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Recenzja_rozprawy doktorskiej lek. med. Dawida Miskowiec

..Ocena wartosci diagnostycznej i prognostycznej wybranych wolnych,

krazgcych mikroRNA ( miRNA-1, miRNA-21, miRNA-133a, miRNA-208a,

miRNA-499) w grupie pacjentow z ostrym zespolem wiencowym bez

przetrwalego uniesienia odcinka ST”

Rozprawa doktorska lek. med. Dawida Miskowiec powstala w wysoce rozwojowym
zespole naukowym Katedry i Kliniki Kardiologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,
kierowanym przez prof. Jarostawa Kasprzaka, ktéry jest jednoczesnie promotorem rozprawy.
Oznaczenia mikroRNA zostaly wykonane w Centralnym Laboratorium Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Badania zostaly zrealizowane w ramach grantu naukowego
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Rozprawa doktorska rozwigzala dwa podstawowe, istotne problemy badawcze. Po pierwsze
okreslita warto$¢ pieciu, wybranych z licznego panelu krazacych we krwi , mikroRNA w
rozpoznawaniu zawatu miesnia sercowego bez przetrwalego uniesienia odcinka ST

( NSTEMI). Po drugie okreslita ich warto§¢ w zakresie prognozowania przebiegu
klinicznego u pacjentéw z ostrym zespolem wiencowym bez uniesienia odcinka ST.

Czy rozpoznanie zawal serca jest proste?. Tylko osoba bez szerszego do§wiadczenia

klinicznego odpowie jednoznacznie twierdzaco na to pytanie. Samo juz wigczenie zawatu



serca w szeroki zakres pojeciowy ( ostrych ) zespolow wiencowych wydaje sig takiej
odpowiedzi przeczy¢. Co prawda mozna, cho¢ z wielka dozg ostroznosci, odpowiedzie¢ na
takie pytanie twierdzaco w przypadku ostrego zawahu serca z przetrwalym uniesieniem
odcinka ST. Rozpoznanie tego typu zawalu serca opiera si¢ na objawach klinicznych oraz
stwierdzeniu przetrwatego uniesienia odcinka ST w EKG. Wynik badania tropinin we
wezesnej fazie nie wptywa na proces terapeutyczny, poniewaz pacjent i tak musi mieé
wykonang koronarografi¢ i ewentualnie plastyke okreslonej t¢tnicy wienicowej serca w trybie
natychmiastowym. Z reguly typowe uniesienie odcinka ST przy klasycznym zespole
bélowym prawie zupelnie koreluje z zamknigciem duzej nasierdziowej tgtnicy wienicowej.
Cho¢ sg od tej reguly wyjatki. W swojej praktyce klinicznej spotykalem uniesienia odcinka
ST w ekg z klasycznym przebiegiem profilu troponin u pacjentéw z ostrym zapaleniem
mie¢snia sercowego.

Problem z rozpoznaniem jest o wiele trudniejszy w przypadku zawaléw, czy ostrych
zespotéw wiencowych, bez przetrwatego uniesienia odcinka ST. Obraz EKG nie jest w tym
wypadku specyficzny. Réwniez obrazy kliniczne moga by¢ niejednoznaczne. Podwyzszenie
troponin we krwi w takiej sytuacji nie moze by¢ tez badaniem przesadzajagcym, szczego6lnie
we wstepnej fazie schorzenia. Swiadczy bowiem jedynie o uszkodzeniu i martwicy
kardiomiocytéw. Ale taka sytuacja moze wystgpowa¢é nie tylko w zawale serca ale tez w
wielu innych stanach klinicznych, takich, jak zapalenie migénia sercowego, zatrucie tlenkiem
wegla, zator tetnicy ptucnej czy cigzka niewydolnos¢ nerek oraz inne.

Takie sytuacje wskazuja, ze potrzebny jest nowy laboratoryjny wskaznik diagnostyczny,
ktéry zrewolucjonizuje diagnoze zawatu serca na miare XXI wieku, podobnie jak dokonata
tego troponina w wieku XX.

Pierwsze doniesienie o mozliwosci wykorzystania oznaczen troponiny w diagnostyce ostrego
zawalu serca pojawilo si¢ w 1987 roku. Poczawszy od ogloszenia w 2000 roku przez ESC i
ACC wspdlnego stanowiska w postaci I Uniwersalnej Definicji Zawalu Serca, oznaczenia
troponin pelnig kluczows rolg¢ w diagnostyce oraz stratyfikacji ryzyka w ostrych zespotach
wiencowych. Jednak w miarg nabierania do$wiadczen z oceng klinicznego znaczenia troponin
pojawia si¢ coraz wigksza kliniczna tesknota za laboratoryjnym wskaznikiem, ktory bedzie w
pelni specyficzny w fazie wstepnej tylko dla rozpoznania ostrego niedokrwienia oraz
martwicy kardiomiocytéw na tle zamknigcia tetnicy wiencowej w przebiegu procesu
miazdzycowego. Dobrze by byto, gdy ten wskaznik pozwalat takze jednoznacznie okreslié
ilodciowo obszar martwicy czy ostrego niedokrwienia a takze , gdyby miat dodatkowo duzy

potencjat prognostyczny. Oczywiscie waznym elementem jest to , by byl lepszy od oznaczen



troponin , obecnie wykorzystywanych jako diagnostyczny standard laboratoryjny w zawale
serca.

Ta kliniczna potrzeba przejawia sie¢ w wielu pracach badawczych ,prébujacych
poszukiwaé nowych, szybkich oraz wysoce czutych i specyficznych wskaznikéw
laboratoryjnych przydatnych do diagnostyki jak i do prognozowania przebiegu ostrych
zespolow wieficowych. W ten istotny trend badawczy w kardiologii ostrych zespolow
wiencowych wpisuje si¢ rozprawa doktorska lek. med. Dawida Miskowiec. Doktorant
postanowit okresli¢ warto$¢ diagnostyczng oraz prognostyczng mikroRNA w ostrym zawale
serca bez przetrwalego uniesienia odcinka ST. MikroRNA , jednoniciowe struktury kwasu
rybonukleinowego, odkryte w 1993 roku, ztozone sg z 20-25 nukleotydéw. Po
komplementarnym przytaczeniu si¢ do wybranych fragmentéw matrycowego RNA ( mRNA)
blokujg proces translacji a tym samym proces skladania w komérce aminokwaséw w
tafcuchy biatkowe. Poczgwszy od odkrycia budza szerokie nadzieje diagnostyczne i
terapeutyczne w wielu dziedzinach medycyny, w tym w kardiologii. Rocznie powstaja
tysigce prac poswi¢conych mikroRNA ( przyktadowo w 2017 opublikowano ich na §wiecie
prawie 9 tysiecy). W ludzkim genomie istnieje wiele réznych mikroRNA oraz mozliwo$é
przylaczania ich do wielu r6znych miejsc na czasteczkach mRNA. Istotne zmiany w
profilu mikro RNA obserwowano w wielu procesach chorobowych, w tym nowotworowych,
zapalnych, kardiologicznych czy neurologicznych. Byly kliniczne oraz do§wiadczalne
projekty badawcze z terapeutycznym wykorzystaniem syntetycznych odpowiednikow
ludzkiego mikroRNA w onkologii czy kardiologii. Migracja mikroRNA na zewnatrz
komoérek do krwi obwodowej zachodzi podczas ich uszkodzenia. Stagd powstato zalozenie, ze
oznaczanie mikro RNA moze by¢ przydatne w diagnozowaniu zawatu serca.

Lek. med. Dawid Miskowiec w okresie od lipca 2013 roku do sierpnia 2015 roku wigczyt
do badan lacznie 150 pacjentdw, w tym 47 pacjentéw ze stabilng chorobg wiencowsg serca
( wedlug aktualnej nomenklatury okreslanej jako przewlekly zesp6t wieficowy), jako grupe
kontrolng oraz 103 chorych z ostrym zespolem wieicowym bez przetrwalego uniesienia
odcinka ST ( OZW NSTE), w tym u 52 rozpoznano $wiezy zawat serca bez przetrwatego
uniesienia odcinka ST ( NSTEMI) au 51 niestabilng dlawice piersiowg ( UA).

Jak wynika z podrozdziatu 5.8- strona 37 (,, Obserwacja kliniczna” ) pacjentéw objeto
roczng obserwacjg. Ta informacja nie jest jednak $cista, poniewaz Doktorant nadal
prowadzit po 1 roku obserwacj¢ odlegla. Potwierdzeniem tego stwierdzenia moze by¢

podana w wynikach badan na stronie 76 rozprawy doktorskiej $miertelno$¢ ogélna w



badanej populacji, ktéra wynosita 13,3% w okresie §rednio az 796 +/- 417 dni, czyliw
obserwacji trwajgcej zdecydowanie ponad 2 lata.

Badania ,bgdace podstawg rozprawy doktorskiej, byty prowadzone na grupach pacjentow
hospitalizowanych w Oddziale Kardiologicznym Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego
im. Wladyslawa Bieganskiego w Lodzi. Procedura wlaczania pacjentéw do pracy badawczej,
bedacej podstawg rozprawy doktorskiej, oparta zostala na aktualnie obowigzujacych
standardach w badaniach klinicznych. Jej opis , zamieszczony w metodyce rozprawy
doktorskiej lek. med. Dawida Miskowiec, moze stanowi¢ bardzo dobry przyktad
dydaktyczny w tej dziedzinie.

Doktorant w momencie planowania projektu badawczego w 2013 roku, wybrat 5 czgsteczek
mikro RNA , ktore na podstawie przegladu literatury wydawaly sie byé najbardziej swoiste
dla komorek miesénia sercowego. Byly to : miRNA -1, mirRNA-21, miRNA-208a, miRNA-
133a oraz miRNA-499. Ich ilo$ciowa analiza zostata wykonana w pozaszpitalnym
Centralnym Laboratorium Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Krew z zyly obwodowej
pacjentéw z OZW-NSTE pobierano na oznaczenie ilosciowe mikroRNA dwukrotnie- przy
przyjeciu na oddziat oraz po 3-4 godzinach . U pacjentéw ze stabilng chorobg niedokrwienng
serca ( wedlug aktualnych standardéw przewleklym zespotem wieficowym) krew na
powyzsze oznaczenia pobierano tylko jednorazowo. Obok tego metodyka badawcza
obejmowala oceng cech klinicznych pacjenta , w tym czynnik6w ryzyka sercowo-
naczyniowego oraz zmiennych zwigzanych z hospitalizacjg, w tym ustalenie
indywidualnych wynikéw wyjsciowych skal ryzyka TIMI a takze Grace. W panelu
badawczym istotng role spetniata ponadto analiza wynikéw wysokoczutych badan troponiny
T, ktére byly referencyjna metoda rozpoznania zawatu serca a takze wynikéw CK-MB
oraz echokardiografii , wykonywanej w 1 dobie pobytu oraz po 12 miesigcach. Pacjenci
pozostawali w dlugotrwatej obserwacji klinicznej pod katem wystgpienia pierwszorzedowych
punktow koficowych .

Przedstawiona w rozdziale 6.1 (,, Wyniki,,) analiza statystyczna wynikéw badan zostata
dokonana przez Doktoranta w sposob prawie optymalny. Jednak opis metodyki analiz
statystycznych méglby byé bardziej rozbudowany.

Doktorant uzyskat w zakresie stezen niektorych miRNA charakterystyczne réznice
migdzy poszczegdlnymi grupami pacjentéw. W zakresie miRNA-1 réznice byly miedzy
pacjentami z NSTEMI a chorymi z niestabilng dtawicg piersiowa oraz ze stabilng choroba
niedokrwienna serca ( przewleklym zespolem wienicowym ). W zakresie miRNA-133a

najwyzsze warto$ci stwierdzono u pacjentéw z NSTEMI a najnizsze ze stabilng postacia



choroby niedokrwiennej serca ( przewlekiym zespolem wieficowym). W zakresie miRNA-
208a wartosci nieoznaczalne stwierdzono u 68% pacjentéw stabilnych , u 65% pacjentow z
UA oraz u 33% 0s6b z NSTEMI. Natomiast w zakresie miRNA-499 najwyzsze stezenia
obserwowano u pacjentéw z NSTEMI. W zakresie miRNA-21 nie wykazano réznic miedzy
grupami.

Najwyzszg warto$é diagnostyczna pierwszego oznaczenia ekspresji wéréd analizowanych
miRNA w rozpoznawaniu NSTEMI wykazywato miRNA-133a , charakteryzujgc si¢ 78,4%
czuloscia i 75,0% swoistoscig. MiRNA-499 miato 42,9% czuto$¢ oraz 100 % swoistosé.
Natomiast miRNA-1 cechowato sie 57,1% czutoscia oraz 87,4% swoistoscia. Generalnie
oceniane miRNA we krwi pobranej u pacjentéw bezposrednio po przyjeciu
charakteryzowaly sie nizszg wartoscig diagnostyczng w rozpoznawaniu zawatu serca niz
wysokoczuta troponina T, zar6wno w zakresie czulosci jak i specyficznoscei , za wyjgtkiem
100% specyficznosci miRNA-499. Podobny trend wykazywaty oznaczenia miRNA
wykonane po 3-4 godzinach od przyj¢cia.

Trudno jednak byto oczekiwaé innego wyniku, skoro wysokoczula troponina T stanowita
referencyjna metode rozpoznania NSTEMI oraz byla podstawa kwalifikacji do grupy z
NSTEMI . Przy poszukiwaniu nowych wskaznikéw diagnostycznych jest to niestety stale
spotykany problem , ktéry praktycznie metodycznie jest nierozwigzywalny ( to problem tzw.
ztotego standardu diagnostycznego).

Poziomy miRNA-1 i miRNA-133a istotnie korelowaly z typem sercowym biatka wiazacego
wolne kwasu tluszczowe ( h-FABP) ,co wskazywaé moze na ich zwigzek z niedokrwiennym
uszkodzeniem kardiomiocytéw. Cho¢ te korelacje Doktorant stwierdzil jedynie w
wyjsciowych oznaczeniach wykonanych przy przyjgciu pacjentéw z ostrym zespolem
wiencowym do szpitala. Ponadto miRNA- 1, miRNA- 133a i miRNA-499 wykazywaly silne
korelacje z troponing , czego nie stwierdzono przy miRNA-21 i miRNA-208a.

Waznym osiagni¢ciem badawczym Doktoranta bylo wykazanie istotnej wartosci w
zakresie prognozowania odlegltego dla miRNA-1, miRNA-133a oraz miRNA-499.
Podwyzszona ekspresja wymienionych czasteczek we krwi obwodowej u pacjentow z ostrym
zespolem wiencowym bez przetrwalego uniesienia odcinka ST wigzala si¢ z czestszym
wystepowaniem ztozonego punktu konicowego. Doktorant w wynikach i wnioskach podkresla
szczegblne znaczenie prognostyczne dla oznaczen miRNA-499 wykonywanych we wczesnej
fazie ostrego zespotu wiencowego. Ryzyko wystgpienia zlozonego punku koncowego u
pacjentdéw z wyjsciowo podwyzszonymi wartosciami miRNA-499 bylo bardzo wysokie,
osiggajac warto§¢ wspolczynnika ryzyka HR=24.



To jedno z wielu bardzo interesujacych obserwacji badawczych ,ktoére poczynit w rozprawie
doktorskiej lek med. Dawid Miskowiec.

Biorac pod uwage widoczng bardzo wysoka wiedze Doktoranta w dziedzinie problematyki,
jaka stanowig mikroRNA , chciatbym Go prosi¢ o prébe osobistego wyjasnienia przyczyn
réznych profili ekspresji wybranych mikroRNA w poszczeg6lnych grupach pacjentéw z
OZW oraz z przewleklym zespolem wieficowym. Poniewaz mikroRNA dotykajg podstaw
funkcjonowania wielu roznych komorek czlowieka , powstaje pytanie, czy
charakterystyczny panel mikroRNA u pacjentéw z ostrymi zespotami wienicowymi bez
przetrwatego uniesienia odcinka ST jest skutkiem tego schorzenia czy tez, by¢ moze,
pierwotng jego przyczyna. Jesli sa tym drugim, to Doktorant méglby przedstawi¢ kolejny,
réwnie interesujgcy, projekt badawczy zwigzany z mikroRNA w chorobie niedokrwiennej
serca. Podstawg takiego projektu moglyby by¢ wstepne i bardzo interesujace wyniki badan
mikroRNA wykonane u kilkudziesieciu pacjentow z przewleklym zespolem wiencowym.
Powstaje tez pytanie 0 mozliwy wplyw zastosowanego leczenia w fazie wstepnej ostrego
zespohu wienicowego na okreslone profilowanie ekspresji mikroRNA a takze wplyw
wczeéniejszych terapii, w tym szczegdlnie wedlug mnie leczenia statynami.

Recenzowana rozprawa doktorska zawiera 146 stron tekstu. Sktada si¢ z 11 rozdziatow.
Pi$miennictwo zawiera 134 pozycje literaturowe. Wyniki badan zostaly przedstawione na 22
rycinach oraz w 19 tabelach.

Wstep rozprawy doktorskiej zawiera dwa podrozdzialy opisujace definicjg, epidemiologie
oraz diagnostyke ostrych zespoléw wiencowych bez przetrwalego uniesienia odcinka ST.
Trzeci , bardzo interesujacy, podrozdzial wstgpu dotyczy obszaru mikroRNA. Istotnym
elementem tej czesci jest stwierdzenie Doktoranta, ze funkcja miRNA w mig$niu sercowym,
w ktérym doszlo do ostrego niedokrwienia nie jest do konca zbadana. Bardzo ciekawg czgscig
rozprawy doktorskiej jest rozdziat zatytulowany jako ,, Dyskusja”. Obydwa te rozdziaty (czyli
wstep oraz dyskusja) odzwierciedlajg bardzo szerokg wiedze Doktoranta ogdlnie w
zakresie kardiologii ale tez szczego6lnie w zakresie ostrych zespolow wieticowych i
mikroRNA , oparta na cytowanych licznych Zrédtach bibliograficznych.

Osiem istotnych wnioskéw opartych jest na uzyskanych wynikach badan.

W podsumowaniu moge stwierdzi¢ , ze Doktorant przedstawit bardzo interesujgca
rozprawe naukows. Postawil wazne cele badawcze. Zorganizowat odpowiednio szerokie
grupy pacjentéw, koniecznych do prowadzenia badan. Prowadzil dlugotrwalg obserwacje

kliniczng pacjentéw , potwierdzajac tym swoje praktyczne umiejetnosei jako kardiologa.



Zalozone cele lek. med. Dawid Miskowiec w sposéb odpowiedni zrealizowal. Wyniki badafi
nalezy uznaé za wysoce warto$ciowe naukowo. Przynoszg one kolejny, istotny wklad w
dziedzinie poznawania diagnostycznych oraz prognostycznych zaleti wad mikroRNA w
obszarze kardiologii. To jest najbardziej istotna wartos$é tej rozprawy doktorskiej.
Konczac recenzje moge stwierdzi¢ ,ze byla dla mnie bardzo interesujacym i przyjemnym
zadaniem, poniewaz rozprawa doktorska obejmuje nowoczesng tematyke naukowa, zostata
doskonale zrealizowana oraz zawiera wazne wnioski badawcze.

Lek. med. Dawid Miskowiec rozwigzal samodzielnie istotny problem naukowy. Wykazat
sie bardzo dobrg ogolng wiedzg teoretyczng w zakresie kardiologii.

W zwigzku z powyzszym a takze w oparciu o bardzo pozytywna moja ocene rozprawy
doktorskiej zwracam si¢ do Pani Dziekan oraz Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z wnioskiem o dopuszczenie lek. med. Dawida
Miskowiec do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z tych powodéw zwracam si¢ ponadto z wnioskiem o przyznanie wyréznienia rozprawie

doktorskiej lek. med. Dawida Miskowiec .



