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Badanie wplywu wybranych skladnikéw zanieczyszczenia powietrza na
frakcje komorek odezynu zapalnego in vitro oraz na przebieg kolagenowego
zapalenia stawow u myszy

Przedstawiona do recenzji PRACA DOKTORSKA dotyczy interesujacego i bardzo

aktualnego zagadnienia wplywu pyléw obecnych w zanieczyszczonym
powietrzu na komérki odczynu zapalnego — makrofagi w modelu in vitro oraz in
vivo na przebieg kolagenowego zapalenia stawow u myszy.
Wplyw czynnikéw srodowiskowych, a zwlaszcza zanieczyszczen powietrza na
stan zdrowia ludzi i zwierzat jest obecnie przedmiotem licznych badan. Wiele
z nich wykazalo, ze przewlekla ekspozycja na pyly zawarte w powietrzu moze
powodowac wzrost zachorowan nie tylko na choroby ukfadu oddechowego, ale
takze choroby ukfadu krazenia, i co bardzo interesujace, na choroby zwiazane
z autoimmunizacj3. Temat pracy wpisuje sie wiec w bardzo wazny z wielu
wzgledow wspotczesny nurt badan.

Praca posiada typowy uktad tekstu skiadajacego sie z obszernego wstepu
uzasadniajgcego podjecie tematu badawczego, szczegdtowego opisu metod
badawczych, zawiera przedstawienie wynikow badan w formie 11 rycin,
zawiera dyskusje, wnioski oraz obszerny spis pismiennictwa. Czytanie tekstu
pracy utatwia wykaz zastosowanych skrotow. Autorka podaje takze informacje,
ze czgs¢ wynikow badan zawartych w dysertacji byta juz opublikowana w
Inflammation Research 2018;67: 765-776 . Jest to jednoczesnie informacja
wskazujgca na znaczenie i wartos¢ naukowg badan prowadzonych dotychczas
przez Autorke.



We ,,Wstepie”  Autorka omawia m.in. znaczenie stresu oksydacyjno/
nitrozacyjnego w patogenezie zapalen, uszkodzenia biatek, cytoszkieletu,
lipidow, uszkodzenia nici tworzacych DNA. Podkresla znaczenie tych
procesow w powstawaniu autoantygendw i w konsekwencji pojawiania sie
autoimmunizacji. W dalszej czgsci omawia teorie ttumaczace patogeneze chordb
przewlektych bedacych wynikiem reakcji autoimmunologicznych. Zwraca tez
uwage na udzial makrofagéw w tych chorobach, ktére poprzez uwalnianie
wolnych rodnikéw (H202, O2 i NO), wydzielanie cytokin prozapalnych,
rekrutacje neutrofiléw i komoérek T nasilajg i modulujg stan zapalny, ktéry moze
przebiega¢ miejscowo lub mie¢ charakter ogélnoustrojowy. W mojej opinii
najciekawsze sg rozwazania Autorki na temat patogenezy reumatoidalnego
zapalenia stawow, a zwlaszcza udzialu czynnikow srodowiskowych.
Zasadniczym tematem pracy jest badanie roli i znaczenia pytéw zawieszonych
w powietrzu w indukcji reakcji zapalnych i autoimmunizacji. S3 to drobne
czastki o mieszanym skladzie zawierajace zarowno skladniki organiczne takie
jak benzen, benzo(a)piren, amoniak, a takze zwigzki nieorganiczne zwiazki
siarki 1 azotu, fluor, metale: arsen, otdéw, kadm. W zaleznosci od lokalnego
zrodfa mogg to by¢ takze zwiazki krzemu, azbest i wiele innych. W klasycznym
miejskim smogu zawieszone sg takze bakterie, wirusy, zarodniki grzybow.
Pomijajgc dziatanie tych mieszanych zanieczyszczen bezposrednio na komorki
ukfadu oddechowego, Autorka pracy skupita sie nad zbadaniem efektow
dziatania wystandaryzowanych, dostepnych komercyjnie pylow PM
(particulate matter)  zawierajacych skfadniki nieorganiczne jak i zwiazki
organiczne ( sktad przedstawiono w tabeli 1) oraz pyly PMAC pozbawione
czgsci organicznej.

Celem pracy bylo wiec zbadanie wptywu tych czasteczek na makrofagi w
modelach in vitro, a w modelu in vivo, poznanie dzialania pytéw na przebieg
1 obraz kliniczny kolagenowego zapalenia stawdéw u myszy DBA1/J.

W modelu in vitro badano zmiane¢ morfologii makrofagdéw, wptyw PM i PMAC
na produkcje cytokin (IL6, IL12p40, IL10, TNF) przez makrofagi w hodowli,
wplyw na powstawanie metabolitow tlenku azotu, na ekspresje HO-1, COX-2,
na produkcje prostaglandyn oraz reaktywnych form tlenu.

Dla recenzenta — reumatologa, szczegélnie interesujacy i nowatorski byl model
doswiadczalny, w ktérym za pomoca inhalacji zawieszonymi w powietrzu
pytami dziatano na uktad oddechowy myszy, u ktérych wezeéniej zaindukowano
kolagenowe zapalenie stawow (CIA). Mysi model CIA jest od wielu lat
wykorzystywany w badaniach, ze wzgledu na fakt, ze najlepiej nasladuje
reumatoidalne zapalenie stawdéw. Ponadto w patogenezie rzs u ludzi podejrzewa
si¢ udziat czynnikow Srodowiskowych, takze tych , ktore dziatajg poprzez drogi
oddechowe np. zwigzkow krzemu, pylow organicznych, a szczegdlnie dymu z
papierosow. Wiadomo tez, ze u czesci 0sob cierpigcych na rzs pojawiaja sie



zmiany plucne o charakterze zmian $rédmiazszowych, widknienia, powstaja
guzki reumatoidalne. Jest to wiec droga poprzez ktéra moga oddziatywaé
czynniki Srodowiskowe na rozwdj i przebieg choroby, ktéra dotyczy nie tylko
stawow ale 1 pluc i innych narzgdow i tkanek.

Badania doswiadczalne in vivo i in vitro przeprowadzano zgodnie z opisami w
piSmiennictwie, a w wigkszosci byly to modele, na ktérych w Katedrze
Immunologii U] CM rutynowo prowadzi si¢ prace badawcze. Oznaczanie
cytokin i1 innych mediatorow przeprowadzano zgodnie =z instrukcja
producentéw odpowiednich zestawow, ew z niewielkimi modyfikacjami.
Przeprowadzono odpowiednig analizg statystyczng uzyskanych wynikow.

W obszernym rozdziale opisano szczegotowo uzyskane wyniki badan, ktore
takze przedstawiono na 11 rycinach i na fotografii mikroskopowe;.

Omawiajac wyniki w skrocie:

- wykazano, ze badane pyly w wyzszych stezeniach > 100 pg/ml wykazuja
wlasciwosci cytotoksyczne wobec mysich makrofagow.

PM ( pyly z domieszka zwiazkéw organicznych) w  niskich stezeniach
stymulujg makrofagi do produkcji mediatoréw odczynu zapalnego ( cytokiny,
prostaglandyny), natomiast pyly ,czyste” bez zwigzkdw organicznych takiej
aktywnosci nie wykazujg. Natomiast makrofagi stymulowane PM i PMAC po
dodaniu LPS produkuja wiecej TNF.

- immunostymulujgce stezenia PM i PMAC hamuja produkcje reaktywnych
form tlenu przez stymulowane zymosanem neutrofile

- w modelu CIA, ekspozycja myszy na inhalacje pylami PM i PMAC,
przyspieszata powstawanie zapalenia stawow i zaostrzala jego przebieg na co
wskazywat indeks CIA.

Nie obserwowano natomiast korelacji pomiedzy mianem przeciwciat
skierowanych przeciw kolagenowi a zaostrzeniem objawow zapalenia stawow.

W podsumowaniu Autorka przedstawila wnioski, ktére odpowiadaja na
postawione cele badawcze. Streszczajac je ogolnie, mozna stwierdzié, ze
ekspozycja na pyly zawarte w powietrzu moze stymulowaé i nasilaé¢ stan
zapalny. Dotyczy to zwlaszcza pytow zawierajacych zwiazki organiczne a nie
tylko metale przejsciowe.

»Dyskusja” poprowadzona zostala w sposob bardzo szczegdtowy, jest jednak
napisana w sposob jasny i czyta si¢ ja z zainteresowaniem. Autorka wykazala
si¢ takze bardzo dobra znajomoscia pismiennictwa dotyczacego omawianego
tematu.

Recenzent nie przyjmuje jednak interpretacji Autorki o braku autoimmunizacji
po ekspozycji myszy na pyly, albowiem Autorka dokonywala jedynie oznaczen
przeciwcial przeciw kolagenowi. Mogly natomiast pojawié sie inne przeciwciata



lub reakcje, ktorych po prostu nie badano. Nie badano takze histologicznie, czy
immuno-histo- chemicznie zmian w ptucach myszy, ktére mogly pojawié sie
podobnie jak w rzs. Lars Klareskog z Karolinska Institutet wykazat przed ok
10 laty, ze dym z papierosow moze powodowaé¢ w plucach cytrulinizacje
peptydow 1 powstawanie przeciwcial przeciw cytrulinizowanym peptydom,
a wiec przeciwcial, ktére dzi§ uwazane sg za jeden z najlepszych markeréw
diagnostycznych rzs.

Podsumowujac, stwierdzi¢ nalezy, ze ze przedstawiona do recenzji PRACA
DOKTORSKA mgr Anny Skatkowskie] dotyczy bardzo aktualnego problemu
oddziatywania zanieczyszczen Srodowiska na zywy organizm, a zwlaszcza na
odpowiedZ uktadu immunologicznego i przebieg reakcji zapalnych. Wiele pytan
pozostaje otwartych, a przeprowadzone przez Autorke badania stanowia dobra
podstawe do dalszych poszukiwan.

Niewiele zgtosi¢ mozna uwag krytycznych wobec tej dysertacji, mam raczej
watpliwos¢ lub pytanie:

-przed wielu juz laty immunolodzy krakowscy wyrazali zastrzezenia co do
poprawnosci okreslen »autoimmunologiczny” czy choroba
»autoimmunologiczna”, preferujac okreslenie ,,autoimmunizacja”, choroba z
»autoimmunizacji”, ktorych to okreslen Autorka uzywa wymiennie. Ktore jest
wigc wlasciwe?

Pomijajgc te uwagi, stwierdzi¢ nalezy, ze przedstawiona dysertacja spetnia
wszystkie wymogi stawiane tego typu opracowaniom. W mojej opinii bardzo
dobra ocena PRACY DOKTORSKIE] mgr Anny Skatkowskiej daje mi podstawe,
by zwrdci¢ sie¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego o przeprowadzenie dalszych etapow
przewodu doktorskiego Kandydatki. Wnioskuje takze o jej wyrdznienie.
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