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Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza Krzysztofa Krawczyka
pt. ,,Sezonowa zmiana ekspresji mikroRNA oraz stezen cytokin prozapalnych produkowanych przez

monocyty u 0s6b przewlekle narazonych na zanieczyszczenie powietrza".

Zanieczyszczenie powietrza to jeden z nie do konca docenianych czynnikdéw ryzyka zgonu
na $wiecie. Stopniowo, w spoteczenstwie, rowniez w grupie lekarzy, zwieksza sie zainteresowanie
problematyka zanieczyszczenia powietrza i wplywu na zdrowie, jednak stale nie sg w pehi
poznane mechanizmy tego niekorzystnego oddziatywania.

Pierwsze dane dotyczace niekorzystnego wptywu wysokiego poziomu zanieczyszczenia powietrza
na pogorszenie stanu zdrowia ludzi uzyskano prawie 100 lat temu, bo w grudniu 1930 roku - smog
w belgijskiej Dolinie Mozy. Nie wptyneto to niestety na Swiatowg emisje zanieczyszczen, podobnie
jak kolejne zdarzenia zwigzane z zanieczyszczeniami jak np. tzw. Wielki Smog w 1952 roku w
Londynie. Obecnie szacuje sie, ze nawet 1/3 populacji Europy zamieszkujgca obszary miejskie jest
narazona na zanieczyszczenie powietrza przekraczajgce normy zalecane w standardach Unii
Europejskiej. Prowadzi to wedtug Europejskiej Agencji ds. Srodowiska kazdego roku do

przedwczesnego zgonu ok. 0,5 min mieszkancéw Unii Europejskiej, w tym ponad 44 tys. w Polsce.
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Szacunkowo, zaleznie od miejsca zamieszkania, $rednio na $wiecie zanieczyszczenie powietrza
moze skracaé przecietng dhugosé trwania zycia nawet o ponad rok.

W powietrzu znajduje sie rézne substancje chemiczne stanowigc jego zanieczyszczenie, a wsrod
nich gtowny sktadnikiem jest tzw. pyt zawieszony sktadajacy sie z drobnych statych czasteczek (PM,
ang. particulate matter) oraz substancje gazowe w postaci aerozoli. Sktad PM zalezy od potozenia
geograficznego oraz zrodet emisji. Negatywne skutki oddziatywania PM na organizm cztowieka
zaleza od bardzo wielu czynnikéw takich jak ich wielko$¢, stezenie w powietrzu, czas ekspozyciji,
sktad chemiczny ulegajacy zmianom sezonowym, bedac rowniez Scile zwigzany ze zrédtami emisji
zZanieczyszczenia powietrza.

Istotnym jest rowniez fakt szkodliwo$¢ PM zalezy od stanu zdrowia osoby narazonej, a publikacje
wskazujg na zwigzek z rozwojem choroby wiencowej, ostrym zespotem wiencowym, jak réwniez
innymi chorobami ukfadu krazenia, w tym niewydolnoScig serca, zaburzeniami rytmu serca czy
udarem modzgu. Niekorzystny wptyw PM25 na zdrowie ludzkie porownywany jest do wplywu
palenia tytoniu.

W Polsce, jak dotad niestety istnieje niewiele grup badawczych zajmujacych sie analizg skfadu
chemicznego PM2,5 i jego bezposredniego oddziatywania na zdrowie cztowieka. Tak wiec praca
prezentowana przez lekarza Krzysztofa Krawczyka przynosi bardzo ciekawe dane dotyczace
zanieczyszczenia powietrza w Krakowie i wptywu ich na stan zdrowia mieszkafcow Krakowa.

Autor do analizy wybrat Krakdéw ktéry podobnie jak wiele innych miast w Polsce nalezy do
najbardziej zanieczyszczonych miast w Europie pod wzgledem stezenia czgsteczek PM2s w
powietrzu atmosferycznym. Powyzsze obserwacje oparte sg 0 wysoce wiarygodne pomiary
wykonywane przez Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Krakowie, wskazujace na
wielokrotne przekroczenia dopuszczalnych poziomow PM, szczegdlnie nasilone w sezonie
grzewczym (stezenie PM2,5 w atmosferze Krakowa - 2,6 razy wyzsze zimag niz latem), co zgodnie z
danymi WHO wigze sie z 0 15% wyzszym, odlegtym ryzykiem zgonu. Powyzsze informacje stajg sie
to szczegdlnie istotne, w obliczu danych dotyczacych zgondéw przypisywanych zanieczyszczeniu
powietrza, a szacowanych na okoto 300-600 rocznie, co moze by¢ wartoscig zanizona.

Wedtug danych WHO i EEA w 2010 i 2011 r. Krakéw byt trzecim najbardziej zanieczyszczonym
miastem UE, zaréwno pod wzgledem ilosci dni z przekroczeniem dopuszczalnego poziomu
dobowego stezenia PMI0, jak i Sredniego rocznego stezenia PMI0 (64 pg/m3). Co wiecej w
Krakowie - catodobowe przekroczenia dopuszczalnych poziomOw PM25 mozna odnotowywac
przez nawet 130 dni w roku.

Z drugiej za$ strony nawet umiarkowana redukcja stezenia PM2,5 z 35 pg/m3 do 25 pg/m3 mogtaby

zmniejszy¢ ryzyko przedwczesnej Smierci nawet o 6%. Tak wiec szacunkowo gdyby w Krakowie
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zredukowano S$rednie roczne stezenie PM25 do 15 |ig/m3, przecietny staly mieszkaniec zytby
Srednio o rok dtuzej.

Przedstawiona rozprawa doktorska ma typowy ukfad, objetos¢ 108 stron, zawiera 20 rycin,
13 tabel, 3 zatgczniki. Pierwsze rozdzialy stanowig ciekawe i rzeczowe wprowadzenie w
zagadnienia bedac przedmiotem pracy. Autor omoéwit szeroko i nowocze$nie problem
zanieczyszczenia powietrza na $wiecie oraz w Krakowie, z uwzglednianiem sktadu, pochodzenia
zanieczyszczenia i powigzanych skutkéw zdrowotnych. W kolejnych rozdziatach Autor zarysowat
przejrzyscie patologiczne zmiany, zachodzace pod wptywem zanieczyszczenia powietrza. W dalszej
czesci wstepu Autor przedstawit ze zrozumieniem temat zwigzku monocytow oraz procesu
zapalnego w rozwoju blaszki miazdzycowej. Jednocze$nie Autor wskazat na potencjalny zwigzek
zmian w ekspresji mikroRNA z patogenezg chordb sercowo-naczyniowych.
Prezentowana przez lekarza Krzysztofa Krawczyka praca przynosi bardzo ciekawe i kompleksowe
informacje dotyczace wplywu naturalnej, dtugotrwatej, sezonowej (zima/lato) ekspozycji
mieszkancOw Krakowa na zanieczyszczenie powietrza, na zmiany w ekspresji wybranych
niekodujacych czagsteczek miRNA, oraz ekspresji na poziomie biatkowym cytokin prozapalnych.
Ocena ta przeprowadzona zostala w grupie 0s6b juz obcigzonych przewleklym zespotem
wiencowym w poréwnaniu do 0s6b bez obecnej choroby wiehcowej. Autor przeprowadzit rowniez
bardzo interesujgca cze$¢ eksperymentalng uzupetniajgca czes¢ kliniczng projektu, w ktérej ocenit
aktywnos$¢ i morfologie komorek w zawiesinie ludzkich monocytéw krwi obwodowej, po ich
stymulacji probkami PM2,5. Ta cze$¢ pracy stanowit interesujgca kontynuacje badania, oceniajaca
potencjalng role monocytébw w rozwoju zapalenia $rodbtonka i blaszki miazdzycowej pod
wplywem PM25. Autor zachowujac wysokg staranno$¢ badawcza, wykorzystujgc do stymulacji
zawiesiny ludzkich monocytéw krwi obwodowej zebrane w Krakowie w okresach zimowym oraz
letnim probki PM2,5(o precyzyjnie ustalonym skfadzie chemicznym).
Prezentowana praca w czesci klinicznej to prospektywne badanieO kohortowe, obejmujace 140
statych mieszancéw Krakowa, hospitalizowanych w Klinice Choroby Wiencowej i Niewydolnosci
Serca UJ CM, w podziale na dwie grupy - grupe badawczag ktora stanowili pacjenci z chorobg
wiencowg oraz grupe kontrolng osoby bez choroby wiericowej. U wszystkich uczestnikéw badania,
dwukrotnie (w sezonach zimowym i letnim), w zylnej krwi obwodowej, przeprowadzono ocene
ekspresji wybranych czgstek miRNA oraz ekspresji na poziomie biatka okreSlonych cytokin
prozapalnych. W oparciu o monocyty uzyskane z obwodowej krwi zylnej od 3 zdrowych
ochotnikdéw Autor okreslit wptyw PM2,5 (prébki pobrane sezonowo zima/lato, na dachu w centrum
Krakowa) na zmiany w ekspresji wybranych rodzajow miRNA oraz okreslonych cytokin

prozapalnych w zawiesinie ludzkich monocytow. W mikroskopie elektronowym Autor ocenit
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zmiany morfologii komérek poddanych ekspozycji na zebrane prébki PM25, celem wykazania
zamian aktywnosci fagocytarnej monocytow pod wptywem stymulacji.

Rownolegle Autor przeprowadzit kompleksowa, wielosktadnikowg charakterystyke skfadu i
stezenia PM2)5.

Tak zebrany materiat badawczy zostat wszechstronnie przeanalizowany zgodnie z przedstawionymi
zatozeniami. W dysertacji doktorskiej lekarz Krzysztof Krawczyk przedstawit wyniki
przeprowadzonych badan w sposob czytelny z duzym udziatem tabel i rycin. Autor wykazat
znaczny wzrost stezenia zarowno PM2)5 jak innych analizowanych sktadowych zanieczyszczenia w
okresie zimowym w poréwnaniu z sezonem letnim. Stymulacja kontrolnych monocytéw z
wykorzystaniem PM25 (w okresach zimowy/letni) prowadzita do istotnych zmian w poziomie
ekspresji wybranych czgsteczek miRNA. Powyzsze dane eksperymentalne pozostajg w zgodzie z
obserwowanymi zmianami ekspresji miRNA - zwigzanymi z procesem zapalnym i rozwojem
miazdzycy - (miR-101-3p, miR-34c-5p, mIiR-223-5p i miR-25-3p) w prébkach surowicy krwi
pobranych od uczestnikéw badania w okresie zimowym w poréwnaniu z sezonem letnim. Zdaniem
Autora moze to wskazywaé na udziat monocytéw w szlakach molekularnych aterogenezy pod
wplywem PM25. Dodatkowo za powyzszg hipotezg mogag przemawia¢ zmiany obserwowane w
mikroskopie elektronowym - wzmozona aktywno$¢ fagocytarng monocytow w preparatach
przygotowanych z zawiesiny komorek stymulowanych probkami PM2,5.

Dyskusja uzyskanych przez Autora wynikéw przeprowadzona zostata w sposdb wskazujacy na
dobrg znajomos$¢ problemu. Autor prezentuje najnowsze doniesienia (zarébwno publikacje
miedzynarodowe, jak i rowniez z piSmiennictwa polskiego) z zakresu tematu pracy, a w ich Swietle
komentuje i polemizujac przedstawia wnioski z wiasnych badan. Wnioski pracy sg odpowiedzig na
zatozone cele. Autor wykazat w prezentowanej pracy, ze istnieje negatywny zwigzek pomiedzy
zanieczyszczeniem powietrza (PM25) a zdrowiem ludzi. Ekspozycja ludzkich monocytow krwi
obwodowej na czasteczki PM2,5 powoduje istotng zmiane ekspresji czastek miRNA, regulujgcych
funkcje komdrkowe, mogace rowniez przyczyniac sie do rozwoju miazdzycy oraz zmian zwigzanych
ze stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym oraz proliferacjg i réznicowaniem komorek. Co wiecej
hipotetycznie niektore z analizowanych rodzajéw miRNA moga stanowi¢ nowy cel terapeutyczny
dla hamowania zmian w chorobach naczyniowych. Rowniez by¢ moze mogg one stuzy¢ jako
potencjalne markery narazenia na zanieczyszczenia powietrza.

Uwagi recenzenta:

Pozwole sobie przedstawi¢ dwie drobne uwagi nie wptywajgcych na catosciowg ocene dysertacii.
Pierwsza z nich dotyczy kryteriow wylgczenia. Jednym z kryteribw wylgczenia z badania jest

palenie tytoniu w ciggu ostatniego roku. To oczywisty warunek, w S$wietle dodatkowego
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niekorzystnego oddziatywania dymu tytoniowego. Jednak moim zdaniem wiasnie ten punkt
powinien zosta¢ doprecyzowany. Watpliwosci budzg nastepujace fakty - do grupy badanej zatem
mogli by¢ wigczeni - zarowno osoby palagce w przesztosci (nawet wiele lat) ktére nie palg od roku,
osoby bedace ,,biernymi' palaczami, oraz osoby uzywajace e-papierosy. Moze warto by uzupetni¢
dane i przeprowadzi¢ dodatkowg analize¢ w aspekcie wyzej wymienionym, gdyz kazda z
powyzszych sytuacji cho¢ nie jest paleniem tytoniu, moze wptywac istotnie na badane parametry.
Druga watpliwos$¢ budzi wniosek 3: Wykazano zwigkszong ekspresje czgsteczek miR-101-3p, miR-
34c¢-5, miR-223-5p i miR-25-3p w probkach surowicy krwi pobranych od oséb 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. To niewatpliwie celne spostrzezenie, jednak
warto zauwazy¢ ze ekspresja miR-34c-5 ulega zmianie w okresie zimowym zaréwno w grupie z CCS
jak i bez CCS. Ekspresja tej czasteczki ulega zmianie w zaleznosci od pory roku w obu grupach z CCS
| bez CCS. Tak wiec wydaje sie ze w tym przypadku nalezatoby skomentowac powyzszg zmiane,
szczegOlnie biorg pod uwage fakt ze czasteczki z rodziny miR-34 sg wigczone w modyfikacje
sygnatu komdrkowego, metabolizmu i modyfikacji ekspresji biatek poprzez drogi sygnatowe takie
jak np. MAPK, Notch, Wnt, PI3K/AKT, p53, Ras.

Powyzsze uwagi nhie obnizaja wartosci pracy, sg jedynie proba petniejszego wyjasnienia
zaobserwowanych prawidtowosci.

W posumowaniu, otrzymana do recenzji prace oceniam wysoko. Autor objgt badaniami
zroznicowane grupy 0séb stosujgc prawidtowa metodyke ktéra umozliwita uzyskanie ciekawych
wynikow. Wyniki przeprowadzonych badan majg znaczenie zarébwno poznawcze jak i by¢ moze w
przysztosci praktyczne. Sformutowane wnioski sg odpowiedziag na wiele pytan stawianych w
zatozeniach pracy na ktére dotychczas nie byto jasnej odpowiedzi. Praca napisana jest starannie i
przejrzyscie. Praca jest unikalnym opracowaniem oceniajgcym wptyw naturalnej, dtugotrwatej,
sezonowej (zima/lato) ekspozycji mieszkancOw Krakowa na zanieczyszczenie powietrza
(szczegOlnie PM2,5).

Przedstawiona mi do recenzji praca odpowiada wymaganiom stawianym pracy doktorskiej.
W mojej opinii recenzowana przeze mnie praca, ze wzgledu na bardzo wysoki poziom naukowy,
powinna zosta¢ wyrdzniona.

Whnioskuje do Rady Naukowej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego o

dopuszczenie lekarza Krzysztofa Krawczyka do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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