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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Gasiorek pt. ,, MCPIP-1
w keratynocytach dziagslowych jako regulator procesu zapalenia przyzebia i ubytku

kosci” przygotowanej pod kierunkiem Pani dr hab. Joanny Koziel, prof. UJ

Pani mgr Anna Gasiorek przygotowala swoja rozprawe doktorska pt.,,MCPIP-1
w keratynocytach dziagstowych jako regulator procesu zapalenia przyzgbia i ubytku kosci” pod
kierunkiem Pani Promotor dr hab. Joanny Koziel, prof. UJ w Zakladzie Mikrobiologii
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
Rozprawa zostala przedstawiona w formie monografii. Podstaw¢ rozprawy stanowig wyniki
badan sfinansowanych i przeprowadzonych w ramach projektu OPUS 15 Narodowego
Centrum Nauki pt. ,,Rola negatywnego regulatora stanu zapalnego - MCPIP-1 w rozwoju

paradontozy”, przyznanego Pani Promotor (2018/29/B/NZ6/01622).

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy zagadnien zwigzanych z patomechanizmami
rozwoju zapalenia przyzgbia. Stany zapalne przyzgbia maja zlozong etiopatogenezg;
szczegllng rolg przypisuje si¢ ztozonym interakcjom pomiedzy mikroorganizmami
1 wydzielanymi przez nie czynnikami, a odpowiedziag immunologiczng gospodarza. Lepsze
poznanie mechanizméw wzajemnego oddzialywania drobnoustrojéw (komensalnych
1 patogennych) oraz organizmu gospodarza jest niezb¢dne do rozwoju nowych mozliwosci
terapii zapalen przyzebia. Ze wzgledu na staty kontakt mikrobiomu jamy ustnej z komdrkami
nabtonka dzigsel, okre§lanych w pracy jako ,keratynocyty dzigstowe”, slusznie przyjeto, ze
procesy zachodzace w tych komoérkach mogg mie¢ kluczowe znaczenie w regulacji odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Skuteczne leczenie zapalenia przyzebia jest niezbedne nie tylko
ze wzgledu na dolegliwos$ci zwigzane z zaburzeniem funkcji narzadu zucia, lecz takze w celu
zapobiegania mozliwym powiktaniom ogdlnoustrojowym. Stany zapalne przyz¢bia uwazane sa
m.in. za czynnik zwigkszajacy ryzyko sercowo-naczyniowe. W zwiazku z tym podjecie przez

Doktorantke szczegdlowych badan, ktore pozwolity wykaza¢ wazna rolg biatka MCPIP-1 (ang.



monocyte chemoattractant protein-induced protein-I), nalezacego do grupy negatywnych
regulatorow zapalenia, we wplywajacych na stan przyzgbia wzajemnych oddziatywaniach
bakterii 1 gospodarza, bylo w pelni uzasadnione. Jak wcze$niej wspomniatam, waga

problematyki pracy zostata doceniona przez Narodowe Centrum Nauki.

Rozprawa doktorska miala nastgpujace cele:

- okreslenie roli biatka MCPIP-1 w nabtonku dzigsta podczas infekcji patogenami
przyzebia, szczegdlnie Porphyromonas gingivalis przez zbadanie, czy gingipainy (proteazy
cysteinowe P. gingivalis) moga uczestniczy¢ w modyfikacji potranslacyjnej biatka MCPIP-1
oraz okreslenie skutkéw tego dzialania dla funkcjonowania keratynocytéw dzigstowych,
zwlaszcza ich wrazliwosci na endotoksyn¢ bakteryjna;

- zbadanie, czy konstytutywnie wysoki poziom MCPIP-1 w nabtonku dzigsta odgrywa

role w utrzymaniu homeostazy nablonka dzigsta i tkanek sasiadujacych.

Dla zrealizowania tych celéw starannie zaplanowano eksperymenty, w ktorych
postuzono si¢ wieloma specjalistycznymi metodami z zakresu mikrobiologii, periodontologii,
immunologii, biologii molekularnej (w tym inZynierii genetycznej), histologii
(z wykorzystaniem roznych technik barwienia oraz cyfrowych technik obrazowania —

mikrotomografii komputerowej).

Rozprawa doktorska liczy 186 stron i ma uktad wtasciwy dla tego rodzaju opracowan.
Obszerny, liczacy 28 stron wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie do zagadnien, bedacych
przedmiotem badan Doktorantki. Na pochwate zastuguje bardzo czytelny opis budowy i funkcji
nabtonka dzigstowego, zeba i przyzgbia, a takze zmian patologicznych przyzebia. Doktorantka
skrotowo przedstawita problematyke osteoimmunologii, gwattownie rozwijajacej si¢ dziedziny
nauki zajmujgcej si¢ powigzaniami mi¢dzy uktadem immunologicznym a uktadem kostnym.
Zagadnienia te sg bardzo zlozone, wielka liczba publikacji na te tematy dostarcza niekoniecznie
spojnych wynikow. Rozdziaty wstepu poswigcone patogenezie zapalenia przyzebia (rozdziat
4.3), a takze roli biatka MCPIP-1 w regulacji procesu zapalnego (rozdziat 4.4) moim zdaniem
powinny zosta¢ wykorzystane przez Doktorantke jako podstawa warto$ciowych prac
pogladowych. O zawarto$ci wstepu do rozprawy swiadczy liczba cytowanych w nim pozycji

literaturowych — 216.

Cze$¢ metodyczna, przedstawiona na 40 stronach, szczegétowo opisuje zastosowane
materiaty i metody. Rozprawa doktorska obejmuje badania przeprowadzone in vitro 1 in vivo.
Badania te wymagaty m.in. prowadzenia hodowli komérkowych (linia komérkowa ludzkich
unie$Smiertelnionych keratynocytow dzigstowych, ludzkie komorki jednojadrzaste z krwi
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obwodowej, pierwotne keratynocyty i fibroblasty z dzigsta i skory myszy); hodowli bakterii;
infekcji bakteriami hodowanych komorek; badan in vivo na myszach laboratoryjnych, w tym
wywotania przewlekltego zapalenia przyzebia u myszy typu dzikiego oraz pozyskania
1 genotypowania myszy pozbawionych ekspresji biatka MCPIP-1 w keratynocytach (myszy
Krt14¢Zc3h12a"*°*), Badania pozyskanego materiatu obejmowaty m.in. przeprowadzenie
izolacji i badania ekspresji RNA (z wykorzystaniem reakcji odwrotnej transkrypcji, a nastgpnie
reakcji PCR w czasie rzeczywistym oraz analizy transkryptomicznej AmpliSeq); zbadanie
ekspresji biatek (analiza Western blot, cytometria przeptywowa, testy immunoenzymatyczne)
oraz aktywnosci enzymatycznej. In vivo, u myszy z eksperymentalnie wywotanym zapaleniem
przyzebia oraz u myszy zmodyfikowanych genetycznie, pozbawionych ekspresji biatka
MCPIP-1 w keratynocytach, przeprowadzono badania mikrotomograficzne kosci w obrebie
kos$ci przyzgbia (pomiar odlegtosci od potaczenia szkliwno-cementowego do szczytu kosci
wyrostka zebodolowego) oraz kosci udowej. Ponadto dokonano wizualizacji ko$ci przyzebia
za pomocg barwienia bigkitem metylenowym, a takze wykonano preparaty histologiczne
z odwapnionej kosci, ktore poddano odpowiednim technikom barwienia w celu uwidocznienia
komorek kostnych: osteoblastéw 1 osteoklastow. Przeprowadzono takze barwienia
immnofluorescencyjne tkanki przyzgbia. U myszy z eksperymentalnie wywotanym zapaleniem
przyzebia sprawdzono, czy bakterie P. gingivalis przenikaly do narzadéw wewnetrznych.
U myszy z deplecja biatka MCPIP-1 w keratynocytach zbadano tez sktad mikrobiomu jamy

ustnej, a takze wptyw diety (twarda/migkka) na rozwoj zmian przyzgbia.

Odpowiednio dobrane metody badawcze pozwolity na kompleksowe zbadanie roli
biatka MCPIP-1 w przebiegu zapalenia przyzgbia, w ktorym gtowne znaczenie przypisywane
jest bakterii P. gingivalis, oraz rozwijajacych si¢ podczas zapalenia zmian w ilo$ci i strukturze
kosci wyrostka zgbodolowego. Uwaga krytyczna — tylko w niektorych przypadkach
Doktorantka cytuje piSmiennictwo do zastosowanych metod badawczych; moim zdaniem,
nawet jesli jakas metoda zostala opracowana i jest rutynowo wykorzystywana w Zakladzie
Mikrobiologii, mozna byto podaé¢ jako zrédto wczesniejsza publikacje na to wskazujaca.
Dotyczy to m.in. metody pomiaru aktywnos$ci gingipain (rozdz. 6.2.4.3), w opisie ktorej
nalezato poda¢ przynajmniej zrodto, na podstawie ktérego dobrano zastosowane substraty

enzymo6w. Liczba dodatkowych publikacji zacytowanych w cze$ci metodyczne;j to 8.

Wszystkie badania przeprowadzono w co najmniej trzech powtorzeniach, wyniki
przedstawiano jako $rednig = SD lub SEM (prosze o wyjasnienie, dlaczego w rozprawie

zastosowano dwa sposoby przedstawiania rozrzutu). Liczba powtorzen dla badan



biochemicznych jest wystarczajaca. Badania in vivo prowadzi si¢ na ogo6t tylko raz, dlatego
kluczowe jest, by liczba zwierzat w grupach badanych (liczba n) byta wystarczajaco duza.
W czgséci metodycznej pracy brakuje informacji na temat liczebnosci grup, pojawia si¢ ona
dopiero przy opisie wynikow (konkretnie w podpisach pod rycinami), jednak nie w sposob
konsekwentny — czasami czytelnik musi sam policzy¢ liczbe n (pod czescig rycin jest
informacja ,,Liczba punktow na wykresie odzwierciedla liczbg analizowanych osobnikow”,
czasem liczba n jest podana). W przysztosci radz¢ przedstawia¢ informacj¢ o liczebnosci

zwierzat, kluczowa dla oceny jako$ci badan, w sposob czytelny i jednoznaczny.

Moja kolejna uwaga krytyczna dotyczy terminologii. W catej pracy, takze w tytule,
Doktorantka uzywa okreslen ,,ubytek” i ,,ubytki” w odniesieniu do badanych przez Nig zmian
w obrebie kosci wyrostka zgbodotowego. Sformutowanie ,,ubytek kosci” w liczbie pojedynczej
mozna uzna¢ za akceptowalne tlumaczenie angielskiego terminu ,,bone loss”, chociaz
w pierwsze] kolejnosci nasuwa si¢ skojarzenie z fizycznym ubytkiem ko$ci w okres§lonym
miejscu, np. powstalym w wyniku urazu, miejscowego stanu zapalnego, a w przypadku zgbow
— zmian préchnicowych. ,,Ubytki kostne” jednoznacznie sugeruja wystgpowanie konkretnych
(policzalnych) zmian w okreslonych lokalizacjach. Moim zdaniem wtasciwsze w odniesieniu
do przedmiotu badan Doktorantki byloby uzywanie takze niezbyt fortunnego, jednak

powszechnie stosowanego okreslenia ,,utrata kosci”.

Rozdziat dotyczacy wynikow pracy podzielono na trzy czesci, poswigcone kolejno:
regulacji biatka MCPIP-1 przez proteazy bakteryjne patogendw przyzgbia, roli gingipainy
RgpA w modulacji odpowiedzi zapalnej wywotanej lipopolisacharydem oraz roli biatka
MCPIP-1 w komorkach nabtonkowych dzigsta w utrzymywaniu homeostazy tkanek przyzebia.
Zgodnie z informacja ze str. 107 rozprawy (zakonczenie czg¢sci II wynikow), wyniki opisane
w dwoch pierwszych czesciach zostaty juz opublikowane jako praca zbiorowa w czasopi$mie
mBio w 2021 r. Na str. 132 (zakonczenie cze$ci III) Doktorantka poinformowata
o przygotowaniu do druku kolejnej publikacji, obejmujacej badania opisane w czgsci trzeciej
rozdziatu poswigconego wynikom pracy. Recenzowana praca jest praca interdyscyplinarna.
Mozna si¢ domysla¢, ze wigkszo$¢ badan mikrobiologicznych i z zakresu biologii molekularnej
Doktorantka przeprowadzila samodzielnie. Uzyskanie genetycznie modyfikowanych myszy,
takze np. badania mikrotomograficzne wymagaja dodatkowych umiejetnosci i do§wiadczenia.
Doktorantka w niektdrych przypadkach przedstawita informacje o udziale dodatkowych osob
w badaniach (np. na str. 64) lub o przeprowadzeniu badan przez inne osoby (czg$¢ badan

histologicznych — str. 83). Ze wzgledu na pierwsze miejsce Doktorantki we wspomnianych



artykutach, Jej kluczowy udziat w badaniach przedstawionych w opublikowanym artykule oraz
W recenzowanej rozprawie, a takze w przeprowadzeniu interpretacji wszystkich uzyskanych
wynikow, nie budzi watpliwosci. Chciatabym podkresli¢, ze rozprawa obejmuje olbrzymia
liczbe¢ wynikow uzyskanych za pomoca licznych metod w wielu badaniach; moim zdaniem
przedstawione wyniki mogtyby stanowi¢ podstawe wiecej niz jednego doktoratu (np. rozprawa

doktorska mogtaby dotyczy¢ tylko czesci III wynikow).

Rozdziat poswigcony wynikom pracy liczy 47 stron; wyniki przedstawiono na 30
w wigkszosci zlozonych rycinach (16 rycin ukazujacych wyniki czesci 1 1 II, 14 rycin
przedstawiajacych wyniki czesci 111 pracy). Ryciny sg bardzo czytelne, starannie przygotowane
i doskonale opisane, zgodnie z zasada, ze kazda rycina musi by¢ samowyjasniajaca (jedyne
moje zastrzezenie dotyczy wspomnianego wczes$niej wymagania od czytelnika liczenia
punktéw na wykresie w celu poznania liczby badanych zwierzat). W rozdziale ,,Wyniki”
Autorka oprowadza czytelnika po przeprowadzonych badaniach, czasami zaczynajac od
przypomnienia informacji, ktore juz si¢ znalazly lub powinny si¢ byty znalez¢ we wstepie pracy
(przyktad — rozdzial 7.1.1), czgsto przedstawiajac takze opis zastosowanej metody, ktory
powinien w calo$ci znalez¢ si¢ w rozdziale temu po$§wigconym (przyklad — rozdziat 7.1.3),
atakze taczac omowienie wynikdw z elementami dyskusji. Doktorantka zacytowala
w rozdziale dotyczacym wynikow kolejne 53 pozycje literaturowe. Taki opis ulatwia
wprawdzie $ledzenie toku badan i zrozumienie wynikow, ale jednocze$nie moze sprawiaé
wrazenie niepanowania nad cato$cig tekstu rozprawy. Zastosowany sposob opisu wynikow jest
wlasciwy dla artykuldow w czasopismach, w ktorych wymagane jest najpierw przedstawienie
wynikoéw, czasem w potaczeniu z dyskusja, a dopiero na koncu zastosowanych metod (zwiezle,
poniewaz najcze¢sciej sa to metody znane, w ktorych zmienne sg tylko warunki doswiadczenia).
W przypadku recenzowanej rozprawy cz¢s¢ metodyczna jest jednak bardzo szczegdlowa

1 przedstawiona przed wynikami.

Dyskusj¢ uzyskanych wynikéw przeprowadzono na 24 stronach tekstu. Dyskusja jest
bardzo interesujaca, podkresla wage dokonan Doktorantki na tle danych literaturowych.
Ponownie, co tym razem byto zasadne, Doktorantka przedstawita tok badan, ktory pozwolil na
wykazanie zaobserwowanych zmian i ich mechanizméw. Catos$¢ rozprawy zamyka 5 wnioskow
koncowych. Rozpraw¢ uzupetnia spis literatury (obejmujacy 400 pozycji) oraz streszczenia

w jezyku polskim i angielskim.

Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata, Zze biatko MCPIP-1 jest

celem aktywno$ci proteaz cysteinowych bedacych czynnikami zjadliwosci bakterii gatunku P.
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gingivalis — gingipain. Wewnatrzkomorkowa degradacja MCPIP-1 przez gingipaing RgpA
w keratynocytach dzigslowych uwrazliwia je na dziatanie lipopolisacharydu i prowadzi do
nasilenia produkcji cytokin zapalnych. Wykazany przez Doktorantke mechanizm moze
dotyczy¢ roznych patogendw czerpiacych korzysci z zwigkszonego stanu zapalnego
(inflamofilnych). Doktorantka wykazala, Ze u myszy pozbawionych ekspresji MCPIP-1
w keratynocytach, w tym dzigstowych, dochodzi do utraty kosci wyrostka zebodotowego,
natomiast nie stwierdzono zmian w ko$ci udowej, co wskazuje, ze MCPIP-1 wykazuje
regulacyjne dzialanie wylacznie lokalnie. Cato$§¢ wynikow $wiadczy o znaczacej roli

keratynocytéw dzigstowych oraz MCPIP-1 w utrzymaniu homeostazy przyzebia.

Utrata kosci wyrostka zebodolowego u myszy pozbawionych MCPIP-1
w keratynocytach wigzala si¢ ze zmniejszong liczbg 1 aktywnoscia osteoblastow (zmniejszenie
ekspresji genéw regulujacych ich prawidlowe roznicowanie oraz kolagenu typu I), nie
stwierdzono natomiast wptywu braku MCPIP-1 na liczbg (barwienie na obecno$¢ kwasnej
fosfatazy opornej na winian — TRAP) i1 aktywnos$¢ (badanie ekspresji genu Trap w kosci)
osteoklastow. Doktorantka wykazata, Ze obserwowana utrata kosci przyzebia u myszy
z deplecja MCPIP-1 wigze si¢ i1 jest prawdopodobnie wywotana przez zwigkszony
spontaniczny stan zapalny w obrgbie warstwy nabtonkowej, z nasilong produkcja cytokin
zapalnych i chemoatraktantoéw. Dochodzi do nacieku neutrofili, lokujacych si¢ w bezposrednim
sasiedztwie kosci przyzebia i zmieniajacych funkcjonowanie osteoblastow. W tym miejscu
zaproponowatabym rozwazenie nieco innej interpretacji uzyskanych wynikéw dotyczacych
zmian kostnych. Moim zdaniem, na podstawie badan przedstawionych w rozprawie nie mozna
wykluczy¢ pobudzajacego wpltywu procesu zapalnego na liczbe i1 aktywno$¢ osteoklastow.
Brak pobudzajacego wplywu na resorpcje kosci stwierdzono na podstawie badan
histologicznych, przeprowadzonych na niewielkiej liczbie probek (liczba osteoklastoéw nie
zwigkszylta si¢). Cytokiny, ktérych ekspresja w stanie zapalnym ulega zwigkszeniu, przede
wszystkim nasilaja resorpcj¢ kosci (chociaz takze moga hamowaé kos$ciotworzenie, na co
Doktorantka przytoczyta dane literaturowe w dyskusji pracy). W przypadku szczurzego modelu
osteoporozy pomenopauzalnej, w ktorej dochodzi do utraty kosci w wyniku znaczacego
nasilenia resorpcji kosci, aktywno$¢ TRAP w surowicy ulega zmniejszeniu, bo w czasie
eksperymentu, po kilku tygodniach niedoboru estrogendw, zmniejszenie masy kosci powoduje
tez zmniejszenie liczby osteoklastow i zwigzane z tym zmniejszenie wydzielania TRAP. Mam
wrazenie, ze celowe bytoby uzupehienie panelu badan o ilo§ciowe pomiary kosci wyrostka

zgbodotowego w preparatach histologicznych oraz o zbadanie ekspresji innych niz TRAP



markerdw resorpcji kosci.

Chciatabym podkreslic wyjatkowo staranng redakcje rozprawy doktorskiej pod
wzgledem korektorskim. Tekst, chociaz bardzo dtugi, zostat napisany w sposob zrozumialy,
Doktorantka przygotowala bardzo dobre ilustracje i czytelne schematy. Poza wcze$niej
wspomnianymi, przedstawig¢ tylko kilka uwag dotyczacych spraw redakcyjnych:

- w wykazie skrotow rozwinigcie akronimu RANKL nie jest prawidtowe,

- nazwy lekow, w tym zwigzkow narzedziowych, nalezy przedstawia¢ po polsku, np.
tiorydazyna (nie ,,thioridazine”),

- nalezy precyzyjnie okresla¢ wiek zwierzat (myszy w 3. miesigcu zycia maja 60-90 dni,
myszy trzymiesigczne — ukonczyly 90 dni zycia),

- liczba btedow literowych jest znikoma (np. powinno by¢ test ,,t-Studenta”, nie ,.t-

studenta”, str. 84; barwienie ,,trichromem Massona” a nie ,,Trichromem-Massona”).
b M

Przedstawione uwagi krytyczne nie maja wplywu na moja bardzo wysoka ocen¢
rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Gasiorek. Badania w niej przeprowadzone pozwolity na
poglebienie poznania mechanizméw zwigzanych z rozwojem zapalenia przyzgbia i jego

nastepstw w postaci miejscowego zaburzenia metabolizmu kos$ci przyzgbia w modelu mysim.

Podsumowujac, w pracy doktorskiej Pani mgr Anna Gasiorek wykazata si¢ olbrzymia
ogblng wiedzg teoretyczng oraz umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
oraz wlasciwego przedstawiania i interpretowania wynikow. Rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, dotyczacego roli biatka MCPIP-1 w modulowaniu procesu
zapalenia przyzebia i utraty kosci. Spelnione wobec tego zostaly warunki okre§lone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz.
1668 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym mam zaszczyt przedstawi¢ Pani Przewodniczacej

1 Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
WNIOSEK

o dopuszczenie Pani mgr Anny Gasiorek do dalszych etapow postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie

nauki biologiczne.

Jednocze$nie, ze wzgledu na bardzo wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy

doktorskiej, sktadam wniosek do Rady Dyscypliny o wyro6znienie rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Gasiorek.
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