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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Pawta Kiszto
pt. ,,Przydatnosc diagnostyczna chemokin RANTES i CCL2 w chorobie niedokrwiennej serca”

Przedtozong do recenzji prace doktorska wykonano w Zaktadzie Laboratoryjnej Diagnostyki
Klinicznej Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. Promotorem jest dr hab. n. med. Violetta Dymicka-Piekarska, promotor
pomocniczy: dr n. med. Olga M. Koper-Lenkiewicz.

Wedtug danych Eurostatu z 2010 roku, wiodgcg przyczyng zgondw na $wiecie sg choroby ukfadu
krazenia najczesciej manifestujgce sie jako zawat serca lub udar mézgu. Zwigzane jest to ze starzeniem
sie spoteczeristwa oraz wzrostem czestosci wystepowania czynnikow ryzyka, tj. otytosci, nadciénienia
tetniczego, hipercholesterolemii, cukrzycy typu 2, zespotu metabolicznego, matej aktywnosci fizycznej,
palenia tytoniu, naduzywania alkoholu.

Chemokiny, biatka nalezace do rodziny cytokin, aktywnie uczestnicza w réznych etapach formowania
sie blaszki miazdzycowej. Majg zdolnos¢ do adhezji, chemotaksji i aktywacji leukocytéw, zaréwno
in vitro, jak i in vivo. Ich dziatanie nastepuje na skutek pobudzenia specyficznych receptoréw
powierzchniowych, tzw. receptoréw chemokinowych. Sposrod znanych chemokin, znaczaca, ale nie do
korica poznang role w patomechanizmie powstawania ostrych zespotéw wienicowych, przypisuje sie
chemokinom RANTES (CCLS, ligand chemokiny z motywem C-C 5) i CCL2 (biatko chemotaktyczne
monocytéw typu 1). RANTES prawdopodobnie uczestniczy w dwdch kluczowych etapach powstawania
miazdzycy, tj. chemotaksji leukocytdéw do sciany naczynia krwionos$nego oraz ich migracji z krwi do
tkanek. RANTES jest gtéwnie magazynowana w ziarnistosciach a ptytek krwi, a podczas ich aktywacji
zostaje uwolniona do osocza i ,,0sadzona” na powierzchni uszkodzonego lub aktywowanego $rédbtonka
naczyn, gdzie petni swojg funkcje biologiczng. CCL2 natomiast jest zaangazowana w rekrutacje
monocytéw/makrofagéw do miejsca zapalenia, poprzez uwalnianie monocytéw ze szpiku, a nastepnie
wytwarzanie gradientu glikokaliksu srodbtonka naczyniowego dla monocytéw w miejscu toczgcego sie
stanu zapalnego.
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W kontekécie tych informacji dochodzimy do celu niniejszej rozprawy doktorskiej. Przedmiotem
dysertacji Pana mgr Pawta Kiszto byty badania ukierunkowane na oceng przydatnosci diagnostyczne;j
obydwu chemokin, jako wskaznikéw rozwoju zmian miazdzycowych w chorobie niedokrwiennej serca.
Wyrézniono nastepujace cele szczeg6towe: 1) Ocena stezenia RANTES i CCL2 w grupie chorych z ostrym
zespotem wiericowym (zawat serca z uniesieniem zatamka ST w badaniu EKG, STEMI) i poréwnanie ich
z wynikami otrzymanymi dla chorych ze stabilng chorobg wiericowg oraz dla grupy 0sdb zdrowych;
2) ocena korelacji miedzy RANTES i CCL2 a markerem stanu zapalnego — hsCRP oraz liczbg biatych
krwinek, liczba ptytek krwi i ich $rednig objetoscig, a takze klasycznymi czynnikami ryzyka rozwoju
miazdzycy (wiekiem i picia pacjentéw oraz wystgpowaniem nadcisnienia, otytosci, dyslipidemii
i cukrzycy); 3) analiza regresji liniowej jedno- i wieloczynnikowej dla chemokin RANTES i CCL2; 4) ocena
zaleznoéci miedzy wartosciami stezeri RANTES i CCL2 a liczbg zajetych miazdzyca tgtnic wiericowych;
5) ocena przydatnosci diagnostycznej badanych chemokin poprzez oceng wielkosci powierzchni pola
pod krzywa ROC, wyznaczenie czutosci i swoistosci diagnostycznej oraz wartosci predykcyjnej dodatniej
i ujemnej.

Badania objety 84 pacjentéw z ostrym zespotem wiericowym, ktérych podzielono na dwie
podgrupy: STEMI i NSTEMI (zawat serca bez uniesienia zatamka ST w badaniu EKG) oraz 33 chorych ze
stabilng chorobg wiericowa, hospitalizowanych i diagnozowanych w Klinice Kardiologii i Kardiochirurgii
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku w latach 2015-2017. Jako kryteria wigczenia do
grupy badanej uznano: 1) wiek pacjenta migdzy 18-80 rokiem 2ycia, 2) obecnos¢ w koronarografii
istotnego zwezenia tetnicy wierficowej (zwezenie swiatta naczynia >50%), 3) oceng funkcji skurczowej
lewej komory w przezklatkowym badaniu echokardiograficznym. Do badar nie wiaczono pacjentow
z ostra lewokomorowa niewydolnoscia serca, obrzekiem ptuc, ciezka niewydolnoscig serca, obrzgkiem
ptuc, ciezka niewydolnoécig nerek, wstrzgsem kardiogennym oraz swiezym udarem mozgu. Grupa
badana obejmowata takie pacjentéw ze stabilng choroba wiericowa, ktéra zostata potwierdzona
w badaniu angiograficznym. Grupa kontrolna obejmowata 21 zdrowych oséb, pod wzglgdem wieku
i pici zblizonych do grupy badanej, ktérze byty poddawane okresowym badaniom w Poradni Medycyny
Pracy Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku, bez epizodéw sercowo-naczyniowych,
cukrzycy i nadciénienia w historii choroby. Kryteriami wykluczajacymi dla grupy kontrolnej byty:
infekcje, stany zapalne, choroby ogélnoustrojowe i niewydolno$¢ nerek. Pacjenci nie przyjmowali
lekéw przeciwzapalnych ani zadnych lekéw przeciwptytkowych w ciggu ostatnich 7-10 dni.

Stezenie chemokin RANTES i CCL2 oznaczano w osoczu ubogoplytkowym z wykorzystaniem
immunoenzymatycznego testu fazy statej ELISA (R&D Systems). Materiatem do badan byta krew zylna
pobierana w momencie przyjecia pacjenta do szpitala, przed rewaskularyzacja wiericowa. Uzyskane
wyniki poddano wnikliwej analizie statystycznej. Dla cech mierzalnych wyliczono mediang, minimum,
maksimum i interkwartykle, a dla cech jakosciowych obliczono ich rozktad iloéciowo-procentowy. Do
oceny normalnosci rozktadu badanych cech wykorzystano test Shapiro-Wilka. Z uwagi na brak
normalnosci rozktadu, przy poréwnaniach miedzy dwiema grupami stosowano test U Manna-
Whitneya, natomiast do poréwnan wiekszej liczby grup stosowano odpowiednio analize wariancji lub
test Kruskala-Wallisa. Do poréwnarn cech jako$ciowych stosowano test niezaleznosci chi-kwadrat,
a wystepowanie korelacji miedzy badanymi parametrami zbadano testem Spearman’a. Wykonano
takze analize krzywej ROC, gdyz najwazniejszym wskaznikiem, ktéry swiadczy o przydatnosci klinicznej
danego parametru jako markera choroby jest ocena mocy diagnostycznej, ktorej wyktadnikiem jest
powierzchnia pola pod krzywa ROC - im wigksza powierzchnia pola, tym wyzsza moc diagnostyczna.
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Dla RANTES i CCL2 przeprowadzono takie analize regresji liniowej jednoczynnikowej
i wieloczynnikowe] u chorych na choroby sercowo-naczyniowe.

Praca doktorska ma typowy ukfad edytorski, z zachowaniem wtasciwych proporcji miedzy
poszczegdlnymi rozdziatami. Dysertacja jest przejrzysta, opatrzona wieloma tadnie wykonanymi
rysunkami i tabelami. Pi$miennictwo Doktorant dobrat umiejetnie (az 211 pozycji), z czego, co warte
podkreslenia, tylko 6 stanowity prace polskojezyczne, a 19% stanowity publikacje z lat 2009-2018.

We ,Wstepie” Doktorant w sposdb przejrzysty przedstawit wszystkie niezbedne informacje,
ktére dajag podwaliny teoretyczne i pozwalajg zardéwno na zrozumienie badanego zagadnienia, jak
réwniez celowosci podjetych badan oraz uzasadniaja konieczno$¢ wytypowania nowych biomarkeréw
procesow zapalnych i miazdzycowych, wraz z oceng ich przydatnosci diagnostycznej jako wskaznikow
rozwoju zmian miazdzycowych w chorobie niedokrwiennej serca. Uzyskane wyniki badan
przedstawiono w sposéb jasny i zrozumiaty, a liczne zastosowane metody analizy statystycznej
dobrano prawidtowo. W rozdziale ,,Dyskusja” zawartych jest wiele cennych informacji ogélnych, ktore
pozwalajg na zrozumienie tematyki badawczej jakg zajmowat sie Doktorant, a dyskusja nad
otrzymanymi wynikami podkreéla nowatorstwo i wage jaka tego typu oznaczenia mogg miec
w diagnostyce laboratoryjnej zmian miazdzycowych w chorobie niedokrwiennej serca. Wnioski
sformutowano prawidtowo.

Przedstawiona do recenzji praca jest nowatorska, bardzo wartosciowa pod wzgledem naukowym

i wnosi szereg nowych informacji, interesujacych zaréwno dla klinicystow, jak i diagnostow

laboratoryjnych. Doktorant nie ustrzegt sie drobnych niedociggniec, ktére jednak nie umniejszajg

wartosci merytorycznej przedstawione]j do recenzji dysertacji. Z uwagi na to, Zze zwrdcenie na nie uwagi
moze stanowi¢ pomoc przy przygotowywaniu przysztych opracowan naukowych, pozwole sobie
najwazniejsze z nich wymienic:

* w teksécie niejednokrotnie uzywane sg skroty zarowno nazw angielskich, jak i polskich, ktorych
znaczenie nie jest wyjasniane po ich pierwszym uzyciu w tekscie. Niektére z nich nie s nawet
wyjasnione w ,Wykazie skrotow” (np. PPCI, ABCA1 transpoter, PAI1, PMV, PCT). W moim odczuciu
wszystkie uzywane skroty powinny mieé swoje wyjasnienie w teksécie pracy, niezaleznie od tego, czy
sg one wyjasnione w ,Wykazie uzywanych skrotow”;

e opisy na wszystkich rycinach powinny by¢ po polsku, nie po angielsku (ryc. 2, 5, 7, 9);

e str. 12: LDL to Low-Dencity Lipoprotein (lipoproteina o niskiej gestosci), a nie ,mate geste LDL";

e str. 16: zwrot ,czagsteczki weglowodorowe sialyl-Lewis X” jest niepoprawny. Powinno byc:
»czasteczki weglowodanowe (lub oligosacharydowe) sjalo-Lewis X”;

e str. 17, tabela 1: jest ,sialylowane glikoproteidy”, a powinno by¢: ,sjalowane glikoproteiny”, co jest
powszechnie stosowanym pojeciem w glikobiologii. Ponadto wszystkie uzywane w tabeli skroty
powinny by¢ pod nig wyjasnione, tak aby tabela i opis do niej stanowity catosc, bez koniecznosci
siegania do tekstu;

e str. 20: zdanie ,Z kolei integryny z klasy B1 wykazujg ekspresje na komérkach miesni gtadkich,
uczestnicza w ich przytaczaniu do macierzy zewnatrzkomérkowej i umozliwienie fenotypu
skurczowego tych komaorek” jest niezrozumiate. Prosze o wytfumaczenie;

e angielskobrzmigce stowo ,ekstrawazacja” powinno by¢ zastgpione stowem ,wynaczynienie”,
a sfowo ,transmigracja” stowem ,przechodzenie”, za$ zamiast stéw ,proteiny” i ,N-terminalny”
powinny by¢ uzywane stowa ,biatka” i ,N-koricowy”. Takze stowo ,poziom” w odniesieniu do
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stezenia danej substancji jest zapozyczeniem z angielskiego, a ,molekuta” to po polsku
,czgsteczka”;

e w tabeli 2 s3 uzyte rézne punktory przy wymienianiu ligandéw dla chemokin. Czym jest to
spowodowane? Prosze o wytfumaczenie;

e str. 27: fragment od wiersza 1 do 10 jest identyczny jak na str. 25, wiersze 6-15;

e Powinno sie uzywaé nazwy ,glukozoaminoglikany”, a nie ,glikozaminoglikany”;

e str. 52: rysunek bez numeru i podpisu. Stowo ,$mieci” moina by zastgpi¢ stowem
,zanieczyszczenia”. Skrét PCT powinien by¢ wyjasniony;

* moéwimy o liczbie pacjentéw, naczyn krwionosnych, a nie o ich ilosci;

« definicja czutoéci diagnostycznej jest niepoprawna stylistycznie, przez co nie do korica klarowna,
a podany wzér do obliczenia czutoéci diagnostycznej jest btedny i tozsamy ze wzorem do obliczenia
swoistosci diagnostycznej;

e str.59:,W grupie z OZW mediana stezenia RANTES byta prawie 3-krotnie nizsza,...”. Brakuje stowa
Jnizsza”;

e w opisach do tabel, powinny by¢ uzywane polskie nazwy, a wyjasnienie/rozwinigcie angielskich
skrétéw powinno ewentualnie by¢ podane w nawiasie jako dodatkowa informacja (np. tabela 7, 8,
9, 10);

e réznice miedzy badanymi grupami sie obserwuje, a nie uzyskuje;

e moéwi sie o tym, ze np. réznice miedzy grupami s3 ,istotne statystycznie”, a nie ,istotnie
statystycznie” i tak np. ,analiza wartosci stezert danego parametru nie wykazata istnienia réznic
istotnych statystycznie miedzy grupami”, nie za$ ,stezenia nie réznity sie istotnie statystycznie
miedzy grupami”;

e W streszczeniu w wersji anglojezycznej odnosnie réznic istotnych statystycznie powinno sie uzywac
zwrotu np. ,significantly higher”, a nie ,statistically significantly higher”, gdyz juz samo okreslenie
,significantly” oznacza, ze obserwowane réznice w wartosciach analizowanego parametru migdzy
badanymi grupami sg statystycznie istotne.

e W pracy znalazty sie ponadto nieliczne literéwki, skroty myslowe, niezrecznosci jezykowe, btedy
stylistyczne i interpunkcyjne, co jednak nie przeszkadza w zrozumieniu sensu przedstawianych
tresci i nie wptywa na warto$¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorant umiejetnie zorganizowat swoj warsztat badawczy, wykazat sig
duzg pracowitoécig i starannoscia w opracowaniu uzyskanych wynikéw, wykonat i przeanalizowat
bardzo wiele oznaczen, co pozwolito na osiggniecie wszystkich zaktadanych celéw. Przeprowadzone
badania s wartosciowe i daly podstawe do wyciggniecia siedmiu najwazniejszych wnioskow:
1) wykazano, 7e wartosci stezern RANTES i CCL2 sg wyisze, a réznice sq istotne statystycznie, zarowno
u pacjentow z zawatem miesnia sercowego, jak i stabilng chorobg wiericowa, w poréwnaniu do 0séb
zdrowych, co moze wskazywa¢ na zaangazowanie tych czasteczek w powstawanie procesu
miazdzycowego; 2) badane chemokiny mozna uzna¢ za potencjalne wskazniki przewlektego stanu
zapalnego, co moga potwierdza¢ obserwowane wyzsze wartosci stezeri RANTES i CCL2 u pacjentow ze
stabilng chorobg wiericowa w poréwnaniu do pacjentéw z zawatem serca; 3) w chorobie sercowo-
naczyniowej lepszym wyktadnikiem procesu miazdiycowego jest RANTES, co jest zwigzane z jej
wiekszym wydzielaniem; 4) ocena stezenia RANTES i CCL2 moze by¢ pomocna w stwierdzeniu
obecnoséci zmiany miazdzycowej, ale nie jej nasilenia; 5) obserwowana korelacja migdzy wartosciami
stezeri chemokiny RANTES i $rednig objetoscia ptytek krwi (MPV) moze potwierdzac jej pochodzenie
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z ptytek krwi i $wiadczy¢é o zwiekszonej aktywacji ptytek krwi u pacjentéw z chorobg sercowo-
naczyniowa; 6) w modelu analizy regresji liniowej wieloczynnikowej wykazano, ze ptec, wartos¢ MPV
oraz stezenie CCL2 sa zmiennymi predykcyjnymi wptywajacymi na stezenie RANTES,; 7) RANTES, obok
hsCRP, moze byé uzytecznym wskaznikiem procesu miazdzycowego i towarzyszacego mu stanu
zapalnego u pacjentéw z chorobg sercowo-naczyniowa, na co wskazuje wykazana wysoka moc
diagnostyczna oraz czutosc i swoistos¢ diagnostyczna.

Uwazam, ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska catkowicie spetnia wymagania ustawy
o stopniach naukowych i przedstawiam Radzie Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pana mgr Pawfa
Kiszto do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wnioskuje o przyznanie za niniejsza dysertacjg
nagrody JM Rektora Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Unewersylel we Wroclawiu
DIAGNOSTYKI LABORATORYJNE)
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dr hab. Ewa M. Kratz

Uy 4 Gz iz

Strona5z5



