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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamili Stachyry

pt. , Wplyw nieorganicznych zanieczyszczen powietrza na rozwdj miazdzycy i

stluszczenia watroby-badania in vitro oraz na zwierzecym modelu miazdzycy”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o
zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne przygotowana przez mgr Kamile Stachyre jest zbiorem
trzech publikacji: jednej pracy przegladowej opublikowanej w 2017 roku oraz dwoch prac
oryginalnych opublikowanych w latach 2021-2023 w recenzowanych czasopismach
naukowych. Prace oryginalne opublikowano w czasopismach posiadajacych wspotczynnik IF,
jego taczna warto$é wynosi 12.319, zas$ taczna liczba punktéw MEIN to 270, w tym 70 punktéw
za publikacj¢ pracy przegladowej.

Prace sa wieloautorowe i po przeanalizowaniu wkladu pracy Doktorantki w poszczegdlne
publikacje uwazam, ze jest on znaczacy. Wszyscy wspélautorzy wyrazili zgode na przedlozenie
przedstawionych prac jako publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej. Podkreslié
nalezy, ze we wszystkich publikacjach skladajacych si¢ na cykl bedacy podstawg rozprawy
Doktorantka jest pierwszym autorem.

Badania wykonano w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki (Symfonia APARIC
2015/16/W/ST5/00005;WP6 Atherosclerosis.



Ocena ukladu rozprawy doktorskiej i formalnej strony:

Na calo$¢ rozprawy skiada si¢ dobrze zaplanowany wstep, jednoznacznie
przedstawiony cel pracy, zwigzle napisany rozdziat: materiat i metody badawcze (doktadny
opis w publikacjach), kopie opublikowanych prac wraz z krétkim oméwieniem, na zakoficzenie
dyskusja z podsumowaniem, bibliografia oraz streszczenie w Jezyku polskim i angielskim, jak
tez podpisane o$wiadczenia wspotautorow.

Wstep Doktorantka dzieli na trzy czesci. W pierwszej zatytulowanej ,,Miazdzyca”,
opisuje zwiezle patogeneze powstawania blaszki miazdzycowej. W drugiej pt. ,,Niealkoholowe
stluszczenie watroby a miazdzyca” wskazuje na zwiazek niealkoholowego stluszczenia
miazdzycy z ryzykiem gorszego przebiegu miazdzycy i powiklafi sercowo-naczyniowych.
Trzecia, najbardziej obszema czg$¢ to ,,Zanieczyszczenie powietrza a miazdzyca i NAFLD”.
Ta czgdé, jak i wezesniejsze, opracowana jest starannie, pokazuje skutki zanieczyszczenia
powietrza i wplyw na powstawanie i rozwéj blaszki miazdzycowej oraz niealkoholowego
stluszczenia watroby. NAFLD nasila proces miazdzycowy w tetnicach i ostatecznie uzasadnia
tematyke podjetych badan.

Celem badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byla ocena wplywu
nieorganicznych sktadnikéw zanieczyszczenia powietrza na rozwo0j zmian miazdzycowych w
aorcie oraz powstanie stluszczenia watroby u myszy apoE-knockout a takze okreslenie
komérkowych i molekularnych mechanizméw dzialtania wybranych nieorganicznych
zanieczyszczen - nanoczasteczek tlenku krzemu i tlenku zelaza (SiO 2, Fe;03) w patogenezie
obserwowanych zmian.

Cel zostal przedstawiony w sposéb zrozumialy, zawiera wszystkie elementy, ktére w
Sposob przejrzysty przekazujg, co i dlaczego zamierzala badaé Doktorantka z Zespolem.

W kolejnym rozdziale - Materiat i metody badawcze, Doktorantka opisuje jak wytyczone cele
zamierza zrealizowa¢. Do badan in vivo uzyto zwierzecego modelu miazdzycy- myszy apoE-
knockkout (myszy z wylaczonym genem dla apoproteiny E, ktére spontanicznie rozwijaja
miazdzycg, a karmione pasza z wysoka lub umiarkowana zawartoscig ttuszczu rozwijajg
dodatkowo sttuszezenie watroby). Myszy poddawane byty inhalacji w specjalnych komorach,
ktére Doktorantka, dla lepszego zobrazowania, pokazala na rycinie. Zanieczyszczenia byty
podawane w odpowiednich stezeniach w formie zawiesin wodnych, a nastgpnie rozpylane do
wngtrza komory. Grupa kontrolna inhalowana byla woda destylowang w takich samych
warunkach jak grupa eksperymentalna. Po 16 tygodniach inhalacji myszy zostaly uémiercone,

a do dalszych badan pobrano probki krwi, makrofagi otrzewnowe oraz wybrane tkanki (serce,
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aorta, pluca, $ledziona, watroba). Zebrane probki zostaty poddane badaniom z wykorzystaniem
standardowych metod histologicznych, biochemicznych oraz molekularnych. Badania te i
wykorzystane metody zostaty opisane doktadnie w opublikowanych pracach przedstawionych
Jjako rozprawa doktorska.

Zezwolenie na badania nr 105/2018 uzyskano w I Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen

na Zwierzetach w Krakowie.

Ocena publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej:

Rozprawa doktorska przedstawiona jest w formie jednej publikacji przegladowej (Publikacja

1) i dwéch publikacji oryginalnych (Publikacja 2 i 3).

Publikacja 1

Kamila Stachyra, Anna Kiepura, Rafal Olszanecki Air pollution and atherosclerosis — a
brief review of mechanistic links between atherogenesis and biological actions of inorganic
part of particulate matter. Folia Med Cracov.2017;57(3):37-46

Punkty MEiN: 70

W pracy tej przedstawiono dane z piS$miennictwa wskazujace nie tylko na
zanieczyszczenie powietrza jako jedna z wazniejszych przyczyn choréb sercowo-
naczyniowych w tym zgonéw, ale przeanalizowano potencjalne mechanizmy odpowiedzialne
za powstawanie miazdzycy. Najbardziej szkodliwe w zanieczyszczonym powietrzu sg pyty
zawieszone o Srednicy 2,5 um lub mniejszej (PMy5). Wiele badan wskazuje, ze to niekorzystne
dziatanie pytéw zawieszonych ma zwigzek ze zdolnoscia do indukowania stanu zapalnego,
stresu oksydacyjnego oraz wptywem na zaburzenia krzepniecia i lipidy. Doktadne mechanizmy
odpowiedzialne za szkodliwe dziatania pytu zawieszonego wciaz nie sg do korica poznane.

Praca poglagdowa stanowi bardzo dobry wstep do dalszych badaf. Zawiera duzo
waznych, dobrze przekazanych informacji zwiazanych z podjetymi badaniami.

Dwie kolejne oryginalne prace przyczyniaja si¢ do szerszego poznania mechanizméw
wplywu nanoczasteczek zawierajgcych tlenki krzemu (IV) i tlenki Zelaza (IIT) wplywajacych
na rozwdj miazdzycy jak i tlenkéw krzemu wplywajacych na niealkoholowe stluszczenie
watroby. Tematy prac sg bardzo aktualne, ze wzgledu na zawarto$¢ w powietrzu coraz
wigkszych ilosci pyléw zawieszonych szkodliwych dla zdrowia, szczegblnie w krajach i

obszarach przemystowych.



Publikacja 2

Kamila Stachyra, Anna Wisniewska, Anna Kiepura, Katarzyna Kus, Filip Rolski, Klaudia
Czepiel, Lukasz Chmura, Grzegorz Majka, Marcin Surmiak, Justyna Polaczek, Rudi van
Eldik, Maciej Suski, Rafat Olszanecki. Inhaled silica nanoparticles exacerbate atherosclerosis
through skewing macrophage polarization towards M1 phenotype. Ecotoxicol Environ Saf.
2021 Dec 23;230:113112

IF: 7.129

Punkty MEiN: 100

Narazenie na nanoczasteczki $rodowiskowe niesie za sobg szereg niekorzystnych
dzialan w tym rowniez na uklad sercowo-naczyniowy. Najwickszym zagrozeniem w
kardiologii jest niekorzystny wplyw na powstanie i progresje blaszki miazdzycowej. Chociaz
sugeruje sie, ze rézne formy nanoczasteczek wchodzg w integracje ze srédbtonkiem i wywotuja
stan zapalny, to jednak mechanizmy dziatania nadal nie sg do kofica poznane. Autorzy postawili
przed sobg ambitny cel - zbadanie wptywu tlenku krzemu (SiO 2) i tlenku Zelaza (Fe 2 O 3) w
postaci nanoczastek (NPs) na rozwéj zmian miazdzycowych.

Przeprowadzono szereg badan we wspélpracy z wieloma specjalistycznymi Zaktadami
i pracowniami uzyskujgc odpowiedzi na stawiane pytania wynikajace z celu badawczego.

W duzym skrécie mozna przekazaé, ze w pracy wykazano, iz wdychane nanoczgsteczki
tlenku krzemu nasilily zmiany miazdzycowe i zwigkszyly odsetek prozapalnych makrofagéw
M1 zar6wno w blaszce, jak iw otrzewnej u myszy apoE. Ponadto stwierdzono zwigkszong
ekspresje indukowanej syntetazy tlenku azotu (iNOS), ktéra jest jednym z gtéwnych markeréw
makrofagéw MI. Ekspozycja na nanoczasteczki tlenku zelaza nie nasilita procesu aterogenezy,
jednak spowodowata istotne zmiany w skladzie blaszki miazdzycowej. Zaréwno NP tlenku
krzemu, jak i tlenku zelaza zmienily fenotyp limfocytéw T w $ledzionie. Ujawniono tagodne
zmiany zapalne w plucach myszy inhalowanych zanieczyszczeniami. Z wynikéw uzyskanych
w czasie prowadzenia badan wysunigto wnioski: Ekspozycja na nanoczastki tlenku krzemu i
tlenku zelaza majg odmienny wpltyw na rozwdj miazdzycy i sktad blaszki miazdzycowej u
myszy. Tlenek krzemu spowodowat progresje miazdzycy a jego dzialanie bylo zwigzane z
aktywacja prozapalnych makrofagéw o fenotypie M1. Tlenek zelaza nie nasilat miazdzycy, ale
zmodyfikowat sktad blaszki miazdzycowej. Efektem dzialania obu badanych tlenkéw bylo

zachwianie rownowagi immunologicznej w obrebie subpopulacji limfocytéw T w Sledzionie.



Wysoka ocena pracy przez recenzenta wynika z zasadnosci wyboru tematu, dobrze
zaplanowanych w szerokiej wspOlpracy badan, z wielu starannie dobranych rycin
odzwierciedlajacych uzyskane wyniki badan, co przetozylo si¢ na publikacje w czasopismie o

wysokim IF.

Publikacja 3

Kamila Stachyra, Anna Kiepura, Maciej Suski, Magdalena Ulatowska-Bialas, Katarzyna Kus,
Anna Wisniewska, Klaudia Czepiel, Grzegorz Majka, Rafal Olszanecki.

Changes in the liver proteome in apoE knockout mice exposed to inhalation of silica
nanoparticles indicate mitochondrial damage and impairment of ER stress responses associated
with microvesicular steatosis. Environ Sci Pollut Res Int.223 Jan;30(1):699-709.

IF: 5.190

Punkty MEiN:100

Niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby (NAFLD) powoduje zwigkszenie
ryzyka przedwczesnej miazdzycy i zgonu w przyczyn sercowo-naczyniowych. Czesto wigze
si¢ z zespolem metabolicznym i jest niezaleznym czynnikiem ryzyka zdarzen sercowo-
naczyniowych. Wplyw zanieczyszczen powietrza na rozwdj NAFLD jest wcigz niedostatecznie
poznany. Stad zainteresowanie problem Doktorantki i Zespotu. Postanowiono zbada¢ wplyw
nanoczastek krzemionki (SiNPs) na rozwdj sthuszczenia watroby. Zastosowano wiele metod
badawczych we wspdlpracy z Zakladem Patomorfologii i Katedra Immunologii Wydzialu
Lekarskiego UJ. Wykazano, ze ekspozycja nanoczasteczki krzemu (IV) prowadzi do
wystgpienia drobnokropelkowego stluszczenia watroby. Zmianom histopatologicznym w
watrobie towarzyszyly istotne zmiany na poziomie molekularmym. Zaawansowana analiza
proteomiczna wykazata, ze w mechanizmie dzialania nanoczasteczek krzemu na watrobe
wazng role odgrywa dysfunkcja sieci mitochondralnej w komoérkach, skojarzona z
zaburzeniami  zlozonych  szlakéw  wewnatrzkomérkowych  regulujacych  jakosé
syntetyzowanych bialek. Z uzyskanych wynikow przedstawionych obszernie w publikacji
wyciagnigto wnioski moéwigce, ze ekspozycja na nanoczasteczki tlenku krzemu (IV)
przyczynita si¢ do rozwoju stluszczenia watroby o charakterze drobnokropelkowym. Tlenek
krzemu spowodowat rowniez zmiany w proteomie watroby, kidre wskazujg na destabilizacje
funkcji mitochondriéw oraz nieprawidtowa odpowiedz hepatocytéw na stres reticulum

endoplazmatycznego.



Bardzo wysoko oceniam réwniez tg prace, wyniki i wyciggniete wnioski poszerzyly
naszg wiedze dotyczaca wptywu nanoczgsteczek krzemu na niealkoholowe stluszczenie
watroby oraz towarzyszacych zaburzen na poziomie molekularnym.

W ztozonej do recenzji rozprawie doktorskiej jest kilkustronicowy rozdziat — Dyskusja.
W rozdziale tym mgr Kamila Stachyra odnosi sie do swoich wynikéw w przedstawionych
publikacjach jako rozprawa doktorska. Rozdzial napisany jest syntetycznie, zawiera wazne
informacje dotyczace uzyskanych wynikéw. Autorka podkresla, Zze przedstawione badania
podkreslaja niedoceniong role zwigzkéw krzemu w nasilaniu przez PM zmian w ukladzie
krazenia o charakterze miazdzycowym. Wplyw tlenkoéw krzemu na nasilenie miazdzycy jest
wyrazany poprzez prozapalne dzialanie, uszkodzenie mitochondriow w komorkach srédbtonka.
Natomiast tlenek Zelaza zmienia gléwnie sklad blaszki miazdzycowej. Jest to tez pierwsza
praca pokazujgca wplyw tlenku krzemu i tlenku zelaza na rozwdj miazdzycy. Doktorantka
zwraca uwage na zwigzek miazdzycy z drobnokropelkowym sttuszezeniem watroby wskutek
dzialania nanoczasteczek tlenku krzemu. Jest to pierwsze doniesienie wskazujgce na role tlenku
krzemu i mechanizmy molekularne w rozwoju NAFLD. Takiego zwigzku uszkodzenia watroby

nie wykazano u myszy narazonych na tlenek zelaza (manuskrypt w przygotowaniu do druku).

Podsumowanie:

Wielki Smog w Londynie w 1952 roku, ktéry pochtonat tysigce ofiar spowodowal w
wielu krajach zainteresowanie zanieczyszczeniem powietrza i jego wplywem na zdrowie.
Zrozumiano, ze skutki narazenia ludzi na zanieczyszczenia powietrza sg znaczace i wymagajg
odpowiedzialnych dziatan. W Polsce réwniez podejmowane sa coraz liczniejsze badania
dotyczace szkodliwosci zanieczyszczonego powietrza. W ciagu ostatnich lat pojawia sie wiele
publikacji dotyczacych wplywu zanieczyszczen szczegélnie w obszarach wielkomiejskich
(Katowice, Krakoéw, £.6dZ) na powstawanie i rozwdj wielu chorob, w tym ukladu sercowo-
naczyniowego. Odpowiedzialne za powstawanie tych chordb jest zanieczyszczenie powietrza
bogate w zwigzki takie jak pyly zawieszone o $rednicy 2,5 pm lub mniejszej (PMaz;5) 1 10 pm
lub mniejszej (PM1o) oraz zanieczyszczenia gazowe, w tym NO3 i SO, oraz wielopierscieniowe
weglowodory. W Klinice Kardiologii Inwazyjnej, w ktorej pracuje prowadzimy badania nad
zwigzkiem miedzy zanieczyszczeniem powietrza a zachorowalnoscig i $miertelnoscia z
przyczyn sercowo-naczyniowych. W wielu polskich badaniach, w tym réwniez naszym
stwierdzono, ze ryzyko wystapienia OZW zwigzane jest z zanieczyszczeniem powietrza przez

pyly zawieszone gtéwnie (PMy,s) oraz zanieczyszczenia gazowe. Zanieczyszczenia powietrza

6



wplywa niekorzystnie na wiele tkanek i narzadéw prowadzac do wielu choréb oraz
zwigkszenia liczby zgondéw. Mechanizmy prowadzace do tych zaburzer, czgsto pozostajg
nieznane lub nie do kofica wyjasnione. Zatem wybér tematu rozprawy jest jak najbardziej
zasadny.

Badania prowadzone przez Doktorantke i Zespét podejmujg sie zadania wyjasniajacego
jakie mechanizmy prowadzg do powstania i nasilenia zmian miazdzycowych w wyniku
zanieczyszczenia powietrza. Z tym zadaniem badacze doskonale sobie poradzili. Wiyniki badan
przedstawiono w bardzo dobrze opracowanych publikacjach, ktére sa ztozone jako rozprawa
doktorska mgr Kamili Stachyry. Wysokg ich jako$é zapewnia Pan Prof. Rafat Olszanecki jako
senior author. Przedstawione w rozprawie doktorskiej dane majg duze znaczenie poznawcze i
zachecajg do dalszych poszukiwarn zwiazkéw miedzy zanieczyszczeniem powietrzem a
uszkodzeniem narzadow.

Pomimo ograniczen metody, jak pisze Doktorantka, wynikajgcych przede wszystkich z
trudnosci odnoszenia wynikéw uzyskanych w modelach zwierzecych do patologii cztowieka,
uwazam, ze przeprowadzone badania w istotny sposéb przyczyniajg si¢ do poszerzenia naszej

wiedzy na temat skutkéw zanieczyszczenia powietrza na wybrane tkanki i narzady.

Whiosek koncowy:

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorka mgr Kamili Stachyry, bedaca cyklem
trzech spdjnych ze sobg tematycznie publikacji pt. ,,Wplyw nieorganicznych zanieczyszczen
powietrza na rozwdj miazdzycy i stluszczenia watroby- badania in vitro oraz na Zwierzgcym
modelu miazdzycy” spetnia ustawowe kryteria okreslone w Ustawie z dnia 20.07.2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018r. poz.1669 z péz.zm) stawiane kandydatom na stopiefi doktora
nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne. W zwiazku z tym, zwracam
si¢ do Rady Dyscypliny Nauk medycznych Uniwersytetu J agielloniskiego w Krakowie
o dopuszczenie mgr Kamili Stachyry do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Kamili Stachury.
Doktorantka spetnia warunki otrzymania takiego wyréznienia zawarte w Rekomendacjach

Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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