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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Piotra Koniecznego
pt. ”Charakterystyka mysiego modelu badawczego K14-Cre/Zc3h12a/10%0%

oraz rola bialka MCPIP1 w procesach fizjologicznych i patofizjologicznych naskérka”

Wiele chordb skory na przewlekly i nawrotowy charakter. Sztandarowa dermatozg jest
tuszczyca, ktora dotyczy 2-3% ogbétu populacji. Jej przewlekly zapalny charakter
uwarunkowany jest szeregiem czynnikow zewnatrz i wewngtrzustrojowych. Mimo
ogromnego postepu wiedzy i coraz to bardziej wnikliwych badan dotyczacych patogenezy
schorzenia nadal mechanizmy powstawania blaszki luszczycowej pozostajg nie w pelni
poznane. Biatko MCPIP1 uznawane jest za negatywny regulator stanu zapalnego wptywajac
na degradacj¢ mRNA cytokin prozapalnych. Bedac réwniez negatywnym regulatorem
czynnikOw transkrypcyjnych bierze udzial w licznych procesach komérkowych, wiaczajac
proces proliferacji i réznicowania komoérek. Wszystkie powyzsze mechanizmy sg zaburzone
w luszczycy. Dlatego tez ich zglebianie ma ogromne znaczenie nie tylko poznawcze, ale
zawsze, my klinicysci, oczekujemy, Zze badania o charakterze badan podstawowych w
przysztosci znajdg przetozenie na szeroko rozumiang klinike i dobro pacjentéw. Badania na
modelach zwierzgcych, posiadajac swoje zalety i ograniczenia, sg jednak podstawa uzyskania
waznych danych o procesach fizjologii, a przede wszystkim patofizjologii organizmu zywego.
W nurt ten idealnie wpisuje si¢ oceniana rozprawa doktorska. Temat rozprawy doktorskiej
mgr Piotra Koniecznego majacy na celu przyblizenie roli biatka MCPIP1 (Monocyte

Chemoatractant Protein -1 — induced protein 1) w procesach zachodzgcych w naskorku, w



tym szczegdlnie tych odnoszacych sig¢ bezposrednio do mechanizméw patofizjologii
tuszezycy uwazam za jak najbardziej aktualny, trafny i w pelni uzasadniony.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska obejmuje 117 stron oprawionego
wydruku komputerowego, w tym 19 wielokrotnie zlozonych rycin, 12 zestawien
tabelarycznych i az 315 pozycji pismiennictwa, w wiekszosci pochodzacego z ostatnich lat.
Za cenne uwazam zamieszczenie na poczatku rozprawy wykazu skrotow, co ulatwia
czytelnikowi sledzenie poszczeg6lnych czgsei rozprawy doktorskiej. Uktad pracy jest typowy
dla rozprawy doktorskiej, zawiera wstep, cele pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje,
wnioski koncowe, wykaz bibliografii oraz streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim
(streszczenia zamieszczone na poczgtku rozprawy).

Wstep rozprawy doktorskiej sktada si¢ z kilku rozdziatéw. Po przedstawieniu
podstawowych danych odnoszacych si¢ do budowy i funkcji skéry Doktorant przyblizyl
czytelnikowi mechanizmy kontrolujace zaréwno uktad odpornosciowy, jak i stan zapalny
skory, zwracajac szczeg6lna uwage na role komorek samego naskorka — keratynocytow.
Nastepnie omowil podloze procesu tuszczycowego, epidemiologie, klinike tuszczycy oraz
odniést si¢ do nowoczesnej terapii przeciwluszezycowej. W tej czesci wstepu, wedlug moje;j
oceny, niektére sformutowania sa jednak zbyt daleko posunietym skrotem myslowym,
Doktorant migdzy innymi podal, Ze zaczerwienione zmiany skérne w tuszezycy sa
spowodowane zwiekszong liczba kretych naczyn wlosowatych, ktére docieraja do
powierzchni naskorka. Proces tworzenia blaszki tuszczycowej jest jednak znacznie bardziej
skomplikowany, a naczynia krwiono$ne wlosowate nie docierajg do powierzchni naskorka.
Gdyby tak si¢ dzialo to przeciez mielibySmy stale krwawienie, przynajmnie]j
drobnokropelkowe. W opisie metod leczniczych z wykorzystaniem tzw. terapii biologicznej
zabraklo mi wspomnienia o lekach blokujacych interleuking 17 czy 23, a efalizumab czy
alefacept nie sg obecnie stosowane do leczenia tuszczycy. Zdaje sobie jednak sprawe, ze
Doktorant nie jest klinicysta, wigc zrozumiale jest, ze Jego wiedza w tym zakresie moze by¢
nieco ograniczona. Doceni¢ nalezy jednak probe jak najlepszego przedstawienia zagadnienia.
Za bardzo warto$ciowy nalezy uzna¢ podrozdzial o roli biatka MCPIP1 w réznych procesach
biologicznych, w tym w odpowiedzi immunologicznej, aktywacji keratynocytow,
adipogenezy czy nowotworzeniu. Ta cze$¢ wstepu jednoznacznie wskazuje, ze mgr Piotr
Konieczny jest wyjatkowo zorientowany we wspotczesnej wiedzy odnoszgcej sie do biatka
MCPIP, bedgcego Jego gtéwnym zainteresowaniem naukowym. Wstep uwazam za dobrze
zaprojektowany i dobrze zredagowany. Stanowi istotne wprowadzenie czytelnika do dalszych

czgsdcei rozprawy doktorskie;j.



Zalozenia 1 cele pracy zostaly przedstawione w sposob jasny. Glownym celem
badawczym Doktoranta byla ocena roli biatka MCPIP1 w procesie inicjacji i progresji
tuszczycy oraz z procesie gojenia si¢ ran. Aby mozna bylo to zrealizowa¢ mgr Piotr
Konieczny najpierw postanowit dokona¢ analizy lokalizacji biatka MCPIP w ludzkiej skorze
zdrowej oraz przesledzi¢ jego poziom w trakcie roznicowania ludzkich pierwotnych
keratynocytow. Dodatkowo zalozyt sobie przeprowadzenie charakterystyki mysiego modelu
badawczego pozbawionego genu kodujacego biatko MCPIP1 w keratynocytach warstwy
podstawnej naskoérka. Badania zostaly zaplanowane wzorowo. Wszystkie przedstawione
przez Doktoranta szczegolowe cele badawcze zostaly zrealizowane w dalszych czgsciach
rozprawy doktorskiej, prowadzac w konsekwencji do nowatorskich wilasnych spostrzezen,
Obrazuje to, ze mgr Piotr Konieczny posiadl umiejetnosé prawidtowego planowania badan
naukowych oraz podkresla role osrodka, w ktérym badania zostaty przeprowadzone.

Badania zostaly przeprowadzone na materiale ludzkim i zwierzecym. Doktorant
uzyskal zgode zaréwno Komisji Bioetycznej UJ, jak i zgode Komisji Etyki ds. Doswiadczen
na Zwierzgtach. Wykorzystanie zwierzat genetycznie modyfikowanych bylo mozliwe poprzez
uzyskanie aprobaty Ministerstwa Srodowiska. Material ludzki stanowita skéra uzyskana
podczas zabiegéw z zakresu chirurgii plastycznej. Jako model zwierzecy postuzyly dwa
szczepy mysie o okreslonych profilu genetycznym sprowadzone z laboratoriow w Stanach
Zjednoczonych 1 Niemczech. Oba szczepy byly ze sobg krzyzowane aby uzyska¢ model
myszy pozbawionej biatka MCPIP1 w keratynocytach. Magister Piotr Konieczny do swoich
badan zaproponowal szereg zwierzecych modeli eksperymentalnych, w tym model stanu
zapalnego indukowanego imikwimodem, model stanu zapalnego indukowanego interleuking
23, model gojenie si¢ ran czy model ex vivo migracji keratynocytow. Wrazenie robi nie tylko
szeroko zakrojony material wykorzystany w badaniach wlasnych, ale i wielce rozbudowana
metodologia prowadzenia badan. Zastosowano réznorodne, wiasciwie wyselekcjonowane i
dobrane, techniki badawcze, miedzy innymi reakcje PCR w czasie rzeczywistym, technike
western blot, barwienia histologiczne standardowe i barwienie , Trichrome Massona”,
barwienie immunohistochemiczne czy immunofluorescencyjne. Szczegélowy opis metod
badawczych jest catkowicie poprawny i nie budzi zadnych zastrzezen. Zwraca uwagg
precyzyjna analiza statystyczna otrzymanych wynikow 2z zastosowaniem dobrze
wyselekcjonowanych testow. Znacznie uwiarygadnia ona przedstawione w dalszej czesci
rozprawy wyniki wlasne Doktoranta. Osobiscie jestem pod duzym wrazeniem zakrojonych
eksperymentdw, dobrze dobranego materialu i wyselekcjonowania odpowiednich technik

badawczych. Caly rozdzial uwidacznia ogrom pracy, ktéry mgr Piotr Konieczny wlozyt w



uzyskanie ostatecznych wynikow badan. Nadmieni¢ nalezy badania wiasne Doktoranta
stanowig kontynuacj¢ i poglebienie badan realizowanych przez osrodek Pani profesor Jolanty
Jury.

Doktorant przedstawit wyniki pracy na przygotowanych ztozonych rycinach oraz
zaopatrzy! stownym opisem. Zobrazowanie gtownych wynikow w formie graficznej wraz z
ich stownym opisem umozliwia czytelnikowi z latwoscig zrozumienie zlozonych i
wielowgtkowych przestanek pracy doktorskiej. Redakcja wynikéw moze stanowi¢ wzor dla
innych badaczy realizujacych swoje projekty badawcze, szczegdlnie o tak zlozonej
metodologii. Magister Piotr Konieczny, wsrdd licznych wynikow badan, udokumentowal
wzrost ekspresji biatka MCPIP1 w procesie réznicowania pierwotnych keratynocytow
ludzkich, przy czym poziom mRNA MCPIP1 ulega obnizeniu. Lokalizacja biatka MCPIP]
byla obserwowana gléwnie w warstwach naskorka o duzej aktywnosci rdéznicowania
komorek. Zaobserwowal ponadto, ze z oparciu o mechanizm regulacyjny aktywnosé
RNazowg MCPIP1, zwigkszenie poziomu biatka MCPIP1 w keratynocytach wptywa na
zahamowanie ich proliferacji z jednoczesng aktywacja ich roznicowania. Bardzo istotnym
nowatorskim spostrzezeniem Doktoranta bylo stwierdzenie, ze usunigcie genu kodujacego
biatko MCPIP1 w warstwie podstawnej naskorka powoduje stopniowy, progresywny rozwoj
reakcji zapalnej. Objawia sie to pojawieniem si¢ zmian dysplastycznych w komdrkach
naskorka, obecnoscig komorek stanu zapalnego w skdrze wiasciwej 1 aktywacja szeregu
cytokin prozapalnych. Co ciekawe ma to wplyw réwniez na rozwéj ogdélnoustrojowego stanu
zapalnego, obserwowano bowiem u zwierzgt do$wiadczalnych powiekszenie $ledziony,
powickszenie weztow chlonnych oraz utrate masy ciata. W eksperymentalnym modelu
tuszczycy mgr Piotr Konieczny wykazal, ze brak biatka MCPIP1 w keratynocytach indukuje
$ciezke sygnalizacyjng IL-17/IL23 oraz czynnika transkrypcyjnego Stat3. W mysim modelu
gojenia si¢ ran udokumentowal, ze biatko MCPIP1 jest waznym czynnikiem regulujacym
migracje keratynocytow przy uszkodzonej skorze. Nalezy jednoznacznie podkresli¢, ze
badania Doktoranta doprowadzily do znaczacego poszerzenia wiedzy, nowatorskich
obserwacji, dotychczas nie publikowanych w pismiennictwie Swiatowym.

Dyskusja wynikéw jest bardzo obszerna i dojrzata. Magister Piotr Konieczny z
latwoscig porusza sie po zawitych aspektach immunopatologii skory. Potrafit krytycznie
podej$¢ do interpretacji otrzymanych wiasnych wynikéw badan i umiejetnie odnies¢ je do
doniesien literaturowych. Doktorant umiejetnie przeanalizowal wszystkie swoje spostrzezenia

naukowe., Omowienie uwazam za catkowicie wyczerpujgeg 1 odpowiednio zredagowane.



Rozprawe wienczg cztery przemyslane wnioski koncowe. Zostaly one dobrze
sformutowane. Zawarte w nich tresci w pelni odzwierciedlajg wyniki przeprowadzonych
przez Doktoranta wiasnych badan. Jako ciekawe i dojrzale odnajduje przedstawienie
zagadnien, ktére mgr Piotr Konieczny widzi jako mozliwe 1 konieczne w dalszych badaniach
nad zglebianiem roli biatka MCPIP1. Twierdzi, ze wyniki wiasne nasuwaja dalsze pytania,
proponuje ciekawe kolejne cele badawcze. Moze dla przejrzystosci komunikatu dobrze
bytoby réwniez zamiesci¢ i te pytania. Mam wielka nadzieje, ze ten fragment rozprawy jest
deklaracjg Doktoranta do dalszej pracy naukowej, do ktorej jest po badaniach stanowigcych
rozprawe doktorska bardzo dobrze przygotowany.

Pi$miennictwo rozprawy jest bardzo bogate. Magister Piotr Konieczny wykorzystat
liczne prace anglojezyczne, ktére trafhie wyselekcjonowal w odniesieniu do wlasnego
materiatu. Nadmieni¢ nalezy, ze cz¢$¢ cytowanej literatury pochodzi z macierzystej jednostki
Doktoranta. Swiadczy to nie tylko o uwaznym Sledzeniu pismiennictwa z zakresu omawianej
tematyki przez mgr Piotra Koniecznego, ale o kontynuacji mysli naukowej jednostki.

Reasumujac, oceniam rozprawg mgr Piotra Koniecznego bardzo wysoko. Jest to cenna
pozycja gtownie pod wzgledem poznawczym. Catosé pracy dokumentuje, ze Doktorant
posiadt odpowiednie umiejetnoscei i jest przygotowany do prowadzenia prac badawczych. W
mojej ocenie zaprojektowane i zrealizowane badania znaczgco przekraczajg osiggniecia
konieczne do standardowej rozprawy doktorskiej.

Na tej podstawie stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny praca doktorska mgr Piotra
Koniecznego pt. ,,Charakterystyka mysiego modelu badawczego KI4-Cre/Zc3hl2a"¥/1ox
oraz rola biatka MCPIP1 w procesach fizjologicznych i patofizjologicznych naskoérka” spelnia
wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Mam wigc zaszezyt przedtozy¢ Wysokiej
Radzie Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielonskiego w
Krakowie moja wysoce pozytywna ocen¢ rozprawy wraz z wnioskiem o dopuszczenie mgr
Piotra Koniecznego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysoki poziom merytoryczny przedstawionego projektu badawczego i
fakt, ze rozprawa doktorska wnosi nowatorskie dane do wspdlczesnego stanu wiedzy
zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy mgr Piotra

Koniecznego.




