujagc takie samo podejscie
(analize danych RNA-Seq) udato mi sie wykazaé, ze towarzyszgca polaryzacji aktywacja PARP1
stymulowata ekspresje genéw kodujgcych cytokiny przeciwzapalne i odpowiedzialnych
m.in. za cytotoksyczno$¢ limfocytéw T czy hamujgcych Sciezki sygnatowe od cytokin prozapalnych.
Opracowane dane sg podstawg dalszych eksperymentdéw i w formie dwoch oddzielnych prac zostang

opublikowane przez Katedre Chemii Medycznej w najblizszym czasie.

Artykuty naukowe opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora:

5b1) Regdon Z., Robaszkiewicz A., Kovacs K., Rygielska Z., Hegediis C., Bodoor K., Szab¢ E.,
Virag L., ,LPS protects macrophages from AlF-independent parthanatos by downregulation of
PARP1 expression, induction of SOD2 expression, and a metabolic shift to aerobic glycolysis”
Free Radic Biol Med 2019 Feb; 131:184-196; doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2018.11.034

5b2) Bodnar E., Bakondi E., Kovacs K., Hegedls C., Lakatos P., Robaszkiewicz A., Regdon Z.,
Virag L., Szabé E. “Redox profiling reveals clear differences between molecular patterns of
wound fluids from acute and chronic wounds.” Oxid Med Cell Longev. Volume 2018, Article ID
5286785; doi: 10. 1155/2018/5286785.
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503)

5b4)

5b5)

5b6)

5b7)

5b8)

Hegedis C., Kovacs K., Polgar Z., Regdon Z., Szabd E., Robaszkiewicz A., Forman H.J.,
Martner A., Virag L. “Redox control of cancer cell destruction.” Redox Biol. 2018 Jun;
16:59-74. doi: 10.1016/j.redox.2018.01.015.

Hrubi E., Imre L., Robaszkiewicz A., Virag L., Kerényi F., Nagy K., Varga G., Jenei A,
Hegedus C. “Diverse effect of BMP-2 homodimer on mesenchymal progenitors of different
origin.” Hum Cell. 2018 Apr; 31(2):139-148; doi: 10.1007/s13577-018-0202-5

Ploszaj T., Jedrychowska-Danska K., Mastowska A., Koziowski T., Chudziak W., Bojarski J.,
Robaszkiewicz A., Witas H.W. “Analysis of medieval mtDNA from Napole cemetery provides
new insights into the early history of 1.Polish state.” Ann Hum Biol. 2017 Feb; 44(1):91-94;
doi: 10.3109/03014460.2016.1151550.

Hegedis C., Robaszkiewicz A., Lakatos P., Szabd E., Virag L. “Poly(ADP-ribose) in the
bone: from oxidative stress signal to structural element.” Free Radic Biol Med. 2015 May;
82:179-86; doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2015.01.027.

Robaszkiewicz A., Bartosz G., Pitt A.R., Thakker A., Armstrong R.A., Spickett C.M.,
Soszynski M. “HOCI-modified phosphatidylcholines induce apoptosis and redox imbalance in
HUVEC-ST cells.” Arch Biochem Biophys. 2014 Apr 15; 548:1-10;
doi: 10.1016/j.abb.2014.02.013.

Virag L., Robaszkiewicz A., Rodriguez-Vargas J.M., Oliver F.J. “Poly(ADP-ribose) signaling
in cell death.” Mol Aspects Med. 2013 Dec; 34(6):1153-67; doi: 10.1016/j.mam.2013.01.007.

Pozostate publikacje naukowe (monografie):

5b9)

Robaszkiewicz A. “Inhibitory enzymédw modyfikujgcych histony jako narzedzia stuzgce
modulowaniu ekspresji genéw determinujgcych pluripotencje komérek macierzystych
oraz procesu roznicowania”, rozdzial w materialach pozjazdowych pt. “Innowacje
w polskiej nauce w obszarze life science i ochrony srodowiska. Przeglad aktualnej

tematyki badawczej’, 2016, Wydawnictwo Nauka i Biznes, strony 5-15,

5b10) Wisnik E., Kwiatkowska M., Robaszkiewicz A. “Modyfikacje epigenetyczne a rozwdj

transformacji nowotworowej.” rozdziat w materiatach pozjazdowych pt. “Badania i Rozwdj
Mtodych Naukowcdéw w Polsce: Nauki Medyczne i Nauki o Zdrowiu”, 2015, Wydawnictwo
Mtodzi Naukowcy: ISBN: 978-83-942083-1-8, strony 173-178

5b11) Wisnik E., Kwiatkowska M., Robaszkiewicz A. “Syntetyczna letalnos¢ w komodrkach

nowotworowych a inhibitory polimeraz poli(ADP-rybozy).” rozdziat w materiatach
pozjazdowych pt. “Badania i Rozwdj Mtodych Naukowcow w Polsce: Nauki Medyczne
i Nauki o Zdrowiu”, 2015, Wydawnictwo Mtodzi Naukowcy: ISBN: 978-83-942083-1-8,
strony 165-172

5b12) Robaszkiewicz A., Wisnik E. “The search for molecular principles of PARP1 expression:

in silico study.” rozdzial w materialach pozjazdowych pt. “Badania i Rozwdj Mitodych
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Naukowcéw w Polsce: Nauki Przyrodnicze”, 2015, Wydawnictwo Mtodzi Naukowcy: ISBN:
978-83-942083-1-8, strony 131-137

5b13) Robaszkiewicz A., Wisnik E. “Biochemical and cellular aspects of protein mono-
and poly(ADP-ribosyl)ation” rozdzial w materialach pozjazdowych pt. “Badania i Rozwdj
Mitodych Naukowcdéw w Polsce: Nauki Przyrodnicze”, 2015, Wydawnictwo Mtodzi
Naukowcy: ISBN: 978-83-942083-1-8, strony 126-131

Doniesienia konferencyjne:

= Regdon Z., Robaszkiewicz A., Kiss A., Kovacs K., Hegedls C., Virag L. “Novel ways
to control PARP1-mediated cell death” 2-5 wrzesnia 2018 - FEBS3+ Meeting, “From

molecules to living systems”, Siéfok, Wegry

» Ploszaj T., Pietrzak J., Robaszkiewicz A. “Bioinformatic ChIP-Seqg-based approach to identify
PARP1dependent genes in cancer cells” 7-12 lipca 2018 — 43 FEBS Congress “Biochemistry

Forever”, Praga, Czechy

= |onov M., Robaszkiewicz A. “Analysis of PARP1 and histone modifications by ChlIP-Seq may
allow to predict genes transcriptionally controlled by PARP1” 21-23 maja 2018 — Symposium

and Summer School “Fundamental Principles of cancer biotherapy”, Kijow, Ukraina

= Pietrzak J., Bryszewska M., Robaszkiewicz A. “PARP1 inhibitors modulate cytokine
transcription in THP-1 model of acute monocytic leukemia cells’ 21-23 maja 2018 —
Symposium and Summer School “Fundamental Principles of cancer biotherapy”, Kijow,
Ukraina

= Bodnar E., Bakondi E., Kovacs K., Hegedus C., Lakatos P., Robaszkiewicz A., Regdon Z.,
Virag L., Szabd E. “Role Of Oxidative Stress In Acute And Chronic Wound” 4-8 lutego 2018 -

World Congress of Phlebology, Melbourne, Australia.

=  Chmielewska K., Robaszkiewicz A. ,Rola biatka PARP1 w regulowaniu ekspresji eRNA
dla IL1beta w ludzkich monocytach i makrofagach” 17 listopada 2017 — VI Ogolnokrajowa

Konferencja “Mtodzi Naukowcy w Polsce - Badania i Rozw¢j”, Warszawa, Polska

= Tempka D., Tokarz P., Chmielewska K., Pietrzak J., Robaszkiewicz A. “By downregulating
transcription of PARP1, CDK4/6 inhibitors sensitize human lung cancer cells to oxidative
stress-induced DNA damage triggered by WP631 and etoposide” 21-23 czerwca 2017 -
Oxygen Club of California (OCC) World Congress and Annual Society for Free Radical
Research-Europe (SFRR-E) Conference 2017, Berlin, Niemcy

= Tempka D., Tokarz P., Chmielewska K., Pietrzak J., Robaszkiewicz A. “Downregulation
of PARP1 transcription by CDK4/6 inhibitors sensitizes human lung cancer cells to oxidative
stress-induced DNA damage induced by WP631 and etoposide” 17-19 maja 2017 -
“PARP2017”, Budapeszt, Wegry,

= Robaszkiewicz A. ,Wykorzystanie inhibitoréw deacetylaz histonéw w celu modulowania

ekspresji gendw warunkujgcych pluripotencje oraz ekspresje gendéw zwigzanych



Dr Agnieszka Robaszkiewicz Zalgcznik 2a

z funkcjonowaniem ludzkich monocytow” 28 pazdziernika 2016 —IlI Ogodlnopolska Konferencja

Innowacyjni Naukowcy, Wroctaw, Polska

= Virag L., Robaszkiewicz A., Kovacs K. “PARylation in the bone: from H202-induced signal

to structural element in the bone” 8-11 czerwca 2016 — SFRR Europe Meeting, Budapeszt,
Wegry

=  Wisnik E., Robaszkiewicz A. “ADP-ribosylation of distal cis-regulatory chromatin regions
of proinflammatory cytokines as a mechanism, which determines their transcription
in proinflammatory macrophages M1’ 21-24 maja 2016 - European Human Genetics
Conference, Barcelona, Hiszpania

= Robaszkiewicz A., Wisnik E. “Physiological repression of PARP1 transcription during
proinflammatory macrophages development results from differentiationassociated cell cycle
arrest in G0/G1 phase” 21-24 maja 2016 - European Human Genetics Conference,

Barcelona, Hiszpania

= Wisnik E., Pikus E., Robaszkiewicz A. ,ADP-rybozylacja dystalnych reginéw
cis-regulatorowych cytokin prozapalnych jako mechanizm determinujgcy ich transkrypcje
w prozapalnych makrofagach o fenotypie M1” 12-14 maja 2016 — BIOOPEN Il Ogdélnopolska
Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu, t.6dz, Polska

= Pikus E., Wisnik E., Robaszkiewicz A. ,Wptyw biatka PARP1 na powstawanie
immunotolerancji ludzkich monocytéw wywotanej dziataniem endotoksyny bakteryjnej” 12-14
maja 2016 — BIOOPEN Il Ogdinopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu, £6dz, Polska

=  Wisnik E., Pikus E., Robaszkiewicz A. ,Udziat PARP1 w regulacji ekspresji genéw IL18
i TNFa kontrolowanej przez czynnik NFkB w makrofagach” 25 listopada 2015 — Badania

i Rozwdéj Miodych Naukowcow w Polsce (Nauki Przyrodnicze), Wroctaw, Polska

= Pikus E., Wisnik E., Robaszkiewicz A. ,Epigenetyczne zmiany w obrebie sekwencji
promotorowych genéw kodujgcych cytokiny prozapalne w odpowiedzi na LPS” 25 listopada
2015 — Badania i Rozw¢j Mitodych Naukowcow w Polsce (Nauki Przyrodnicze), Wroctaw,
Polska

= Robaszkiewicz A. “ADP-ribosylation of histones shapes epigenetic landscape in core
promoters of cytokines” 29 wrzesnia - 2 pazdziernika 2015 EMBL Advanced Course

“Whole Transcriptome Data Analysis”, Heidelberg, Niemcy

] Hrubi E., Imre L., Robaszkiewicz A., Virag L., Kerényi F., Nagy K., Varga G., Jenei A.,
Hegedis C. ,Investigation of BMP2 impact on bone formation in vitro” 24—26 wrze$nia 2015 —

XXI Congress of the Association of Hungarian Dentists, Pécs, Wegry

= Wisnik E., Robaszkiewicz A. “Differentiation of monocytes into macrophages
as the mechanism predisposing to synthesis of proinflammatory cytokines” 12-19 wrzesnia
2015 — FEBS Advanced Lecture Course “18" International Summer School on Immunology:

Immune system: genes, receptors and regulation”, Rabac, Chorwacja
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Robaszkiewicz A., Kovacs K. , Lakatos P., Szabo E., Virag L. “DNA damage signaling
in mesenchymal stem cell differentiation” 4-9 lipca 2015 - 40" FEBS Congress

“The Biochemical Basis of Life”, Berlin, Niemcy

Hrubi E., Imre L., Robaszkiewicz A., Virag L., Kerényi F., Nagy K., Varga G., Jenei A,
Hegedis C. ,Effect of BMP-2 in vitro on bone formation” 16-18 kwietnia 2015 — XVI Dental
Days, Debrecen, Wegry

Hrubi E., Imre L., Robaszkiewicz A., Virag L., Kerényi F., Paholcsek M., Bir6 S., Nagy K.,
Varga G., Jenei A., Hegedis C. “BMP-2 homodimeric effect on osteogenic differentiation cell

lines” 3 — 5 kwietnia 2014 - XV Dental Days, Debrecen, Wegry

Hrubi E., Imre L., Robaszkiewicz A., Virag L., Jenei A., Hegedlis C. “BMP-2 homodimeric
effect on osteogenic differentiation cell lines” 27-28 wrzednia 2013 - XX Congress

of the Association of Hungarian Dentists, Debrecen, Wegry

Robaszkiewicz A., Virag L. ,Reactive oxygen species stimulate TGFbeta expression during
osteogenic differentiation” 2-5 wrzesnia 2013 — 48 Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego “Od Sekwencji Kwaséw Nukleinowych do Medycyny Naturalnej”, Torun,

Polska

Hrubi E., Imre L., Robaszkiewicz A., Virag L., Jenei A., Hegedlis C. “BMP-2 homodimeric
effect on osteogenic differentiation on HEPM and Saos-2 cell lines” 12-13 kwietnia 2013,

XIV Dental Days, Debrecen, Wegry

Wygtoszone referaty na miedzynarodowych konferencjach naukowych

Wyktad plenarny (przwodniczgca sesji): “PARP1 Links Transcription of a Subset of RBL2-
Dependent Genes with Cell Cycle Progression”, Wisnik E, Regdon Z, Chmielewska K, Virag
L, Robaszkiewicz A, ICECT 2018: 20 Miedzynarodowy Kongres Epigenetyki, Chromatyny
i Transkrypcji, 8-9 stycznia 2018, Singapur

Wyktad plenarny: “PARP1-dependent chromatin remodeling during osteoblast and osteoclast
differentiation shapes expression of autocrine-acting cytokines”, Robaszkiewicz A, Coroczny
Zjazd Europejskiego Towarzystwa do Badan nad Wolnymi Rodnikami (SFRR-E),
8-11 czerwca 2016, Budapeszt, Wegry

“ADP-ribosylation of distal cis-regulatory chromatin elements of pro-inflammatory cytokines
determines their transcription by modulating promoter-enhancer interaction in proinflammatory
macrophages”, Wisnik E., Robaszkiewicz A., warsztat zorganizowany przez FEBS/IUBMB pt.
“Biointeractomics: from bimolecular interactions to networks”, 17-20 maja 2016, Sevilla,

Hiszpania

“The use of FITC-cojugated antibodies combined with flow cytometry for detection
of 3-chlorinated tyrosines in human cells”, Robaszkiewicz A., warsztat zorganizowany przez

FEBS pt. “Techniques in Free Radical Biology”, 27 sierpnia — 2 wrzesnia 2010, Debrecen,
Wegry
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5c) Autorstwo i wspoétautorstwo publikacji naukowych

Autorska i wspoétautorka 27 badawczych i przegladowych prac naukowych opublikowanych
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, znajdujgcych sie na Liscie Filadelfijskiej, o tgcznym
indeksie cytowan 344 (Web of Science) i indeksie Hirscha = 9. Autorka i wspdtautorska dwoch prac
przegladowych opublikowanych w czasopismie o zasiegu krajowym, jednego rozdziatu w ksigzce oraz

5 monografii.

Liczba opublikowanych prac w czasopismach o zasiegu 27
miedzynarodowym

Sumaryczny impact factor* 114.68
Punkty MNiSW 865
Liczba cytowanh bez autocytowan 344
Indeks Hirscha 9
Liczba opublikowanych prac bedacych podstawag 9
osiggniecia naukowego

Sumaryczny impact factor* osiggniecia naukowego 50.02
Punkty MNiSW osiggniecia naukowego 360
Liczba cytowan bez  autocytowan  osiggniecia a1
naukowego

* impact factor zgodnie z rokiem opublikowania

5d) Udziat w projektach badawczych

=  ,Poszukiwanie molekularnych podstaw niestabilnoSci genomu i karcynogenezy - MolMedEx
TUMORDNS ” GINOP-2.3.2-15-2016-00020, okres realizacji: 2016-2019, budzet: 1 000 000
EUR, miejsce realizacji: Katedra Chemii Medycznej, Uniwersytet w Debreczynie, Wegry,
charakter udziatu w projekcie — wykonawca

= ,Rola biatka PARP1 w regulowaniu ekspresji eRNA dla /L18 w ludzkich monocytach
i makrofagach” Studenckie Granty Badawcze, Uniwersytet todzki, beneficjent: p. Kinga
Chmielewska (studentka kierunku Biotechnologia Medyczna, Ut), okres realizacji: lipiec-
grudzien 2017, miejsce realizacji: Katedra Biofizyki Ogdlnej, Uniwersytet t6dzki, charakter

udziatu w projekcie - opiekun naukowy
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»Fizjologiczne znaczenie obnizenia ekspresji biatka PARP1 dla aktywowania proksymalnych
i dystalnych (wzmacniaczy) regionéw cis-regulatorowych NF-kB zaleznych gendéw IL1b oraz
TNFa w trakcie roznicowania i polaryzacji fenotypu prozapalnych makrofagdbw M1.”
PRELUDIUM 10 Narodowe Centrum Nauki, UMO-2015/19/N/NZ2/01735, okres realizaciji:
2016-2018, budzet: 150 000 zt, miejsce realizacji: Katedra Biofizyki Ogdlnej, Uniwersytet
tédzki — opiekun naukowy

»1ranskrypcyjno-epigenetyczna rola polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 w warunkowaniu ekspresji
czynnikdw prozapalnych kontrolowanych przez o$ NF-kappaB w mieloidalnych komérkach
efektorowych.” SONATA 6 Narodowe Centrum Nauki, UMO-2013/11/D/NZ2/00033, okres
realizacji: 2014-2019, budzet: 495 000 zt, miejsce realizacji: Katedra Biofizyki Ogdlnej,

Uniwersytet £.6dzki — kierownik

»Rola biatek ARTD1 (PARP1) i SIRT1/2 jako regulatoréw ekspresji genéw zaleznych od NF-
kappaB w trakcie osteoklastogenezy”. SciexNMS — program wymiany naukowej miedzy
Szwajcarig a nowymi panstwami czlonkowskimi Unii Europejskiej, CCO-CRUS 12.193,
okres realizacji: 2013-2014, budzet: 80 000 CHF, miejsce realizacji: Katedra Biochemii
Weterynaryjnej i Biologii Molekularnej, Uniwersytet w Zurychu, Szwajcaria Beneficient

,Molekularna Medycyna Regionalne Centrum Doskonatosci (MOLMEDREX)’, MOLMEDREX
FP7-REGPOT-2008-1 (FP7-PEOPLE-2009-RG), okres realizacji: 2009-2012, budzet: 957 000

EUR, miejsce realizacji: Katedra Chemii Medycznej, Uniwersytet w Debreczynie, Wegry -

wykonawca

"Rola poli(ADP-rybozylacji) w regulowaniu réznicowania mezenchymalnych komorek
macierzystych”, Wegierski Fundusz Naukowy, OTKA K82009, okres realizacji: 2010-2013,
budzet: 80 000 EUR, miejsce realizacji: Katedra Chemii Medycznej, Uniwersytet

w Debreczynie, Wegry — wykonawca

"Molekularna onkologia: identyfikacja celéow dla rozwoju terapii przeciwnowotworowych”
Wegierski Program Operacyjny Odnowy Spotecznej, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0025,
okres realizacji: 2012-2014, budzet: 3 000 000 EUR, miejsce realizacji: Katedra Chemii
Medycznej, Uniwersytet w Debreczynie, Wegry — wykonawca

»,Mechanizmy cytotoksycznego dziatania chlorohydryn.” Grant Promotorski Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, NN301283737, okres realizacji: 2009-2012, budzet 50 000 zi,
miejsce realizacji: Katedra Biofizyki Molekularne;j, Uniwersytet  todzki -

beneficjent/wykonawca

,Liposomy jako nosniki chlorohydryn lipidowych. Charakterystyka 3-chlorotyrozyny jako
markera kwasu chlorowego (l)” Europejski Fundusz Spoteczny i Budzet Panstwa, 3/S-
UL/2009, okres realizacji: 2009, budzet 20 000 zt, miejsce realizacji: Katedra Biofizyki

Molekularnej, Uniwersytet £ 6dzki — kierownik
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5e) Uczestnictwo w programach europejskich oraz innych programach miedzynarodowych i

krajowych

5el) Dtuzsze pobyty naukowe

FEBS Short-Term Fellowship — stypendium przyznane na odbycie stazu naukowego
Whnioskodawczyni pomiedzy 08.10.2018-22.11.2018 w zespole naukowym Molekularnych

Badan Biomedycznych na Uniwersytecie Aston w Birmingham, Wielka Brytania

SciexXNMS — program wymiany naukowej miedzy Szwajcarig a nowymi panstwami
cztonkowskimi  Unii Europejskiej, CCO-CRUS 12.193, okres realizacji: 16.09.2013-
15.09.2014, miejsce realizacji: Katedra Biochemii Weterynaryjnej i Biologii Molekularnej,

Uniwersytet w Zurychu, Szwajcaria

COST-B35 Lipid peroxidation — stypendium przyznane na odbycie stazu naukowego
Whnioskodawczyni pomiedzy 01.05-31.05.2008 w Instytucie Farmacji i Nauk Biologicznych

na Uniwersytecie Starthclyde w Glasgow, Szkocja

5e2) Krotsze pobyty naukowe i stypendia na udziat w konferencjach i warsztatach naukowych

program wymiany naukowej miedzy Szwajcarig a nowymi panstwami cztonkowskimi Unii
Europejskiej (Sciex-NMS) - stypendium przyznane na udziat w 39-tym Kongresie
FEBS/EMBO, 30 sierpnia — 4 wrzeénia 2014, Paryz, Francja

program wymiany naukowej miedzy Szwajcarig a nowymi panstwami cztonkowskimi Unii
Europejskiej (Sciex-NMS) - stypendium przyznane na udziat w 11-tym zjezdzie EMBL
“Transcription and Chromatin”, 23-26 sierpnia 2014, Heidelberg, Niemcy

Federacja Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS) - stypendium przyznane na
udziat w 38-mym Kongresie FEBS ,Mechanisms in Biology”, 6-11 lipca 2013,
St. Petersburg, Rosja

Federacja Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS) - stypendium przyznane na
udziat w 35-tym Kongresie FEBS ,Molecules of Life’, 26 czerwca -1 lipca 2010,

Gothenburg, Szwecja

Federacja Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS) - stypendium przyznane
na udziat w warsztacie eksperymentalnym ,Technics in Free Radical Biology”, 27 sierpnia —

2 wrzesnia 2010, Debreczyn, Wegry

Federacja Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS) - stypendium przyznane
na udziat w kursie “Mechanisms, consequences and detection of free radical mediated

oxidative protein modifications”, 15-20 kwietnia 2009, Kemer Antalya, Turcja

Europejskie Stowarzyszenie Towarzystw Biofizycznych (EBSA) - stypendium przyznane

na udziat w 7-mym Europejskim Kongresie Biofizycznym 11-15 lipca 2009, Genua, Wiochy
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COST-B35 Peroksydacja Lipidow - stypendium przyznane na udziat w szkole letniej “Lipid
peroxidation and free radical signaling: role in pathophysiology” 30 sierpnia - 5 wrzesnia
2008, Spetses, Grecja

Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej - program ,Stypendia konferencyjne” — stypendium
przyznane na udziat w Europejskim Kongresie Towarzystwa do Badah nad Wolnymi
Rodnikami (SFRR-E) 5-9 lipca 2008, Berlin, Niemcy

5e3) Programy ksztatcgce umiejetnosci miekkie

Program SKILLS Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej - ,Zarzadzanie Zespotem Naukowym”,

stypendium przyznane na udziat w szkoleniu, 12-13 luty 2015 Warszawa, Polska

Program SKILLS Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej - ,Komercjalizacja Wynikéw Prac
Badawczych”, stypendium przyznane na udziat w szkoleniu, 28-30 stycznia 2015,
Warszawa, Polska

5f) Staze zagraniczne

Centrum Molekularnych Badan Biomedycznych na Uniwersytecie Aston w Birmingham,
Wielka Brytania, pazdziernik-listopad 2018

Katedra Chemii Medycznej Uniwersytetu w Debreczynie, Wegry, sierpien-grudzien 2017

Instytucie Biochemii Weterynaryjnej i Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Zurychu,
Szwajcaria, 2013-2014

Katedra Chemii Medycznej Uniwersytetu w Debreczynie, Wegry, 2011-2013

Instytut Farmacji i Nauk Biologicznych Uniwersytetu Starthclyde w Glasgow, Szkocja,
maj 2008

59) Nagrody i wyréznienia

Nagroda za najlepszy wyktad w trakcie kongresu ICECT 2018: 20 Miedzynarodowy Kongres
Epigenetyki, Chromatyny i Transkrypcji, Singapur 2018, przyznana przez komitet
organizacyjny

Stypendium naukowe dla wybithych miodych naukowcow przyznane na lata

2017-2019 przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

Nagroda Rektora Uniwersytetu todzkiego przyznana w roku 2012 za cykl prac zwigzanych

z rozprawg doktorskag

Nagroda za najlepszy plakat przyznana w roku 2009 przez Europejskie Stowarzyszenie

Towarzystw Biofizycznych w trakcie Kongresu EBSA w Genui

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za wybitne osiggniecia przyznane
na rok akademicki 2006/2007
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» Nagroda Rektora Uniwersytetu todzkiego dla studentéw przyznana za rok akademicki
2004/2005 oraz 2005/2006

5h) Recenzje artykutéw

= Epigenetics and Chromatin - 1

= Scientific Reports — 2

= Journal of Cancer Treatment and Diagnosis - 2

= Toxicology in Vitro — 2

= Global Research Journal of Microbiology (GRJIM) — 2
* Free Radical Research — 2

* PlosONE -1

6. Dziatalnos¢ dydaktyczna i organizatorska

6a) Opieka naukowa nad magistrantami i licencjuszami:

= Promotor pracy magisterskiej, rok akademicki 2017/2018, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytet tédzki, student: Kinga Chmielewska, data obrony pracy: czerwiec
2018, Kkierunek: biotechnologia, specjalnos¢: biotechnologia medyczna, tytut pracy:
.,Rola bialtka PARP1 w regulowaniu ekspresji eRNA dla IL18 w ludzkich monocytach

i makrofagach.” recenzent: dr hab. Maksim lonov

= Promotor pracy licencjackiej, rok akademicki 2016/2018, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytet t6dzki, student:Klaudia Kornat, data obrony: lipiec 2018, kierunek:
biologia, tytut pracy: ,Udziat biatka PARP1 w naprawie uszkodzeh oksydacyjnych DNA’

recenzent: dr Anna Pienigzek

= Promotor pracy magisterskiej, rok akademicki 2016/2017, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytet £odzki, student: Dominika Tempka, data obrony pracy: czerwiec
2017, kierunek: biologia, specjalnosé: biofizyka medyczna i bioinformatyka, tytut pracy:
,LOcena mozliwosci zastosowania inhibitorow cyklin zaleznych od kinaz 4 i 6 w celu
uwrazliwienia komoérek nowotworowych na dziatanie lekdéw generujgcych stres oksydacyjny.”

recenzent: dr hab. Aleksandra Rodacka,

= Promotor pracy magisterskiej, rok akademicki 2015/2016, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytet t6dzki, student: Marcin Jaras, data obrony pracy: czerwiec 2016,
kierunek: biotechnologia, specjalnosc¢: biofizyka, tytut pracy: ,Detekcja ADP-rybozylacji biatek
zwigzanych z chromatyng w obrebie sekwencji promotorowych wybranych cytokin

prozapalnych.” recenzent: dr hab. Magdalena tabieniec-Watata
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6b) Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze bezposredniego opiekuna w ramach

realizowanych na Uniwersytecie £6dzkim projektow:

= Mgr Maciej Sobczak, od 01.10.2018, ,Zastosowanie analizy bioinformatycznej danych
uzyskanych za pomocg sekwencjonowania nowej generacji w poszukiwaniu molekularnych
podstaw wzrostu i inwazyjnosci komoérek nowotworowych”, Katedra Biofizyki Ogoélnej, Wydziat

Biologii i Ochrony Srodowiska, program Interdoc STAR, charakter opieki naukowej — opiekun

= Mgr Julita Pietrzak, od 01.10.2017, ,Dynamika struktury chromatyny warunkowana inhibicjg
biatka PARP1 w indukowanej endotoksyng immunotolerancji ludzkich prozapalnych
makrofagéw”, Katedra Biofizyki Ogoéinej, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, charakter

opieki naukowej — opiekun

=  Mgr Ewelina Wisnik, 01.10.2014-23.05.2017, ,Udziat polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (PARP1)
w potranslacyjnych modyfikacach histonédw w makrofagach”, Katedra Biofizyki Ogdlne;j,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, charakter opieki naukowej — promotor pomocniczy,

przewod zamkniety bez obrony doktorantki

6c) Opieka naukowa nad zagranicznym stypendysta:

= Purvi Shrivastava, studentka drugiego roku studiow pierwszego stopnia na Uniwersytecie
JECRC w Jaipur w Indiach, kierunek: biotechnologia, okres praktyk: 1 czerwca — 24 lipca 2018

6d) Dziatalnos¢ dydaktyczna (od roku 2012):

=  Przygotowanie przedmiotu ,Bioinformatyka w genomice i proteomice” (wyktad — 13 godzin
i éwiczenia — 13 godzin) dla pierwszego roku studiéw drugiego stopnia na kierunku: biologia,

specjalno$¢: biofizyka medyczna i bioinformatyka

= Prowadzenie ¢éwiczen z przedmiotu ,Chemia fizyczna” dla pierwszego roku studiéw
pierwszego stopnia na kierunku: biologia oraz dla drugiego roku zaocznych studiéw drugiego

stopnia kierunku: biologia

=  Prowadzenie ¢éwiczeh z przedmiotu ,Postawy fizyki i biofizyki” dla pierwszego roku studiéw

pierwszego stopnia na kierunku: mikrobiologia

=  Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu ,Technologie informacyjne” dla pierwszego roku studiow
pierwszego stopnia na kierunku: biologia oraz zaocznych studidw pierwszego stopnia

na kierunku: biologia

6e) Dziatalnos¢ w zakresie popularyzacji nauki:

=  Warsztat przeprowadzony na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

toédzkiego pt. ,Elektroforeza DNA w zelu agarozowym” dla Liceum Ogdlnoksztalcgcego
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w Poddebicach, data warsztatu: pazdziernik 2018, prowadzacy: dr Agnieszka Robaszkiewicz,

mgr Julita Pietrzak, mgr Maciej Sobczak

=  Warsztaty w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii przeprowadzony na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t.édzkiego pt. ,Dziedziczenie na przyktadzie muszki
owocowej (Drosophila melanogaster)”, data warsztatu: 4 jednogodzinne spotkania pomiedzy
pazdziernikiem 2017 a kwietniem 2018, prowadzgcy: dr Agnieszka Robaszkiewicz,
dr hab. Maksim lonov, mgr Sylwia Michlewska, mgr Julita Pietrzak, mgr Zaneta Rygielska,

Kinga Chmielewska

=  Warsztaty w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii przeprowadzony na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu toédzkiego pt. ,Molekularne nozyczki DNA’,
data warsztatu: 4 jednogodzinne spotkania pomiedzy pazdziernikiem 2016 a kwietniem 2017,

prowadzacy: dr Agnieszka Robaszkiewicz, dr hab. Piotr Duchnowicz

= Warsztat w ramach Nocy Biologdw przeprowadzony na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu todzkiego pt. ,Elektroforeza DNA”, data warsztatu: styczen 2017,
prowadzacy: dr Agnieszka Robaszkiewicz, dr hab. Piotr Duchnowicz, mgr Ewelina Wisnik,

mgr Ewa Pikus, mgr Aneta Wolska



