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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anny Gasiorek pt. ,,MCPIP-1 w keratynocytach
dzigslowych jako regulator procesu zapalenia przyze¢bia i ubytku kosci”

Rozprawa doktorska mgr Anny Gasiorek zostala zrealizowana w Zakladzie
Mikrobiologii, na wydziale Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego, pod kierunkiem dr hab. Joanny Koziel, prof. UJ. Tematyka podjgta w pracy
doktorskiej przez Doktorantke wpisuje si¢ w nurt nowoczesnych badan nad patogeneza choréb
przyzebia. Doktorantka w swojej pracy koncentruje si¢ na jednym z kluczowych czynnikow
etiologicznych tych choréb, czyli bakteriach Porphyromonas gingivalis. Badania
przedstawione w rozprawie doktorskiej przez Doktorantk¢ sa kontynuacjag badan

prowadzonych w zespole dr hab. Joanny Koziet i wnosza nowe dane do tej dziedziny.

Rozprawa doktorska to 186 stron drukowanego tekstu wraz z rysunkami i tabelami.
Zawiera ona wszystkie elementy wymagane dla tego typu prac, zamieszczone we wlasciwym
ukladzie. Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke swojej pracy doktorskiej spisem
tresci, szczegdlowym spisem stosowanych skrotow i symboli oraz streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim. Obszerny wstep stanowi bardzo szczegdtowe wprowadzenie do tematyki
pracy badawczej. Szczegdlnie interesujace 1 pomocne w zrozumieniu oddziatywania bakterii
P. gingivalis z tkanka przyzebia jest m.in. opis struktury 1 funkeji poszezegdlnych elementdow
budujacych dzigsta oraz udzial komoérek odpornosciowych w fizjologii dziasta. Kolejne
rozdziaty, Materialy i metody oraz Wyniki, pomimo zaprezentowania w nich ogromne;j liczby
metod i uzyskanych wynikéw, przedstawione sa w sposOb umozliwiajgcy wlasciwg oceng
pracy doktorskiej. Pomocny w tym jest takze podzial rozdziatu Wyniki na 3 cze$cei 1 odniesienie
danych z czesci I 1 II do pracy opublikowanej w czasopismie mBio. Rozprawe konczy bardzo
obszerna Dyskusja oraz koncowe wnioski. PiSmiennictwo obejmuje 400 pozycji
literaturowych, $wiadczacych o wysokie] wartoéci i aktualnoéci badanego problemu
naukowego. Praca zawiera takze wykaz osiggnie¢ Doktorantki w formie publikacji oraz

wystapien konferencyjnych, a takze udzial Doktorantki w projektach badawczych.



Zasadniczym celem pracy doktorskiej byla charakterystyka udzialu biatka
indukowanego chemotaktycznym biatkiem monocytéw-1 (biatka MCPIP-1) w keratynocytach
dziastowych w przebiegu infekcji periodontopatogenami. Szczegdlng uwage po$wiecono
bakteriom Porphyromonas gingivalis oraz gtéwnym czynnikom ich wirulencji, czyli

gingipainom. Szczegolowe cele pracy obejmowaly wykazanie:

1. czy gingipainy biora udzial w potranslacyjnej modyfikacji biatka MCPIP-1 i czy ma to
wplyw na funkcjonowanie keratynocytéw dzigstowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
ich wrazliwoéci na endotoksyny bakteryjne,

2. czy wysoki poziom MCPIP-1 w nablonku dzigset bierze udzial w utrzymaniu homeostazy

w obrebie nablonka dziasel oraz ozebnej i kosci wyrostka zebodotowego.

Zdaniem Recenzenta, zalozony cel pracy doktorskiej zostal w pelni osiagnigty. Do
realizacji zalozonego celu pracy mgr Anna Gasiorek wykorzystata szeroki panel metod
badawczych (m.in. techniki biologii molekularnej, analityczne i preparatywne metody
biochemiczne, metody histologiczne, metody mikroskopowe, hodowle bakteryjne i
komdrkowe, modele zwierzgce). Taka réznorodnosé zastosowanych metod i technik wskazuje
nie tylko na szeroki zakres umiej¢tnosci Doktorantki, ale takze na zdolno$é¢ do (samodzielnego
lub we wspélpracy z promotorem) ich odpowiedniego doboru w zaleznosci od badanego

problemu.

Praca doktorska zawiera wiele cennych wynikdéw naukowych, z ktérych ogromna czesé
to dane nowe, wnoszgce istotny wklad w dziedzing¢ dalszej charakterystyki podstaw
mechanizméw skutkujacych chorobami przyzebia. Istotny jest takze fakt, ze cze$é tych
wynikOw zostala juz opublikowana, czyli zostala poddana doglebnej ocenie przez
specjalistycznych recenzentéw renomowanego czasopisma. Na szczegdlna uwage w rozprawie
doktorskiej zastuguje zdaniem Recenzenta nie tylko wskazanie biatka MCPIP-1 jako jednego
z czynnikow bioracych udziat w regulacji procesu zapalnego przyzebia i ubytku kosci, jak to
sugeruje Doktorantka w tytule pracy, ale przede wszystkim logiczny ciag etapow tego
mechanizmu. Do najciekawszych, zdaniem Recenzenta obserwacji nalezy nie tylko wykazanie
wewnatrzkomdrkowe]j degradacji biatka MCPIP-1 przez rozne proteazy bakteryjne (co zostalo
takze wykazane wczesnie] przez innych), ale fakt, ze gingipaina RgpA, niezaleznie od
zastosowanego czynnika stymulujacego receptor TLR-4, prowadzi do uwrazliwienia tego
receptora 1 wzmocnienia sygnalu przekazywanego z receptora, co w efekcie koAcowym nasila

proces zapalny (m.in. przez zwigkszony poziom transkryptow kodujacych cytokiny prozapalne)



i destrukcje tkanek utrzymujgcych zeby. Interesujgce jest takze wykazanie odwrotnego efektu
dziatania gingipainy RgpA na makrofagi. Bardzo ciekawe jest rowniez wykazanie udziatu
biatka MCPIP-1 w wybidrczym niszczeniu tkanki kostnej przyzebia, zachodzacym przy udziale
czynnikéw produkowanych przez neutrofile (gléwnie chemoatraktanty 1 cytokiny prozapalne),
wplywajgcego na funkcjonowanie osteoblastéw. Poszczegélne etapy proponowanego
mechanizmu zostaly bardzo dobrze przedstawione przez Doktorantk¢ we wnioskach

koncowych.

Bardzo obszerna Dyskusja, z jednej strony stanowi ogromy zbidr danych literaturowych,
co umozliwia zapoznanie si¢ z podstawami wielu aspektow poruszanych w tej rozprawie. Z
drugiej strony bardzo szczegétowy opis danych literaturowych cze¢sto dominuje i utrudnia
odnalezienie wynikow, nad ktorymi dyskutuje Doktorantka (np. paragraf na str. 146 opisujacy
udzial limfocytow w zapaleniu tkanki przyzebia jest oparty prawie w calosci na danych
literaturowych i zakonczony jednozdaniowym, ogdélnym podsumowaniem wihasnych wynikéw
o nacieku neutrofili i pdzniejszym pojawianiu si¢ limfocytéw, ktére moga promowad

uszkodzenie tkanki u myszy pozbawionych ekspresji genu MCPIP-1).

Pod wzgledem merytorycznym i edytorskim praca doktorska jest napisana bardzo dobrze.
Takze rysunki i tabele sg przedstawione 1 opisane poprawnic. W pracy pojawiaja si¢ nieliczne
niedoskonatosci, ktére nie wpltywaja na poziom merytoryczny rozprawy doktorskiej, a cze$¢ z
nich Recenzent wskazuje tylko z obowiazku (np. str. 53 - ,,pipeta Paustera” zamiast ,,pipeta
Pasteura”; str. 54 1 inne strony - sformutowanie ,,inkubacje w 4°C” zamiast ,,inkubacje w
temperaturze 4°C”; bardzo roézny opis analizy ekspresji genoéw: str. 98 — poziom ekspresji
gendow sprawdza sie wykorzystujac metode RT-PCR, str. 113 — ,wyizolowano RNA i
wykonano PCR w czasie rzeczywistym”, a na str. 115 — ,,0znaczono poziom ekspresji z
wykorzystaniem techniki qPCR”; bardziej poprawne wydaje si¢ uzycie pelnej formy RT-qPCR,

z ang. reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction).

Pomimo przejrzystego przedstawienia zastosowanych metod, bardzo dobrej prezentacji
ogromnej ilosci wynikéw, 1 moze nieco mniej czytelnej Dyskusji, Recenzent prosi o
dodatkowe, krétkie ustosunkowanie si¢ Doktorantki do pytan nasuwajacych sie po lekturze

ocenianej pracy doktorskiej, gléwnie w celu wyjasnienia pewnych kwestii:

1. W calej pracy Doktorantka stosuje czesto bardzo rozng forme zapisu nazw genow, mRNA i

bialek eukariotycznych. Dotyczy to rownicez stosowania réznych, czesto zamiennych wersji



zapisu nazw genu, mRNA, biatka i szczepu myszy w przypadku biatka MCPIP-1. Jaka jest
wlasciwa pisownia ?

2. Dlaczego oprécz bakterii Streptococcus oralis i S. salivarium nie wykorzystano bakterii S.
gordonii ? Ten ostatni gatunek jest bardzo powszechny w jamie ustnej i oddziatuje nieco
inaczej z bakteriami P. gingivalis, anizeli dwa pierwsze.

3. Jak wykazata Doktorantka, bialko MCPIP-1 jest degradowane przez proteazy produkowane
nie tylko przez bakterie P. gingivalis, ale takze P. intermedia i T. forsythia, czyli gtowne
periodontopatogeny. Ciekawe wydaje si¢ wykazanie rdznicy pomigdzy najwieksza
wydajnoscig proteolizy biatka MCPIP-1 przez gingipaine RgpA w poréwnaniu z
gingipainami RgpB 1 Kgp, przynajmniej w czgsci wynikajaca z dostepnosci reszt argininy i
lizyny. Nie ttumaczy to jednak réznicy miedzy gingipaing RgpA i RgpB. Jaka moze by¢
tego przyczyna 7 Czy inne gingipainy tez mogg powodowaé, moze z mniejszg
efektywnoscia, uwrazliwienie receptora TLR-4 keratynocytdéw na LPS — czy bylo to
sprawdzane w komorkach keratynocytéw dziastowych ? Jesli nie, to co moze by¢ przyczyna
tak wybiorczego efektu — czy tylko rdznice w poziomie aktywnos$ci enzymatycznej ?

4. Nasilenie procesu zapalnego spowodowanego degradacja biatka MCPIP-1 przez gingipaine
RgpA zbadano m.in. poprzez pomiar ekspresji gendw wybranych cytokin na poziomie
transkryptu. Réwniez globalna analiza ekspresji genéw w tkance kostnej dziaset myszy
zostala przeprowadzona na poziomie mRNA. Jak moze wygladaé poziom cytokin
prozapalnych lub innych badanych bialek na poziomie biatka w odniesieniu do ich

potencjalnej degradacji przez gingipainy ?

Zasadniczo zadaniem Recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. W przypadku mgr
Anny Gasiorek nie mozna jednak pomingé catego dorobku naukowego, ktory obejmuje
wspdlautorstwo w 3 publikacjach, z czego jedna praca (opublikowana w czasopi$mie mBio),
w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem, zawiera czgs¢ wynikow przedstawionych w
rozprawie doktorskiej, a druga praca (opublikowana w Journal of Oral Microbiology), ktorej
drugim wspotautorem jest Doktorantka, zawiera opracowanie stosowanego w pracy doktorskiej
modelu badawczego. Dodatkowo, planowane jest opublikowanie pozostatych wynikow w 3
kolejnych manuskryptach. Dlatego tez, zaréwno wyniki zawarte w opublikowanej pracy oraz
nieopublikowane wyniki opisane w rozprawie doktorskiej, a takze pozostalty dorobek naukowy

Doktorantki, niezwiagzany Scisle z tematyka rozprawy doktorskiej, oceniam bardzo wysoko.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr

Anny Gasiorek pod wzglgdem naukowym spelnia zwyczajowe wymagania stawiane pracom



doktorskim, a nawet je przewyzsza. Takze pod wzgledem formalnym rozprawa ta spetia
warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6ézn. zm.). Dlatego tez, wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ze wzgledu na szeroki zakres prowadzonych badan, znacznie przekraczajgcy zawartos¢
typowych rozpraw doktorskich, a takze uzyskanie i czg¢sciowe opublikowanie w renomowanym
czasopiémie nowych, interesujacych wynikow, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

mgr Anny Gasiorek.
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