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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Jankowskiej-Kieltyki
zatytulowanej
s»Badania nad wplywem pylowych zanieczyszczen powietrza na progresje zaburzen
neurodegeneracyjnych o podlozu autoimmunologicznym: badania in vitro i in vivo w mysim
modelu eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia moézgu i rdzenia (EAE)”
wykonanej w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie,
pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Ireny Nalepy
i dr n. biol. Adama Romana

Pani mgr Monika Jankowska-Kiettyka juz w roku 2018 byta wspétautorka artykutu
popularnonaukowego na tamach Wszechswiata o zwierzecych modelach stwardnienia rozsianego, a w
roku 2021 artykuhu przegladowego w renomowanym czasopi$mie Frontiers in Cellular Neuroscience
dotyczacego skazenia powietrza jako bodzca prozapalnego uczestniczacego w neurodegeneracji. W
swietle zastanej wiedzy mozna si¢ byto spodziewaé, ze atakujacy nas smog moze inicjowaé lub nasilaé
u ludzi epizody stwardnienia rozsianego.

W mysl zasady stanowiacej pierwszy czlon artykutu mgr Jankowskiej-Kiettyki we Wszechswiecie:
»Lepiej pozna, by lepiej leczy¢” - doktorantka w ramach zespotu prof. Ireny Nalepy podjeta badania
nad wptywem pylowych zanieczyszczen powietrza PM (particulatematter) na myszy szczepu
CS7BL/6]J z lekka postacia autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia (EAE), wywolanego
przez podanie immunogennego syntetycznego peptydu MOG35-55 nasladujacego fragment ostonki
mielinowej oligodendrocytow.

Wdrozenie modelu EAE w Instytucie Farmakologii przebiegalo z najwyzsza starannoscia, aby liczbe
myszy doswiadczalnych ograniczy¢ do niezbednego minimum i zapewni¢ im dobrostan w trakcie
eksperymentéw. Co wigcej, do badan in vivo przystapiono dopiero po zrealizowaniu serii badan nad
wplywem zanieczyszczefi powietrza na komorki hodowane in vitro.

Standardowym materiatem referencyjnym do badania zanieczyszczen powietrza sa pyly pochodzenia
miejskiego w St. Louis, USA, oznaczane akronimem NIST1648a (dalej oznaczane NIST), z ktorych,
w ramach wspétpracy z UJ, pozyskano frakcje LAp120 (LA) pozbawiona substancji organicznych.

W badaniach in vitro wykorzystano powszechnie stosowana modelows lini¢ makrofagalng RAW264.7
i neuronalng SH-SY5Y oraz hodowle pierwotng komérek glejowych potencjalnie zaangazowanych w
degeneracj¢ mézgu. W kazdym przypadku poréwnywano zywotno$¢é i aktywno$é komoérek
kontrolnych z komérkami poddanymi dziataniu NIST lub LA w réznych stezeniach i przez rézny
okres czasu. Wykazano, Ze za $miertelno$é i obnizajaca si¢ aktywno$é metaboliczna badanych typow
komoérek odpowiadat stres oksydacyjny spowodowany ekspozycjg na PM, paradoksalnie — stabszy po
kontakcie z pelng zawiesing NIST niz z frakcja LA bez skladnikéw organicznych. Nasuneto sie
przypuszczenie, ze usunigcie sktadnikow organicznych pozbawia frakcje LA szczatkow bakterii
Gram-ujemnych bedacych Zrédlem endotoksyn stymulujacych odczyn zapalny; shuszno$é tej hipotezy
udowodniono w odpowiednim tescie oraz dzigki eleganckiej analizie ekspresji genéw komérek
makrofagalnych RAW poddanych dziataniu NIST, LA, lub komercyjnego LPS zastosowanego tu jako
endotoksyna referencyjna. Okazalo sig, ze NIST — lecz nie LA - stymuluje aktywacje genow
zwigzanych z aktywnoscia prozapalna, natomiast za silny stres oksydacyjny wywotlywany przez LA
odpowiedzialne byloby ‘zageszczenie® skazenia metalami cigzkichw zwigzku z usunieciem frakeji
organicznej.



Z czedcei in vitro wynika, ze poszczeg6lne sktadniki pylowych zanieczyszczen powietrza moga
indukowa¢ stres oksydacyjny i/lub odczyn zapalny, zatem w badaniach in vivo poszerzono listg
sktadnikéw PM zanieczyszczajacych powietrze o koloidalng krzemionke w postaci zawiesiny
nanoczastek SiO, oraz koloidalny trdjtlenku zelaza Fe,O;.

Grupy zdrowych myszy C57BL/6 poddane w spos6b kontrolowany dziataniu Fe,O;3, SiO;, NIST lub
LA przez 14 tygodni mialy zahamowany przyrost masy ciata w stosunku do kontrolnych, oraz
wykazaly nasilong aktywnos$é motoryczna, zmodyfikowane parametry poruszania si¢ oraz
wykazywaly zachowania lekowe, jednak tylko nieliczne réznice migdzy grupami byly statystycznie
istotne. Po 14 tygodniach wzgledna masa oraz komérkowos¢ ich grasic i sledzion nie ulegta zmianom
i tylko niektore parametry stresu oksydacyjnego mierzone w osoczu réznily si¢ miedzy grupami w
sposob statystycznie istotny. Badania mézgéw ujawnily markery aktywacji mikrogleju w korze
przedczolowej w grupach narazonych na SiO,, NIST i LA, lecz nie na Fe,O;, natomiast analiza
ekspresji mMRNA genéw zwiazanych ze stanem zapalnym w hipokampie i korze przedczotowej data
wyniki statystycznie istotne tylko w nielicznych przypadkach. Wnadsaczach hodowli splenocytow
tych zwierzat analizowano metoda macierzy biatkowych stgzenie mediatoréw odpowiedzi
immunologicznej;okazalo sie, ze badanezanieczyszczenia powietrza powodowatywzrost lub obnizenie
poziomu wielu cytokin i chemokin, zaréwno prozapalnych jak i przeciwzapalnych.

Dysponujac tak szeroka gama technik badawczych przystapiono do badania wplywu zanieczyszczenia
powietrza frakcja pozbawiong materii organicznej LA na myszy na myszy C57BL/6] z lekka postacia
autoimmunologicznego zapalenia mozgu i rdzenia (EAE)wywolanego przez podanie peptydu
MOG35-55 z dodatkiem adiuwantéw w postaci Mycobacteriumtuberculosis oraz do$wiadczalnie
dobranej dawki toksyny krztuscowej PTX. Choroba wywotata przejéciowy spadek masy ciata i
charakterystyczne objawy behawioralne, ktorych nasilenie zapisywano w ustalonej skali.

Tym razem uformowano tylko cztery grupyeksperymentalne; zdrowe myszy kontrolne (C) poddane
wziewnej ekspozycji albo wody (CW) albo LA (CL), oraz w analogiczny sposéb traktowane myszy z
EAE tworzace grupy EW i EL. EAE indukowano po dwéch tygodniach ekspozycjina W lub L, a
badania behawioralne wykonano przed wystapieniem objawdéw choroby i w szczytowej fazie jej
objawdw. Caly czas monitorowano masg ciala, a po zakoficzeniu eksperymentu podjeto badania ex
vivo wybranych narzadéw, z zastosowaniem metod opisanych i wykorzystanych juz uprzednio.
Whbrew hipotezie roboczej nie stwierdzono uderzajacych roznic behawioralnych ani spektakularnych
zmian parametréw dotyczacych ukfadu odpornosciowego migdzy grupa EW i EL, czyli ekspozycja na
nieorganiczne zanieczyszczenia powietrza frakcji LA nie wplyneta w sposob zdecydowanie
negatywny na zapadalno$¢ i nasilenie objaw6éw behawioralnych EAE, ani nie zmienita w sposéb
drastyczny szlakow molekularnych zwiazanych z zapaleniem i/lub stresem oksydacyjnym.

Dyskusja tych wynikow jest bardzo ciekawa i drobiazgowa. Wiasne wyniki sa konfrontowane z
rezultatami innych zespoldéw; w razie rozbieznosci lub pojawiania si¢ wynikéw nieoczekiwanych
Autorka poszukuje ich przyczyn. Szczeg6lnie zainteresowat mnie fragment o réznicach sezonowych w
sktadzie PM, ktéry wywotywat silniejsza odpowiedz w sezonie letnim niz zimowym. A moze chodzi
tam o wigksza zawarto$é sktadnikéw organicznych, w tym endotoksyny bakteryjnej, w okresie letnim?
Moze — majac tak precyzyjnie opracowany model EAE — warto sprawdzi¢ efekt frakcji
organicznej/endotoksyny?

Bardzo ciekawy jest tez watek leptyny, thumaczacy przejsciowy spadek masy w modelu EAE. Warto
podja¢ wzmiankowane tu badania nad wpltywem dtugotrwatego narazenia na PM na
lektyne/anoreksje/otylos¢.

Kolejny wazny watek dyskusji — to wptyw odleglych skutkéw prenatalnej lub poporodowej ekspozycji
na PM. Moze warto t¢ informacje wykorzysta¢ w przysztych badaniach EAE?



Rozprawa doktorska mgr Moniki Jankowskiej-Kiettyki ma tradycyjna forme ksiazkowa. W kazdym
przypadku eksperymenty byly starannie zaplanowane, metody drobiazgowo opisane, wyniki
skrupulatnie zaprezentowane i zilustrowane, a dyskusja jest wnikliwa i obszerna. Autorka powotata sie
na 272 pozycje literatury z XXI wieku, cho¢ wytawia z niej dane historyczne i juz we wstepie
nawigzuje do pierwszej spisanej relacji o ,,powietrzu nie do wytrzymania™ w Nottingham w roku

1257, sporzadzonej przez Eleonore Prowansalska, zong kréla Henryka II1.Prawdopodobnie wyniki
recenzowanej tu pracy doktorskiej bylyby skrajnie odmienne od otrzymanych gdyby komérki i
zwierzgta potraktowano zawiesing smogu z ,,obwarzanka” wokot Krakowa lub Warszawy, albo z
okolic Belchatowa.

W obszernej (200 stronicowej) pracy nie da si¢ ustrzec usterek. Juz w Wykazie skrétéw (na str. 2)
znajdujemy ,,PI- jodek potasu (ang. Propidiumiodine)” zamiast jodku propidyny; W dyskusji (str. 151)
warto czasem uzy¢ petnej nazwy, zamiast ,,barwienie komérek PI przyzyciowo” napisaé
»---Przyzyciowe barwienie komoérek jodkiem propidyny (PI)”.

W bardzo obszernym ,,Wstepie” (str. 9-33) pojawily sig zbyteczne powtérzenia. Przy omawianiu
bariery krew-mozg (str. 18-20) warto bylo wspomnieé o nieszczelnosci tej bariery w niektérych
rejonach. Dla ptynnosci tekstu lepiej jest napisa¢ zamiast ,,...zmniejszanie bialek tworzacych TJ”
sprernenn tworzacych zlacza $cisle bariery krew-mézg (TJ)” (str. 19). Na str. 25 czytamy :.. pozbawione
genéw kodujacych PL”. Zapewne chodzi o PLP? W tekscie razi mnie ,.klirens” (w kilku miejscach),
»plaka” (str. 27), czy ,trituracja” (str. 37 i dalsze), ale chyba nie warto zwalczaé tych spolszczen
ulatwiajacych biezaca komunikacje w ,,labie”.

»Materialy i metody” (str. 36-76) opisane sq na 0gét bardzo skrupulatnie. W przypadku Rycin 5, 61 7,
przygotowanych w sposéb stosowany na plakatach konferencyjnych, warto byloby wprowadzié proste
symbole CW, CL, EW, EL zastosowane (cho¢ niezbyt konsekwentnie) w rozdziale prezentujacym
wyniki badafi in vivo (str.128 -148). Na koncu osi czasu na Ryc. 7 lepiej zaznaczy¢, ze narzady
pobrano do badan ex vivo.

Przy ,,Oszacowaniu liczby komérek w hodowli” (str. 51) z uzyciem fioletu krystalicznego (CV), warto
doda¢ ,,... liczby komoérek przylegajacych do podtoza..”, gdyz zwrdcenie uwagi na to jedno stowo
skfoni do reinterpretacje¢ Ryc. 33 (str. 103). Komorki kontrolne przylegaja ‘trwale’ dopiero w ciagu
drugiej doby, natomiast ekspozycja na PM przyspiesza przyleganie do podloza w ciagu pierwszej
doby, a w drugiej dobie nastgpuje ich odrywanie si¢ od podtoza i (prawdopodobnie) obumieranie.

W tekscie autorka prawidtowo stosuje si¢ termin ‘masa ciala’, natomiast w podpisach Ryciny 39 (str.
110) i Ryc. 59 (str. 129) pojawia si¢ ‘waga’ zwierzat.

Brak jest konsekwencji w prezentacji wptywu LAp120 na myszy kontrolne i myszy z EAE (str. 128-
149). W legendzie ryciny 59 (str. 129) po raz pierwszy pojawiaja i stosowane sa w wigkszosci
kolejnych rycin, proste i fatwe do zapamigtania symbole CW, CL, EW, EL, lecz brak ich
wytlumaczenia w legendzie tej i wielu innych rycin (jest przy Ryc. 61). Ta sama symbolike trzeba
wprowadzi¢ w Tabeli 12.

Ryc. 60 jest dla mnie niejasna, by¢ moze z powodu niepetnej legendy do czesci B.

W legendach niektérych wykreséw stupkowych (Rycin 63-73, str. 133-144) pojawia sie informacja o
roznicach statystycznie istotnych, lecz brak jest odpowiednich znaczkéw przy stupkach. Na ryc. 77
trzeba ujednolici¢ symbolike z reszta ilustracji. Trzeba na to uwazaé podczas przygotowywania do
druku artykutu (lub artykutéw) zwiazanych z cz¢éeig in vivo.

Whioski z zaprezentowanych tu badafi zestawiono az w 14 punktach (str. 171-173). Bardzo obszerne
jest tez Streszczenie i Summary (str. 3-8). Na koniec, warto wigcspojrzeé na uzyskane wyniki ,,z lotu
ptaka”. Przebadane pylowe zanieczyszczenia powietrza zawieraja sktadniki indukujace (w komérkach
badanych in vitro oraz w organizmach myszy) uruchamianie szlakéw metabolicznych zwiazanych z



odczynem zapalnym i/lub stresem oksydacyjnym. W przypadku komorek in vitro prowadzi to do ich
obumierania i spadku aktywnosci metabolicznej, natomiast Zywy organizm ma szanse rozwinigcia
mechanizméw adaptacyjnych. Podobne szlaki zostaty uruchomione u myszy z eksperymentalnym
autoimmunologicznym zapaleniem mézgu i rdzenia (EAE), a progresja choroby nie ulegta istotnym
zmianom u myszy narazonych na dzialanie pytowych zanieczyszczen pozbawionych frakcji
organicznej. Opracowany model i opanowane metody beda przydatne w dalszych badaniach.

Wyliczone tu usterki nie umniejszaja wysokiej oceny calodci rozprawy doktorskiej i moga byt tatwo
usuniete w trakcie przygotowania do druku kolejnych wynikéw. Dotychczasowy dorobek mgr
MonikiJankowskiej-Kieltykiobejmuje cztery artykuly (piaty w przygotowaniu):

1. Monika Jankowska, [rena Nalepa.: Lepiej poznaé, by lepiej leczy¢ — zwierzgce modele
stwardnienia rozsianego. Wszech$wiat. 10-12/2018, str. 244-254

2. Monika Jankowska-Kieltyka, Adam Roman and Irena Nalepa: The Air We Breathe: Air
Pollution as a Prevalent Proinflammatory Stimulus Contributing to Neurodegeneration.
Frontiers in Cellular Neuroscience 2021, 15 : 647643. IF=6.147

3. Monika Jankowska-Kieltyka, Adam Roman, Magdalena Mikrut, Marta Kowalska, Rudi van
Eldik and Irena Nalepa: Metabolic Response of RAW 264.7 Macrophages to Exposure to
Crude Particulate Matter and a Reduced Content of Organic Matter. Toxics 2021, 9, 205.
IF=4.472

4. Adam Roman, MichatKorostynski, Monika Jankowska-Kieltyka, Marcin Piechota, Jacek
Hajto and Irena Nalepa: Gene expression changes induced by exposure of RAW 264.7
macrophages to particulate matter of air pollution: the role of endotoxins. Biomolecules 2022,
12 (8), 1100. IF=6.064

oraz 13 doniesienkonferencyjnych.

Podsumowanie i wnioski

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do zaopiniowania rozprawa ,Badania nad
wplywem pylowych zanieczyszczen powietrza na progresje zaburzen neurodegeneracyjnych o
podlozu autoimmunologicznym: badania in vitro i in vivo w mysim modelu eksperymentalnego
autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia (EAE) » spetnia warunki okreslone w art.13.1
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 z p6zniejszymi zmianami) i zwracam si¢ do Rady Naukowej
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Moniki
Jankowskiej-Kieltyki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Skladam tez wniosek o wyréznienie tej rozprawy dotyczacej bardzo aktualnego problemu ze
wzgledu na jej wysoka warto$¢ merytoryczng. Doktorantka zastosowata rdznorodne techniki
dostosowane do poszczegdlnych modeli badawczych, a jasno zaprezentowane wyniki poddata
szczegdtowej analizie. Cze$é wynikow juz przeszia proces recenzowania i zostata opublikowana w
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (Toxics i Biomolecules).

Barbara Plytycz



