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1. WYKAZ SKROTOW

ACEIs — inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin-converting enzyme inhibitors)
ACS - ostry zespot wiencowy (ang. acute coronary syndrome)

AGH — Akademia Gorniczo-Hutnicza w Krakowie

AhR — receptor dla weglowodordéw arylowych (ang. aryl hydrocarbon receptor)

ALT — aminotransferaza alaninowa (ang. alanine aminotransferase)

ARBs — antagonisci konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin receptor blockers)
BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

CABG - pomostowanie aortalno-wiencowe (ang. coronary artery bypass grafting)
CAD - choroba wienicowa (ang. coronary artery disease)

CCBs — antagoni$ci kanatu wapniowego (ang. calcium channel blockers)

CCS — przewlekty zesp6t wiencowy (ang. chronic coronary syndrome)

CO — tlenek wegla

COz2 — dwutlenek wegla

COX-2 — cyklooksygenaza 2 (ang. cyclooxygenase-2)

COPD - przewlekta obturacyjna choroba ptuc (ang. chronic obstructive pulmonary disease)
CRP — biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)

EC — wegiel pierwiastkowy (ang. elemental carbon)

EDXRF — spektrometria fluorescencji rentgenowskiej z dyspersja energii (ang. energy
dispersive X-ray fluorescence)

EEA — Europejska Agencji ds. Srodowiska (ang. European Environment Agency)
eNOS - srodblonkowa syntaza tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide synthase)
EUSAAR - ang. European Supersites for Atmospheric Aerosol Research

eGFR — szacunkowy wskaznik filtracji kigbuszkowej (ang. estimated glomerular filtration
rate)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)

GM-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdw (ang.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

HDL — lipoproteina o wysokiej gestosci (ang. high-density lipoprotein)

HF — niewydolnos$¢ serca (ang. heart failure)

HGB — hemoglobina



HIV — ludzki wirus nabytego niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)
HMG-CoA — syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A

HRYV — dobowa zmienno$¢ rytmu serca (ang. heart rate variability)

IGF-1 — receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. insulin-like growth factor 1)
19G — przeciwciata klasy G (ang. immunoglobulin G)

IL-1 —interleukina-1 (ang. interleukin-1)

IL-6 — interleukina-6 (ang. interleukin-6)

KDIGO - ang. Kidney Disease Improving Global Outcomes

KOBIZE - Krajowy Osrodek Bilansowania i Zarzadzania Emisjami

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci (ang. low-density lipoprotein)

LDH — dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

LPS — lipopolisacharyd

MI — zawat migénia sercowego (ang. myocardial infarction)

MiRNA — mikroRNA

MPO — mieloperoksydaza

MRM — monitorowanie reakcji wielokrotnych (ang. multiple reaction monitoring)
MRNA — informacyjne RNA (ang. messenger RNA)

NADPH oksydaza — ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase

NRG - neuregulina-1 (ang. neuregulin-1)

NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (ang. nuclear factor kappa B)
NO:2 — dwutlenek azotu

NOS - syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase)

OC — wegiel organiczny (ang. organic carbon)

OGTT - doustny test obcigzenia glukoza (ang. oral glucose tolerance test)

PAHSs — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (ang. polycyclic aromatic
hydrocarbons)

PBL — planetarna warstwa graniczna (ang. planetary boundary layer)

PBMCs — jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear
cells)

PCI — przezskorna angioplastyka wiencowa (ang. percutaneous coronary intervention)
PI3K-AKT - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu i kinaza biatkowa AKT

PM — drobne czasteczki state pytu zawieszonego (ang. particulate matter)

PMzs — czasteczki state o $rednicy 2,5 um (ang. particulate matter 2.5 um)

PPM — liczba cze¢$ci na milion (ang. parts per million)



RBC — erytrocyt (ang. red blood cell)

ROSs — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RPMI — ang. Roswell Park Memorial Institute

SO:2 — dwutlenek siarki

TGF-p — transformujgcy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor f5)
Th1 — limfocyty pomocnicze typu 1 (ang. helper T lymphocyte type 1)

Th2 — limfocyty pomocnicze typu 2 (ang. helper T lymphocyte type 2)

TNF-a — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor «)

UE — Unia Europejska

UJ CM — Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

VEGF — naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular endothelial growth
factor)

VSMCs — komorki migéni gtadkich naczyn (ang. vascular smooth muscle cells)
WBC — leukocyt (ang. white blood cell)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

Z/L — stosunek zima/lato
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2. WSTEP

2.1. Problem zanieczyszczenia powietrza na §wiecie

W ostatnim czasie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania zagadnieniami zwigzanymi
z zanieczyszczeniem powietrza. Wynika to m.in. z rosngcej $wiadomosci spotecznej na temat
wpltywu jakosci powietrza na zdrowie czlowieka i Srodowisko naturalne. Ocenia si¢, ze
zanieczyszczenia powietrza sg jednym z 10 najwazniejszych czynnikow ryzyka zgonu na
$wiecie [1] [2]. Nawet 1/3 populacji Europy zamieszkujgca obszary miejskie jest narazona na
zanieczyszczenie powietrza przekraczajace normy zalecane w standardach Unii Europejskiej
(UE) [3]. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization)
oraz wynikéow licznych badan epidemiologicznych zanieczyszczenie powietrza bylo
odpowiedzialne za co najmniej 3,7 mln zgonéw w roku 2012 r. (6,7% wszystkich zgonoéw na
$wiecie) oraz 7 mIn zgonéw w 2016 r. 16% z tych zgonéw spowodowane byto rakiem oskrzela,
11% przewlekta obturacyjng chorobg ptuc (COPD, ang. chronic obstructive pulmonary
disease), 13% infekcjami uktadu oddechowego i az 29% przyczynami sercowo-naczyniowymi
[4] [5] [6] [7] [8]. Wedtug Europejskiej Agencji ds. Srodowiska (EEA, ang. European
Environment Agency) zanieczyszczenie powietrza przyczynia si¢ kazdego roku do
przedwczesnego zgonu ok. 0,5 mIn mieszkancéw UE, w tym ponad 44 tys. w Polsce [9]. Do
najbardziej narazonych grup nalezg osoby z chorobami wspotistniejagcymi dotyczacymi przede
wszystkim uktadu krazenia i uktadu oddechowego, a takze z otytoscig i cukrzyca. Dzieci,
kobiety w ciazy, osoby w zaawansowanym wieku oraz z nizszym wyksztatceniem lub statusem
spoteczno-ekonomicznym takze stanowia populacje szczegodlnie narazone na niekorzystne
zdrowotne skutki zanieczyszczenia powietrza [10] [11] [12] [13]. W jednym z badan
oszacowano $rednig utratg lat zycia od 1,8 do 3,1 roku w najbardziej uprzemystowionych
i zanieczyszczonych miastach w Stanach Zjednoczonych Ameryki [14]. W wielu miejscach na
Swiecie zanieczyszczenie powietrza moze skracac¢ przecigtng dtugos¢ trwania zycia o ponad rok

[15] [16].

2.2. Sklad i pochodzenie zanieczyszczenia powietrza oraz zwiazane z nim Skutki

zdrowotne

Zanieczyszczenie powietrza oznacza obecno$¢ w nim zlozonej mieszaniny roéznych

substancji chemicznych. Glownymi skladowymi sa tzw. pyl zawieszony skladajacy sie¢
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z drobnych statych czgsteczek (PM, ang. particulate matter) oraz substancje gazowe w postaci
aerozoli (ryc. 1.) [17]. PM jest najwazniejszym i jednym z najczgséciej badanych sktadnikow
zanieczyszczenia powietrza [18]. Istnieje bardzo duzo réznych substancji chemicznych, ktore
zostaly dotad wykryte w PM w zaleznosci od lokalizacji geograficznej a takze zrodet emisji
[19]. Wspolne sktadniki PM to azotany, siarczany, metale, wegiel organiczny i pierwiastkowy,
a takze zwigzki organiczne — przede wszystkim wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(PAHs, ang. polycyclic aromatic hydrocarbons), polichrowane dibenzodioksyny
i dibenzofurany oraz zwigzki biologiczne (np. endotoksyny, bakterie, wirusy itd.) [20] [21].
Rdzen PM sktada sie przede wszystkim z wegla organicznego i pierwiastkowego pokrytego
wymienionymi pozostatymi zwigzkami chemicznymi [20] [22]. Wigkszo$¢ cytowanych do tej
pory badan, poswigconych problemowi wptywu zanieczyszczenia srodowiska na zdrowie ludzi,

dotyczyto wlasnie PM.
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Rycina 1. Rozklad i porownanie wielkosci czasteczek PM jako zasadniczego sktadnika
zanieczyszczenia powietrza.

Zmodyfikowano na podstawie: Brook RD, Franklin B, Cascio W, Hong Y, Howard G, Lipsett M,
Luepker R, Mittleman M, Samet J, Smith SC, Tager I, and Expert Panel on Population and Prevention
Science of the American Heart Association. Air pollution and cardiovascular disease: a statement for
healthcare professionals from the Expert Panel on Population and Prevention Science of the American
Heart Association. Circulation 2004; 109: 2655-2671.

Legenda: * — przyktad niewielkiej komorki eukariotyczne;.

Skroty: um — mikrometr; PM — drobne czasteczki stale pylu zawieszonego (ang. particulate matter);
PM;s — czasteczki stale o srednicy 2,5 pm (ang. particulate matter); RBC — erytrocyt (ang. red blood
cell).

Unoszace si¢ w powietrzu pylowe zanieczyszczenia, sktadajace si¢ z niejednorodnej
mieszaniny PM oraz aerozoli, caly czas zmieniajg si¢ pod wzgledem wielko$ci oraz sktadu
chemicznego [21]. Zanieczyszczenia emitowane sg do atmosfery zarowno bezposrednio
W postaci substancji pierwotnych np. sadzy z silnikow wysokopreznych (Diesla) jak i w formie
czasteczek wtornych powstajacych w wyniku przemian fizykochemicznych gazéw, w tym pod
wpltywem promieniowania ultrafioletowego [19]. Jak juz wspomniano istniejg rozne naturalne
i antropogeniczne zrodta PM. Wg KOBIZE (Krajowy Osrodek Bilansowania i Zarzadzania
Emisjami) gtéwnym Zrodtem PMz s jest tzw. niska emisja —w wyniku nieefektywnego spalania

paliw kopalnych (przede wszystkim wegla) w budynkach mieszkalnych lub dla celow
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przemystowego wytwarzania energii. W dalszej kolejnosci obejmujg one emisje z pojazdow
mechanicznych, ponowne zawieszenie w powietrzu pytu drogowego W wyniku rozdrobnienia
przez kota samochodow, wytapianie i obroébka metali, rolnictwo (w tym spalanie odpadow
rolniczych), budownictwo, erozje wietrzng gleby, pyiki roslin i ple$nie, pozary lasow, emisje
wulkaniczne oraz erozyjne dziatanie fal morskich [20] [22] [21] [23].

Wpltyw PM na zdrowie czlowieka zalezy migdzy innymi od wielko$ci czasteczki.
Bardzo mate czasteczki PM (o $rednicy aerodynamicznej 2,5 um 1 mniejszej) moga
przedostawac si¢ z pecherzykoéw ptucnych do naczyn krwionos$nych i dalej wraz z pragdem krwi
do narzadow wewnetrznych, wywotujac proces zapalny i progresj¢ blaszek miazdzycowych
w tetnicach [8] [24] [6] [7] [25]. Obecnos¢ PMas we krwi i narzadach wewngtrznych
potwierdzono metodami radioizotopowymi [26] [27]. Co wigcej, ros$nie liczba dowodow na to,
ze to wlasnie mate PM stanowig najwigksze zagrozenie ze wzgledu na wysoka zawartosé
szkodliwych substancji chemicznych (w tym zwigzkow organicznych) i potencjat oksydacyjny
[28] [29] [25].

Negatywne skutki oddzialywania PM na organizm cztowieka zalezg jednak nie tylko od
ich wielkosci, stezenia w powietrzu, czasu ekspozycji i stanu zdrowia osoby narazonej, ale
takze od sktadu chemicznego, ktéry moze zmienia¢ si¢ sezonowo i jest $SciSle zwigzany ze
zrodtami emisji zanieczyszczenia powietrza [24] W rdéznych publikacjach na przestrzeni
ostatnich lat postuluje si¢ zwigzek z rozwojem choroby wiencowej (CAD, ang. coronary artery
disease) przede wszystkim nastepujacych sktadnikow zanieczyszczenia powietrza: dwutlenku
siarki (SO2), dwutlenku azotu (NOz), tlenku wegla (CO), benzo[a]pirenu, PMz5i PM1o a takze
ultradrobnych czasteczek PM o $rednicy < 0,1 um [6] [7] [8] [30] [31] [32] [17]. O ile sktad
chemiczny PM_ s najpewniej ma istotny wplyw na zdrowie cztowieka, to w Polsce jak dotad —
wg wiedzy autora — istnieje niewiele grup badawczych zajmujacych si¢ analiza sktadu
chemicznego PM2si jego bezposredniego oddziatywania na zdrowie cztowieka [19].

Badania epidemiologiczne wskazuja na zwigzek PMys z rozwojem nie tylko CAD, ale
takze innych choréb uktadu krgzenia, w tym niewydolno$ci serca (HF, ang. heart failure),
zaburzen rytmu serca i udaru mozgu [7] [8] [24] [33] [34] [35]. Wieloletnia ekspozycja na
zanieczyszczenie powietrza zwicksza rowniez ryzyko wystgpienia lub nasilenia objawow
astmy oskrzelowej, COPD, alergii oraz powstawania niektérych nowotworéw takich jak rak
oskrzela czy pecherza moczowego (ryc. 2.) [6] [31] [36] [17]. Obecnie wptyw PM2 5 na zdrowie
porownywany jest do wptywu palenia tytoniu. Warto podkresli¢, ze niezaleznie od wpltywu
PM2zs wspdtistnienie CAD, HF, COPD, cukrzycy i1 nikotynizmu zwigksza ryzyko zgonu
z przyczyn sercowo-naczyniowych [13] [37] [38]. Obecno$¢ cigezkich chordb uktadu
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oddechowego (przede wszystkim COPD) wraz z przewlektg niewydolnoscig oddechowa moze
mie¢ u tych pacjentéw wplyw na nasilenie niedotlenienia mig$nia sercowego. Potwierdzaja to
prace, ktore wskazuja na zwigkszone ryzyko wystgpienia ostrego zespotu wiencowego (ACS,
ang. acute coronary syndrome) po zaostrzeniu COPD [39] [40] [20] [41] [42] [43]. Pojawiaja
si¢ takze pewne sugestywne dane, ze cz¢sto$¢ wad wrodzonych serca u dzieci jest wicksza na
uprzemystowionych obszarach o duzym poziomie zanieczyszczenia powietrza [44] [45] [46]
[47] [48] [49].

Zanieczyszczenie powietrza F

(zwtaszcza PM, 5)

Aktywacja procesow zapalnych
(leukocyty, cytokiny prozapalne)

4

Uogolniony, przewlekty stan zapalny organizmu

Spadek odpornosci (wirusy, bakterie) = infekcje PN
Z o
L
Uszkodzenie narzaddw, zaostrzenie chorob przewlektych,
nowotwory

(naczynia, narzady)

Rycina 2. Ogdlna kaskada prawdopodobnego wplywu PMzs na zdrowie czlowieka.
Zrodto: opracowanie wlasne.

Skroty: PM2s — czasteczki state o srednicy 2,5 pm (ang. particulate matter).

Generalnie badania dotyczace wptywu zanieczyszczenia powietrza — w tym PMzs — na
zdrowie ludzi mozna podzieli¢ na te dotyczace narazenia krotko- i dlugoterminowego [6] [38].
Jak dotad wigcej obserwacji zwigzanych jest z oceng niekorzystnego stanu zdrowia dla
ekspozycji krotkoterminowej [20] [41] [50] [12] [51] [52] [53]. Publikacje dotyczace skutkow
zdrowotnych dtugotrwatego narazenia na PMz s s3 w poréwnaniu z tym stosunkowo nieliczne,
szczegoblnie te dotyczace polskiej populacji [54] [55] Wedlug danych literaturowych ryzyko
zgonu z jakiejkolwiek przyczyny jest wyzsze w przypadku dtugotrwatego narazenia na PM3zs
w porownaniu z narazeniem krotkoterminowym [56]. Wyniki niedawnej metaanalizy kilku

europejskich badan w ramach projektu ELAPSE (27 mln uczestnikéw) wykazaly, ze narazenie
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na PMzs, NO2 i zwigzki wegla zwigzalo si¢ ze wzrostem $miertelnosci ogélnej, a takze ryzyka

zgonu z przyczyn oddechowych oraz sercowo-naczyniowych [57].

2.3. Poczatki badan nad problematyka zanieczyszczenia powietrza na Swiecie

Zwigzek pomi¢dzy wysokim poziomem zanieczyszczenia powietrza pochodzenia
antropogenicznego i pogorszeniem stanu zdrowia ludzi jest znany od ponad pot wieku [23].
Jednym z pierwszych udokumentowanych przypadkow choroby na znaczng skalg wywotanej
zanieczyszczeniem powietrza byt smog w belgijskiej Dolinie Mozy [58]. Na poczatku grudnia
1930 r. w tym przemystowym regionie W ciggu Kilku dni tysigce mieszkancow zostato
dotknigtych objawami wywotanymi przede wszystkim przez zaburzenia oddychania, a ponad
60 z nich zmarto [59]. W 1952 r. w wyniku tzw. Wielkiego Smogu trwajacego przez 4 dni
w Londynie, ok. 4 tys. ludzi zmarto nagle z powodu niewydolnosci uktadu krazenia i/lub uktadu
oddechowego. Zwiekszona $miertelno$¢ — na skutek znacznego wzrostu stezen PM i SO2 (ryc.
3.) —zwigzana z tymi chorobami utrzymywata si¢ jeszcze dtugo po epizodzie smogu. Kolejnych
8 tys. osob zmarto w ciggu nastgpnych kilku tygodni [60] [61]. Warto przy tej okazji zaznaczy¢,
ze redukcja stezen PM prowadzi do istotnego spadku $miertelnosci ludzi na zanieczyszczonych
obszarach [16] [62] [63] [64].
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Rycina 3. Zwiazek pomigdzy dziennym poziomem zanieczyszczeniem powietrza i zgonami W czasie
Wielkiego Smogu w Londynie w grudniu 1952 r.

Zmodyfikowano na podstawie: Wilkins ET. Air pollution aspects of the London fog of December 1952.
Q J R Meteorol Soc. 1954; 80: 267-271.

W Wielkiej Brytanii w latach 50. ubieglego wieku stezenia pylu zawieszonego mierzono metoda
reflektometryczng i wyrazano jako tzw. British Smoke. W tym czasie nie mierzono — jak ma to miejsce
obecnie — stezen PM o okreslonej $rednicy aerodynamicznej (np. PMzs czy PMa).

Skroty: SO, — dwutlenek siarki; PPM — liczba cze$ci na milion (ang. parts per million); mg/m?®

— miligram/metr sze$cienny.
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2.4. Opis stanu rzeczy dla miasta Krakowa

Miasto stanowi specyficzne $rodowisko, w ktorym skupia si¢ wigkszo$¢ procesow
spoteczno-przyrodniczych. Warto zaznaczy¢, ze wickszo$¢ z cytowanych dotad publikacji
dotyczyta badan nad zurbanizowanymi populacjami Péinocnej Ameryki i Europy, ktorych
narazenie na zanieczyszczenie powietrza bylo najcze$ciej mniejsze niz w przypadku
mieszkancow potudniowej Polski. Z uwagi na bardzo wysokie stezenia poszczegodlnych
sktadowych zanieczyszczenia powietrza —w tym PM — rowniez liczba zgonow przypisywanych
temu czynnikowi ryzyka jest w Polsce wysoka [9] [65].

Krakoéw i wiele innych miast w Polsce naleza do najbardziej zanieczyszczonych miast
w Europie pod wzgledem stezenia czasteczek PM2s W powietrzu atmosferycznym [66] [67]
[68] [69] [70] [71] [72]. Na niezadowalajaca jakos$¢ powietrza wskazuja pomiary wykonywane
przez Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Krakowie. Z pomiaréw tych wynika, ze
w ciggu roku dochodzi tu wielokrotnie do przekroczenia dopuszczalnych pozioméw PM (PMa 5
i PM1o), NO2 i benzo[a]pirenu (ryc. 4) [73]. Warto tu doda¢, ze nie mozna zidentyfikowac progu
stezen PM, ponizej ktorych nie stwierdza negatywnych skutkow dla zdrowia, gdyz w populacji
ludzkiej jest tak szeroki zakres wrazliwosci biologicznej, ze niektore osoby sg zagrozone nawet
przy najnizszym poziomie stezen [4]. Zgony przypisane zanieczyszczeniu powietrza szacuje
si¢ w Krakowie na 300—600 rocznie, co jednak i tak wydaje si¢ by¢ wartoScig zanizong [74].
Potowa z nich spowodowana jest chorobami sercowo-naczyniowymi, a wigc 5-krotnie wigcej

niz zgondéw wywotanych przez choroby uktadu oddechowego [68].
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Rycina 4. Rozktad rocznych stezen PM,s (ug/m®) wg raportu za 2017 r. Wojewddzkiego Inspektoratu
Ochrony Srodowiska w Krakowie.

Zrodto: Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Krakowie — Monitoring powietrza. Dostep na
01.10.2021: http://krakow.pios.gov.pl/stan-srodowiska/monitoring-powietrza/

Skroty: mg/m?® — miligram/metr sze$cienny; km — kilometr; PM,s — czasteczki state o $rednicy 2,5 pm

(ang. particulate matter).

W przemystowych obszarach Polski — takich jak Krakow oraz potozony niedaleko
Krakowa Slask — wielokrotnie w ciagu roku rejestruje sie przekroczenia dopuszczalnych stezen
dobowych PMzs (25 pg/m®) okreslonych w Dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady
2008/50/WE, ktora to dyrektywa zostata ratyfikowana przez Polskg¢ i znajduje normatywne
odzwierciedlenie w aktualnym krajowym ustawodawstwie [75] [3] [18] [72]. Rowniez WHO
zaleca dla PM25 okreslone warto$ci stezen ,,bezpiecznych” dla zdrowia, ktore pokrywaja si¢
z unijnymi i polskimi wytycznymi: $rednie st¢zenie roczne < 10 pg/m?, $rednie stezenie
dobowe < 25 pg/m? [4] [5].

W Krakowie, w sezonie grzewczym, regularniec odnotowywane sg dobowe stezenia
PM2s przekraczajace 35 pg/m?, istotne  przekroczenia dotycza takze m.in.
PMyo i benzo[a]pirenu. Najwyzsza zanotowana s$rednia roczna warto$¢ stezenia PMos
wystgpita w 2010 r. (stacja pomiarowa na al. Krasinskiego) i wyniosta 61 pg/m3, czyli ponad
2-krotnie przekroczyta dopuszczalng warto$¢ 25 pg/m*. W 2014 r. stezenie PM2s w Krakowie
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byto mniejsze (rocznie srednio 45 pug/m?), ale i tak znacznie przekraczato dopuszczalne
warto$ci okreslone przez WHO i1 UE [76]. Wedlug danych WHO i EEA w 2010 i 2011 r.
Krakoéw byt trzecim najbardziej zanieczyszczonym miastem UE, zarowno pod wzglgdem ilosci
dni z przekroczeniem dopuszczalnego poziomu dobowego stezenia PMio (150 dni), jak
i Sredniego rocznego st¢zenia PM1o (64 ng/m?) [4] [5] [9] [76]. W Krakowie — tak jak i w wielu
innych polskich miastach — calodobowe przekroczenia dopuszczalnych pozioméw PMas
mozna odnotowywac przez nawet 130 dni w roku [72]. Przy czym stezenie PM2 s w atmosferze
Krakowa jest 2,6 razy wyzsze zimg niz latem [77]. Zgodnie z danymi WHO S$rednie st¢zenie
roczne PMazs na poziomie 35 pg/m? (vs 10 pg/m®) wigze si¢ z o 15% wyzszym, odlegtym
ryzykiem zgonu. Redukcja stezenia PMzs z 35 pg/m? tylko do 25 pg/m® moglaby zmniejszy¢
ryzyko przedwczesnej $mierci nawet 0 6%. W samym tylko Krakowie z powodu
zanieczyszczenia powietrza umiera — jak wspomniano — co najmniej kilkaset osob rocznie. Jesli
zredukowano by srednie roczne stezenie PMas do 15 pg/m®, przecietny staty mieszkaniec
Krakowa zylby $rednio o rok dtuzej. Przykladem moze by¢ Dublin, w ktorym liczba zgondéw
zmniejszyta si¢ o 8% w wyniku istotnej poprawy jakosci powietrza po wprowadzeniu zakazu
palenia weglem w roku 1990 r. [76] [63]. Wiele (ok. 30%) zgondéw, ktorych w ten sposob
uniknigto zwigzana byta w poprzednich latach z chorobami uktadu krazenia.

Krakéw — liczacy 779 966 mieszkancow (dane GUS za 2020 r.) — stanowi drugie co do
wielkoéci miast0 potozone w potudniowej czesci Polski (327 km?). Czeste epizody smogu
wystepuja tu gtownie w okresie zimowym i s3 wywolywane oraz podtrzymywane zasadniczo
przez trzy czynniki [68] [69] [70]. Pierwszy z nich jest zwigzany z emisjg zanieczyszczen
pochodzacych ze spalania paliw statych w domowych piecach (rozmieszczonych nie tylko na
terenie miasta, ale takze okolicznych mniejszych miejscowosciach i wsi) [77]. Drugie wazne
zrodto zanieczyszczenia powietrza w Krakowie jest zwigzane z nasilonym ruchem
samochodow, zarowno osobowych jak i1 cigzarowych. Cz¢$¢ tych pojazdéw wcigz napgdzana
jest paliwem spetniajacych niskie normy emisyjne (ponizej Euro 4 i 5) [70] [78] [79] [80].

Kolejne istotne zrodto zanieczyszczen stanowi przemyst. Glowny obszar przemystowy
Krakowa — ktorego tradycje siegaja potowy XIX w. — znajduje si¢ we wschodniej czgsci miasta
(ryc. 5.). Tutaj skupia si¢ wieksza cze$¢ Krakowskiego Okregu Przemystowego [81]. Obejmuje
on przede wszystkim hutnictwo (zelaza i stali) i przemyst elektromaszynowy (gl. maszyny
budowlane oraz urzadzenia dla gornictwa i hutnictwa). Huta im. Tadeusza Sendzimira (dawna
Huta im. Lenina) jeszcze do niedawna stanowita jeden z najwickszych zaktadow
przemystowych w Polsce i jednocze$nie duze obcigzenie srodowiskowe dla samego miasta

I jego otoczenia. Poza tym Krakéw to wazny osrodek przemystu chemicznego, cementowego,
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ceramicznego, farmaceutycznego, tytoniowego, zwigzanego z materiatami budowlanymi oraz
energetycznego [82] [83] [84].
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Rycina 5. Rozmieszczenie gtownych terenow przemystowych Krakowa w latach 1983, 2002 1 2018 r.

Zrodto: B. Luchter. Przemiany rozmieszczenia terenow przemystowych
w Krakowie jako nastgpstwo realizacji zasad gospodarki rynkowej. Swiat nieruchomosci. 2019; 107: 6—
16.

Legenda: 1 — nazwy bytych dzielnic administracyjnych (obecnie jednostek ewidencyjnych) miasta
Krakowa; 2 — wspotczesne granice administracyjne Krakowa (stan na 31.08.2019 r.); 3 — granice bytych
dzielnic administracyjnych (obecnie jednostek ewidencyjnych) Miasta Krakowa; 4 — wazniejsze cieki
wodne, ich nazwy i kierunek sptywu.

Skréty: N — potnoc (ang. north); km — kilometr.

Dodatkowym niekorzystnym czynnikiem jest potozenie miasta w glebokiej, podmokte;j
i waskiej dolinie Wisly (doktadniej wschodniej czeSci rowu tektonicznego — tzw. Bramy
Krakowskiej), otoczonej wyzynnym oraz pagorkowatym terenem. Panujacy tu specyficzny
mikroklimat sprawiat, Ze utrzymanie duzego osrodka miejskiego stanowito wyzwanie w kazde;j
epoce. Taka lokalizacja sprzyja czestym inwersjom temperatur i zmniejsza predko$¢é wiatru
W miescie, tym samym zwigkszajac akumulacje zanieczyszczen w obrebie tzw. planetarnej

warstwy granicznej (PBL, ang. planetary boundary layer) [70]. Jest to najnizsza czg¢$é
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atmosfery, ktéra znajduje si¢ pod bezposrednim wplywem proceséw zachodzacych na
powierzchni planety. Na zmniejszong predkos¢ wiatru w Krakowie — i tym samym obnizenie
poziomu oczyszczania PBL — istotny wplyw moze mie¢ takze intensywna zabudowa
deweloperska oraz zwigzane z nig potencjalne bledy dotyczace planéw zagospodarowania
przestrzennego miasta. Zdarzenia masowe opisane w rozdziale 2.3. miaty miejsce w sezonie
grzewczym, a wigc w chlodnych porach roku. W tych przypadkach kluczowe byto
wystepowanie — na stosunkowo niewielkiej wysoko$ci — tzw. warstwy inwersyjnej, kiedy to
dochodzi do wzrostu temperatury powietrza wraz z wysoko$cig nad poziomem morza.
Uniemozliwia to rozpraszanie si¢ zanieczyszczenia powietrza. W Polsce dochodzi to tego
nietypowego zjawiska stosunkowo czesto, szczegolnie w miejscowosciach polozonych

w dolinach i kotlinach, tak jak w przypadku Krakowa.

2.5. Miazdzyca i choroba wiencowa w kontekscie zanieczyszczenia powietrza

W patogenezie miazdzycy — poza rozwijajacym si¢ w Scianie tetnicy zapaleniem —
zasadnicze znaczenie ma tworzenie si¢ blaszek miazdzycowych. Sktadajg si¢ one z okreslone;j
struktury lipidowej, rdzenia martwiczego, zwapnien, komoérek miesni gtadkich (VSMC, ang.
vascular smooth muscle cell), komorek §rodbtonka, komoérek uktadu odpornosciowego oraz
komorek piankowatych [85]. Obecno$¢ leukocytow w $cianach tetnic zmienionych
miazdzycowo obserwowano juz w latach 80. ubiegtego wieku [86]. Poczatkowo to makrofagi
byly opisywane jako dominujacy typ komorek zwigzanych z rozwojem blaszki miazdzycowej.
Pézniej wykazano takze wspotwystepowanie w tym procesie innych typéw leukocytow —
neutrofili, limfocytow T i B i komorek tucznych.

Miazdzyca tetnic — lezgca u podstaw znacznej liczby chordb sercowo-naczyniowych
— pozostaje jedng z gtdéwng przyczyn zachorowalno$ci i umieralnosci na calym $wiecie [87]
[88] [89]. Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (przede wszystkim CAD i udary mozgu),
pozostaja najwigkszym zagrozeniem dla zdrowia Polakow oraz gléwna przyczyna zgonow
w Polsce [90]. CAD dotyczy ponad 1,5 min ludzi w Polsce, za$ u okoto 140 tys. dochodzi do
jej zaostrzen pod postacig ACSs [91].

Amerykanskie badanie ESCAPE wykazato, ze dtugoterminowa ekspozycja na kazdy
wzrost stezenia PMas 05 pg/m® powoduje wzrost ryzyka wystgpienia zawalu serca
miesniowego (MI, ang. myocardial infarction) o 13% [92]. Obecnie stosunkowo dobrze
ustalono takze, ze zarowno krotkoterminowe, jak i szczegélnie przewlekle narazenie na

zanieczyszczenie powietrza jest negatywnie powiazane z chorobami uktadu sercowo-
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naczyniowego [8] [30] [68] [32] [33] [24] [93] [56] [57].

Jak juz czgsciowo wspomniano, w konteks$cie miazdzycy i CAD, na szczegdlng uwage
zastuguje kilka sktadowych zanieczyszczenia powietrza, do ktorych nalezy zaliczy¢ gt. PM
0 réznej $rednicy aerodynamicznej (zwlaszcza PM25), CO, NO2, SO2, otow oraz benzo[a]piren.
Niekorzystne ostre nast¢pstwa zdrowotne— w tym wzrost ryzyka wystgpienia ACS i zgonu
— wskutek ekspozycji na PM2s mozna obserwowaé przede wszystkim do 4. dnia od narazenia
[94]. Wymienione sktadniki zanieczyszczenia powietrza wiaza si¢ ze zwigkszong hospitalizacja
i $miertelnoscig z przyczyn sercowo-naczyniowych, zwtaszcza u pacjentdow obcigzonych HF
[95] [96] [10] [97]. Ugruntowane zwigzki przyczynowo-skutkowe pomiegdzy aktywnym
i biernym paleniem tytoniu m.in. z CAD i udarem mozgu zwigkszajg prawdopodobienstwo
niekorzystnego wptywu PM na uktad krazenia [98] [35]. Wspoélczesne badania wskazujg zatem,
ze mozliwe s3 powigzania pomiedzy ostrym i przewleklym narazeniem na poszczegdlne
sktadowe zanieczyszczenia powietrza a incydentami sercowo-naczyniowymi takimi jak Ml,
udar moézgu, zaostrzenie HF oraz zaburzenia rytmu serca (ryc. 6.) [41] [99]. Moga by¢ one
zwigzane M.in. ze wzrostem czgstosci rytmu serca i ci$nienia tetniczego krwi oraz zmniejszonej
dobowej zmiennosci rytmu serca (HRV, ang. heart rate variability), zwickszeniem poziomu
fibrynogenu oraz czynnikéw krzepnigcia krwi, dysfunkcji §rodbtonka, wzrostem stezenia
mediatorow stanu zapalnego, rozwojem miazdzycy i zwezen naczyn tetniczych [67] [100].
Badanie AIRCMD-China potwierdzilo zwigzek podwyzszonego poziomu PM2s ze wzrostem
skurczowego cisnienia tetniczego krwi, pogorszeniem metabolizmu glukozy 1 funkcji
srodbtonka [101]. Konsekwencje tych efektow moga prowadzi¢ do rozwoju CCS objawiajacej
si¢ dlawica piersiowg, spadkiem tolerancji wysitku fizycznego atakze komorowymi
i nadkomorowymi zaburzeniami rytmu serca. Progresja blaszek miazdzycowych w naczyniach
wiencowych i wzrost gotowosci pozakrzepowej zwicksza z kolei ryzyko wystapienia ACS
[102] [103] [104]. Nalezy tu jednak zauwazy¢, ze wptyw zanieczyszczenia powietrza na uktad
krzepnigcia jest nie zostal do konca zbadany, zas opublikowane dotad wyniki badan sg

Sprzeczne.
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Rycina 6. Potencjalne patomechanizmy okre$lajace wptyw PMg s na uktad sercowo-naczyniowy.

Zawat serca

Zmodyfikowano na podstawie: Brook RD, Franklin B, Cascio W, Hong Y, Howard G, Lipsett M,
Luepker R, Mittleman M, Samet J, Smith SC, Tager I, and Expert Panel on Population and Prevention
Science of the American Heart Association. Air pollution and cardiovascular disease: a statement for
healthcare professionals from the Expert Panel on Population and Prevention Science of the American
Heart Association. Circulation. 2004; 109: 2655-2671.

Skroty: PM2s — czasteczki state o $rednicy 2,5 pm (ang. particulate matter).

Istnieje zatem coraz wiecej dowodow na to, ze dlugotrwata ekspozycja na
zanieczyszczenia powietrza (szczegolnie PMas) przyczynia sie do rozwoju miazdzycy,
wplywajac zarbwno na powstawanie, jak i na progresj¢ zwezen w tetnicach wiencowych [24]
[105] [106]. Opublikowane do tej pory prace eksperymentalne wskazuja na wazng role w tym
procesie makrofagéw plucnych i uogdlnionego procesu zapalnego zapoczatkowanego

w plucach [6] [7] [107] [29] [30] [68] [31] [32] [24] [33]. Jednak mechanizmy wigzace
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dhugotrwata ekspozycje na PMas z progresjg miazdzycy i rozwojem CAD nie zostaly w pelni

wyjasnione.

2.6. Rola monocytow w procesie zapalnym i w rozwoju blaszki miazdzycowej

Monocyty stanowg niejednorodng populacje komodrek o réznych funkcjach, fenotypach
i lokalizacjach (ryc. 7.). Komorki te krgza gt. we krwi obwodowej, ale znajdujg si¢ takze
w szpiku kostnym i $ledzionie [108] [109]. Zyja krotko i nie namnazaja sie we krwi, po
przekroczeniu bariery szpik-krew przebywaja we krwi obwodowej zaledwie 1-3 dni. Monocyty
sa najwiekszymi elementami morfotycznymi krwi (o $redniacy do 20 pum) i stanowia 3—8%
wszystkich leukocytéw obecnych we krwi obwodowej. W miejscach, w ktorych rozwija si¢
stan zapalny, monocyty moga przedostawaé si¢ poza $wiatto naczyn krwionosnych
(diapedeza), roznicujac si¢ przy tym w makrofagi, ktore nabierajg zdolnosci do szybkiego ruchu
pelzakowatego usprawniajacego proces chemotaksji. Monocyty moga si¢ réznicowac takze
w komorki piankowate i komoérki dendrytyczne [110] [111].

Monocyty s3 komérkami o znacznych zdolno$ciach do fagocytozy i odgrywaja wazna
role w odpowiedzi immunologicznej zaréwno swoistej jak i nieswoistej. Opisano dotad ponad
100 r6znych aktywnych biologicznie zwigzkow, ktdre sg wytwarzane przez monocyty. Naleza
do nich interleukiny, prostaglandyny, interferony, sktadniki dopetniacza oraz reaktywne formy
tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) (ryc. 7.). Rola monocytoéw w warunkach
fizjologicznych pozostaje niejasna, przy czym postuluje si¢, ze mogg by¢ one zaangazowane
W oczyszczanie tkanek z martwych komorek 1 toksycznych zwiazkéw chemicznych oraz bra¢
udzial w odtwarzaniu populacji makrofagdéw tkankowych (w tym licznej ptucnej subpopulacji).
Aktywowane stanem zapalnym monocyty krwi obwodowej migruja do tkanek limfoidalnych
I nielimfoidalnych w odpowiedzi na pochodzace z nich sygnaly spowodowane np. infekcjg lub

uszkodzeniem komorek (chemotaksja) (ryc. 8.) [112].
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Zapalenie: Odbudowa tkanek:
- TNF-a - FGF

-1L-1, IL-2 - VEGF

- elastaza, kolagenaza

A

Funkcje obronne:

-ROS Limfocyty:
- tlenek azotu - prezentacja antygenu
- lizozym, laktoferyna - selekcja Th1iTh2

- hydrolazy, defenzyny

Rycina 7. Monocyty zaprezentowane w formie graficznej (A) oraz w obrazach z mikroskopu $wietlnego
(B) i elektronowego (C) wraz z zarysem ich zasadniczej roli w mechanizmach odpornos$ci naturalnej
i nabytej.

Opracowano na podstawie: Swirski FK Nahrendorf M, Etzrodt M, et al. Identification of splenic
reservoir monocytes and their deployment to inflammatory sites. Science. 2009; 32: 612-616.
https://www.pathologyoutlines.com/topic/bonemarrowmonocytematuration.html
https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/monocyte

Skroty: TNF-a — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor a); IL-1 — interleukina
1 (ang. interleukin-1); IL-6 — interleukina 6 (ang. interleukin-6); FGF — czynnik wzrostu fibroblastow
(ang. fibroblast growth factor); VEGF — naczyniowo-srodblonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular
endothelial growth factor); Thl — limfocyty pomocnicze typu 1 (ang. helper T lymphocyte type 1); Th2
— limfocyty pomocnicze typu 2 (ang. helper T lymphocyte type 2); ROS — reaktywne formy tlenu (ang.

reactive oxygen species).

Migracja monocytéw do tkanek i ich roznicowanie do réznych typéw komodrek moga
by¢ czeSciowo zdeterminowane przez miejscowy stan zapalny, ktory wydaje si¢ leze¢
U podstawy plastycznosci tych komorek. Cytokiny stanowig wazny element tego zjawiska.
Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i1 makrofagéw (GM-CSF, ang.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) pobudza monocyty do réznicowania si¢
odpowiednio w komorki dendrytyczne i makrofagi [112]. Przyjeta obecnie koncepcja zaktada,
7ze monocyty — przynajmniej czesciowo — s3 zdeterminowane fenotypowo przez

mikrosrodowisko, w ktoérym si¢ znajdujg. Stanowig zatem stosunkowo niejednorodng grupe
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komorek, ktorych poszczegdlne subpopulacje moga pelni¢ w organizmie rdézne funkcje [112]
[113].

Wykazano dotad, ze monocyty biorg udzial w rozwoju miazdzycy, zapalenia
i angiogenezy (ryc. 7. i 8.) [114]. Monocyty i makrofagi byly pierwszymi komorki zapalnymi
powigzanymi z miazdzyca [113]. Monocyty/makrofagi zostaly takze zidentyfikowane jako
glowny sktadnik komoérkowy blaszek miazdzycowych w probkach pochodzacych od $win
[115]. W innym modelu zwierzecym (badania na krolikach) zmniejszenie ilosci monocytow we
krwi obwodowej bylo zwigzane z ograniczeniem progresji blaszek miazdzycowych, co
wskazuje na znaczenie monocytow w tym procesie [116]. Miazdzyca u ludzi jest procesem
stabiej poznanym niz w modelach zwierzgcych, gtownie w zwigzku z licznymi ograniczeniami
dotyczacymi prowadzenia eksperymentow na ludziach. Niejednoznaczne jest takze
ekstrapolowanie interpretacji wynikow uzyskanych w modelach zwierzecych na ludzi.
U zdrowych os6b 85-95% monocytow Krwi obwodowej stanowig dwie gtowne subpopulacje
komorek: CD14+ i CD16+ [117]. Rola kazdej z tych grup komoérek w patogenezie miazdzycy
u ludzi pozostaje niejasna. Co ciekawe, blaszki miazdzycowe w ludzkich tetnicach wiencowych
zawieraja subpopulacje makrofagéw o réznych wzorcach ekspresji genow, co wskazuje na
istnienie heterogenicznosci wsérdd tych komorek [118]. Pacjenci z chorobg wiencowa maja
wyzsze poziomy monocytéw CD14+ i CD16+ w poréwnani z osobami zdrowymi. Ponadto
liczba tych komorek koreluje z nieprawidtowymi wynikami lipidogramu, a zaburzenia
gospodarki lipidowej sa — jak juz wspomniano — Uznanym czynnikiem rozwoju miazdzycy
[119]. Wyzsze poziomy monocytow CD14+ i CD16+ obserwowano takze po MI, za$ spadek

ich ilosci byt skorelowany z pozawatowym powrotem funkcji skurczowej lewej komory [120].
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Rycina 8. Prawdopodobny udzial monocytéw patogenezie chorob uktadu sercowo-naczyniowego
zawigzanych z PMzps.

Zmodyfikowano na podstawie: Mills NL, Donaldson K, Hadoke PW, et al. Adverse cardiovascular
effects of air pollution. Nat Clin Pract Cardiovasc Med. 2009, 6; 36-44.
Skréty: PMas — czgsteczki state o $rednicy 2,5 um (ang. particulate matter).

2.7. Potencjalny zwigzek zmian ekspresji mikroRNA z patogeneza choréb sercowo-

naczyniowych

MikroRNA (miRNA) to mate, endogenne, niekodujace, jednoniciowe czasteczki kwasu
rybonukleinowego (majace zwykle 21-23 nukleotydy), ktore odgrywaja znaczaca rolg
w regulacji ekspresji gendw na poziomie posttranskrypcyjnym (ryc. 9.) [121] [122]. Zostaty
opisane po raz pierwszy u nicieni w 1993 r. Ocenia si¢, ze reguluja okoto 30% kodujacych
gendéw wchodzacych w sktad ludzkiego genomu [123]. Nieprawidlowa ekspresja miRNA
zostata powigzana z wieloma procesami komorkowymi 1 szlakami metabolicznymi biorgcymi
udziat w patogenezie roznych choréb, w tym takze dotyczacych uktadu sercowo-naczyniowego
[124]. Obecnie u cztowieka zidentyfikowano prawie 3 tys. réznych rodzajow miRNA. Badania
in vitro oraz analizy bioinformatyczne wykazaty, ze nawet powyzej 500 gendw moze by¢ celem
dziatania pojedynczej czasteczki miRNA [122]. MiRNA uczestnicza w licznych procesach
biologicznych, takich jak angiogeneza oraz proliferacja, roznicowanie i apoptoza komorek.
Sposrod wielu rodzajow miRNA opisanych do tej pory u ludzi, znaczny odsetek wykazuje

wzorce ekspresji specyficzne dla poszczegdlnych tkanek, w tym co najmniej 100-150 z nich
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dla migénia sercowego [125]. Zmieniony poziom ekspresji roéznych rodzajow miRNA
obserwowano w procesach zwigzanych z:
— stanem zapalnym (miR-1, miR-128, miR-135a, miR-146a, miR-147, miR-155, miR-21
i miR-94-8),
— dysfunkcjg srodbtonka (miR-126 i miR-218),
— rozwojem miazdzycy (np. miR-125a-5p, miR-125b, miR-155, miR-222 i miR-96).

Rycina 9. Czasteczki mikroRNA (MiRNA).

Zrédto: opracowanie wlasne.

Czasteczki miRNA odgrywaja wazng role w regulacji homeostazy $rodbtonka
i angiogenezy w modelach zwierzecych. Przyktadowo celowe usunigcie miR-126 ograniczone
do komorek $rodblonka powoduje nieszczelno$¢ naczyn, krwawienia i zwigkszong
Smiertelnos¢ embriondéw z powodu utraty integralnosci naczyn oraz defektow proliferacji
komorek srodbtonka [126] [127]. Czasteczki miRNA maja takze istotne znaczenie w regulacji
rozwoju i funkcji monocytow, w tym wplywaja na ich heterogenicznos¢ [122] [128].
Zanieczyszczenie powietrza wptywa na wiele mechanizmoéw epigenetycznych, w tym na
metylacje DNA i modyfikacj¢ histonéw [107]. Aktualne dane sugeruja, ze sygnalizacja
z udzialem czasteczek miRNA moze by¢ aktywna czes$cig odpowiedzi komorkowej na rézne
substancje chemiczne, w tym takze na zanieczyszczenia powietrza [121] [129]. Powiazanie
ekspresji poszczegdlnych rodzajéw miRNA z ré6znymi zwigzkami chemicznymi obecnymi
w otoczeniu (w tym w powietrzu atmosferycznym) — w potaczeniu z istotng rola miRNA
w regulacji ekspresji genow — powoduje, ze te wyjatkowe czasteczki moga stanowic

w przyszlosci potencjalne biomarkery pomagajace lepiej zrozumie¢ ztozone patomechanizmy
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chorob $rodowiskowych (ryc. 10.) [124] [130]. Poniewaz jednak zmiany ekspresji miRNA
w odpowiedzi na zmiany srodowiska sg czgsto niewielkie 1 mogg si¢ kumulowaé w czasie,
trudno jest precyzyjnie okresli¢ zwiagzki przyczynowo-skutkowe pomiedzy poszczegdlnymi
substancjami, zmianami aktywnosci réznych rodzajow miRNA i konkretnymi chorobami
[124]. Tym bardziej, ze sktad zanieczyszczenia powietrza — bedacy jednym z przedmiotow
zainteresowania niniejszej pracy — zmienia si¢ W czasie i przestrzeni. Indukowane pod
wpltywem otoczenia zmiany ekspresji miRNA sa czgsto odwracalne po usunigciu lub
Zmniejszeniu narazenia na dany czynnik Srodowiskowy. Sugeruje to, ze wiasnie przewlekte
narazenie moze stanowi¢ gh. czynnik trwatej zmiany aktywnos$ci miRNA w kontekscie PMas

[131].
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Rycina 10. Uproszczony, hipotetyczny model wspotzaleznosci pomigdzy PM2s, mMiIRNA i CCS.
Zmodyfikowano na podstawie: Hou L Wang D, Baccarelli A. Environmental chemicals and
microRNASs. Mutat Res. 2011; 714(0): 105-112.

Skroty: PMas — czasteczki pylu zawieszonego o $rednicy 2,5 um (ang. particulate matter); CCS

— przewlekty zespot wiencowy (ang. chronic coronary syndrome); miRNA — mikroRNA.

30



3. CELE BADAWCZE

Cele pracy:
1. Ocena wpltywu zanieczyszczonego powietrza na zmian¢ ekspresji genow (miRNA)
1 stezen cytokin prozapalnych u statych mieszkancéw Krakowa (oséb z CCS oraz grupy

kontrolnej) — kliniczna cze¢$¢ badania.

2. Ocena ekspresji wybranych rodzajow miRNA, stezen okreslonych cytokin
prozapalnych oraz aktywnosci ludzkich monocytéw krwi obwodowej po stymulacji
probkami PMzs (o znanym skladzie chemicznym i pochodzeniu) zebranymi
w Krakowie w okresie zimowym oraz letnim. Czegs¢ eksperymentalna badania — po
zestawianiu z wynikami klinicznej strony projektu — ma na celu przyblizy¢ potencjalng
role monocytéw w rozwoju zapalenia $rodbtonka i blaszki miazdzycowej pod wptywem

PMzgs.

Hipotezy badawcze:
1. Zaktada si¢ wystgpowanie istotnych réznic w rozkladzie poziomow ekspresji
wybranych czasteczek miIRNA oraz w rozktadzie stgzen cytokin prozapalnych po
stymulacji ludzkich monocytéw probkami PMas zebranymi w Krakowie w okresie

zimowym i letnim a takze z poréwnaniu z komérkami niestymulowanymi.

2. Zaktada si¢ wystepowanie istotnych réznic w rozkladzie pozioméw ekspresji
wybranych czasteczek miIRNA oraz w rozkladzie stgzen cytokin prozapalnych
w probkach surowicy krwi pobranych od statych mieszancow Krakowa w okresie

zimowym i letnim.

3. Zaktada sie, ze poziomy ekspresji wybranych rodzajéw miRNA i stezenia okreslonych
cytokin prozapalnych beda rézne dla oséb z CCS (grupa badawcza) w porownaniu

z osobami bez CCS (grupa kontrolna).

4. Zaktada si¢, ze powtarzalno$¢ czeSci wzorcow miRNA (zwigzanych z procesem
zapalnym 1 rozwojem miazdzycy) — obecnych zarowno w eksperymencie jak
I w klinicznej czgéci badania — bedzie mogla wskazywac¢ na udzial monocytéw

w szlakach molekularnych aterogenezy pod wptywem PMzs.
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5. Zaktada si¢, ze obserwowana w mikroskopie elektronowym aktywno$¢ i morfologia
monocytow beda rézne dla zawiesiny komoérek stymulowanych pytem zebranym

W okresie zimowym w poroOwnaniu z komérkami niestymulowanymi.

6. Zaktada sig, ze st¢zenia PM2s oraz innych gltéwnych sktadowych zanieczyszczenia

powietrza bedg wyzsze w okresie zimowym w poréwnaniu z sezonem letnim.
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4. MATERIAL I METODYKA

4.1. Czes¢ kliniczna pracy
4.1.1. Sposob rekrutacji uczestnikow badania

Czes¢ kliniczng zaplanowano i przeprowadzono jako prospektywne badanie kohortowe.
Lacznie w procesie rekrutacji wzigto udziat 356 osob. Ostatecznie do projektu wiaczono 140
pacjentow, ktorzy spehili kryteria wiaczenia 1 wytaczenia. Uczestnikow rekrutowano kolejno
sposrod pacjentow hospitalizowanych planowo (w latach 2017-2019) w Klinice Choroby
Wiencowej i Niewydolnosci Serca Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum (UJ
CM).

Kryteria wiaczenia:
— wiek > 18r.z.,
— $wiadoma zgoda pacjenta na udziat w badaniu,
— staty/a mieszkaniec/mieszkanka Krakowa > 10 lat.
Kryteria wylaczenia:
— przyjecie do szpitala w trybie pilnym,
— Ml lub udar moézgu w ciggu ostatniego miesigca,
— infekcja lub antybiotykoterapia w ciggu ostatniego miesigca (CRP < 10 mg/l i WBC
< 10tys.),
— uraz lub operacja w ciggu ostatniego miesigca,
— niewygojone rany lub owrzodzenia skorne lub sluzowkowe,
— inna niz pomostowanie aortalno-wiencowe (CABG, ang. coronary artery bypass
grafting) operacja lub wymagajacy hospitalizacji uraz w ciggu ostatnich 3 miesiecy,
— zabieg CABG w ciggu ostatnich 6 miesigcy,
— HF lub bezobjawowa dysfunkcja lewej komory (frakcja wyrzutowa lewej komory

< 50%),

— zlozona wrodzona wada serca,

— cigzka nabyta zastawkowa wada serca,

— przewlekta choroba ptuc (przede wszystkim COPD i astma oskrzelowa),
— zawodowe narazenie na pyly w wywiadzie (np. gornicy, hutnicy),

— przewlekla sterydoterapia wziewna lub systemowa,
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cukrzyca lub wynik glikemii po 2 godzinach w doustnym tes$cie obcigzenia glukoza
(OGTT, ang. Oral Glucose Tolerance Test) w dawce 75g > 10 mmol/l,

choroby autoimmunizacyjne (w tym autoimmunologiczne zapalenia tarczycy, choroby
zapalne jelit, choroby tkanki tgcznej),

czynna choroba nowotworowa, w tym chory w trakcie leczenia radio- i/lub
chemioterapig lub takie leczenie ponizej 6 miesigcy przed wlaczeniem do badania,
przewlekta choroba nerek w stadium G3a wg KDIGO (eGFR < 45 ml/min./1,73 m?),
marsko$¢ watroby lub jej istotne czynnosciowe uszkodzenie (poziom ALT > 1,5 raza
powyzej gornej granicy zakresu referencyjnego),

otyto$é > 1I stopnia (BMI > 35 kg/m?),

palenie tytoniu w ciggu ostatniego roku,

naduzywanie alkoholu (spozywanie dziennie ekwiwalentu > 20 g czystego alkoholu
przez kobiety i > 40 g przez mezczyzn, wigcej niz trzy 3 razy w tygodniu),

cigza.

Gléwnymi ograniczeniami procesu rekrutacji byty liczne przypadki cukrzycy 1 nikotynizmu
w populacji docelowej oraz stosunkowo duzy odsetek pacjentow z CAD przyjmowanych do
oddzialu w trybie pilnym. Dodatkowo rekrutacje kohorty utrudniaty inne, liczne kryteria
wykluczajace, majace na celu ograniczy¢ wptyw na ekspresje miRNA 1 stezenia cytokin

prozapalnych innych — poza PM2 5 — czynnikow.

Uczestnikow badania podzielono na dwie grupy o rownej liczebnosci. Kryterium

przydziatu do grup stanowita obecnos¢ CCS (ryc. 11.):

n =70, pacjenci z CCS (grupa badawcza),
n =70, pacjenci bez CCS (grupa kontrolna).
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(stali mieszkancy Krakowa)

1 spelnione kryteria
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}

}

grupa badawcza grupa kontrolna
zCCS bez CCS
(n=170) (n="70)
dwukrotne pobranie krwi zylnej
(W sezonie zimowym i letnim)
@ % ?-_"-.ff oznaczenie ekspresji miRNA i
stezen cytoKin prozapalnych

Rycina 11. Schematyczne przedstawienie klinicznej cze$ci badania.

Zrbdto: opracowanie wlasne.

Skroty: n — liczebno$¢ populacji; CCS — przewlekly zespot wiencowy (ang. chronic coronary

syndrome).
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Niezbedng liczebno$¢ badanej proby oszacowano przy pomocy Oprogramowania
STATISTICA 13.3.721.1 64-bit PL (modut Analiza mocy testu). Podstawowe zalozenia dla
zaktadanych wielkos$ci efektu: poziom istotnos$ci statystycznej o= 0,05; moc testu 0,8; hipotezy
dwustronne. Dla kazdej z badanych grup minimalng liczebno$¢ proby oszacowano na ok. 60
0sob.

Udokumentowang CCS w grupie badawczej definiowano jako stan po M1 i/lub po CABG
lub PCI (przezskorna angioplastyka wiencowa, ang. percutaneous coronary intervention)
potwierdzony w dokumentacji medycznej danego uczestnika badania. U kazdego z pacjentow
bez CCS w wywiadzie wykonano — w zalezno$ci od wskazan klinicznych i poziomu ryzyka
sercowo-naczyniowego zgodnie z Owczesnymi wytycznymi Europejskiego Towarzystwa
Kardiologicznego — jedno z ponizszych badan nieinwazyjnych, celem wykluczenia obecnos$ci
istotnej CAD de novo. Kryterium przydziatu do grupy kontrolnej byt ujemny wynik jednego
Z ponizszych badan:

— angiotomografia tetnic wiencowych (indeks zwapnien < 400 wg Agatstona oraz brak

zwezen > 50%),

— scyntygrafia serca na biezni ruchomej z uzyciem radioizotopu Tc-99m-MIBI (ubytek
perfuzji < 7%),

— echokardiografia obcigzeniowa z zastosowaniem biezni ruchomej (wynik ujemny
klinicznie i echokardiograficznie; dodatni echokardiograficznie wynik badania byt
zdefiniowany jako wysitkowe pogorszenie kurczliwosci > 2 segmentow miegsnia lewe;j
komory),

— elektrokardiograficzna proba wysitkowa na biezni ruchomej (wynik ujemny klinicznie
i elektrokardiograficznie; dodatni elektrokardiograficznie wynik badania byt
zdefiniowany jako wysitkowe poziome lub skosne w dot obnizenie odcinka ST > Imm
mierzone w punktach potozonych 60-80 ms za punktem J i/lub uniesienie odcinka ST
> 1mm w odprowadzeniach bez zatamka Q).

Ponadto u wszystkich uczestnikow badania:

— pobrano krew zylng i oznaczono podstawowe parametry laboratoryjne: morfologia Krwi
z rozmazem, kreatynina z eGFR, sod, potas, CRP, TSH, ALT, lipidogram, przeciwciata
przeciwjadrowe i przeciwcytoplazmatyczne oraz OGTT,

— wykonano 12-odprowadzeniowe spoczynkowe EKG,

— wykonano przezklatkowe badanie echokardiograficzne celem wykluczenie funkcji

skurczowej lewej komory i istotnych wad zastawkowych,
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— przeprowadzono badanie podmiotowe i przedmiotowe oraz dokonano analizy
dokumentacji medycznej,

— zmierzono wzrost i wagg ciata (na podstawie ktorych wyliczano wartos¢ BMI),
cis$nienie tetnicze Krwi oraz czgsto$¢ rytmu serca.

Badania nieinwazyjne wykluczajace istotng CAD w grupie kontrolnej wykonano
w Klinice Choroby Wiencowej i Niewydolnosci Serca UJ CM (Krakowski Specjalistyczny
Szpital im. Jana Pawta I).

Oznaczenia biochemiczne wykonano w Osrodku Nowoczesnej Diagnostyki
laboratoryjnej Krakowskiego Specjalistycznego Szpitala im. Jana Pawta II. Poziom LDL-
cholesterolu w surowicy krwi wyliczono si¢ ze wzoru Friedewalda: LDL-cholesterol
= cholesterol catkowity — HDL-cholesterol — trojglicerydy/5.

Pomiaréw wzrostu [m] i wagi ciata [kg] dokonywano w czasie rekrutacji, postugujac
si¢ elektroniczng waga medyczng ze wzrostomierzem (WPT 100/200 OW, Radwag). Nastepnie
obliczano warto$¢ BMI wg uznanego wzoru: BMI = waga [kg] / wzrost [m]2. Cisnienie tetnicze
krwi [mmHg] wyliczano jako $rednig arytmetyczng z pomiaréw dokonywanych w czasie
rekrutacji (w pozycji siedzacej, dwukrotnie w odstgpie 15 min. na obu konczynach gérnych
— tetnicach ramiennych) oraz podczas drugiego pobrania krwi (wg analogicznego schematu) za
pomoca elektronicznego ci$nieniomierza medycznego (OMRON M7 Intelli IT). Zastosowano
mankiet o szeroko$ci co najmniej 2/3 obwodu ramienia, ktory zakladano 2-3 cm powyzej
zgiecia tokciowego. Czestos¢ akcji serca wyliczano na podstawie $redniej arytmetycznej
z zapisow spoczynkowego EKG wykonywanych w czasie rekrutacji oraz przy drugim pobraniu
krwi, postugujac si¢ aparatem EKG Mint v.07.102 (Aspel).

Za dodatni wywiad rodzinny w kierunku choréb sercowo-naczyniowych przyjeto
wystepowanie u krewnych I stopnia (rodzice, rodzenstwo, dzieci) CAD lub udaru moézgu
w przypadku kobiet < 65 r.z., a w przypadku mezczyzn < 55 r.z.

Dane dotyczace pacjentow gromadzono za pomocg bezposredniego wywiadu
z pacjentami, na podstawie analizy udostepnionej przez uczestnikow badania dokumentacji
medycznej, wynikow badan dodatkowych wykonanych podczas hospitalizacji, w ramach ktorej

zrekrutowano chorego oraz podczas badania podmiotowego pacjentow.
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4.1.2. Pobranie i zabezpieczanie prébek krwi zylnej od pacjentow do badan

molekularnych

U wszystkich zrekrutowanych uczestnikow badania (n = 140) pobrano i zabezpieczono
obwodowg krew zylng (7,50 ml) celem pdzniejszej analizy ekspresji miRNA i stezen cytokin
prozapalnych. Proces ten przeprowadzono dwukrotnie (ryc. 11.):

— w sezonie zimowym od stycznia do lutego (okres grzewczy o zaktadanej wysokiej
ekspozycji na zanieczyszczenie powietrza = zaktadane wyzsze dobowe stezenia PM2s),

— w sezonie letnim od czerwca do sierpnia (okres niskiej ekspozycji na zanieczyszczenie
powietrza = zaktadane nizsze dobowe stgzenia PMas).

Sredni czas pomiedzy pobraniem krwi w okresach zimowym i letnim wynosit 172 dni (+ 15
dni).

Okresy pobierania materiatu dobrano na podstawie analizy dobowych stezen PMazs
z dwoch lat poprzedzajacych rekrutacje uczestnikow badania (lata 2015 i 2016). Wykorzystano
dane pochodzace ze stacji monitoringu jakosci powietrza zlokalizowanej w dzielnicy
Krowodrza w Krakowie (Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska) [73].

Obwodowg krew zylng pobierano przy uzyciu standaryzowanego systemu proézniowego bez

antykoagulantu a nastgpnie rozdzielano w sposob:

— 5 ml krwi oddzielano bezposrednio do probowek do stabilizacji RNA (Cell-Free RNA
BCT CE firmy Streck, USA),

— 2,50 ml krwi umieszczano w odrebnych, standardowych i dostepnych komercyjnie
probowkach bez antykogulantu, ktore nastgpnie odwirowywano w procesie
standardowej laboratoryjnej procedury (10 min., 4 tys. obrotéw/min.). Uzyskang w ten
sposob surowice rozdzielono na 5 porcji (po 0,50 ml) i przechowywano w temp. -80°C.

Opisany proces przeprowadzono w Klinice Choroby Wiencowej i Niewydolnosci Serca U] CM

(Krakowski Specjalistyczny Szpital im. Jana Pawta II).

4.2. Czes¢ eksperymentalna pracy
4.2.1. I1zolacja monocytow z krwi zylnej zdrowych ochotnikéw

Zrédlem komorek do eksperymentu majacego na celu okreslenie wptywu PMos na
aktywno$¢ ludzkich monocytéw, byla obwodowa krew zylna pobrana od 3 zdrowych
ochotnikow. Miato to ograniczy¢ wpltyw rézni¢ migdzyosobniczych. Ochotnikéw wybrano

losowo sposrod zdrowych i niepalacych osob — personelu Kliniki Choroby Wiencowej

38



i Niewydolnosci Serca UJ CM (Krakowski Specjalistyczny Szpital im. Jana Pawta II). Po
uzyskaniu od kazdej z tych osob swiadomej zgody na udzial w badaniu, pobrano od nich do
probowek z antykoagulantem (cytrynianem sodu) po 7,50 ml obwodowej krwi zylne;j.
Nastepnie krew zylna cytrynianowa, po rozcienczeniu roztworem soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami w stosunku 1:1, zostala nawarstwiona na roztwor separujacy
Histopaque-1077 i poddana wirowaniu (30 min., 500 g) w celu uzyskania warstwy
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMCs, ang. peripheral blood mononuclear
cells). Ptywajacg warstwe PMBCs zebrano przez odessanie i przemyto dwukrotnie pozywka do
hodowli komérek RPMI (ang. Roswell Park Memorial Institute), stosujgc wirowanie (12 min.,
200 g) w celu zebrania osadu komorkowego. Nastepnie z PMBCs wyizolowano frakcje
monocytow za pomocg komercyjnego zestawu do magnetycznej selekcji negatywnej, zgodnie
z protokotem producenta (zestaw EasySep Human Monocytes Enrichment Kit, STEMCELL
Technologies Inc., Kanada). Czysto$§¢ monocytow oceniono metodg cytometrii przeptywowej,
stosujac barwienie CD14 1 CDI16 leukocytow CD45+. Jednocze$nie oceniano zywotno$é
komorek, stosujac bramkowanie z wykluczeniem barwnika. Caty proces przeprowadzono
w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej (IT Katedra Chorob Wewnetrznych
UJ CM).

4.2.2. Pobieranie pylu zawieszonego (PM2;s)

Probki czasteczek PM2s byly pobierane sezonowo (okres zimowy 1 letni) na filtrach
kwarcowych o $§rednicy 47 mm za pomoca dwoch niskoobjetosciowych probnikéw LVS-3
0 przeptywie 2,30 m*/h (Sven Leckel GmbH). Miejscem zbierania materiatu byt dach budynku
Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie (AGH),
ok. 20 m nad powierzchnig gruntu. Wydziat ten zlokalizowany jest w dzielnicy Krowodrza
w odlegtosci ok. 1 km na zachdd od centrum miasta (50°4'0.205"N 19°54'47.179"E) (ryc. 12.).
Pozwolito to na uzyskanie materialu reprezentacyjnego dla calego miasta. W poblizu tego
obszaru mieszkata rowniez wiekszo$¢ uczestnikow badania. Zwigksza to prawdopodobienstwo
rzeczywistego istnienia zakladanego zwiazku przyczynowo-skutkowego pomig¢dzy stezeniami
pobieranych probek PMzs a skutkami zdrowotnymi przewlekle narazanych mieszkancéw. Co
wiecej, w czgsci eksperymentalnej badania monocyty (pobrane od zdrowych ochotnikéw)
poddane byly ekspozycji na PM25 0 mozliwie zblizonym stezeniu i sktadzie chemicznym do
PM2 5 na jakie narazeni byli w tym czasie stali mieszancy Krakowa.

Probki PM2 s byty pobierane dwukrotnie: przez 50 dni w okresie letnim (czerwiec—lipiec
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2017 r.) oraz przez analogiczny okres 50 dni w sezonie zimowym (styczen—luty 2018 r.).
Lacznie zebrano 200 filtrow (100 par probek), co pozwolilo na uzyskanie wymaganej masy
suchego ekstraktu z PM2s do badan biologicznych (co najmniej 25 mg ekstraktu na kazdy

sezon) oraz na wykonanie zaplanowanych analiz dotyczacych sktadu chemicznego probek.

Rycina 12. Lokalizacja miejsca pobierania probek PMzs.

Zrédto: opracowanie wlasne.
Legenda: Czarny okrag — doktadna lokalizacja miejsca pobierania materiatu (budynek Wydziatu Fizyki
i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie, 50°4'0.205"N 19°54'47.179"E).

Skroty: PM2s — czasteczki state o srednicy 2,5 um (ang. particulate matter).

4.2.3. Ekstrakcja i przygotowanie probek PMz5 do badan biologicznych

Filtry przeznaczone do wuzyskania materialu do testow biologicznych zostaly
pofragmentowane na szklanej szalce Petriego na mniejsze czg¢éci w celu zwigkszenia
efektywnosci ekstrakcji 1 ulatwienia dostgpu rozpuszczalnika do calej powierzchni filtra.
W celu przeprowadzenia testow biologicznych z cze$ci probek filtracyjnych przygotowano
dwie probki suchej pozostatosci (suchego ekstraktu), odpowiednio dla okresu zimowego oraz
letniego. Probka reprezentujaca dany sezon zostata uzyskana przez potaczenie materiatu
uzyskanego z filtrow (zawierajacych zebrang frakcje¢ pytu PMa5) z okresu 50 dni — osobno dla
sezonu letniego 2017 r. i zimowego 2018 r. Kazda probke z filtrow poddano dwukrotnej

ekstrakcji (przy uzyciu 2 ml cykloheksanu i 3 ml dichlorometanu) za pomoca poziomej wirdwki
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(40 min., 50 obrotow/min.). Do badan ilosciowych wydajnosci procedury ekstrakcji
zastosowano wzorce wewngtrzne znakowane izotopowo, benzo[a]piren d12 oraz perylen d12.
Objetos¢ potaczonych ekstraktow (osobno potaczone ze sobg ekstrakty z probek letnich
i zimowych) zmniejszono nastepnie do 0,5 ml poprzez ich odparowanie w termobloku
(AccuBlock Digital Dry Bath Labnet, Woodbridge, USA), stosujgc delikatny strumien argonu
0 temp. 35°C. Nastepnie potaczone ekstrakty (osobno z probek zebranych w okresie letnim
I zimowym) umieszczono w dwodch uprzednio zwazonych fiolkach i ostatecznie odparowano
do sucha. Na podstawie r6znicy masy pustej fiolki i fiolki po odparowaniu ekstraktu, zostata
okreSlona doktadna masa uzyskanej suchej pozostalosci przeznaczonej do analiz
biologicznych. Masy suchych pozostatosci wyniosty odpowiednio 31,70 mg oraz 30,90 mg dla
okresow letniego i zimowego. Nastepnie tak uzyskane ekstrakty PM, s oceniono pod katem
obecnosci lipopolisacharydu (LPS), ktory jest potencjalnym aktywatorem monocytow.
Wykryty w ten sposob w probkach LPS zostal od razu usunigty za pomocg zestawu Pierce™
Chromogenic Endotoxin Quant Kit i zywicy do usuwania endotoksyn o duzej pojemnosci
(Thermo Scientific Pierce, UK) zgodnie z instrukcjami producenta. Uzyskane w ten sposob
ostateczne ekstrakty przechowywano w ciemnym szkle i zamrazarce do czasu wykorzystania
w badaniach biologicznych. Proces przeprowadzono na Wydziale Fizyki i Informatyki

Stosowanej AGH w Krakowie.

4.2.4. Analiza zmian ekspresji czasteczek miRNA i stezen cytokin prozapalnych

Analize molekularng przeprowadzono w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Genetyki
Klinicznej (II Katedra Choréb Wewnetrznych UJ CM).

4.2.4.1. Analiza zmian ekspresji czasteczek mMiRNA po ekspozycji ludzkich monocytow na
probki PMzs

Eksperyment polegajacy na inkubacji ludzkich monocytow z zawiesing PM2 5 0 znanym
sktadzie przeprowadzono w tryplikatach technicznych z trzema réznymi stezeniami PMzps,
oddzielnie dla pylu zebranego w sezonie zimowym i letnim (taczenie 6 eksperymentow).
Zastosowano seryjne rozcienczenie przygotowanego wczesniej preparatu PMzs w stezeniach
50 pug/ml, 10 pg/ml i 1 pg/ml. We wstepnym, kontrolnym eksperymencie sprawdzono

cytotoksycznos$¢ zawiesiny pytu przez oznaczenia dehydrogenazy mleczanowej (LDH, ang.
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lactate dehydrogenase) w zawiesinie z hodowli. Sprawdzono réwniez zywotno$¢ monocytow
W zawiesinie przy uzyciu cytometru przeptywowego.

Eksperyment dotyczacy ekspresji wybranych miRNA przeprowadzono na ptytkach
wielodotkowych do hodowli komorek. Zastosowano ludzkie monocyty w stezeniu 0,50
x 108/ml/dotek. Na podstawie analizy dostepnej literatury, ustalono 24-godzinny okres
inkubacji dla komorek, ktore ponownie zawieszono w pozywce RPMI uzupetnionej 10%
ptodowa surowicg bydleca (PAN-Biotech, Aidenbach, Niemcy). Nadsacze z hodowli byto
przechowywane po jego zamrozeniu w temp. -80°C. Catkowity RNA wyizolowano z surowicy
1 pozywki do hodowli komérkowych zebranych po stymulacji monocytow przy uzyciu
komercyjnego zestawu (mirVana™ PARIS™ RNA and Native Protein Purification Kit,
Invitrogen, Carlsbad, USA), a nastepnie poddano odwrotnej transkrypcji zgodnie z zaleceniami
producenta (TagMan™ Advanced miRNA c¢cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Profilowanie miRNA (754 rodzajow czasteczek miRNA) w pozywce do
hodowli komoérkowych przeprowadzono przy uzyciu paneli TagMan™ OpenArray™ Human
Advanced MicroRNA i systemu QuantStudio™ 12K Flex PCR (oba Thermo Fisher Scientific).
Sposrod wszystkich oznaczonych w eksperymencie na ludzkich monocytach miRNA wybrano
24 rodzaje czasteczek o zroznicowanej ekspresji. Nastepnie do badan okreslajacych zbieznosé
zmian ekspresji poszczegélnych wybranych miRNA w eksperymencie na komoérkach
z przewleklym narazeniem na PM2s U ludzi wykorzystano material zebrany od uczestnikow

badania (rozdz. 4.1.2. oraz 4.2.4.2.).

4.2.4.2. Analiza zmian ekspresji czasteczek miRNA w surowicy krwi pobranej od
uczestnikéw klinicznej czesci badania (przewlekle narazonych na PM25 mieszkancéw

Krakowa)

W ciaggu 7 dni od pobrania od uczestnikow badania (cze¢s¢ kliniczna) obwodowej krwi
zylnej do probowek do stabilizacji RNA przeprowadzono — zgodnie z zaleceniami producenta
(Streck) — izolacje¢ czasteczek MIRNA. lzolacje miRNA przeprowadzono przy uzyciu
komercyjnego zestawu (mirVana™ PARIS™ RNA and Native Protein Purification Kit,
Invitrogen, Carlsbad, USA) i poddano odwrotnej transkrypcji zgodnie z zaleceniami
producenta (TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Separacja magnetyczna czasteczek RNA pozwolita na minimalizacj¢ strat
miRNA spowodowanych preparatyka.
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Pomiary ekspresji 24 czasteczek mIRNA (wybranych podczas eksperymentu na
monocytach, rozdz. 4.2.4.1.) przeprowadzono przy uzyciu wykonanych na zamodwienie
macierzy TagMan™ o niskiej gestosci i ilosciowej reakcji fancuchowej polimerazy (Thermo

Fisher Scientific).

4.2.4.3. Analiza zmian stezen cytokin prozapalnych po ekspozycji ludzkich monocytéw na
probki PMzs oraz w surowicy krwi pobranej od uczestnikow cze$ci klinicznej badania

(przewlekle narazonych mieszkancow Krakowa)

Do pomiard6w  stezen  cytokin  prozapalnych  wykorzystano  technike
immunofluorymetryczng Lumineks z zastosowaniem typowego biopleksu Human
Inflammation Panel (14 czasteczek: TNF-a, IL-6, MMP-9, MMP-3, IL-8, MMP-1, CCL-2, IL-
1b, MMP-13, CCL-3, CCL-4, IL-1a, progranulina, IL-23). Pomiaréw dokonano — analogicznie
jak dla analizy zmian ekspresji miRNA — zarowno w preparacie ludzkich monocytow
(inkubowanych przez 24 godziny z zawiesing PM25 o znanym sktadzie i pochodzeniu), jak
I w surowicy krwi uzyskanej od uczestnikoéw czgsci klinicznej badania. Na podstawie wynikow
uzyskanych podczas analizy zmian ekspresji czasteczek miRNA w czeSci eksperymentalne;j
badania, przeprowadzono oceng zaktadanych zmian stgzen cytokin prozapalnych w zawiesinie
monocytéw z pozywka do hodowli komorkowej, ktore byty wczesniej poddane inkubacji

Z probkami PM2 5 0 stezeniu 50 pg/ml (rodz. 3.2.4.1 oraz 4.1.1).

4.2.5. Obserwacja ludzkich monocytéw (inkubowanych z proébkami PM25) za pomoca

transmisyjnego mikroskopu elektronowego

W celu udokumentowania fagocytozy czasteczek PMa2s przez monocyty a takze zmian
w morfologii tych komorek po ekspozycji na probki PMzs, izolowane uprzednio monocyty
(rozdz. 4.2.1.) poddano inkubacji analogicznie jak w przypadku eksperymentu dotyczacego
zmian stgzen cytokin prozapalnych (24-godzinny okres inkubacji z probkami PMzs o stezeniu
50 pg/ml, rozdz. 4.2.4.3.). Zastosowano probki PMzs z okresu zimowego z uwagi na
zaobserwowane wczesniej roznice w ekspresji miRNA (rozdz. 5.1.1.). Nastepie preparaty
z monocytami utrwalono standardowo w 2,50% aldehydzie glutarowym w 0,10-M buforze
kakodylowym (przez 2 godziny w temp. 20°C). W kolejnym etapie probki utrwalono w 1%
roztworze tetratlenku osmu (przez 1 godzing), a nastgpnie odwodniono poprzez przepuszczenie

przez szereg stopniowanych etanoli i zatopiono (celem bezpiecznego osadzenia probki)
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w dostepnym komercyjnie materiale epoksydowym PolyBed 812 w temp. 68°C. Ultracienkie
skrawki zebrano na 300-oczkowych siatkach wykonanych z miedzi, dodatkowo pokrytych folia
formvarowa. Do cigcia skrawkow zastosowano ultramikrotom Leica EM UC7. Przekroje
skontrastowano przy uzyciu octanu uranylu i cytrynianu otowiu, a nastepnie analizowano za
pomocag mikroskopu elektronowego JEOL JEM 2100HT (Jeol Ltd, Tokio, Japonia) przy
napigciu przyspieszajacym 80 kV. Proces ten przeprowadzono w Zaktadzie Biologii Komorki

(Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ).

4.2.6. Analiza skladu chemicznego zebranych prébek PM2s

W celu analizy sktadu chemicznego zebranych probek PMgzs (uzytego nastepnie
w eksperymencie na ludzkich monocytach) wykonano nastgpujace pomiary:
— ocena stezenia PMazs,
— analiza sktadu pierwiastkowego,
— analiza stezenia jonéw nieorganicznych,
— oznaczenie stezen wybranych PAHS,
— oznaczenie calkowitej zawartosci wegla z podzialem na wegiel pierwiastkowy

i organiczny.

Stezenia PM25s w zebranych probkach oznaczono metoda grawimetryczng zgodnie
z procedura PN-EN 123417 [132].

W sktad przeanalizowanych pierwiastkow wchodzity chlor (Cl), potas (K), wapn (Ca),
tytan (Ti), wanad (V), chrom (Cr), mangan (Mn), zelazo (Fe), nikiel (Ni), miedz (Cu), cynk
(Zn), brom (Br), stront (Sr), rubid (Rb), arsen (As) i otow (Pb). Stezenia pierwiastkow
w probkach PM2 s 0znaczono technikg spektrometrii fluorescencji rentgenowskiej z dyspersja
energii (EDXRF, ang. energy dispersive X-Ray fluorescence) z zastosowaniem lampy
rentgenowskiej chtodzonej wodg. Do detekcji promieniowania rentgenowskiego zastosowano
detektor Si(Li) chtodzony cieklym azotem.

Wsréd nieorganicznych aniondw i kationéw analizowano: séd (Na®), potas (K%),
magnez (Mg?"), wapn (Ca?*), amon (NH4"), azotan (NOs’), chlorek (CI) i siarczan (SO4).
Stezenia tych jonow oznaczano za pomocg izokratycznej chromatografii jonowej
z wykorzystaniu aparatu ICS-1100 (Thermo Scientific), wyposazonego w autosampler AS-DV
i kolumny jonowymienne [77] [18].

Oznaczenia stezen PAHS zostaty wykonane z wykorzystaniem techniki chromatografii

gazowe] potaczonej ze spektrometrig masowa za pomocg chromatografu gazowego Thermo
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Scientific GC Trace 1310 sprz¢zonego ze spektrometrem masowym z putapka jonowa ITQ 900.
Dane zostaly zebrane, przeanalizowane i przetworzone przy uzyciu oprogramowania
Xcalibur®.

Badania dotyczace zawartos$ci wegla w pobranych probkach obejmowaty analize wegla
pierwiastkowego i organicznego. Ilos¢ wegla pierwiastkowego oznaczono metoda transmisji
$wiatta na spektrofotometrze UV-VIS. Pomiary termooptyczne wegla organicznego i wegla
pierwiastkowego przeprowadzono za pomocg instrumentu SUNSET przy uzyciu protokotu
EUSAAR (ang. European Supersites for Atmospheric Aerosol Research) [77].

Proces analizy sktadu chemicznego zebranych probek PMps przeprowadzono na

Wyadziale Fizyki i Informatyki Stosowanej oraz Wydziale Energetyki i Paliw AGH w Krakowie.

4.3. Etyka

Kliniczna cz¢$¢ badania zostata przeprowadzona zgodnie z Deklaracja Helsinska.
Protokét badania zostat zatwierdzony przez Komisje Etyki UJ CM nr 122.6120.355.2016
2 19.12.2016 r. Kazdy uczestnik badania:

— zostal doktadnie poinformowany o istocie icelach projektu oraz o zakresie
bezposredniego udziatu jego osoby w badaniu,
— otrzymat petng informacje 0 tym, ze w kazdej chwili moze zrezygnowac¢ z udziatu

w projekcie bez podawania przyczyny,

— mial mozliwo$¢ zadawania pytan i omowienia z badaczem wszystkich watpliwosci
dotyczacych jego udziatu w projekcie,

— przedstawil pisemna, $wiadoma zgode przed wiaczeniem do badania,

— zostal poinformowany o sposobie przetwarzania danych osobowych zgodnie z art. 13

Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 z dnia 27 kwietnia

2016 r. w sprawie ochrony osob fizycznych w zwigzku z przetwarzaniem danych

osobowych,

— przed wiaczeniem do badania podpisat formularz pisemnej, §wiadomej zgody na

przetwarzanie danych osobowych.

4.4. Analiza statystyczna

Zmienne nominalne podsumowano w formie liczebnosci i odsetek. Zmienne ciggle

podsumowano jako $rednie z odchyleniami standardowymi lub mediang z pierwszym i trzecim
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kwartylem w zalezno$ci od normalnosci rozktadu z wyjatkiem wynikow poziomow ekspresji
mMiRNA, ktore kazdorazowo byty przedstawiane jako mediany i kwartyle w notacji 1073,

Roéznice pomiedzy pacjentami z CCS a grupg kontrolng analizowano za pomoca testu
t-Studenta lub testu Welcha, w zalezno$ci od rownosci wariancji dla zmiennych o rozktadzie
normalnym. Dla zmiennych cigglych o rozktadzie innym niz normalny zastosowano test
U Manna-Whitneya. Zmienne nominalne poréwnywano testem chi-kwadrat Pearsona lub
doktadnym testem Fishera, jesli 20% komorek miato oczekiwang liczbe mniejsza niz
5 (symulacja Monte Carlo dla testu Fishera przy uzyciu tabel o wymiarach wyzszych niz 2x2).

Réznice migdzy latem a zimg porownano — w zaleznosci od zgodno$ci rozktadu
zmiennych z rozktadem normalnym — za pomocg testu t-Studenta dla grup zaleznych lub testu
kolejnosci par Wilcoxona.

We wszystkich analizach przyjeto poziom istotnosci statystycznej o = 0,05.

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu R 4.0.4 (R Foundation for
Statistical Computing, Wieden, Austria, 2021). Do gromadzenia i opracowywania danych
wykorzystano program Exel (Microsoft Office 365).

Wybrane ryciny zostaly przygotowane z wykorzystaniem aplikacji BioRender
(https://app.biorender.com/).
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5. WYNIKI

5.1. Ocena zmian ekspresji miRNA i stezen cytokin prozapalnych w zawiesinie ludzkich

monocytéw inkubowanych z prébkami PMz;5 o znanym skladzie i pochodzeniu
5.1.1. Analiza zmian ekspresji czasteczek MIRNA po ekspozycji monocytow na PMz5

Poziom ekspresje miRNA obliczono ze wzoru 224 przy uzyciu matego jaderkowego
RNA (RNU-44) jako kontroli endogennej. Ekspozycja monocytéw na probki zebranego PM2 s
o stezeniu 50 pg/ml spowodowata zmiang poziomu ekspresji niektorych zbadanych czasteczek
miRNA.

Poréwnanie zawiesin z monocytami stymulowanymi probkami PMzs pobranymi
w okresie zimowym z komoérkami niestymulowanymi wykazato zwigkszony poziom ekspres;ji
nastepujacych rodzajow czasteczek MIRNA: miR-34c-5p, miR-101-3p, miR-494-3p,
miR-548d-5p, miR-223-5p, miR-130a-3p i miR-339-3p (ryc. 13.). Z kolei ekspresja czasteczek
miR-181d-5p i miR-1301-3p byla obnizona w zawiesinie z komorkami stymulowanymi pytem
zimowym (ryc. 13.).
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Rycina 13. Zmiana pozioméw ekspresji wybranych czasteczek miRNA w zawiesinie monocytow
poddanych ekspozycji na probki PMys pobrane w okresie zimowym w poréwnaniu z komérkami
niestymulowanymi.

Dane wyrazono jako mediang zmiany krotnosci (222<") poziomu ekspresji miRNA pomiedzy zawiesing
monocytow poddanych ekspozycji na probki PMs pobrane w okresie zimowym w pordéwnaniu
Z zawiesing monocytow niestymulowanych.

Znamienne statystycznie zwigkszenie poziomu ekspresji miRNA (zmiana krotnosci < 0,50; wartos¢
p < 0,05) zaznaczono na kolor ciemnoszary.

Znamienne statystycznie zmniejszenie poziomu ekspresji miRNA (zmiana krotnosci < 0,50; wartosé¢
p < 0,05) zaznaczono na kolor jasnoszary.

Uzyte testy statystyczne zostaly opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skroty: PMas — czasteczki state 0 §rednicy 2,5 um (ang. particulate matter).

W zawiesinie z monocytami stymulowanymi prébkami PM2s zebranymi w okresie
letnim (w poréwnaniu z komérkami niestymulowanymi) obserwowano zwigkszong ekspresje
5 czasteczek MIRNA: miR-132-3p, miR-151a-3p, miR-451a, miR-382-5p i miR-1-3p (ryc.
14.). Podczas gdy zmniejszong ekspresje — w zawiesinie z komorkami stymulowanymi pylem

letnim — wykryto tylko dla jednego rodzaju czasteczek — miR-190a-5p (ryc. 14.).
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Rycina 14. Zmiana pozioméw ekspresji wybranych czasteczek miRNA w zawiesinie monocytow
poddanych ekspozycji na probki PM2 s pobrane latem w poréwnaniu z komérkami niestymulowanymi.
Dane wyrazono jako mediang zmiany krotnosci (224") poziomu ekspresji miRNA pomigdzy zawiesing
monocytow poddanych ekspozycji na probki PM, s pobrane w okresie letnim w poréwnaniu z zawiesing
monocytéw niestymulowanych.

Znamienne statystycznie zwigkszenie poziomu ekspresji miRNA (zmiana krotnosci < 0,50; warto$¢
p < 0,05) zaznaczono na kolor ciemnoszary.

Znamienne statystycznie zmniejszenie poziomu ekspresji miRNA (zmiana krotnosci < 0,50; warto$é
p < 0,05) zaznaczono na kolor jasnoszary.

Uzyte testy statystyczne zostaly opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skroty: PMas — czasteczki state 0 $rednicy 2,5 um (ang. particulate matter).

Poréwnanie zawiesiny monocytow poddanych stymulacji probkami PMzs zebranymi
w okresie zimowym z zawiesing komorek poddanych ekspozycji probkami PM2s zebranymi
w okresie letnim wykazato zwickszong ekspresje 5 rodzajow mIiRNA: miR-34c-5p,
miR-101-3p, miR-21-3p, miR-25-3p i miR-1290 (ryc. 15.). Zmniejszona ekspresja byta
obserwowana w przypadku 3 czasteczek miRNA: miR-340-5p, miR-451a i miR-363-3p (ryc.
15)).
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Rycina 15. Zestawienie pozioméw ekspresji miRNA w zawiesinie z monocytami Stymulowanymi
probkami PM, s zebranymi w okresie zimowym oraz letnim.

Dane wyrazono jako mediang zmiany krotnosci (222<") poziomu ekspresji miRNA pomiedzy zawiesing
monocytow poddanych ekspozycji na probki PMs pobrane w okresie zimowym w pordéwnaniu
Z zawiesing monocytow niestymulowanych.

Znamienne statystycznie zwigkszenie poziomu ekspresji miRNA (zmiana krotnosci < 0,50; warto$¢
p < 0,05) zaznaczono na kolor ciemnoszary.

Znamienne statystycznie zmniejszenie poziomu ekspresji miRNA (zmiana krotnosci < 0,50;
warto$¢ p < 0,05) zaznaczono na kolor jasnoszary.

Uzyte testy statystyczne zostaty opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skréty: PMas — czgsteczki state 0 $rednicy 2,5 um (ang. particulate matter).

Dodatkowo zbadano profil czasteczek miRNA w pozywce do hodowli komoérkowej
monocytow po ekspozycji komorek na probki zebranego PM2s o stezeniu 10 pg/ml.
W zawiesinie zaobserwowano znamienny wzrost ekspresji 2 czgsteczek miR-101-3p oraz
miR-25-3p. W przeciwienstwie do tego, inkubacja ludzkich monocytow z probkami PMa;s

0 stezeniu 1 pg/ml nie indukowata istotnych zmian w ekspresji miRNA.

5.1.2. Analiza zmian stezenia cytokin prozapalnych po ekspozycji monocytéw na PMz2s

Na podstawie wynikéw uzyskanych dla oceny poziomu ekspresji czasteczek miRNA,
analiz¢ poziomow cytokin prozapalnych w zawiesinie monocytéw z pozywka do hodowli
komorkowej przeprowadzono dla inkubacji probkami PMa 5 o stezeniu 50 pg/ml (rodz. 3.2.4.1.
oraz 4.1.1.).

Poréwnanie zawiesiny Zzawierajgcej monocyty stymulowane probkami PMaps
pobranymi w okresie zimowym z zawiesing z komorkami niestymulowanymi nie wykazato

znamiennych réznic w rozktadzie stgzen poszczegdlnych cytokin prozapalnych (tab. 1.).
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Tabela 1. Analiza stgzen cytokin prozapalnych w zawiesinie monocytow poddanych ekspozycji na

probki PM2 s pobrane w okresie zimowym w porownaniu z komérkami niestymulowanymi.

Cytokina Kontrola (pg/ml) Pyl zimowy (pg/ml) Wartos¢ p
TNF-a 14,05 (5,45; 20,41) 12,93 (6,01; 20,41) 1,000
IL-6 41,73 (16,15; 113,50) 20,58 (17,63; 38,72) 0,900
MMP-9 3336,70 (514,05; 5840,20) 1805,72 (445,42; 3318,83) 0,657
MMP-3 276,39 (188.65; 295,64) 297.77 (287,08; 299,91) 0,390
IL-8 4945,40 (2419,20; 5688,00) 5303,20 (5185,08; 5572,47) 0,900
MMP-1 50,20 (30,18; 117,13) 51,61 (50,20; 88,87) 0,973
CCL-2 465,36 (222,23; 1391,40) 187,59 (123,37; 384,88) 0,390
IL-1b 10,97 (6,19; 20,81) 10,19 (6,19; 12,52) 0,973
MMP-13 69,27 (48,20; 69,32) 48,20 (48,20; 88,40) 1,000
CCL-3 334,68 (275,24; 343,43) 344,65 (340,95; 350,71) 0,390
CCL-4 341,54 (249,00; 1071,71) 328,93 (322,46; 821,93) 1,000
IL-1a 8,07 (5,94; 11,90) 8,07 (7,03; 11,45) 1,000
Progranulina 1104,21 (334,33; 2755,31) 647.08 (595,29; 1267,54) 1,000
IL-23 471,19 (289,64, 485,37) 492,44 (392,38; 513,61) 0,657

Dane wyrazono jako mediang + rozstep migdzykwartylowy st¢zenia danej cytokiny.

Przyjeto poziom istotno$ci statystycznej na poziomie o = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaty opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skroty: pg/ml — pikogramy/mililitr; p — poziom prawdopodobienstwa; PMys — czasteczki state
0 $rednicy 2,5 mikrometra (ang. particulate matter); TNF-a — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang.
tumor necrosis factor a); IL — interleukina (ang. interleukin); MMP — metaloproteinaza (ang. matrix
metallopeptidase); CCL — chemokina (ang. chemokine ligand).
Poro6wnanie zawiesiny zawierajagcej monocyty stymulowane probkami PMzs
pobranymi w okresie letnim z zawiesing z komorkami niestymulowanymi réwniez nie
wykazato znamiennych r6znic w rozktadzie stezen poszczegdlnych cytokin prozapalnych (tab.

2).

51



Tabela 2. Analiza stgzen cytokin prozapalnych w zawiesinie monocytéw poddanych ekspozycji na

probki PM, s pobrane w okresie letnim w porownaniu z komoérkami niestymulowanymi.

Cytokina Kontrola (pg/ml) Pyl letni (pg/ml) Wartos¢ p
TNF-a 14,05 (5,45; 20,41) 35,39 (31,83; 64,97) 0,188
IL-6 41,73 (16,15; 113,50) 29,49 (19,97; 32,47) 0,900
MMP-9 3336,70 (514,05; 5840,20) 12464,64 (7210,38; 13381,35) | 0,188
MMP-3 276,39 (188,65; 295,64) 321,29 (310,60; 329,84) 0,188
IL-8 4945,40 (2419,20; 5688,00) 5944,84 (5592,00; 6868,74) 0,390
MMP-1 50,20 (30,18; 117,13) 83,43 (55,82; 97,00) 0,900
CCL-2 465,36 (222,23; 1391,40) 1434,73 (1118,72; 1744,62) 0,390
IL-1b 10,97 (6,19; 20,81) 80,29 (16,71; 94,79) 0,390
MMP-13 69,27 (48,20; 69,32) 88,40 (69,27; 88,40) 0,499
CCL-3 334,68 (275,24; 343,43) 376,05 (361,33; 526,20) 0,188
CCL-4 341,54 (249,00; 1071,71) 513,14 (455,35; 1785,02) 0,657
IL-1a 8,07 (5,94; 11,90) 16,25 (13,69; 21,07) 0,188
Progranulina 1104,21 (334,33; 2755,31) 1964,59 (1843,44; 9807,22) 0,657
IL-23 471,19 (289,64; 485,37) 534,68 (492,44, 618,18) 0,188

Dane wyrazono jako mediang + rozst¢p miedzykwartylowy st¢zenia danej cytokiny.

Przyjeto poziom istotno$ci statystycznej na poziomie a = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaly opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skroty: pg/ml — pikogramy/mililitr; p — poziom prawdopodobienistwa; PMzs — czasteczki state
0 $rednicy 2,5 mikrometra (ang. particulate matter); TNF-o — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang.
tumor necrosis factor a); IL — interleukina (ang. interleukin); MMP — metaloproteinaza (ang. matrix
metallopeptidase); CCL — chemokina (ang. chemokine ligand).

Podobnie poroéwnanie zawiesin z monocytami stymulowanymi probkami PMoags
pobranymi w okresie zimowym oraz letnim nie wykazato istotnych réznic w rozktadzie stezen

poszczegolnych cytokin prozapalnych (tab. 3.).
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Tabela 3. Analiza stgzen cytokin prozapalnych w zawiesinie monocytéw poddanych ekspozycji na

probki PM, s pobrane w okresach zimowym oraz letnim.

Cytokina Pyt letni (pg/ml) Pyt zimowy (pg/ml) Wartos¢ p
TNF-a 35,39 (31,83; 64,97) 12,93 (6,01; 20,41) 0,188
IL-6 29,49 (19,97; 32,47) 20,58 (17,63; 38,72) 1,000
MMP-9 12464,64 (7210,38; 13381,35) | 1805,72 (445,42; 3318,83) 0,188
MMP-3 321,29 (310,60; 329,84) 297,77 (287,08; 299,91) 0,188
IL-8 5944,84 (5592,00; 6868,74) 5303,20 (5185,08; 5572,47) 0,188
MMP-1 83,43 (55,82; 97,00) 51,61 (50,20; 88,87) 0,657
CCL-2 1434,73 (1118,72; 1744.62) 187,59 (123,37; 384,88) 0,188
IL-1b 80,29 (16,71; 94,79) 10,19 (6,19; 12,52) 0,188
MMP-13 88,40 (69,27; 88,40) 48,20 (48,20; 88,40) 0,613
CCL-3 376,05 (361,33; 526,20) 344,65 (340,95; 350,71) 0,188
CCL-4 513,14 (455,35; 1785,02) 328,93 (322,46; 821,93) 0,657
IL-1a 16,25 (13,69; 21,07) 8,07 (7,03; 11,45) 0,188
Progranulina | 1964.59 (1843,44; 9807,22) 647,08 (595,29; 1267,54) 0,188
IL-23 534,68 (492,44, 618,18) 492,44 (392,38; 513,61) 0,510

Dane wyrazono jako mediang + rozst¢p miedzykwartylowy st¢zenia danej cytokiny.

Przyjeto poziom istotno$ci statystycznej na poziomie a = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaly opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skroty: pg/ml — pikogramy/mililitr; p — poziom prawdopodobienistwa; PMzs — czasteczki state
0 $rednicy 2,5 mikrometra (ang. particulate matter); TNF-o — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang.
tumor necrosis factor a); IL — interleukina (ang. interleukin); MMP — metaloproteinaza (ang. matrix

metallopeptidase); CCL — chemokina (ang. chemokine ligand).

5.2. Ocena sezonowych zmian ekspresji miRNA i stezen cytokin prozapalnych wsrod
uczestnikéw badania (ocena przewleklego narazenia mieszkancéw Krakowa na PMzs)

— kliniczna cze¢$¢ badania
5.2.1. Charakterystyka badanej populacji

Charakterystyka demograficzna i kliniczna uczestnikow badania wraz z podziatem na
grupy zostala przedstawiona w tabeli nr 4. Wigkszo$¢ badanych pacjentéw mieszkata w

obszarze dokonywanych pomiarow PMas (ryc. 12.).
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Tabela 4. Charakterystyka demograficzna i kliniczna uczestnikow badania z podziatem na pacjentow

z CCS (grupa badawcza) i bez CCS (grupa kontrolna).

Grupa badawcza

Grupa kontrolna

Parametr (CCS) (bez CCS) Wartos¢ p
n=70 n=70

Wiek (lata)* 66,73 = 10,86 62,80 = 14,46 0,060
Ple¢ meska, n (%) 40 (57,14) 50 (71,42) 0,220
BMI (kg/m?)* 26,56 = 3,50 24,45+ 4,50 0,001
Czgsto$¢ rytmu serca (liczba/min.)* | 63,67 + 8,71 63,32+ 9,34 0,879
Skurczowe CTK (mmHg)* 126,03 + 14,12 121,75+ 10,9 0,190
Rozkurczowe CTK (mmHg)* 73,64+ 7,99 72,75+9,10 0,679
LDL (mmol/l)* 2,73+ 1,05 3,13+ 0,92 0,125
Tréjglicerydy (mmol/l)* 1,34 = 0,63 1,39 + 0,54 0,731
MI w wywiadzie, n (%) 8 (11,42) 0 0,140
PCI w wywiadzie, n (%) 67 (95,71) 0 < 0,001
CABG w wywiadzie, n (%) 2 (2,85) 0 0,900
Nadci$nienie tetnicze, n (%) 69 (98,57) 10 (14,28) < 0,001
Zaburzenia gospodarki lipidowej w
wywiadzie, n (%) 60 (85,71) 15 (21,42) < 0,001
Statyny, n (%) 69 (98,57) 14 (20) < 0,001
ACEIs, n (%) 69 (98,57) 8 (11,42) < 0,001
ARBs, n (%) 1(1,42) 2 (2,85) 0,950
B-blokery, n (%)

60 (85,71) 10 (14,28) < 0,001
CCBs, n (%) 66 (94,28) 9(12,85) < 0,001
Terapia p-ptytkowa, n (%)

69 (98,57) 0 < 0,001
Dodatni wywiad rodzinny w
kierunku choréb sercowo-
naczyniowych, n (%) 31 (44,28) 25 (35,70) 0,481
Okres statego pobytu w Krakowie

54,50 + 16,12 49,89 + 19,60 0,302

(lata)*

*Zmienne ciggle przedstawiono jako warto$ci srednie £ odchylenie standardowe.
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Zmienne nominalne wyrazono w postaci warto$ci bezwzglednych oraz odsetka (%).

Przyjeto poziom istotnos$ci statystycznej na poziomie a = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaly opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skréty: n — liczebnos¢ populacji; p — poziom prawdopodobienstwa; CCS — przewlekly zespot wiencowy
(ang. chronic coronary syndrome); BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index); CTK — ci$nienie
tetnicze krwi; LDL — lipoproteina o niskiej gestosci (LDL, ang. low-density lipoprotein); MI — zawat
serca (ang. myocardial infarction); PCI — przezskorna angioplastyka wiencowa (ang. percutaneous
coronary intervention); CABG — pomostowanie aortalno-wiencowe (ang. coronary artery bypass
grafting); ACEIs — inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin-converting enzyme
inhibitors); ARBs — antagonisci konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin receptor blockers); CCBs

— blokery kanatu wapniowego (ang. calcium channel blockers).

Drugie pobranie krwi nie bylo mozliwe jedynie u 3 osob, powodami tego faktu byty:
zgon, odmowa udziatu w dalszej czg$ci badania oraz utrata kontaktu (uczestnik zmienit adres
zamieszkania oraz nie odbierat telefonu). Badane grupy (badawcza z CCS i kontrolna bez CCS)
byty zblizone pod wzgledem wieku, ptci, BMI, czestos¢ rytmu serca, ci$nienia tetniczego krwi,
poziomu LDL-cholesterolu, trojglicerydéw oraz obecno$ci dodatniego wywiadu rodzinnego
(tab. 4.). Obydwie badane grupy nie roznity si¢ takze istotnie w zakresie $redniego czasu
statego zamieszkania w Krakowie — odpowiednio 55 lat dla pacjentow z CCS i 50 lat dla oséb
bez CCS (tab. 4.). W obu grupach usrednione warto$ci ci$nienia t¢tniczego krwi miescity sie
w granicach obowigzujacej normy, co §wiadczy o skutecznym leczeniu hipotensyjnym w catej
badanej populacji [1]. Z kolei w przypadku $rednich stezen LDL-cholesterolu zaréwno
w grupie badawczej jak i w grupie kontrolnej wartosci te byly przekroczone (tab. 4.) [1].
Wigkszos¢ o0s6b z grupy badawczej (z CCS) miata w wywiadzie PCI, dzigki czemu
zaawansowana CCS zostata u tych osob udowodniona (tab. 4.). Ponadto w grupie badawczej —
W poroéwnaniu z pacjentami bez CCS — istotnie cze$ciej w wywiadzie wystepowaty nadci$nienie
tetnicze oraz zaburzenia gospodarki lipidowej (tab. 4.). Co wigcej znamiennie czgsciej osoby
z CCS byly w trakcie farmakoterapii lekami stosowanymi w leczeniu chorob uktad krazenia.
Wigkszo$¢ z nich przyjmowalo co najmniej jednej z nastepujacych lekéw: inhibitory
konwertazy angiotensyny, p-blokery, blokery kanalu wapniowego, statyny oraz leki
p-ptytkowe (tab. 4). Lokalizacja Kliniki Choroby Wiencowej i Niewydolnosci Serca U] CM

jest bliska miejscu pobierania probek PM2 5 (ta sama dzielnica Krakowa — Krowodrza).
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5.2.2. Analiza sezonowych zmian ekspresji miRNA w badanej populacji

Czg$¢ wykrytych — w surowicy krwi uczestnikow badania — czasteczek miRNA
pokrywalo si¢ z tymi rodzajami miRNA, ktore zostaty oznaczone w pozywce do hodowli
komorkowej otrzymanej po stymulacji ludzkich monocytéw probkami PM2s (rozdz. 4.1.1.).
Do tych miRNA nalezato pi¢¢ czasteczek: miR-101-3p, miR-223-5p, miR-25-3p, miR-34c-5p,
miR-382-5p (tab. 5.16.).

W  probkach surowicy krwi pobranych od pacjentow w sezonie zimowym
— W porownaniu z prébkami pobranymi w okresie letnim — obserwowano zwigkszony poziom
ekspresji nastepujacych rodzajow miRNA: miR-101-3p, miR-34c-5p, miR-223-5p
I miR-25-3p (tab. 5.). Zwickszona ekspresja miR-382-5p byla z kolei obecna w probkach
surowicy pobranych latem (tab. 5.).

Tabela 5. Analiza pomiarow ekspresji miRNA w catej populacji badawczej (n = 140) z podziatem na

probki surowicy krwi pobierane w okresach zimowym oraz letnim.

) Okres zimowy [x107] Okres letni [x10?]
MiRNA Wartos$é p
n =140 n =140
101-3p 55,36 (39,27; 91,68) 38,55 (23,72; 78,23) 0,008
34¢-5p 50,29 (32,63; 91,83) 0,25 (0; 2,49) < 0,001
223-5p 2223,76 (1143,39; 3671,97) 770,57(170,83; 1565,24) <0,001
25-3p 111,32 (63,24; 160,15) 90,00 (57,32; 134,62) 0,020
382-5p 1,25 (0,45; 6,25) 20,25 (10,75; 30,36) < 0,001

Dane wyrazono jako mediang =+ rozstep miedzykwartylowy wzglednej ekspresji miRNA obliczona przy
uzyciu wzoru 244t i miR-16-5p jako standardu wewnetrznego.

Przyjeto poziom istotno$ci statystycznej na poziomie o = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaty opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skroty: n — liczebnos$¢ populacji; p — poziom prawdopodobienstwa.

W probkach pobranych w okresie zimowym w grupie z CCS (w poréwnaniu z grupa
kontrolng bez CCS) obserwowano zwigkszong ekspresje nastepujgcych czgsteczek miRNA:
miR-101-3p, miR-34c¢-5, miR-223-5p i miR-25-3p (tab. 6.).

W probkach pobranych latem w grupie z CCS (w porownaniu z grupa kontrolng)
obserwowano zwigkszony poziom ekspresji jedynie dla czasteczki miR-34c-5p. Nie wykazano

znamiennych réznic w rozktadzie poziomow ekspresji pozostatych rodzajow miRNA (tab. 6.).
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Tabela 6. Analiza pomiarow ekspresji miRNA w probkach krwi pobranych od pacjentow w okresach

zimowym 1 letnim z uwzglednieniem podziatu uczestnikow badania na poszczeg6élne grupy: z CCS
(n=70) i bez CCS (n=70).

Okres zimowy Okres letni
Grupa Grupa Wartos¢ Grupa Grupa Wartos¢
) badawcza kontrolna p badawczaz | kontrolna p
MiRNA
z CCS [x109] bez CCS CCS[x10%] | bezCCS
n=70 [x10¥] n=70 [x1079]
n=70 n=70
33,80
79,17 (56,00; | 46,42 (36,72; 48,15 (21,29;
101-3p 0,001 (25,37; 0,360
112,01) 65,36) 82,81)
67,59)
52,14(30,22; 39,35 (20,44; 0,20 (0,25; 0,08 (0,00;
34c-5p 0,003 0,001
98,83) 78,54) 2,59) 1,76)
2761,36 1730,27 871,32 657,93
223-5p (1399,80; (919,81; 0,030 (177,69; (155,29; 0,300
5963,95) 2803,06) 1660,08) 1314,94)
122,60 84,67
84,82 (53,25; 0,020 90,78 (48,13;
25-3p (77,39; (65,20; 0,570
163,23) 172,65)
157,07) 113,13)
19,25
1,20 (0,15; 1,19 23,61 (11,14;
382-5p 0,770 (9,97; 0,640
6,15) (0,17;5,99) 31,02)
28,66)

Dane wyrazono jako mediang =+ rozstep miedzykwartylowy wzglednej ekspresji miRNA obliczona przy

uzyciu wzoru 224t i miR-16-5p jako standardu wewngtrznego.

Przyjeto poziom istotnos$ci statystycznej na poziomie a = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaty opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skréty: n — liczebnos¢ populacji; p — poziom prawdopodobienstwa; CCS — przewlekty zespot wiencowy

(ang. chronic coronary syndrome).

5.2.3. Analiza sezonowych zmian stezenia cytokin prozapalnych w badanej populacji

W probkach surowicy krwi pobranych u wszystkich uczestnikow badania obserwowano

wyzsze stezenie IL-8 i MMP-13 w okresie letnim w poréwnaniu z okresem zimowym (tab. 7.).

Poza tym nie wykryto znamiennych roznic w rozktadzie stezen cytokin prozapalnych pomiedzy

probkami krwi pobranymi w okresach zimowym i letnim (tab. 7.).
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Tabela 7. Poréwnanie stezen cytokin prozapalnych w catej populacja badawczej (n = 140) z podziatem

na probki pobierane w okresach zimowym oraz letnim.

) Okres zimowy (pg/ml) Okres letni (pg/ml)
Cytokina Wartos¢ p
n =140 n =140
TNF-o 9,40 (7,90; 10,90) 10,15 (8,65; 12,21) 0,352
IL-6 5,72 (4,20; 7,22) 5,72 (4,20; 6,97) 0,051
MMP-9 30397,09 (19000,83; 46474,49) | 32281,34 (19913,85; 45301,70) | 0,273
MMP-3 13910,96 (11164,94; 21503,35) | 17719,69 (11885,72; 27355,28) | 0,103
IL-8 14,88 (11,76; 19,53) 15,52 (11,76; 21,86) 0,033
MMP-1 4425,39 (2290,95; 5402,71) 5167,75 (2431,00; 7212,96) 0,197
CCL-2 396,86 (291,15; 548,03) 419,80 (328,47; 557,98) 0,647
IL-1b 7,40 (3,91; 9,08) 7,88 (4,35; 10,75) 0,238
MMP-13 176,80 (96,40; 270,83) 212,55 (96,40; 294,61) 0,031
CCL-3 433,17 (357,75; 479,37) 441,64 (394,68; 512,07) 0,957
CCL-4 698,40 (644,91; 787,51) 759,77 (670,57; 850,93) 0,434
IL-1a 27,37 (25,61; 32,49) 30,81 (23,81; 35,38) 0,084
Progranulina 44246,76 (35939,36; 48881,33) | 45189,71 (37453,20; 52703,69) | 0,846
IL-23 427,94 (334,56; 489,03) 397,06 (358,12; 489,03) 0,630

Dane wyrazono jako mediang + rozstep miedzykwartylowy stezenia danej cytokiny.

Przyjeto poziom istotno$ci statystycznej na poziomie o = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaty opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skréty: pg/ml — pikogramy/mililitr; p — poziom prawdopodobienstwa; PM. s — czasteczki state Srednicy

2,5 mikrometra (ang. particulate matter); TNF-o — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor

necrosis factor a); IL — interleukina (ang. interleukin); MMP — metaloproteinaza (ang. matrix

metallopeptidase); CCL — chemokina (ang. chemokine ligand).

Zaréwno w grupie badawczej (pacjenci z CCS) jak i kontrolnej (pacjenci bez CCS) nie

wykryto znamiennych roéznic w rozktadzie stezen cytokin prozapalnych pomiedzy probkami

krwi pobranymi w okresie zimowym i letnim (tab. 8.).
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Tabela 8. Poréwnanie stgzen cytokin prozapalnych u pacjentow z CCS (n = 70) i w grupie kontrolnej

(n=70) z uwzglednieniem okresu pobierania probek krwi od uczestnikow badania (zima/lato).

Grupa badawcza z CCS (pg/ml)

Grupa kontrolna bez CCS (pg/ml)

) n=70 n=70
Cytokina i _
Okres Okres letni | Wartos$¢ Okres Okres letni | Wartos¢
zimowy p zimowy p
9,96 (8,55; 10,52 (9,40; 9,02 (7,43; 9,02 (7,90;
TNF-a 0,167 0,908
10,90) 12,40) 10,62) 11,83)
6,22 (4,96; 5,72 (4,45; 5,21 (3,69; 5,21 (4,07;
IL-6 0,933 0,999
8,72) 7,72) 6,35) 5,97)
37159,46 35161,79 27746,89 25211,86
MMP-9 (22533,34; (31140,99; 0,994 (15444,24; (14694,40; | 0,949
53034,86) 50572,57) 40385,76) 33447,44)
13910,96 18292,82 13766,43 16626,63
MMP-3 (11692,60; (11812,21; 0,362 (9622,82; (11922,50; | 0,616
21165,56) 28958,05) 22248,23) 27075,26)
15,39
15,77 (12,16; 16,53 (11,09; 14,63 (11,49;
IL-8 0,968 (12,75; 0,782
19,96) 23,20) 19,28)
21,80)
4312,13 4638,48 4659,13 5370,62
MMP-1 (1839,77; (2387,10; 0,663 (2593,08; (2414,74; 0,963
5418,76) 7277,85) 5507,46) 7203,88)
407,90 422,77 394,43 383,67
CCL-2 (310,75; (332,78; 0,666 (263,06; (310,67; 0,998
495,91) 559,09) 596,95) 556,51)
7,40 (3,91; 7,88 (5,68; 7,40 (3,45; 7,40 (3,91;
IL-1b 0,740 0,998
9,08) 10,75) 10,75) 10,95)
229,71 176,80 212,55
176,80 (96,40;
MMP-13 246.47) (138,53; 0,453 (96,40; (72,06; 1,000
’ 278,95) 286,78) 310,27)
447,85 445,79 420,05 431,02
CCL-3 (356,40; (392,28; 0,737 (373,51; (394,66; 0,942
475,57) 517,28) 495,87) 494,13)
704,45 765,38 695,36 754,11
CCL-4 (644,91; (670,57; 0,278 (618,26; (667,40; 0,545
787,51) 850,93) 822,36) 853,48)
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29,96
27,37 (23,81; | 30,81 (23,81, 28,24 (25,61;
IL-1a 0,377 (23,81; 0,970
31,23) 37,40) 32,91)
34,35)
43467,80 45189,71 44882,22 44718,24
Progranul
) (38254,37; (36773,89; 0,470 (34477,04, (37514,93; | 0,999
ina
46512,07) 50873,36) 55640,79) 53094,82)
420,23 427,94 427,94 389,30
IL-23 (334,56; (365,95; 0,994 (318,75; (326,64; 0,976
489,03) 519,29) 477,64) 489,03)

Dane wyrazono jako mediang + rozstgp miedzykwartylowy stezenia danej cytokiny.

Przyjeto poziom istotno$ci statystycznej na poziomie o = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaty opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skréty: pg/ml — pikogramy/mililitr; p — poziom prawdopodobienstwa; PM. s — czasteczki state Srednicy

2,5 mikrometra (ang. particulate matter); TNF-o — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor

necrosis factor «); IL — interleukina (ang. interleukin); MMP — metaloproteinaza (ang. matrix

metallopeptidase); CCL — chemokina (ang. chemokine ligand); CCS — przewlekly zespot wienicowy

(ang. chronic coronary syndrome).

W probkach pobranych w okresie letnim obserwowano wyzsze stezenie MMP-9

w grupie badawczej (z CCS) w poroéwnaniu z grupg kontrolng (bez CCS) (tab. 9.). Poza tym

w probkach pobranych w okresie zimowym, jak i letnim nie wykryto znamiennych réznic

w rozkladzie stezen cytokin prozapalnych w grupie badawczej (z CCS) w poréwnaniu z grupa
kontrolng (bez CCS) (tab. 9.).
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Tabela 9. Poréwnanie stezen cytokin prozapalnych w probkach krwi pobranych od pacjentow

w okresach zimowym i letnim z uwzglednieniem podziatu uczestnikéw badania na poszczegdlne

grupy: z CCS (n = 70) i w grupie kontrolnej (n = 70).

Okres zimowy Wartos$¢ Okres letni Warto$¢
Grupa Grupa p Grupa Grupa p
) badawcza kontrolna badawcza kontrolna
Cytokina
zCCS bez CCS zCCS bez CCS
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
n=70 n=70 n=70 n=70
9,96 (8,55; | 9,02 (7,43; 10,52 (9,40; | 9,02 (7,90;
TNF-o 0,798 0,277
10,90) 10,62) 12,40) 11,83)
6,22 (4,96; | 5,21 (3,69; 5,72 (4,45; | 5,21 (4,07;
IL-6 0,225 0,274
8,72) 6,35) 7,72) 5,97)
37159,46 27746,89 35161,79 25211,86
MMP-9 (22533,34; | (15444,24; 0,145 (31140,99; | (14694,40; | 0,011
53034,86) 40385,76) 50572,57) 33447,44)
13910,96 13766,43 18292,82 16626,63
MMP-3 (11692,60; | (9622,82; 0,999 (11812,21; | (11922,50; | 0,994
21165,56) 22248,23) 28958,05) 27075,26)
15,77 16,53 15,39
14,63 (11,49;
IL-8 (12,16; 19.28) 0,956 (11,09; (12,75; 0,999
19,96) ’ 23,20) 21,80)
4312,13 4659,13 4638,48 5370,62
MMP-1 (1839,77; (2593,08; 0,698 (2387,10; (2414,74; 0,998
5418,76) 5507,46) 7277,85) 7203,88)
407,90 394,43 422,77 383,67
CCL-2 (310,75; (263,06; 0,999 (332,78; (310,67; 0,716
495,91) 596,95) 559,09) 556,51)
7,40 (3,91; | 7,40 (3,45; 7,88 (5,68; | 7,40(3,91;
IL-1b 0,999 0,923
9,08) 10,75) 10,75) 10,95)
176,80 176,80 229,71 212,55
MMP-13 (96,40; (96,40; 0,937 (138,53; (72,06; 0,917
246,47) 286,78) 278,95) 310,27)
447,85 420,05 445,79 431,02
CCL-3 (356,40; (373,51; 0,999 (392,28; (394,66; 0,976
475,57) 495,87) 517,28) 494,13)
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704,45 695,36 765,38 754,11
CCL-4 (644,91; (618,26; 0,998 (670,57; (667,40; 0,999
787,51) 822,36) 850,93) 853,48)
2737 30,81 29,96
28,24 (25,61;
IL-1a (23,81; 2.1 0,812 (23,81; (23,81; 0,949
31,23) 37,40) 34,35)
43467,80 | 4488222 45189,71 | 4471824
Progranulina | (38254,37; | (34477,04; | 0,944 (36773,89; | (37514,93; | 0,989
46512,07) | 55640,79) 50873,36) | 53094,82)
420,23 427,94 427,94 389,30
IL-23 (334,56; (318,75; 0,971 (365,95; (326,64; 0,713
489,03) 477,64) 519,29) 489,03)

Dane wyrazono jako mediang + rozst¢p miedzykwartylowy st¢zenia danej cytokiny.

Przyjeto poziom istotno$ci statystycznej na poziomie a = 0,05.

Uzyte testy statystyczne zostaty opisane w rozdziale 4.4. Analiza statystyczna.

Skroty: pg/ml — pikogramy/mililitr; p — poziom prawdopodobienstwa; PMy s — czasteczki state Srednicy
2,5 mikrometra (ang. particulate matter); TNF-o — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor
necrosis factor a); IL — interleukina (ang. interleukin); MMP — metaloproteinaza (ang. matrix
metallopeptidase); CCL — chemokina (ang. chemokine ligand); CCS — przewlekly zespot wienicowy

(ang. chronic coronary syndrome).

5.3. Obserwacja ludzkich monocytéw (inkubowanych z prébkami PM2s) za pomoca

transmisyjnego mikroskopu elektronowego

Zawiesing ludzkich monocytéw z pozywka do hodowli komoérkowej poddano dziataniu
probkami PM2 s w stezeniu 50 ug/ml (o znanym sktadzie i pochodzeniu), ktore zostaty pobrane
w okresie zimowym (rozdz. 4.2.2.). Przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego
zaobserwowano proces fagocytozy czasteczek PMzs przez monocyty, a takze zwigzane z tym
zmiany w ich wewnatrzkomorkowej morfologii (ryc. 16. i 17.). Ekspozycja monocytow na
dimetylosulfotlenek jako kontrol¢ nie wigzata si¢ z zadnymi uchwytnymi w mikroskopie

elektronowym skutkami biologicznymi.
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Rycina 16. Zaobserwowany w transmisyjnym mikroskopie elektronowym proces fagocytozy czasteczek
PM_ s (probki zebrane w okresie zimowym) przez ludzkie monocyty.

Legenda: Zdjecie po lewej stronie przedstawia btong komoérkowa monocytéw po ekspozycji na DMSO
(brak widocznej aktywnos$ci). Na zdjeciu po prawej stronie widoczne jest nagromadzenie czgsteczek
PM; 5 (czerwone strzatki) w btonie komdrkowej monocytéw co wskazuje na zjawisko fagocytozy tych
czasteczek przez monocyty.

Komoérki wysiano w gestosci 20 tys. komorek/studzienkg na membranach Thermanox
wysterylizowanych z uzyciem promieniowania ultrafioletowego (o dlugosci fali 100-280 nm) w
12-studzienkowych plytkach do hodowli komérkowych.

Skroty: PMys — czasteczki stale 0 S$rednicy 2,5 pum (ang. particulate matter); DMSO

— dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide); nm — nanometry.
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Rycina 17. Zaobserwowane w transmisyjnym mikroskopie elektronowym zmiany morfologii

-~

wewnatrzkomoérkowej ludzkich monocytéw po sfagocytowaniu czasteczek PMys (probki zebrane
w okresie zimowym).

Legenda: Zdjecia po lewej stronie (kontrola) obrazuja ekspozycje monocytdéw na DMSO, ktora nie
powoduje widocznych zmian struktur wewnatrzkomoérkowych. Na zdjgciach po prawej stronie
widoczna jest akumulacja endosomow/fagolizosomoéw (czerwone strzatki) w cytoplazmie monocytow
po sfagocytowaniu czgsteczek PMys.

Komorki wysiano w gestosci 20 tys. komorek/studzienk¢ na membranach Thermanox
wysterylizowanych z uzyciem promieniowania ultrafioletowego (o dlugoséci fali 100-280 nm)
w 12-studzienkowych plytkach do hodowli komorkowych.

Skroty: PMys — czasteczki stale 0 S$rednicy 2,5 um (ang. particulate matter); DMSO
— dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide); Mt — mitochondria; Nu — jadro komorkowe.
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5.4. Analiza sezonowych zmian skladu chemicznego zebranych w Krakowie probek PMz2s
5.4.1. Pomiar sezonowych zmian stezenia PM2s

W tabeli nr 10 przedstawiono — pochodzace z analizy grawimetrycznej — stezenia PMa;s
usrednione dla okreséw tygodniowych. W okresie pobierania probek $rednie stezenia PMazs
w powietrzu w Krakowie byly znamiennie wyzsze w okresie zimowym w pordéwnaniu
analogicznie dlugotrwajacym (50 dni) okresem latem (odpowiednio 47 + 24 pg/m® i 18 £5
ng/m?; p = 0,010).

Tabela 10. Stezenie PM2 s W probkach pytu pobranych w okresach tygodniowych w sezonach zimowym

i letnim.

Okres zimowy PM_s (ng/m?) Okres letni PM_s (ng/m?)
03.01-10.01.2018 34,32 05.06-12.06.2017 16,37
11.01-21.02.2018 34,81 13.06-21.06.2017 19,24
22.01-28.01.2018 86,26 22.06-29.06.2017 17,81
29.01-05.02.2018 31,12 30.06-07.07.2017 18,93
06.02-14.02.2018 59,36 08-15.07.2017 20,94
15.02-21.02.2018 45,39 16.07-23.07.2017 18,41

Dane wyrazono jako $rednia = odchylenie standardowe.
Skroty: PM2s — czasteczki pytu zawieszonego o $rednicy 2,5 um (ang. particulate matter), ug/m?

— mikrogram/metr sze$cienny.

5.4.2. Analiza skladu pierwiastkowego i pomiar sezonowych zmian stezenia wykrytych

pierwiastkow

W pobranych probkach PM2s zbadano (osobno dla okresu zimowego i letniego)
zawarto$¢ 16 pierwiastkow (tab. 11.). W sktad analizowanych pierwiastkow wchodzity: chlor
(CD), potas (K), wapn (Ca), tytan (Ti), wanad (V), chrom (Cr), mangan (Mn), zelazo (Fe), nikiel
(N1), miedz (Cu), cynk (Zn), brom (Br), stront (Sr), rubid (Rb), arsen (As) i olow (Pb).
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Tabela 11. Srednie stezenia wybranych pierwiastkow w analizowanej frakcji aerozoli atmosferycznych

PM25 z okresow zimowego i letniego.

Pierwiastek Stezenie (ng/m') Wskaznik Z/L*
Okres zimowy (Z) Okres letni (L)

Cl 1390 + 890 <pd nd

K 394 + 180** 654 + 410 0,60
Ca < pd 230 + 200 nd

Ti 15+5 17+3 0,87
Cr 6+1 8+3 0,76
Mn 13,11+ 4,50 9,92 +4,30 1,32
Fe 203 + 140 88 £45 2,30
Ni 3,62+ 1,10 2,84 + 0,60 1,30
Cu 8+5 511+2,50 1,55
Zn 107+ 70 46 £ 30 2,32
Br 17+10 3+1 5,55
Rb 1,90 £ 0,80 1,60 £0,40 1,23
Sr 3,85+£0,7 1,09 £0,40 3,79
Pb 26 £ 17 12+6 2,28

Dane wyrazono jako $rednia = odchylenie standardowe.

* Wskaznik Z/L (stosunek st¢zenia pierwiastka w zimie do stezenia latem) wyliczono ze $rednich stgzen.
** Wykryto tylko w jednej probce.

Skroty: PMas — czasteczki pytu zawieszonego o $rednicy 2,5 pm (ang. particulate matter), ng/m?

— nanogram/metr sze$cienny; < pd — ponizej progu detekcji; nd — nie dotyczy.

5.4.3. Analiza zawartosci joné6w nieorganicznych i pomiar sezonowych zmian stezenia

wybranych jonow

W pobranych probkach pylu zbadano stezenie 8 jonow. Wsrod nich znalazty sie: so6d
(Na"), potas (K*), magnez (Mg?*), wapn (Ca?*), amon (NH4"), azotan (NO3’), chlorek (CI)
i siarczan (SO4%). Srednie stezenia analizowanych jondéw uzyskane dla probek filtrow

pobranych w okresach letnim i zimowym przedstawia tabela nr 12.
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Tabela 12. Srednie stezenia wybranych jonéw w analizowanej frakcji aerozoli atmosferycznych PM;s

z okreséw zimowego i letniego.

Jon Stezenie (ng/m’) Wskaznik Z/L*
Okres zimowy (Z) Okres letni (L)

Li* 0,34 £0,17 0,01 £ 0,002 32
Na* 1700 + 300 240+ 34 7,22
NH* 5670 + 2700 1600 + 430 3,54
Mg?* 280+ 25 240 + 22 1,14
K* 280+ 74 150 + 20 1,80
Ca? 580 + 140 520 + 140 1,12
NOy 52+£12 50+ 25 1,04
NOz 5400 + 2600 502 + 160 11
SO4* 6328 + 2600 1593 + 1380 3,97
PO.* 2093 + 680 134 + 30 15,60
CI 2147 +1400 112 + 60 19

Dane wyrazono jako $rednia + odchylenie standardowe.

* Wskaznik Z/L (stosunek stezenia jonu w zimie do st¢zenia latem) wyliczono ze $rednich stgzen

Skroty: PMas — czasteczki pylu zawieszonego o $rednicy 2,5 pm (ang. particulate matter), ng/m®

— nanogram/metr szescienny.
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5.4.4. Analiza zawartosci okreSlonych PAHs i pomiar sezonowych zmian stezenia
wybranych weglowodorow

W pobranych proébkach PMg 5 zbadano st¢zenie 12 roznych PAHSs (ryc. 18.).
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Rycina 18. Wykres ramka-wasy przedstawiajaca $rednie stgzenia analizowanych PAHS w okresach
zimowym i letnim.
Dane wyrazono jako $rednia (ramki) + odchylenie standardowe (wasy).
Skroty: PAHs — wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne (ang. polycyclic aromatic
hydrocarbons); ng/m? — nanogram/metr szescienny.

5.4.5. Oznaczenie calkowitej zawartosci wegla z podzialem na wegiel pierwiastkowy

I organiczny

W pobranych probkach pytu oceniono takze (osobno dla okresu zimowego i letniego)
zawarto$¢ wegla pierwiastkowego (EC, ang. elemental carbon) i organicznego (OC, ang.
organic carbon) (tab. 13.).
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Tabela 13. Srednia zawarto$¢ wegla pierwiastkowego i organicznego w analizowanych probkach PMa s

z okreséw zimowego i letniego.

Stezenie (ng/m°)
Zawartos¢ wegla _ _ Wskaznik Z/L*
Okres zimowy (Z) Okres letni (L)
oC 19060 + 10000 4210 + 860 4,52
EC 2910 + 1300 690 £ 230 4,22

Dane wyrazono jako $rednia + odchylenie standardowe.

* Wskaznik Z/L (stosunek st¢zenia zwigzku wegla w zimie do st¢zenia latem) wyliczono ze $rednich
stezen.

Skroty: PM,s — czasteczki pylu zawieszonego o $rednicy 2,5 pum (ang. particulate matter); ng/m?
—nanogram/metr sze$cienny; OC — wegiel organiczny (ang. organic carbon); EC — wegiel

pierwiastkowy (ang. elemental carbon).
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6. DYSKUSJA

Wyniki licznych opublikowanych dotad badan wskazuja, ze zachowanie zdrowia zalezy
od wielu czynnikéw. Naleza do nich m.in. styl zycia, uwarunkowania genetyczne
i funkcjonowanie sytemu ochrony zdrowia. Coraz bardziej docenianym elementem jest takze
wplyw $rodowiska zewnetrznego, ze szczegdlnym uwzglednieniem Szeroko pojetego
zanieczyszczenia srodowiska naturalnego [133] [134]. Akcenty dotyczace promocji zdrowia
i profilaktyki chorob z obszaru medycznego, przenosza si¢ czgSciowo na przestrzen
gospodarczg i spoteczng, W tym takze dotyczgca jakoSci $rodowiska naturalnego. Jednak
podczas gdy nadal zwraca si¢ szczegdlng uwage na wtasciwa kontrole klinicznych czynnikow
ryzyka choréb cywilizacyjnych i zmiang stylu zycia, to czynniki §rodowiskowe, takie jak jakosc¢
powietrza, czesto sg wcigz ignorowane zaré6wno przez pracownikow ochrony zdrowia jak
i samych pacjentow. Dzieje si¢ tak pomimo tego, ze wpltyw zanieczyszczenia srodowiska (w
tym powietrza) na zdrowie cztowieka oraz zmiany klimatyczne sg z naukowego punktu
widzenia udowodnione i niepodwazalne.

Monocyty maja udokumentowany wplyw na rozne etapy aterogenezy, jednak ich
funkcja jako mediatora tego procesu u ludzi eksponowanych na zanieczyszczenie powietrza
pozostaje niejasna. Niewiele badan ocenialo zmiany ekspresji miRNA w odpowiedzi na
zanieczyszczenie srodowiska, a jeszcze mniej dotyczyto narazenia na PM, w tym PM 5 [121]
[122] [129] [131]. Podobnie wcigz zbyt mato jest analiz dotyczacych wptywu ekspresji
poszczegolnych rodzajow miRNA na aktywnos$¢ prozapalng i aterogenng monocytow [124]
[125] [128]. W niniejszej pracy wykazano, ze ekspozycja monocytéw krwi obwodowej na
sezonowo pobierane probki PMzs (o znanym skladzie chemicznym i pochodzeniu)
doprowadzita do istotnych zmian w poziomach ekspresji roznych czasteczek miRNA.
Wykazano istotne roéznice pomiedzy poziomami ekspresji wybranych czasteczek mMiRNA
w hodowli komorkowej po stymulacji PM2s zebranym w sezonie zimowym z poréwnaniu
z okresem letnim. Zmiana ekspresji tych samych rodzajow miRNA w zawiesinie monocytow
oraz w probkach surowicy krwi pobranej od mieszkancow Krakowa moze potencjalnie
wskazywa¢ na udzial monocytéw w produkcji czasteczek MiIRNA pod wplywem PMzs.
W surowicy krwi pobranej od pacjentow (stalych mieszkancow Krakowa) poziom ekspresji
kilku analizowanych czasteczek miRNA (miR-101-3p, miR-34c-5p, miR-223-5p, miR-25-3p)
byt istotnie wyzszy w okresie zimowym (kiedy stezenia PM2s byty zdecydowanie wigksze)

w poréwnaniu z sezonem letnim. Zaobserwowano jednak takze, ze niektore rodzaje miRNA
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majg poziom ekspresji znamiennie wyzszy w surowicy krwi pobranej w okresie letnim.
Dotyczylo to jednakze niewielu czgsteczek (miR-382-5p) i moze by¢ zwigzane z zaktocajagcym
wpltywem alergenéw (vide ponizej). Zeby wyeliminowaé wpltyw innego waznego czynnika
zaktocajacego, jaki moze stanowic¢ obecnos$¢ komorek bakterii lub ich fragmentow, w badanych
probkach PM2 s oceniono obecnos¢ LPS. Ta endotoksyna, bedaca koniecznym sktadnikiem
btony komorkowej bakterii jest takze potencjalnym aktywatorem monocytow (rozdz. 4.2.3.).
Wzrost poziomow ekspresji okreslonych czasteczek mIRNA (miR-101-3p, miR-34c-5,
miR-223-5p i MiR-25-3p) w okresie zimowym u pacjentow z CCS w poréwnaniu z grupa
kontrolng sugeruje, ze osoby z CCS sg bardziej podatne na negatywne skutki kliniczne
zanieczyszczenia powietrza. Jednak, aby udowodni¢ t¢ hipoteze, potrzebne sg kolejne badania.
Praca doktorska wskazata 4 potencjalne rodzaje miRNA (miR-101-3p, miR-34c-5p,
miR-223-5p i miR-25-3p) jako czasteczki biorgce udziat w odpowiedzi monocytoéw na PMa s —
wskutek zaréwno ekspozycji w eksperymencie na komorkach, jak i wskutek przewlektego
narazenia mieszkancéw Krakowa. Na podstawie analizy dostgpnych danych z literatury,
wybrano kilka szlakéw biologicznych wigzacych zwickszong ekspresje wymienionych
rodzajow miRNA z rozwojem stanu zapalnego i progresja miazdzycy. Dotyczg one m.in.
biosyntezy kwaséw tluszczowych, sygnalizacji p53, martwicy komoérek oraz potaczen
miedzykomorkowych (gt. ognisk przylegania i potaczen przylegajacych) (ryc. 19.) [135].
Polaczenia przylegajace sg waznymi strukturami subkomérkowymi odpowiedzialnymi
m.in. za potgczenia mi¢dzykomorkowe komorek srédbtonka naczyn. Badania opisujace wpltyw
zakazenia HIV (ludzki wirus nabytego niedoboru odpornosci, ang. human immunodeficiency
virus) na komorki srodbtonka ujawnity, 7e zwigkszona ekspresja
miR-101-3p moze powodowac obnizenie poziomu klaudyny-5 i VE-kadheryny, czyli biatek
regulujacych potaczenie przylegajace [136]. W innym badaniu powigzano obnizony poziom
VE-kadheryny z neowaskularyzacja, ktora zaburza integracje sasiadujacych komorek btony
wewngetrznej, co moze mie¢ znaczenie w patogenezie miazdzycy [137]. Eksperymentalnie
wykazano takze, ze ekspresja mi-R101-3p wptywa na kontrolg apoptozy i proliferacji komorek
srodbtonka [138]. Procesy te moga by¢ determinowane poprzez regulowanie dioksygenazy
tet-metylocytozyny 2, ktéra wplywa na wytwarzanie ROS 1 jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB, ang. nuclear factor kappa B) a takze moze indukowaé
dysfunkcj¢ $rodbtonka [139]. Wreszcie, miR-101-3p moze regulowaé poziom p53 — innego
kluczowego biatka w patogenezie nie tylko niektorych nowotworow, ale takze miazdzycy [140]
[141]. W modelu zwierzecym wykazano, ze obnizenie poziomu p53 w komorkach migsni

gladkich naczyn (VSMCs, ang. vascular smooth muscle cells) zwicksza tworzenie podosoméw
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i migracje komorek zapalnych, a takze przyspiesza rozwdj blaszki miazdzycowej [142]. Jednak
w innej obserwacji opisano ochronny wptyw biatka p53 na komorki §rodbtonka i ograniczanie
rozwoju miazdzycy poprzez hamowanie podzialu oraz nasilanie apoptozy monocytow
i makrofagow [143]. Wyjasnienie roli biatka p53 w patogenezie miazdzycy wymaga dalszych
badan.
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Rycina 19. Mozliwe szlaki powigzan pomig¢dzy aktywowanymi przez PM2s monocytami a rozwojem
zapalenia $rodbtonka i blaszki miazdzycowej (szczegdlowy opis w tekscie).

Zrédto: opracowanie wlasne.

Skréty: PMys — czasteczki pylu zawieszonego o érednicy 2,5 um (ang. particulate matter);
HMG-CoA-syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A; HDL-lipoproteina o wysokiej gestosci
(ang. high — density lipoprotein); LDL-lipoproteina o niskiej gestosci (LDL, ang. low-density
lipoprotein); IGF-1 — receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. insulin-like growth factor
1); PI3BK-AKT - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu i kinaza biatkowej AKT; VSMCs — komoérki migéni
gladkich naczyn (ang. vascular smooth muscle cells); TGF-p — transformujacy czynnik wzrostu beta
(ang. transforming growth factor B); NF-xB — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (ang.

nuclear factor kappa B).

Innym mozliwym powigzaniem pomigdzy ekspresja wybranych czasteczek miRNA
a rozwojem blaszki miazdzycowej moze by¢ sygnalizacja NOTCH, ktéra jest waznym
systemem komunikacji miedzykomorkowej w wigkszosci komorek zwierzecych. Bierze takze
udzial w kontroli proliferacji i réznicowania komorek. W blaszce miazdzycowej szlak

sygnatlowy NOTCH jest powigzany z podziatem makrofagow oraz funkcjami komorek
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srodbtonka [144] [145]. NOTCH moze sprzyjac progresji miazdzycy poprzez wpltyw na poziom
limfocytow Th i CDS8. Chociaz nie ma bezposrednich dowodéw na udziat poszczegdlnych
mIRNA w sygnalizacji NOTCH w miazdzycy, to eksperymenty na komorkach HeLa (linia
komorkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki macicy) wykazaty, ze miR-34c-5p moze
mie¢ bezposredni wptyw na szlak NOTCH 1 [146]. Ponadto inna analizowana w niniejszej
pracy doktorskiej czasteczka miRNA (miR-25-3p) moze modulowac sygnalizacjc NOTCH
w komorkach gwiazdzistych watroby poprzez wptyw na TGF-B. Zwigkszony poziom ekspresji
miR-25-3p hamuje zarowno TGF-f jak receptor typu 1 dla tej czasteczki (TGFBR1) [147].

W pracy doktorskiej wykazano zwigkszony poziom ekspresji miR-34c-5p w ludzkich
monocytach stymulowanych probkami PMzs zebranymi w okresie zimowym, a takze
w surowicy ludzkiej pobranej od uczestnikow badania w sezon zimowym. Udziat tych
czasteczek miRNA w rozwoju miazdzycy u ludzi nie byt jak dotad szerzej badany, ale w jednej
z dostgpnych, eksperymentalnych analiz w modelu zwierzgcym wykazano, ze poziom ekspresji
miR-34c byt zwigkszony w Scianie t¢tnic wskutek ich ostrego uszkodzenia. Jednym ze skutkow
zwigkszonej ekspresji miR-34c¢ bylo skrocenie przezycia i ograniczenie migracji VSMCs [148].
Mozliwe, ze podobne wyniki bedziecie mozna zaobserwowac¢ takze u ludzki.

Wykazano dotad, ze zwigkszona ekspresja czasteczek miR-25 jest zwigzana z wieloma
réznymi procesami na poziomie komorkowym, takimi jak r6znicowanie, proliferacja, migracja
I apoptoza komorek, odpowiedz na stres oksydacyjny i stan zapalny. miR-25 biorg udziat nie
tylko w rozwoju roznych stadiow miazdzycy, ale takze w patogenezie niedokrwienia migénia
sercowego i HF, przerostu lewej komory, cukrzycy, astmy oskrzelowej i chorob
neurodegeneracyjnych. Czasteczki MiR-25 sa rowniez dobrze opisanymi onkogennymi
rodzajami miRNA, odgrywajacymi wazng role w rozwoju wielu typéw nowotworow, w tym
mozgu, ptuc, piersi, jajnika, prostaty, tarczycy, przetyku, zotadka, jelita grubego oraz raka
watrobowokomorkowego [135] [123] [149].

Nalezy zauwazy¢, ze poszczegolne rodzaje miRNA moga wigza¢ i regulowaé duza
liczbe informacyjnego RNA (MRNA, ang. messenger RNA). Zmiana ekspresji pojedynczej
czasteczki miRNA moze mie¢ zatem roézny wplyw na poszczegoélne szlaki sygnalizacji
komorkowej w zalezno$ci od rodzaju tkanki [138]. Przyktadem takiego rodzaju miRNA
analizowanego w niniejszej pracy byta czasteczka miR-223-5p, ktorej poziom ekspresji byt
istotnie zwigkszony zarowno W zawiesinie ludzkich monocytéw poddanych ekspozycji na
probki PMzs pobrane w okresie zimowym, jak i w surowicy krwi pobranej od statych
mieszkancow Krakowa w sezonie zimowym. Co wigcej ekspresja miR-223-5p byta istotnie

wigksza u pacjentow z CCS (grupa badawcza) w poréwnaniu z osobami bez CCS (grupa
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kontrolna). Wykazano dotad zwigzek pomiedzy zwickszong ekspresjg czasteczek miR-223-5p
a uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym w modelu mysim [150]. W ciagu godziny od
ostrego niedokrwienia migsnia sercowego ekspresja miR-223-5p wzrosta ponad dwukrotnie.
Co ciekawe, pomimo ze zwickszona ekspresja czgsteczek miR-223-5p indukuje proces zapalny
1 martwice kardiomiocytow, t0 zwigzana jest rowniez z poprawg funkcji mi¢snia sercowego po
ostrym niedokrwieniu [150]. Poziom ekspresji czasteczek miR-223-5p badano réwniez
w komorkach mikrogleju u szczuréw w oparciu o model uszkodzenia rdzenia kregowego [151].
Ekspresja czasteczek miR-223-5p byla zwickszona w mikrogleju typu M1 i obnizona
w komoérkach typu M2. Komorki M1 1iM2 mikrogleju funkcjonalnie odpowiadaja
wspomnianym powyzej subpopulacjom monocytéw/makrofagéw. Hamowanie ekspresji
miR-223-5p in vitro ograniczato odpowiedz zapalng komoérek M1 — w tym syntaze tlenku azotu
(NOS, ang. nitric oxide synthase) — i nasilalo odpowiedz zapalng komoérek M2 mikrogleju.
Zmniejszenie poziomu ekspresji czasteczek MiR-223-5p hamowalo odpowiedZ zapalng
i podnosito poziom neureguliny-1 (NRG-1, ang. neuregulin 1) redukujac aktywno$¢ mikrogleju
I ograniczajac apoptoze neurondow [151]. Jak dotad nie udato si¢ ustali¢ znaczenia zwigkszonej
ekspresji tej konkretnej nici (5p) miR-223 w procesie aterogenezy. Przeglad aktualnego
pismiennictwa wykazal, ze ostatnie badania skupiaty si¢ przede wszystkim na zagadnieniu
globalnej ekspresji miR-223 lub samej nici 3p (miR-223-3p). Potencjalnym celem uchwytu
czasteczek miR-223 sg takze receptory zmiatajace klasy B typu I, ktore posrednicza
w wychwytywaniu lipoprotein 0 wysokiej gestosci (HDL, ang. high-density lipoprotein)
W watrobie, ale takze kontroluja poziom cholesterolu w osoczu poprzez endocytoze bogatych
w cholesterol lipoprotein o niskiej gestosci (LDL, ang. low-density lipoprotein). MiR-223
hamuja geny zaangazowane w synteze cholesterolu, takie jak sterol-C4-metylooksydaza
i syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A (HMG-CoA) [152] [153]. W innym
z badan eksperymentalnych wykazano, ze czasteczki miR-223 (wydzielane miedzy innymi
przez leukocyty krwi obwodowej) hamujg migracje i proliferacjc VSMCs, a takze nasilaja
apoptoze tych komoérek poprzez bezposredni wptyw na receptor insulinopodobnego czynnika
wzrostu 1 (IGF-1, ang. insulin-like growth factor 1) idalej na szlak sygnatowy kinazy
3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (PI3K-AKT) [154].

W patogenez¢ chorob uktadu sercowo-naczyniowego wywotanych przez
zanieczyszczenie powietrza sg zaangazowane CO najmniej 3 niezalezne procesy. Poza
bezposrednim wptywem poszczegbdlnych sktadnikow PM (zwlaszcza PM2s) i aktywacja uktadu
wspotczulnego (w tym zmniejszenie HRV i wzrost czestosci tachyarytmii komorowych, co

podnosi ryzyko nagtego zgonu sercowego) kluczowe znaczenie ma odpowiedz zapalna
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mediowana m.in. przez cytokiny prozapalne [155] [156] [157] [158] [159] [160] [161] [162]
[163] [164]. W opublikowanych dotad badaniach u osob przewlekle narazonych na
zanieczyszczenie powietrza obserwowano podwyzszone stezenie limfocytow, mastocytow
1 cytokin prozapalnych w tkance plucnej, a takze podwyzszone stezenie leukocytow
i trombocytow w kragzeniu ogdlnoustrojowym. Obserwowano ponadto wzrost poziomu
endoteliny-1, obnizenie stezenia Srodblonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS; ang. endothelial
nitric oxide synthase), wzrost stezenia cyklooksygenazy 2 (COX-2; ang. cyclooxygenase-2),
czynnika martwicy nowotworu o (TNF-a, ang. tumor necrosis factor ) i interleukiny 6 (IL-6,
ang. interleukin-6) w modelu mysim [159]. Narazenie na zanieczyszczenie powietrza zwigksza
réwniez krzepliwos$¢ krwi i liczbe trombocytow [160]. Wzrost liczby plytek we krwi krazacej
wynika zarowno bezposrednio z przewlektej ekspozycji na drobne czasteczki pytu
zawieszonego (PM2s i mniejsze) jak i posrednio z wptywu mediatorow stanu zapalnego
(uwolnionych z komorek uktadu odpornosciowego — zarowno w tkanki ptucnej jak 1 krwi
obwodowej — w tym monocytoéw i makrofagéw) aktywowanych na wskutek kontaktu ze statymi
i gazowymi sktadowymi zanieczyszczenia powietrza. Jak wspomniano we wstepie niniejszej
monografii, stan zapalny $rodbtonka jest waznym czynnikiem rozwoju blaszki miazdzycowe;j,
za$§ monocyty, jako jedne z kluczowych komoérek wptywajacych na ten proces, po Swojej
aktywacji wydzielaja liczne substancje, w tym cytokiny prozapalne. W zwigzku z tym — poza
badaniem ekspresji miRNA — dokonano takze analizy pozioméw wybranych cytokin zapalnych
— produkowanych przez monocyty. W przypadku wigkszosci z nich nie zaobserwowano jednak
istotnych roznic w rozktadzie stgzen pomigdzy okresami zimowym i letnim oraz pomigdzy
grupa badawczg (z CCS) i kontrolng (bez CCS). Brak znamiennych réznic poziomoéw cytokin
prozapalnych dotyczyt nie tylko surowicy krwi pobranej od staltych mieszkancow Krakowa, ale
takze zawiesiny ludzkich monocytéw poddanych ekspozycji na czasteczki PM2s. Wynika to
najpewniej ze zbyt matej liczebnosci proby przy stosunkowo duzym — wigkszym niz zatozony
podczas szacowania minimalnej liczebnos$¢ proby — rozrzucie stgzen poszczegdlnych cytokin.
Dotyczylo to zwtlaszcza czesci eksperymentalnej badania, w ktorej z uwagi na zakladang
migdzyosobniczg zmienno$¢ fenotypowa monocytéw, pobrano krew jedynie od 3 zdrowych
ochotnikow. Brak znamiennych ro6znic w stezeniach cytokin prozapalnych moze takze
$wiadczy¢ o obecno$ci innych niz zwigzane z tymi cytokinami szlakow metabolicznych
i endokrynnych, poprzez ktore aktywowane monocyty wptywaja na rozwoj stanu zapalnego
w Srodbtonku naczyniowym oraz progresje blaszki miazdzycowej. Ta interesujgca — rozna od
zaktadanej — obserwacja wymaga dalszych badan. W kolejnym planowanym — jako

bezposrednia kontynuacji omawianej pracy — projekcie dotyczacym innych komorek
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fagocytarnych — neutrofilow, okre$lenie minimalnej liczebnosci proby bedzie si¢ opierato na
doswiadczeniach uzyskanych w niniejszej analizie. W klinicznej cz¢éci badania (w analizie
przeprowadzonej dla wszystkich 140 pacjentow bez podziatu wzgledem Kryterium jakim byta
obecno$¢ CCS) obserwowano istotnie wyzsze stezenie IL-8 i MMP-13 w okresie letnim
W poréwnaniu z okresem zimowym. Ponadto w okresie letnim zaobserwowano znamiennie
wigkszy poziom MMP-9 w grupie badawczej (z CCS) w poréwnaniu z grupa kontrolng (bez
CCS). Obserwacja ta jest odwrotna od zatozen, w ktorych spodziewano si¢ wyzszego stezenia
cytokin prozapalnych w surowicy krwi pobranej od pacjentow w sezonie zimowym, z uwagi
na sktad i stgzenie PMy5 (vide ponizej). Moze to wynika¢ m.in. z obecnosci roznych alergenow
unoszacych si¢ w atmosferze, zwtaszcza pytkdw roslin, na ktore ludzie narazeni sg szczegolnie
w okresie wiosenno-letnim. Cho¢ pytki ro§lin maja przecigtnie wigksze rozmiary niz czasteczki
PM2s (ryc. 1.) to juz poszczegdlne biatka antygenowe wchodzace w sktad czasteczek pytku
roslinnego mogag osadza¢ si¢ na powierzchni PM i niezaleznie od antropogenicznych
sktadnikoéw zanieczyszczenia powietrza stymulowa¢ odpowiedz zapalng [20]. Spostrzezenia te
zostang wzigte pod uwage we wspomnianych planowanych dalszych badaniach nad wptywem
zanieczyszczenia powietrza na rozw¢j miazdzycy, bedacych kontynuacjg niniejszego projektu.

Najwazniejszym  zadaniem  komoérek — fagocytarnych — pozostaje  usuwanie
drobnoustrojow, wybranych ksenobiotykéw oraz zuzytych i uszkodzonych fragmentow
wlasnych tkanek. Cho¢ wiele komorek w organizmie cztowieka jest zdolnych do fagocytozy,
to w najwiekszym stopniu sg za to odpowiedzialne neutrofile i monocyty. Co wigcej, monocyty
— poza réznymi receptorami nieimmunologicznymi (przede wszystkim mannozowymi
i fosfolipidowymi) — posiadaja w btonie komorkowej receptory dla fragmentu Fc przeciwciat
klasy G (IgG, ang. immunoglobulin G) i sktadnika C3 dopeniacza. Dzigki temu sg zdolne do
fagocytozy immunologicznej, ktora jest znacznie wydajniejsza. Fagocytoza obejmuje Kilka
etapow, ktorych koncowym efektem jest zamkniecie otoczonej czasteczki wewnatrz
cytoplazmny w fagosomie, w ktérym po potaczeniu z lizosomem (powstanie fagolizosomu)
dochodzi do wewnatrzkomorkowej enzymatycznej degradacji pochtonietych substancji. Po
utworzeniu fagolizosomu wzmaga si¢ metabolizm komorki z aktywacja oksydazy NADPH
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase) i zwigkszonym zuzyciem tlenu.
Poza enzymami lizosomalnymi monocyty wyksztalcity takze inne mechanizmy
wewnatrzkomorkowego niszczenia drobnoustrojow i obcych czasteczek. Nalezy do nich przede
wszystkim uktad zwigzany z generowaniem ROS, dziatajacy zaréwno niezalezenie, jak
I zaleznie od mieloperoksydazy (MPO). W omawianej pracy doktorskiej aktywnosc¢

fagocytarna oraz zmiana morfologii wewnatrzkomoérkowej monocytoéw po ekspozycji na
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czasteczki PMy s zostata zaobserwowana w mikroskopie elektronowym (ryc. 16. i 17.). Zmiany
w komorkach obejmowaly wzmozong endocytoze w wyniku wytwarzania wypuktosci
makropinocytotycznych i fagocytarnych zamykajacych si¢ nad materialem fagocytarnym
(czasteczkami PMy5). Doprowadzito to w kolejnym etapie do szybkiej akumulacji endosoméw
i fagolizosoméw w cytoplazmie monocytow (ryc. 17.). Zmian takich nie zaobserwowano
w kontroli podczas inkubacji z dimetylosulfotlenkiem (DMSO, ang. dimethylsulfoxide).
Obserwacja ta moze potwierdzac jedna z hipotez postawionych w niniejszej pracy, mianowicie
ze czasteczki MIRNA wykryte w zawiesinie ludzkich monocytoéw (inkubowanych z probkami
PM25) pochodzity z aktywowanych w ten sposob monocytow. Ludzkie monocyty stanowig
wiec jedne z komorek wydzielajgcych miRNA i cytokiny prozapalne po kontakcie
zZ czasteczkami PM2 51 w zwigzku z tym mogg odgrywac wazng rolg w rozwoju stanu zapalnego
1 progresji miazdzycy u 0sOb narazanych na zanieczyszczenie powietrza.

Jak opisano we wstgpie, PM stanowi ztozong mieszaning nie tylko pierwotnych
czasteczek (gh. sadzy), ale takze wtornych czasteczek (np. réznych zwigzkow wegla
organicznego) i aerozoli zawierajacych m. in. siarczany i azotany. Te poszczeg6lne substancje
chemiczne moga oddzialywa¢ na organizm czlowieka (w tym leukocyty, tkanke ptucna
i Srodblonek naczyn krwionosnych) poprzez rézne mechanizmy, zaréwno posrednio, jak
bezposrednio. W celu doktadnego okreslenia sktadu i stezenia poszczegdlnych zwigzkdéw
w probkach PMgys (zebranych w Krakowie latem 2017 r. i zimg 2018 r.) przeprowadzono
kompleksows, wiclosktadnikowa charakterystyke probek PMas (tab. 11-14, ryc. 18.).
W pobranych w okresie zimowym probkach poza stezeniem PM2s przeanalizowano st¢zenia
16 pierwiastkow, 8 jondéw nieorganicznych, 12 PAHs oraz EC i OC. W probkach PMazs
zebranych w okresie zimowym $rednie stezenia PM2 s, niektorych pierwiastkow (Cl, Mn, Fe,
Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr i Pb), jonéw (S04%, NO,,, NOs,, NH4*, POs*, CI', Li*, K*, Na*, Ca?"
i Mg?*), okre$lonych PAHs (przede wszystkim benzo[a]pirenu, benzo[a]antracenu, benzo[b]-
i benzo[k]fluorantenu, indeno[1,2,3-cd]pirenu, pirenu i dibezno[a,h]antracenu) oraz EC i OC
byly wyzsze niz w probach pobranych w sezonie letnim. Udziat catkowitego wegla w masie
PM2s wyniost 27% w okresie letnim 47% w sezonie zimowym, przy czym frakcja weglowa
powstaje gtownie w wyniku spalania wegla | biomasy [18] [77] [72] [67]. Wszystko to moze to
thumaczy¢ zwigkszong ekspresje wybranych rodzajow miRNA (zarowno w eksperymencie jak
i czes$ci klinicznej badania) w okresie zimowym oraz zwigkszong aktywnos$¢ fagocytarng
monocytow (inkubowanych z probkami PMzs pobranymi w sezonie zimowym)
zaobserwowang w mikroskopie elektronowym.

Srednie stezenie PMzs dla probek pobranych w okresie letnim 2017 r. wynosito 18
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ng/m®, co odpowiada dobrej jakoéci powietrza obserwowanej w calym okresie pobierania
probek, czgsto obserwowanej o tej porze roku (tab. 11.). Natomiast w sezonie zimowym 2018
r. zaobserwowano spodziewang znacznie wigkszg zawarto$¢ frakcji PMas w lokalnej
atmosferze ze $rednimi warto$ciami stezenia PMas wynoszacymi 47 pg/m? (tab. 11.).
Wskazuje to na istotnie gorsza jako$¢ powietrza w okresie grzewczym w Krakowie
w kontek$cie przewleklego narazenia stalych mieszkancéw. Wartosci te istotnie przekraczaty
,bezpieczne” poziomy PMas okreslone przez WHO, EEA oraz zatwierdzonag przez polskie
ustawodawstwo Dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/50/WE (rozdz. 2.4.).
Dostepne dane literaturowe wskazujg, ze analizowane pierwiastki mogg uczestniczy¢
W rozwoju i progresji miazdzycy poprzez tworzenie reaktywnych form tlenu i azotu, ktore
nastepnie Wptywaja na ekspresje okreslonych genow (w tym miRNA) oraz zwigkszaja st¢zenie
cytokin, chemokin i innych mediatoréw stanu zapalnego, prowadzac w ten sposob do
uszkodzenia biatek, kwasow nukleinowych i lipidow [165] [166] [167] [20] [28]. St¢zenia
analizowanych pierwiastkow (w odniesieniu do ich sumy) wahaty si¢ od 1,09 (nie liczac Cl,
ktérego stezenie bylo ponizej progu detekcji dla zastosowanej metody) do 654 ng/m? latem
i od 1,90 do 1390 ng/m® (nie liczac Ca, ktorego stezenie bylo ponizej progu detekcji dla
zastosowanej metody) w probkach zimowych (tab. 12). Wskaznik zima/lato (Z/L) obliczony dla
kazdego analizowanego pierwiastka wahat si¢ od 0,60 (K) do 5,55 (Br). Stezenia nastgpujacych
pierwiastkow byly wyzsze w probkach zebranych zimg w poréwnaniu z okresem letnim: Cl,
Fe, Zn, Br, Sr i Pb. Stezenia K, Ca, Ti i Cr byly wyzsze w probach letnich niz zimowych.
Podobne stgzenia w okresach letnim i zimowym zaobserwowano dla pierwiastkéw Mn, Ni, Cu,
Rb. Gtownym zrodiem tych pierwiastkow moze by¢ pyt glebowy 1 powtérnie zawieszony pyt
uliczny [168]. Stezenie Fe, Zn, Pb, Sr w probkach zimowych byto ponad dwukrotnie wyzsze
niz w probkach zebranych w sezonie letnim. Zrédtem Pb i Br w okresie zimowym moze by¢
spalanie wegla [169]. Zima stezenie Br byto ponad 5-krotnie wyzsze niz latem. Dodatkowe
zrodio Br istnieje zimg. Latem st¢zenia Br 1 Pb oscylowaly wokét naturalnych pozioméw tych
pierwiastkow. Obecno$¢ zwickszonych poziomoéw Fe, Zn i Sr moze wskazywaé na udziat
spalania wegla [170]. Inne zrodto Fe i Zn stanowi przemyst stalowy (zaktad taki znajduje si¢
we wschodniej, przemystowej czesci Krakowa). Najbardziej prawdopodobnym zrédiem Cl
(0 znacznie wigkszym stgzeniu w probkach zimowych) jest utrzymanie chodnikéw i drog
w okresie zimowym (odladzanie), chociaz spalanie wegla i inne emisje komunalne rowniez
mogg wprowadza¢ Cl do lokalnej atmosfery [168] [171] [172]. K i Ca byly obecne glownie we
frakcji letniej PM2s. K jest wskaznikiem spalania biomasy. W zwigzku z tym zaobserwowano

wyzszg koncentracje tego pierwiastka w okresie zimowym (w sezonie letnim potas wykryto
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tylko w jednej probcee) (tab. 12) [18] [77].

Zmierzone stezenia SO42", NO3", NH4*, PO+, CI, Li* i Na* byly znacznie wyzsze zimg
niz latem (tab. 13.). Stosunek Z/L wahat si¢ dla tych jonow w przedziale od 3,54 do 32. Wysoka
koncentracja wymienionych jonoéw nieorganicznych w okresie zimowym wynika gtownie ze
spalania wegla kamiennego i1 brunatnego do produkcji energii, szczegdlnie intensywnego
w potudniowej Polsce (w samym Krakowie znajduje si¢ duza elektrocieptownia — rozdz. 2.4.).
Gléwnym antropogenicznym zrodtem NOs™ w otaczajagcym powietrzu jest spalanie paliw
kopalnych w pojazdach silnikowych oraz w procesach przemystowych, zwlaszcza
w energetyce. Zrodtem PO4> w okresie zimowym moze by¢ takze spalanie biomasy [18] [77].

Srednie stgzenia analizowanych PAHs byly, jak zaktadano, znacznie wyzsze W probach
PM25s pobranych w okresie zimowym (ryc. 18.). Jak wspomniano, dotyczylo to przede
wszystkim:  benzo[a]pirenu, benzo[a]antracenu, benzo[b]- i benzo[k]fluorantenu,
indeno[1,2,3-cd]pirenu, pirenu i dibezno[a,h]antracenu. Za gtéwne zrodta PAHs w Krakowie
uwaza si¢ zanieczyszczenia zwigzane z ruchem drogowym i dziatalno$cig przemystowa.
Dodatkowo sprzyjajace warunki meteorologiczne czesto wystepujace w Krakowie, szczeg6lnie
niska temperatura, mata predko$¢ wiatru i niska wilgotno$¢ wzgledna wymuszajg akumulacje
i adsorpcje zwigzkow organicznych na powierzchni PM [71]. Toksyczno$¢ PAHS jest zwigzana
m. in. z ré6znymi funkcjami receptora dla weglowodorow arylowych (AhR, ang. aryl
hydrocarbon receptor). Z uwagi na wielo$¢ aktywnosci transkrypcyjnej AhR istnieje pula
gendw (w tym takze miRNA), poprzez ktore jego ligandy moga wywotywaé rozne skutki
biologiczne, takie jak indukcja stanu zapalnego, dysfunkcja $rodbtonka, rozwdj komorek
piankowatych, wzrost gotowosci prozakrzepowej i zwigkszenie wewnatrzkomorkowego
stezenia jonow wapnia. Istnieje szereg dobrze udokumentowanych negatywnych skutkoéw
sercowo-naczyniowych zwigzanych z AhR, co podkresla wazng role tego receptora
W patogenezie chorob uktadu krazenia [173] [174] [175]. Specyficzne badania z PAHs na
modelach zwierzecych wskazujg bezposrednig kardiotoksycznos¢ benzo[a]pirenu, ktory moze
wywolywaé wzrost ciSnienia tetniczego i przyspiesza¢ rozwéj miazdzycy [175]. Co wazne,
negatywne oddziatywanie PAHs na uklad krgzenia nie jest ograniczone jedynie do
benzo[a]pirenu, bowiem podobny wplyw odnotowano réowniez dla pirenu i fenantrenu.
W jednej z analiz eksperymentalnych zidentyfikowano 8 rodzajow miRNA (przede wszystkim
mMiRNA-29b, miRNA-26a-1 oraz miRNA-122), ktore byly zwigzane ze specyficzng
odpowiedzig szlakow metabolicznymi — zwigzanych z genotoksyczno$cig — na ekspozycje na
benzo[a]piren. Wymienione czasteczki miRNA biorg udziat w regulacji cyklu komoérkowego,

sygnalizacji zwigzanej z apoptoza komorek oraz reakcji na procesy uszkodzenia i naprawy

79



DNA [176].

Wykazane w niniejszej pracy réznice sktadu chemicznego probek PMzs, zebranych
w okresach zimowym i letnim, sa zwigzane z r6znymi zroédtami emisji zanieczyszczania
powietrza w Krakowie. W ich ocenie szczegélnie wazne okazujg si¢ analizy izotopowe
rezerwuaru wegla obecnego we frakcjach PM, potaczone z obliczeniami bilansu izotopowego
I masowego [70]. Pozwalaja one na identyfikacj¢ gt. zrodet wegla (spalanie wegla kamiennego,
emisje biogeniczne w tym spalanie biomasy oraz emisje zwigzane z transportem) a takze
kwantyfikacje ich sezonowej zmiennosci. Dominujgce zrodla wegla w Krakowie stanowig
latem emisje biogeniczne oraz emisje zwigzane z ruchem drogowym (tgcznie 92,6%), za$ zimg
— niska emisja zwigzana ze spalaniem wegla (54,3%) [70]. Udziat Zrodet emisji dwutlenku
wegla (CO2) zwigzanych ze spalaniem wegla kamiennego latem wynosie zaledwie 7,2%
i prawdopodobnie dotyczy gt. zrodet przemystowych. Emisje komunikacyjne stanowig 40,3%,
za$ emisje biogeniczne 52,3%. Tak wysoki udziat wegla biogennego jest najprawdopodobniej
zwigzany z aktywnoscig biosfery (emisja lotnych zwigzkow organicznych), ktora pelni role
prekursora dla wtornych aerozoli organicznych. Podziat zrodet emisji zmienia si¢ w Krakowie
znacznie w okresie zimowym. Dominujgcym zrodtem frakcji weglowej PMas zimg staje si¢
spalaniec wegla (54,3%). Drugie co do wielkosci zrodto stanowig emisje biogeniczne
spowodowane gl. spalaniem biomasy (drewna i produktow drzewnych). Emisje z transportu
drogowego stanowig jedynie ok. 8,6% catkowitej frakcji weglowej PM2 s w okresie grzewczym
[70]. Dane te pokrywaja si¢ z Raportem KOBiZE, w ktorym wykazano, ze zasadniczym
zrodtem emisji PM2s W wymiarze krajowym sa zrodta zwigzane ze spalaniem paliw kopalnych
do produkcji energii (84% catkowitej emisji PM2s), w tym gltownie ze spalaniem wegla
kamiennego i drewna w gospodarstwach domowych (49%) — niska emisja [177] [178].

Przedstawione w ramach pracy doktorskiej badanie ma kilka ograniczen. Zadne badanie
epidemiologiczne nie moze udowodni¢ jednoznacznie zwigzku przyczynowo-skutkowego,
jednak zblizone wyniki badan prowadzonych w wielu miejscach o réznym klimacie
i warunkach meteorologicznych wyraznie sugeruja obecno$¢ takiego zwigzku pomigdzy
umieralno$cig a krotko- i dlugoterminowa ekspozycja na zanieczyszczenie powietrza [62] [66].
Biorac pod uwage ciagla zmienno$¢ przestrzenng i czasowq zanieczyszczenia powietrza (W tym
codzienne przemieszczanie si¢ pylow przez liczne zréznicowane lokalne mikrosrodowiska),
ocena narazenia zawsze bedzie podlegata réznym bledom pomiarowym. Wspomniana
zmienno$¢ stezen zanieczyszczenia powietrza powoduje, ze w przypadku duzej czesci
populacji miejskiej ocena narazenia oparta o st¢zenia typowe dla tla miejskiego moze

skutkowa¢ niedoszacowaniem wptywu PMzs na zdrowie. Uogoélnianie wynikow na inne
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populacji niz docelowa jest ograniczone, poniewaz zbadano jedynie grupe dtugoletnich
mieszkancow Krakowa, w Ktorym poziom zanieczyszczenia powietrza i jego sktad chemiczny
mogg si¢ 16zni¢ si¢ od innych srodowisk zaréwno duzych miast jak i w szczeg6lno$ci terenow
mniej zurbanizowanych. Dodatkowym problemem jest fakt, ze uczestnikow badania
zrekrutowano ws$rod pacjentow oddzialu szpitalnego o okreslonej charakterystyce
diagnostyczno-leczniczej (kardiologia). Byly to zatem w wigkszosci 0soby obcigzone
chorobami przewlektymi, w dodatku sprofilowanymi na te zwiazane z uktadem sercowo-
naczyniowym (szczegdlnie w grupie pacjentow z CCS). Z kolei monocyty do czgsci
eksperymentalnej badania uzyskano od o0séb zdrowych. Kryterium wylgczenia z czeSci
klinicznej badania byla cukrzyca, co — jak wspomniano — znacznie utrudnilo rekrutacje
populacji badawczej (pacjenci z CCS), z uwagi na to, ze stany te czg¢sto wspolistniejg. Az
u 20-30% chorych CCS towarzyszy cukrzyca, zas wsrod pozostatych 80-70% pacjentow
obserwuje si¢ czesto stany przedcukrzycowe takie jak nieprawidlowa glikemia na czczo
i nieprawidlowa tolerancja glukozy. Sama tylko cukrzyca az 2-krotnie zwigksza ryzyko
wystagpienia CAD [179] [180] [181] [182]. Z drugiej strony wykluczenie tak powszechnie
wystepujacej w Krajach rozwinietych choroby jaka stanowi cukrzyca, istotnie ogranicza
przenoszenie uzyskanych w badaniu wynikow na t¢ liczna i wazna klinicznie grupe pacjentow.

Cze$¢ Z ograniczen badania jest zwigzana z podejsciem eksperymentalnym opartym na
uproszczonym modelu, w ktorym wykorzystano przesiewowo pobrane probki krwi do oceny
odpowiedzi ludzkich monocytéw na ekspozycje PM2s. Pomimo zaobserwowanej ekspresji
niektorych analogicznych rodzajow mMIRNA w czesciach eksperymentalnej i klinicznej
badania, interpretacja tych wynikow jest bardziej skomplikowana u ludzi niz w warunkach in
vitro. Ograniczenie to podnoszone jest takze we wcze$niej cytowanych pracach. Po pierwsze
organizm cztowieka poddawany jest szeregowi roznych czynnikow wptywajacych nie tylko na
monocyty, ale takze na inne komoérki uktadu odpornosciowego. Po drugie, ludzie sg rowniez
narazeni na szereg alergenow unoszacych si¢ w atmosferze (przede wszystkim pytkoéw roslin),
gazowych zanieczyszczenia powietrza, roztoczy oraz inne mikroorganizmoéw, ktore moga
modyfikowa¢ poziom i rodzaj odpowiedzi immunologicznej atakze wptywac ilosciowo
1 jakosciowo na poziom ekspresji poszczegolnych rodzajow miRNA oraz na stgzenia cytokin
prozapalnych. Bioaerozole (np. endotoksyny, bakterie i ich fragmenty, wirusy, pyiki roslin czy
zarodniki grzybow) znajduja si¢ gtownie w frakeji wigkszych czasteczek PM, chociaz zarowno
LPS, jak i biatka antygenowe czasteczek pylku roslinnego mogg osadzaé si¢ takze na
powierzchni czasteczek PM2s [20]. Ponadto, cho¢ monocyty do czes$ci eksperymentalnej

badania pozyskano od zdrowych ochotnikéw (niebgdacych statymi mieszkancami Krakowa) to
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jednak bardzo trudno precyzyjnie okresli¢ wptyw zanieczyszczenia powietrza, na jakie byli
narazeni w swoim stalym miejscu zamieszkania oraz podczas okresowych pobytow
w Krakowie. Innymi stowy, pozyskane monocyty przed poddaniem ich ekspozycji na zebrane
probki PMzs nie byly pozbawione wczesniejszego — mniej lub bardziej dlugotrwalego —
wplywu zanieczyszczenia powietrza 0 niesprecyzowanym sktadzie. Badanie przeprowadzono
w taki sposob, zeby — na ile byto to mozliwe przy obecnych ograniczeniach metodologicznych
I organizacyjnych — wykluczy¢ lub przynajmniej istotnie ograniczy¢é wplyw czynnikow
zaktocajacych. Przede wszystkim dotyczyto to palenia tytoniu, zawodowego narazenia na pyty
oraz ostrych i przewlektych chorob zapalnych i autoimmunologicznych (w tym cukrzycy),
ktore moga zmienia¢ poziomy ekspresji wielu rodzajow MIRNA 1 stezenia cytokin
prozapalnych, niezaleznie od bezposredniego wptywu samego PMys (rozdz. 4.1.1.). MiRNA
sa czasteczkami specyficznymi tkankowo. Badanie makrofagéw i komodrek dendrytycznych
obecnych w blaszkach miazdzycowych byloby najpewniej bardziej reprezentatywne niz ocena
monocytow krwi krazacej. Jednak pozyskanie przyzyciowo wspomnianych, specyficznych
tkankowo komorek nie jest mozliwe z oczywistych wzgledow. Krew obwodowa stanowi
natomiast bezpieczny i stosunkowo tatwy do pozyskania materiat do badan. Co wigcej
w przytaczanych wczesniej publikacjach, stan zapalny i proces aterogenezy zostaty powigzane
przede wszystkim z leukocytami krwi obwodowej, nie mozna wigc bezposrednio porownac
tych modeli badawczych z wynikami potencjalnych eksperymentow z wykorzystaniem innych
rodzajow tkanek. Poza wymienionymi ograniczeniami, mozliwa jest takze nieprecyzyjna ocena
czasu i miejsca przewlektej ekspozycji na PMz s poszczegdlnych uczestnikow klinicznej czeséci
badania. Czg¢$ciowo nie sposob tego unikngé przy zatozonej metodologii badania oraz limitach
organizacyjnych i finansowych. Informacje dotyczace stalego pobytu w Krakowie zbierane
byty na podstawie wywiadu z pacjentami. Wywiad ten dotyczyt wielu lat wstecz i ograniczony
byl przez procesy pamigciowe tych osob. Trudny do oceny jest takze wplyw krotkoterminowe;
zmiany statego pobytu na przestrzeni lat. Moze to prowadzi¢ do niedoszacowania lub, co mniej
prawdopodobne, przeszacowania niektorych skutkéw zdrowotnych wynikajacych z narazenia
na zanieczyszczenie powietrza. Otwartym pozostaje pytanie czy i jak duzy moglo to miec
wplyw na zaktocenie uzyskanych w badaniu wynikow. PMo 5 zbierano tylko w jednej dzielnicy
Krakowa (Krowodrza). Zatozono w koniecznym uproszczeniu, ze pozwolito to na uzyskanie
materiatu reprezentacyjnego dla catego miasta (rodz. 4.2.2). Nalezy jednak bra¢ pod uwage, ze
stezenia PM>5 (jak i innych sktadowych zanieczyszczenia powietrza) prawdopodobnie roznig
si¢ w poszczegolnych lokalizacjach Krakowa. Wyzsze stgzenia PM2 s obserwuje si¢ zapewne

we wschodniej przemystowej czesci miasta, z drugiej strony nalezy uwzgledni¢ zaréwno
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krotko- jak i dlugoterminowe przemieszczanie si¢ mas powietrza (Wraz z zanieczyszczeniami)
w obrebie Krakowa i jego okolic. Trzeba tu takze zwrdci¢ uwagge na specyficzng lokalizacje
miasta otoczonego przez liczne miejscowosci obcigzajace Krakow tzw. niskg emis;ja,
szczegblnie w sezonie grzewczym.

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska wskazuje na negatywny zwigzek pomiedzy
stezeniem pytu zawieszonego PMa2s (stanowigcego gt. sktadnik zanieczyszczenie powietrza)
a zdrowiem ludzi (ryc. 20.). W monografii tej wskazano, ze ekspozycja ludzkich monocytéw
krwi obwodowej na czasteczki PM2s moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju stanu zapalnego, stresu
oksydacyjnego oraz miazdzycy (ryc. 20.). Wyniki pracy doktorskiej pozwolity przyblizy¢
mechanizmy lezace u podstaw ogolnoustrojowego wptywu PM2 5 na progresje chordb uktadu
krazenia oraz pokazaé, ze PMys moze by¢ istotnym czynnikiem zwiekszajacym ryzyko
sercowo-naczyniowe zarowno w wyniku ekspozycji krotkoterminowej, jak 1 przewlektego
narazenia. Niniejsze badanie poszerza takze wiedz¢ na temat epigenetyki i etiopatogenezy
CAD. Zmiana ekspresji niektorych czasteczek miRNA w monocytach w czesci
eksperymentalnej badania oraz sezonowe zmiany profilu miRNA w ludzkiej surowicy krwi
sugeruja, ze monocyty mogg bra¢ udziat w rozwoju miazdzycy takze w wyniku ekspozycji na
czasteczki PM2s (ryc. 20.). Jak wykazano w biezacej monografii, niektore miRNA moga
uczestniczy¢ w poszczegolnych etapach aterogenezy. Opisywane w pracy zmiany w ekspresji
miRNA mogg zmienia¢ si¢ w zaleznosci od skladu chemicznego PMazs, dlatego wyniki
uzyskane w biologicznej cz¢sci projektu poparto wielosktadnikowa charakterystyka zebranych
probek PMzs. Uznano, Zze odkrycia te moga stanowi¢ argument wskazujacy na potrzebe
prowadzenia kolejnych badan majacych na celu przyblizanie mechanizméw lezacych
u podstaw ogolnoustrojowego wpltywu zanieczyszczenia powietrza na uklad sercowo-
naczyniowy czlowieka. Jako kontynuacj¢ badania, w kolejnym etapie zaplanowano probe
okreslenia roli w tych procesach innych komoérek immunologicznych — w pierwszej kolejnosci
neutrofili, zuwagi na ich liczno§¢ w populacji leukocytow krwi obwodowej oraz duze
zdolnosci do fagocytozy. Rodzaje miRNA, wzgledem ktorych zaobserwowano istotng réznice
poziomdéw ekspresji w probkach pobranych zimg jedynie cze$ciowo pokrywaja sie
z czasteczkami miRNA, ktorych zwigzek wykazano dotad (zebrane dane literaturowe)
z procesem zapalnym, dysfunkcja $rodblonka i aterogeneza. Swiadczy¢ to moze o tym, ze
w patogenezie miazdzycy bierze udzial wigcej rodzajéw miRNA niz dotad sadzono.
Wyjasnienie tego fenomenu wymaga dalszych prospektywnych eksperymentdéw 1 obserwacji
poréwnawczych. Czasteczki miRNA moga stanowi¢ nowy cel terapeutyczny dla

proliferacyjnych chordb naczyniowych, takich jak miazdzyca rozwijajaca si¢ de novo,
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restenoza po PCI, waskulopatia po CABG, arteriopatia transplantacyjna czy udar mozgu.
U wszystkich uczestnikow klinicznej cze$ci badania ekspresja czasteczek miR-34c-5p
I MiR-223-5p byta istotnie wyzsza po ekspozycji na probki PM2 s zebrane w okresie zimowym.
Sugeruje to, ze moga one w przysztosci postuzy¢ jako potencjalne markery narazenia na
zanieczyszczenie powietrza, ktore jest waznym modyfikowalnym czynnikiem ryzyka chorob

uktadu sercowo-naczyniowego.

Pytowe zanieczyszczenie powietrza (PM, 5)

ﬂ ostra ekspozycja in vitro ﬂ przewlekta ekspozycja in vivo

™

/"

monocyty krwi obwodowej monocyty krwi obwodowej

|l l
G AT

zapalenie, stres oksydacyjny oraz

czgsteczki miRNA I:> migracja, proliferacja i <::| czgsteczki miRNA

P . :
roznicowanie komorek

-

miazdzyca
Rycina 20. Podsumowanie kluczowych etapéw oceny wpltywu zanieczyszczenia powietrza (PM2s) na
rozwdj blaszki miazdzycowej u ludzi, przeprowadzanych w niniejszej pracy.

Zrbdto: opracowanie wlasne.

Skroty: PMas — czasteczki pytu zawieszonego o $rednicy 2,5 um (ang. particulate matter); miRNA
— mikroRNA.
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7. WNIOSKI

1. Wykazano zwigkszong ekspresj¢ miRNA po stymulacji probkami PMzs zebranym
w sezonie zimowym dla czasteczek mIiR-34c-5p, miR-101-3p, miR-494-3p,
miR-548d-5p, miR-223-5p, miR-130a-3p i MiR-339-3p (w poréwnaniu z komoérkami
niestymulowanymi) oraz dla czgsteczek miR-34c-5p, miR-101-3p, miR-21-3p,
miR-25-3p 1 mMiR-1290 (w poréwnaniu ze stymulacja probkami PMgs zebranym
w okresie letnim). Wymienione rodzaje miRNA moga stanowig czes¢ odpowiedzi
uktadu odpornosciowego na kontakt z czasteczkami PM2s. Potencjalna rola tych
miRNA w procesach rozwoju zapalania i patogenezie miazdzycy — oceniona na
podstawie dostgpnej literatury (rozdz. 6.) — moze wskazywac takze na niekorzystny
wpltyw PM2s na zdrowie cztowieka, przy czym efekt ten jest wickszy pod wptywem
ekspozycji na probki zebrane w okresie zimowych, kiedy st¢zenie PM3 s bylo wyzsze
(vide ponizej pkt. 6.).

Nie zaobserwowano natomiast znamiennych roznic w rozkladzie stgzen cytokin
prozapalnych. Wynika to najpewniej ze zbyt matej liczebnosci proby przy stosunkowo
duzym — wigkszym niz zaktadano — rozrzucie st¢zen poszczegdlnych cytokin. Moze to
jednak roéwniez §wiadczy¢ o obecno$ci innych — niz zwigzane z tymi cytokinami —
szlakow metabolicznych 1 endokrynnych, poprzez ktore aktywowane monocyty
wplywaja na rozwdj stanu zapalnego w $rodblonku naczyniowym oraz progresje

blaszki miazdzycowej. Wymaga to dalszych badan w tym zakresie.

2. Wykazano zwigkszong ekspresje czasteczek miR-101-3p, miR-34c-5p, miR-223-5p
I miR-25-3p w probkach surowicy krwi pobranych od uczestnikow badania w okresie
zimowym. Moze to by¢ spowodowane gorsza jakoScia powietrza w sezonie zimowym
(W tym wyzszymi stezeniami PMzs), zwlaszcza ze koreluje to z wnioskami ptynacymi
w czesci eksperymentalnej badania (vide powyzej pkt. 1. oraz ponizej pkt. 6.).
Wykazano ponadto wyzsze stgzenie IL-8 i MMP-13 w probkach surowicy krwi
pobranych latem od statych mieszancow Krakowa (W poréwnaniu z okresem
zimowym), natomiast nie zaobserwowano wystepowania znamiennych rdznic
w rozktadzie stezen pozostalych analizowanych cytokin prozapalnych. Wynika to
najpewniej ze zbyt matej liczebnosci proby przy stosunkowo duzym — wigkszym niz

zaktadano — rozrzucie st¢zen poszczegolnych cytokin. Wyzsze stezania IL-8 | MMP-13
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w letnich probkach surowicy moga wynika¢ z obecno$ci roéznych alergenow
unoszacych si¢ w atmosferze, zwlaszcza pytkow roslin, na ktore ludzie narazeni sg

szczegdlnie w okresie wiosenno-letnim.

. Wykazano zwickszong ckspresje czasteczek miR-101-3p, miR-34c-5, miR-223-5p
I miR-25-3p w probkach surowicy krwi pobranych od 0sob z CCS w okresie zimowym
(W poréwnaniu z osobami bez CCS). Sugeruje to, ze osoby z CCS sg bardziej podatne

na negatywne skutki kliniczne zanieczyszczen powietrza.

. Wykazano powtarzalno$¢ czgsci wzorcow miRNA (miR-101-3p, miR-34c-5p,
miR-223-5p, miR-25-3p i miR-382-5p) — zwigzanych z procesem zapalnym i rozwojem
miazdzycy — zaréwno w eksperymencie jak i w klinicznej czeéci badania. Swiadczy to
0 udziale monocytéw w produkcji wymienionych rodzajow miRNA pod wptywem
PM2s. Zebrane dane z piSmiennictwa moga wskazywac na udzial tych czgsteczek

miRNA w szlakach molekularnych aterogenezy (rozdz. 6.).

Zaobserwowano w mikroskopie elektronowym wzmozong aktywno$¢ fagocytarng
monocytow W preparatach przygotowanych z zawiesiny komorek stymulowanych
probkami PMzs zebranymi w okresie zimowym w poréwnaniu z komoérkami
niestymulowanymi (brak uchwytnych zmian w morfologii monocytow) €O moze
$wiadczy o tym, ze czasteczki miRNA — ktorych wzrost ekspresji zaobserwowano
w okresie zimowym (vide powyzej pkt. 1-2.) — sg produkowane i wydzielane przez
monocyty.

Stezenia PM2s byly wyzsze w okresie zimowym w poréwnaniu z Sezonem letnim.
Dotyczylo to takze innych analizowanych sktadowych zanieczyszczenia powietrza:
pierwiastkow (Cl, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr i Pb), jonéw nieorganicznych (SO4?,
NO;, NOs,, NH4*, POs%, CI, Li* , K*, Na*, Ca** i Mg?), PAHs (przede wszystkim
benzo[a]pirenu, benzo[a]antracenu, benzo[b]- i benzo[k]fluorantenu,
indeno[1,2,3-cd]pirenu(vide powyzej pkt. 1. oraz ponizej pkt. 6.), pirenu
i dibezno[a,h]antracenu) oraz EC i OC. Pogorszenie jakoSci powietrza w sezonie
zimowym w Krakowie koreluje z wynikami uzyskanymi w oméwionych powyzej pkt.
1-3. oraz 5.
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9. SPIS TABEL

Tabela 1. Analiza stezen cytokin prozapalnych w zawiesinie monocytow
poddanych ekspozycji na probki PM2s pobrane w okresie zimowym

W porownaniu z komorkami niestymulowanymi.

Tabela 2. Analiza stezen cytokin prozapalnych w zawiesinie monocytow
poddanych ekspozycji na probki PMa s pobrane w okresie letnim w poréwnaniu

z komodrkami niestymulowanymi.

Tabela 3. Analiza stezen cytokin prozapalnych w zawiesinie monocytow
poddanych ekspozycji na probki PM» s pobrane w okresach zimowym oraz

letnim.

Tabela 4. Charakterystyka demograficzna i kliniczna uczestnikéw badania
Z podziatem na pacjentow z CCS (grupa badawcza) i bez CCS (grupa

kontrolna).

Tabela 5. Analiza pomiaréw ekspresji miRNA w catej populacji badawczej (n =
140) z podziatem na probki surowicy krwi pobierane w okresach zimowym

oraz letnim.

Tabela 6. Analiza pomiaréw ekspresji miRNA w probkach krwi pobranych od
pacjentdéw w okresach zimowym i letnim z uwzglednieniem podziatu
uczestnikoOw badania na poszczegdlne grupy: z CCS (n = 70) 1 bez CCS
(n=70).

Tabela 7. Porownanie stezen cytokin prozapalnych w catej populacja badawczej

(n = 140) z podziatem na probki pobierane w okresach zimowym oraz letnim.

Tabela 8. Porownanie stezen cytokin prozapalnych u pacjentow z CCS (n = 70)
1 w grupie kontrolnej (n = 70) z uwzglednieniem okresu pobierania probek krwi

od uczestnikow badania (zima/lato).
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Tabela 9. Porownanie stezen cytokin prozapalnych w probkach krwi pobranych
od pacjentow w okresach zimowym i letnim z uwzglednieniem podziatu
uczestnikow badania na poszczeg6lne grupy: z CCS (n = 70) i w grupie

kontrolnej (n = 70).
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11. STRESZCZENIE

Wstep

Ocenia si¢, ze zanieczyszczenia powietrza sg jednym z 10 najwazniejszych czynnikow
ryzyka zgonu na $wiecie. Krakow nalezy do najbardziej zanieczyszczonych miast w Europie
pod wzgledem st¢zenia czasteczek statych o érednicy 2,5 pum (PM2s) w powietrzu
atmosferycznym. Miazdzyca lezy u podstaw znacznej liczby chordob sercowo-naczyniowych
1 pozostaje jedna z gldwng przyczyn zachorowalnosci i umieralno$ci na catym $§wiecie.
Miazdzyca jest wieloczynnikowg, postepujaca choroba, ktorej istota jest stan zapalny
rozwijajacy si¢ w Scianie naczynia. Choroba niedokrwienna serca polega gt. na tworzeniu si¢
blaszek miazdzycowych w odcinkach nasierdziowych tetnic wiencowych. Istnieje coraz wigcej
dowodow na to, ze dlugotrwale narazenie na zanieczyszczenia powietrza (przede wszystkim
PM25) przyczynia si¢ do patogenezy miazdzycy i jej powiklan w tym choroby wiencowe;j.
Chociaz postulowane patomechanizmy dziatan niepozadanych zanieczyszczenia powietrza
obejmuja aktywacje odpowiedzi zapalnej, stres oksydacyjny, dysfunkcje $rodbtonka
i zaburzenia krzepnigcia, to doktadne mechanizmy prowadzace do rozwoju miazdzycy wcigz
pozostaja nieznane. Monocyty stanowa niejednorodng populacje komorek o réznych funkcjach,
fenotypach i lokalizacjach. Wykazano dotad, Zze monocyty biora udzialt w rozwoju miazdzycy,
zapalenia i angiogenezy. MikroRNA (miRNA) to mate, endogenne, niekodujace, jednoniciowe
czasteczki kwasu rybonukleinowego (ztozone zwykle z 21-23 nukleotydow), ktore odgrywaja
Znaczaca role w regulacji ekspresji gendéw na poziomie posttranskrypcyjnym. Nieprawidlowa
ekspresja miRNA zostala powigzana z wieloma procesami komorkowymi i1 szlakami
metabolicznymi biorgcymi udzial w patogenezie réznych chordb, w tym takze dotyczacych
uktadu sercowo-naczyniowego. Aktualne dane sugeruja, ze sygnalizacja z udziatem czasteczek
miRNA moze by¢ aktywna czgscia odpowiedzi komorkowej na rdzne substancje chemiczne,

w tym takze na PMzg.

Cele

Celem badania byta ocena wptywu naturalnej, dtugotrwalej, sezonowej (zima/lato)
ekspozycji mieszkancow Krakowa na zanieczyszczenie powietrza (szczegolnie PM2s). Ma to
odpowiedzie¢ na pytanie czy zaktadane wyzsze st¢zenia roznych sktadowych zanieczyszczenia
powietrza w okresie zimowym prowadzg do istotnych zmian ekspresji genéw (miRNA) i stezen

cytokin prozapalnych u stalych mieszkancow Krakowa i czy istnieja znamienne rdznice
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w ekspresji miRNA i poziomach cytokin prozapalnych pomiedzy osobami z przewlektymi
zespotami wiencowymi (CCS, ang. chronic coronary syndrome) i bez CCS — kliniczna czg$¢
badania. Oceniano takze ekspresj¢ wybranych rodzajow miRNA, stezen okreslonych cytokin
prozapalnych oraz aktywnosci i morfologii komoérek w zawiesinie ludzkich monocytow krwi
obwodowej po stymulacji probkami PM2s (o znanym sktadzie chemicznym i pochodzeniu)
zebranymi w Krakowie w okresach zimowym oraz letnim. Czg¢$¢ eksperymentalna badania —
po zestawianiu z wynikami klinicznej strony projektu — ma na celu przyblizy¢ potencjalng rolg

monocytow w rozwoju zapalenia srodbtonka 1 blaszki miazdzycowej pod wptywem PM3zs.

Material i metodyka

Czg$¢ kliniczng badania przeprowadzono jako prospektywne badanie kohortowe. Do
projektu wiaczono 140 statych mieszancow Krakowa, zrekrutowanych w latach 2017-2019
sposrod pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Choroby Wiencowej i Niewydolnosci Serca
UJ CM. Uczestnikéw badania podzielono na dwie grupy o rownej liczebnosci. Grupe badawcza
stanowili pacjenci z CCS (n = 70), za$ grupe kontrolng osoby bez CCS (n = 70). U wszystkich
uczestnikow badania pobrano obwodowg krew zylng (dwukrotnie w sezonach zimowym
i letnim), ktorg zabezpieczono do oceny pozioméw ekspresji wybranych rodzajoéw miRNA oraz
stezen okre§lonych cytokin prozapalnych. Zrodtem komoérek do eksperymentu, majacego na
celu okreslenie wptywu PM2 s na aktywnos¢ ludzkich monocytéw, byta obwodowa krew zylna
pobrana od 3 zdrowych ochotnikow. Probki PMzs byty pobierane sezonowo (okresy zimowy
i letni) na dachu budynku Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH (dzielnica Krakow
— Krowodrza). W celu przeprowadzenia eksperymentu (ocena poziomow ekspresji wybranych
rodzajow miRNA oraz stezen okreslonych cytokin prozapalnych w zawiesinie ludzkich
monocytow inkubowanych z probkami PMys) z czgéci probek przygotowano suchy ekstrakt,
odpowiednio dla okresow zimowego oraz letniego. W pozostalym materiale przeprowadzono
kompleksows, wielosktadnikowg charakterystyke sktadu i stezenia PM2s. W celu wykazania
aktywnosci fagocytarnej monocytow wzgledem czasteczek PM2 s przeprowadzono obserwacje
—w mikroskopie elektronowym — zmian morfologii komorek poddanych ekspozycji na zebrane
probki PMzs.

Wyniki
W badaniu wykazano wystepowanie istotnych roznic w rozktadzie pozioméw ekspres;ji
wybranych czasteczek miRNA po stymulacji ludzkich monocytéw probkami PMz s zebranym

w Krakowie w okresach zimowym i letnim oraz w poréwnaniu z komorkami
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niestymulowanymi. Wykazano takze istotnie zwickszong ekspresjc¢ miRNA (miR-101-3p,
miR-34c-5p, miR-223-5p i miR-25-3p) w probkach surowicy krwi pobranych od uczestnikow
badania w okresie zimowym w poréwnaniu z sezonem letnim. Wykazano zakladang
powtarzalno$¢ czesci wzorcoOw miRNA (miR-101-3p, miR-34c¢-5p, miR-223-5p, miR-25-3p
i miR-382-5p) — zwigzanych z procesem zapalnym i rozwojem miazdzycy — zaréwno
w eksperymencie jak i w klinicznej czg¢$ci badania. Moze to wskazywacé na udziat monocytow
w szlakach molekularnych aterogenezy pod wptywem PM>2s. W mikroskopie elektronowym
zaobserwowano  wzmozong aktywno$¢ fagocytarng monocytow ~w  preparatach
przygotowanych z zawiesiny komorek stymulowanych probkami PMa s zebranymi w okresie
zimowym, w poréwnaniu z komodrkami niestymulowanymi (brak uchwytnych zmian
w morfologii monocytow). Wykazano, ze stezenia PM2s byly wyzsze w okresie zimowym
W poréwnaniu z sezonem letnim. Dotyczylo to takze innych analizowanych sktadowych
zanieczyszczenia powietrza: pierwiastkow (Cl, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr i Pb), jonéw
nieorganicznych (SO4%, NO,, NOs, NHs", PO,*, CI, Li* , K* Na‘, Ca®* i Mg?%),
wielopierécieniowych weglowodorow aromatycznych (przede wszystkim benzo[a]pirenu,
benzo[a]antracenu, benzo[b]- i benzo[Kk]fluorantenu, indeno[1,2,3-cd]pirenu, pirenu

i dibezno[a,h]antracenu) oraz wegla pierwiastkowego i organicznego.

Whioski

Badanie wykazato negatywny zwigzek pomiedzy zanieczyszczeniem powietrza (PM2;s)
a zdrowiem ludzi. Wykazano, ze ekspozycja ludzkich monocytow krwi obwodowej na
czasteczki PM2s powoduje istotng zmiang ekspresji roznych rodzajow miRNA, ktore reguluja
liczne funkcje komorkowe 1 mogg przyczyniac si¢ do rozwoju miazdzycy oraz innych zaburzen
zwigzanych ze stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym oraz proliferacja i roznicowaniem
komorek. Zmiana ekspresji niektorych czasteczek miRNA w monocytach oraz sezonowe
zmiany profilu miRNA w ludzkiej surowicy krwi sugeruja, ze monocyty biorg udziat w rozwoju
miazdzycy w wyniku ekspozycji na czasteczki PMzs. Niektore z analizowanych rodzajow
miRNA moga stanowi¢ nowy cel terapeutyczny dla proliferacyjnych choréb naczyniowych
oraz shuzy¢ jako potencjalne markery narazenia na zanieczyszczenia powietrza. W badaniu

potwierdzono takze gorsza jakos¢ powietrza w Krakowie w sezonie grzewczym.

105



12. SUMMARY

Introduction

It is estimated that air pollution is among the top 10 risk factors for death in the world.
Cracow is one of the most polluted cities in Europe in terms of particulate matter 2.5 (PM2)
concentrations in the air. Atherosclerosis is implicated in the pathogenesis of numerous
cardiovascular diseases and remains among the leading causes of morbidity and mortality
worldwide. It is a multifactorial progressive disease characterized by inflammation of the vessel
wall. Coronary artery disease involves the formation of atherosclerotic plaques in epicardial
coronary arteries. There is growing evidence that long-term exposure to air pollutants (primarily
PM25) contributes to the pathogenesis of atherosclerosis and its complications, including
coronary artery disease. Although the postulated pathomechanisms of air pollution side effects
include inflammatory response, oxidative stress, endothelial dysfunction, and coagulation
disorders, the exact mechanisms leading to the development of atherosclerosis remain
unknown. Monocytes constitute a heterogeneous population of cells with different functions,
phenotypes, and locations. They have been shown to be involved in the development of
atherosclerosis, inflammation, and angiogenesis. MicroRNAs (miRNAs) are small endogenous
non-coding single-stranded RNA molecules (typically consisting of 21 to 23 nucleotides) that
play a significant role in regulating gene expression at the posttranscriptional level. Abnormal
mIiRNA expression has been associated with numerous cellular processes and metabolic
pathways implicated in the pathogenesis of various diseases, including those affecting the
cardiovascular system. Current data suggest that miRNA signaling may be actively involved in

the cellular response to different chemicals, including PM2s.

Aims

This study was designed to assess the impact of natural long-term seasonal (winter —
summer) exposure to air pollution (especially PM2.s5) among the permanent residents of Cracow.
Specifically, the aim of the study was to investigate whether the assumed higher concentrations
of various air pollutants in winter lead to significant changes in gene expression (miRNA) and
concentrations of proinflammatory cytokines. The clinical part of the study was designed to
assess if mMiRNA expression and proinflammatory cytokine levels differ significantly between
individuals with chronic coronary syndrome (CCS) and those without CCS. As part of the in

vitro study, the following parameters were assessed: expression of selected miRNAs,
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concentrations of selected proinflammatory cytokines, as well as activity and morphology of
human peripheral blood monocytes exposed to PM2.s samples of known chemical composition
and origin, collected in Cracow during winter and summer. The aim of the experiment — in
combination with clinical results — is to explore the potential role of monocytes in the
development of endothelial and atherosclerotic plague inflammation following exposure to
PM2s.

Materials and methods

The clinical part of the project was conducted as a prospective cohort study. It included
140 permanent residents of Cracow, recruited between 2017 and 2019 from among patients
hospitalized at the Department of Coronary Disease and Heart Failure of Jagiellonian
University Medical College. Study participants were divided into two groups of equal size. The
research group included patients with CCS (n = 70), and the control group — patients without
CCS (n = 70). Peripheral venous blood was collected twice from all participants (in the winter
and summer seasons). The samples were secured for the subsequent evaluation of the
expression of selected miRNAs and concentrations of specific proinflammatory cytokines. The
effect of PM2s on the activity of human monocytes was determined in cells derived from
peripheral venous blood obtained from 3 healthy volunteers. PM2s samples were collected
seasonally (winter and summer) on the roof of the Faculty of Physics and Applied Computer
Science’s building at AGH University of Science and Technology in the Cracow district of
Krowodrza. For an in vitro experiment (evaluation of the expression levels of selected miRNAs
and concentrations of specific proinflammatory cytokines in the suspension culture of human
monocytes incubated with PM2s samples), a dry extract was prepared from selected samples
separately for the winter and summer seasons. The remaining samples was used for
a comprehensive and multicomponent analysis of PM.s composition and concentration. The
phagocytic activity of monocytes against PM2s particles was assessed by using electron
microscopy to examine the morphological changes of cells subjected to acute in vitro exposure

to PM2.s samples.

Results

The study confirmed significant differences in the expression of selected miRNAs after
stimulation of human monocytes with PM2s samples collected in Cracow during winter and
summer, when compared with unstimulated cells. Significant overexpression of miRNAs

(miR-101-3p, miR-34c-5p, miR-223-5p, and miR-25-3p) was also shown in serum samples
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obtained from participants during the winter when compared with the summer season. The
assumed reproducibility of some mIiRNA patterns associated with inflammation and
atherosclerosis (miR-101-3p, miR-34c-5p, miR-223-5p, miR-25-3p, and miR-382-5p) was
confirmed both in the in vitro and clinical studies. This indicates that monocytes participate in
the molecular pathways of atherogenesis after exposure to PM3 s. Electron microscopy revealed
increased phagocytic activity of monocytes exposed to PM2s samples collected during the
winter, as compared with unstimulated cells (without noticeable changes in monocyte
morphology). PM2s concentrations were higher in the winter than in the summer season.
Similar findings were observed for to other air pollution components including elements (Cl,
Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr, and Pb), inorganic ions (SO4*, NO;,, NOs", NH4*, PO.*, CI,
Li*, K*, Na*, Ca* and Mg?), polycyclic aromatic hydrocarbons (mainly benzo[a]pyrene,
benzo[a]anthracene, benzo[b]- and benzo[k]fluoranthene, indeno[1,2,3-cd]pyrene, pyrene and

dibezno[a,h]anthracene), as well as elemental and organic carbon.

Conclusions

The study confirmed a negative association between air pollution (PM.5) and human
health. The exposure of human peripheral blood monocytes to PM2s was shown to cause
significant changes in the expression of various miRNAs that regulate numerous cellular
functions and possibly contribute to atherosclerosis and other disorders related to inflammation,
oxidative stress, as well as cell proliferation and differentiation. The in vitro changes in
monocyte expression of selected miRNAs as well as the seasonal changes in the miRNA profile
in human serum suggest that monocytes are involved in the development of atherosclerosis
following exposure to PM2.s. Some of these miRNAs may represent new therapeutic targets for
vascular proliferative diseases and serve as potential markers of exposure to air pollutants. The

study also showed a worse air quality in Cracow during the heating season.
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