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Ocena rozprawy doktorskiej

Pani mgr Moniki Jankowskiej-Kieltyka
p.t. ,Badania nad wplywem pylowych zanieczyszczei powietrza na progresje zaburzen
neurodegeneracyjnych o podlozu autoimmunologicznym:badania in vitro i in vivo w
mysim modelu eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzcnia
(EAE)”

wykonanej w Zakladzie Biochemii Mézgu Instytutu Farmakologii PAN im. Jerzego Maja.
pod kierunkiem Promotora, Pani Prof. dr hab. n. med. lreny Nalepy
i Fromotora Pomacniczego. Pana dr n. biol. Adama Romana

Ocena formalna

Przedstawiona mi do oceny dysertacja zostala opracowana W formie klasycznej
skiadajacej sie ze zwyczajowo przyjetych rozdzialéw: Wsicp. Zalozenia i cel pracy, Materiaty
i Metody. Wyniki. Dyskusja. Wnioski 1 Pismiennictwo. Ponadto, dotaczono streszczenia w
jezyku polskim i angielskim. wykaz najwazniejszych skrotow. spis rycin oraz tabel. jak
rowniez spis publikacji i doniesien konferencyjnych Autorki.

W Jej dorobku naukowym znajduja si¢ 2 publikacje oryvginalne opublikowane w
uznanych miedzynarodowych czasopismach z wysokim wskaznikiem oddziatywania. 1
publikacja pogladowa oraz jedna popularnonaukowa. Dodatkowo. jedna publikacja
oryginalna jest w fazie przygotowywania. Sumaryczny wskaznik oddzialywania (IF)
opublikowanych prac wynosi 16.68. co przeklada si¢ na wysoki IF pojedynczej publikacji
($redni IF=5.56 z wylgczeniem publikacii popularnonaukowe;).

W 3 publikacjach Pani mgr Jankowska-Kiettyka jest pierwszym autorem. o $wiadczy
o wiodacej roli Kandydatki do stopnia doktora w ich przygotowaniu. Ponadto. jest Ona
autorem badz wspétautorem 13 doniesiefi konferencyjnych.

Informacja na stronie tytulowej pracy wskazuje #rodla finansowana badan
wykonanych w ramach doktoratu. 1.j. granty NCN SYMFONIA 3 oraz grant realizowany
przez konsorcjum UMO-2015/1 6/W/STS/00005.



Procedury eksperymentalne z uzyciem zwierzal uzyskaly akceptacje 11 Lokalnej
Komisji Etveznej przy IF PAN (nr zgod: 100/2018: 1234/2015: 210/2019). choé kopie zgod
nie zostaly dofaczone do rozprawy.

Praca jest starannie przygotowana pod wzgledem jezykowym. graficznym i
redakeyjnym. Jej konstrukcja jest zgodna z obowiazujgcymi wymogami ustawowymi dla
oryginalnej rozprawy doktorskiej. jak réwniez z zaleceniami Komisji Rady ds. Prowadzenia
Czynnosci w Sprawie Nadania Stopnia Doktora przyjetymi w IF PAN.

Ocena merytoryczna

Wysokie zanieczyszczenie powietrza w krajach wysokorozwinigtych jest obecnie problemem.
ktory absorbuje gremia spoleczne. panstwowe i naukowe. Szczegolne zainteresowanie budzi
zw. materia czasteczkowa (PM), stanowiaca mieszanine czastek pylu zawieszonego w
powietrzu, ktorej przypisuje sie negatywne skutki zdrowotne W postaci choréb ukiadu
krazenia, ukladu oddechowego, odporno$ciowego czy nowotwordw. W tym kontekscie
szeroko dyskutuje sie rowniez mozliwosc potencjalnego wptywu PM na rozw0j 1 przebieg
chorob oérodkowego ukladu nerwowego (OUN). w tym chordb o podlozu
reurodegeneracyjnym czy autoimmunologicznym.

Wéréd nich wymienia si¢ stwardnienie rozsiane (SM), bedace choroba o niepotwierdzonej
etiologii. jako chorobg. w rozwoju ktorej czynniki érodowiskowe moga mie¢ szczegolne
znaczenie.

Zatem podjety przez Doktorantke temat jest bardzo aktuainy z dwoch wzgledow:
poszukiwania mechanizmow toksycznego wplywu samej PM na zdrowy organizm. jak tez jej
potencjalnego udziatu w przebiegu SM.

We Wstepic, Autorka wprowadza czytelnika w zagadnienie pytowych zanieczyszczen
powietrza. drog ekspozycji oraz mechanizméw ich negatywnego dziatania na OUN. jak
rowniez opisuje patomechanizmy stwardnienia rozsianego i zwierzgcego modelu tej choroby
oraz aktualne informacje dotyczace wplywu zanieczyszezen pylowych powietrza na te
mechanizmy. Opisane tresci odwoluja sig do aktualnych pozycji pismiennictwa.

Rozdziat ten jest dobrze napisany a sposob jej opracowania $wiadczy o dobrej
znajomosci literatury zwigzanej z wybranym tematem badan i dobrze uzasadnia podjeta
tematyke.

Mam tu jedynie kilka drobnych uwag:

- str.13 — w opisie bariery krew-mozg ( BBB) znalazta si¢ niescistos¢ — komorki srodbtonka
mikronaczyn nie sg tozsame Z pericytami. BBB jest zbudowana z komorek endotelialnych
polaczonych ze sobg polaczeniami scistymi (T]). Pericyty natomiast sg komoérkemi
przylegajacymi do endotelium. kiére razem z blaszka podstawna i wypustkami astrocytow
tworza BBB na poziomie ultrastrukturalnym.

- str. 15 — uzyto niefortunnego zwrotu _chroniczna tendencja prozapalna™

- ..."miedzy komérkami nablonka jelita i okreznicy” — chodzi zapewne 0 jelito
cienkie i okreznice.

- sir. 18 — tytu} podrozdziatu 1.3.2. logiczniej byloby zaczaé od przenikania BBB z nast¢pcza
akilywacja mikrogleju
- str. 19 - GFAP — prawidlowa nazwa polska to kwasne bialko wlékienkowe gleju
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- str. 22 - na Ryc. 2 powinien by¢ raczej ..wzrost przepuszczalnosci BBB”

- str. 23 (a takze str. 70. 73) - zwrol .ikanka mézgu™ jest niepoprawny Z punktu widzenia
histologicznego - zamiennie mozna uzyé zwrotéw: tkanka nerwowa mozgu. ewentualnie
tkanki mozgowe (bo jest ich kilka), badz parenchyma moézgowa

- str. 23 — rozdzial 1.4. — z racji moich wlasnych zainteresowaf. mam pewien niedosyt
informacji o patomechanizmach rozwoju  SM  (obwodowe komorki  ukladu
immunologicznego. procesy zwigzane Z rozszezelnieniem BBB. aktywacja mikro- i astro
gleju). ktére natomiast zostaty nieco doktadniej oméwione przy charakterystyce Zwierzgcego
modelu tej choroby

Gtéwnym celem. jaki postawita sobie Doktorantka. bylo zbadanie wplywu ekspozycji
na pylowe zanieczyszczenia powietrza na procesy komdrkowe in vitro - w wybranych liniach
komorkowych z tkanek potencjalnie zaangazowanych w patomechanizmy SM oraz in vivo —
w mysim modelu tej choroby. Cztery ambitne cele szczegélowe. logicznie ze soba powigzane.
doprecyzowujg szeroki zakres planowanych badaf. ktdre obejmuija, analizy biochemiczne i
molekulame oraz testy behawioralne.

Wszystkie te analizy zostaly WYCZErpujaco opisane w rozdziale Materialy i metody. wraz z
zastosowanymi modelami komérkowymi i zwierzgcym modelem SM (EAE). Dokladnie
scharakteryzowano rowniez uzytg do badan materie czasteczkowa oraz schemat i warunki
ekspozycji. Cheg tu podkreslic bardzo dobre podejécie metodologiczne i doktadnos¢
Doktorantki przy implementacji mysiego mocelu EAE. ktory jest modelem trudnym i stanowi
wyzwanic dla niejednego mlodego naukowca. Na podkresienie zastuguje rowniez
shrupulatnie przeprowadzona analiza statystyczna wynikow, szczeg6lnie w cze$ei badan in
vivo dotyczacych ekspresji biatka GFAP. uwzgledniajaca roznice osobnicze w odpowiedzi na
indukcje EAE.

Do strony metodologicznej pracy mam nastepujace uwagi i pytania:

- zauwazylam pewne niescisfosci pomiedzy informacjami zawartymi w rozdziale Matenat i
metody (Ryc. § i 7) i w opisie wynikow. lle czasu trwata ekspozycja na PM 6 czy 8 godz. (str.
43 oraz Ryc. 51 7 vs. str. 40 1 str. 128) i jak dtugo eksponowano myszy Z EAE — 4 tygodnie
(str. 40) czy 7 tygodni (str. 44)?

- w badaniach immunofluorescencyjnych (str. 72-73) nie znalazlam opisu sposobu oceny
preparatow. Jak liczono komérki NeuN-. Iba-1- i GFAP-pozytywne?

- jakg skalg objawdw przyjgto dla .lagodnego™ EAE — 0.5-1.5 (str. 533) czy 1 - 2.5 (sir. 38)7

- pierwotne p-ciata - powinno by¢ I-rzgdowe (str. 73)

Komentarze:

- Ocene aktywacji gleju w badaniach immunofluorescencyjnych przeprowadzono na
podstawie liczby komorek wykazujaeych obecnosé markera. Aktywacja gleju (szczegdlnie
astrogleju) moze jednak przebiega¢ bez jego proliferacji a jedynie z nadckspresja bialka
markerowego a zatem ocena intensywnosci immunofluorescencii bytaby tu uzupeinieniem,

- Autorka uzywa sformulowania .synteza wolnych rodnikow™ (ten rozdzial i nasigpne).
Poniewaz ROS powstajg w komorce w roznych reakcjach (m.in. utleniania. wymiany redox.



czy rozrywania wiazan czasteczkowych). kiore nickoniecznie sg reakcjami syntezy W
rozumieniu chemicznym, unikalabym takiego zwrotu w odniesieniu do indukeji ROS na
skutek ekspozycji na PM.

W rozdzial» Wyniki zaprezentowano drobiazgowa analizg niekorzystnych zmian w
roznych typach komorek na skutek przedtuzonej ekspozycji na zastosowane frakcje PM.
Zmiany te obejmowaly zmniejszona zywotno$é i aktywnos¢ metaboliczng komorek zwigzang
7 indukcjg reaktywnych form tlenu ( ROS) oraz. w przypadku frakcji NIST1648a, rowniez
aktywacje gendw odpowiedzi zapalnej w hodowlach makrofagalnych.

Otrzymano rowniez szereg oryginalnych i nowych danych obrazujacych mechanizmy
dziatania PM w ukladzie in vivo, zalezne od jej rodzaju i sktadu, obejmujace m.in. zmiany
behawioralne w postaci nasilenia zachowan lekowych zwierzat, zmiany w profilu cytokin
$wiadczace o dysregulacji ukiadu cytokinowego. aktywacje mikrogleju w OUN o charakterze
prozapalnym czy wzrost poziomu leptyny. Jednoczeénie. nie wykazano zwigzku pomigdzy
ekspozycja zwierzat na nieorganiczng frakcj¢ PM a rozwojem i przebiegiem EAE. Ten wynik.
potencjalnie optymistyczny W kontekécie skutkéw zdrowotnych jakie niesie ze soba
zanieczyszczenia powietrza, stanowi jednoczesnie inspiracjg do dalszych badan. by¢ moze z
zastosowaniem innych modeli chorob OUN o podiozu neurodegeneracyjnym.

Opis wynikow badan wzbogacono obszernym i dobrze przygotowanym materialem
graficznym.

Poniewaz ciekawe wyniki zawsze pobudzajg do dyskusji. prositabym Doktorantke o
probe wyjasnienia nastepujacych kwestii:

1) Czym moze by¢ spowodowany przeciwstawny wplyw wezesnej ekspozycji na obie
formy PM na liczbe komoérek w linii makrofagalnej oraz w linii komorek
neuronalnych (spadek vs. wzrost)?

2) Czy stezenia PM zastosowane w ekspozycji in vitro oraz in vivo majg odniesienie do
steze érodowiskowych?

W wyniku zaplanowanych badan. Doktorartka otrzymata ogromng liczbg danych. czesto
nielatwych do interpretacji. Niemniej. w rozdziale Dyskusja. umigjetnie analizuje Ona
otrzymane wyniki w kontekscie dotychczasowej wiedzy. udowadniajac ich oryginalnos¢ i
nowatorstwo. Jest to wedlug mnie Swietnie napisana czgs¢ dysertacji. $wiadczaca ©
umiejetnosci doglebnej analizy naukowej i wskazujaca na duZza dojrzalos¢ naukowa
Doktorantki.

Szerokie spektrum badan oraz wysokg warlos¢ poznawczg otrzymanych wynikow doskonale
podkreslajg wyciagniete przez Doktorantke wnioski, Zawarto$¢ tego rozdziatu stanowi
odpowiedz na postawione przez Doktorantke cele. jasno wykazujgc. ze wszystkie one zostaly
srealizowane. Szczegblnie cenne w  odniesieniu do aktualnych $wiatowych trendow
badawezych, sg wedlug mnie badania nad wplywem roznych frakcji PM na zdrowy organizm.
Wéréd nich zainteresowanie budzi wzrost poziomu leptyny. mogacy skutkowac dysfunkcjami
metabolicznymi. Te obserwacje profiluja nowy kierunck badafi nad tym niepoznanym jeszcze
mechanizmem dzialania réznych substancji na poziomie nano- i mikroczgsteczkowym.



Podsumowujgc. przedlozona mi do oceny rozprawa prezentuje wysoki poziom
naukowy. ktérego absolutnie nie obnizajg wymienione w tej recenzji uwagi.

Spelnia ona calkowicie okreslone ustawowo warunki dla tego typu prac zawarte w art. 13
Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65/2003. poz. 595 z pozn. zm.).

Whnioskuje zatem do Komisji ds. Prowadzenia Czynnosci w Sprawie Nadania Stopaia
Dokrora przy Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie o
dopuszezenie Pani mgr Moniki Jankowskiej-Kieltyka do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. wnoszac jednoczesnie o0 wyrdznienie rozprawy.

W uzasadnieniu wniosku o wyrdznienie chee podkresli¢ wysoka wartos¢ poznawcza
badan nad mechanizmami molekularnymi toksycznosci materii czasteczkowej. jej wplywem
na zdrowy organizm oraz potencjalnym udzialem w patologii chor6b o podlozu
neurodegeneracyjnym i autoimmunologicznym. Badania te wpisujg si¢ zaro6wno w bardzo
aktualne trendy badawcze. jak i w potrzeby spoleczne w zakresie ochrony klimatycznej i
ochrony zdrowia, wnoszac w te obszary nowg. szerokg wiedzg.

Wysoki poziom przeprowadzonych w dysertacji badar. potwierdza fakt ich
opublikowania w wiodacych czasopismach o wysokim wspdlczynniku oddzialywania.

Prof. dr hab. Lidia Struzynska



