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Zaburzenia kardiometaboliczne staja sie na najwiekszym problemem 2drowotnym XXI
wieku. Lawinowo narastajgca crestosd obylosci, w szczegolnosci najbardzie] niekorzystne]
metabolicznie otylosci brzusznej, pocigga za sobg staty wrrost wystepowania cukrzycy | standw
prredeukrzycowych. Przy czym naleiy podkreslic, Ze to co okreslamy dosc fagodnym mianem
Lstanu przedcukrzycowego” zazwyczaj jest rlofong i zaawansowang konstelacjg zmian
metabolicznych znaczaco wptywajacych na rozwadj patologii uktadu krazenia. Nalezy zwrdcic
uwage, iz problem dotyczy roinych stadiow wiekszosci schorzen kardiologicznych, Od rozwaoju
zmian naczyniowych przedmiaidiycowych, przez narastanie 1 niestabilnos¢ blaszki
miaidzycowej, a co za tym idzie prawdopodobienstwo wystapienia ostrego zespotu
wiencowego, do czestosci jego powiklan, w tym rozwoju niewydolnosci serca. W ostatniej
dekadzie do najwainiejszych lekow stosowanych wsrdd pacjentdw z cukrzycg lub
niewydolnoscig serca naleig inhibitory kotransportera sodowo-glukozowego typu drugiego
(SGLTZi). Skutecznosc tych lekow wrecz zaskoczyta badaczy i klinicystow sugerujac duzo wieksze
efekty nii oczekiwane z oddzialtywania na receptor znajdujgcy sie w cewce bliiszej nefronu. Z
tego wigledu uwaiam temat podjety przez doktorantke, pod opiekg promotora, za doskonaty
przykiad badan podstawowych wynikajgcoych z wainej potrzeby klinicznej i obserwacji danych
epidemiologicznych. Wyniki tej pracy beda mogly wplyngl w prazysziosci na codzienng praktyke

kliniczng.



Przedstawiona praca ma klasyczny uktad monografii doktorskiej. Jest napisana na 182
stronach maszynopisu, zawiera 12 rycin, 8 tabel oraz 168 pozycji piSmiennictwa. Dotgczone s3
rowniez zgoda Komisji Etycznej Uniwersytetu Medycznego w Graz oraz jej ttumaczenie
przysiegte na jezyk polski. Praca obejmuje nastepujace rozdziaty: spisy tresci, rycin, tabel i
skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, zatozenia i cel pracy, materiat i
metody, wyniki, dyskusja, zakonczenie zawierajgce podsumowanie i wnioski, aneks

podsumowujacy czes¢ wynikéw w formie tabelarycznej, pismiennictwo.

Zwraca uwage bardzo wysoki poziom edytorski przygotowania pracy. Starannie
przygotowane ryciny, tabele poprawiajg zrozumienie skomplikowanych proceséw opisywanych
w monografii, jezyk jest zrozumiaty a kalki jezykowe pojawiajg sie tylko w wyjatkowych

sytuacjach.

Wstep zawiera kompleksowe wprowadzenie do tematu badan. Rozpoczyna sie od
krotkiego przedstawienia patogenezy zawatu serca oraz procesu przebudowy lewej komory po
zawale. Nastepnie wykazuje kluczowy wptyw cukrzycy na rokowanie oraz w szczegdlnosci na
przebudowe lewej komory po zawale. Waznym elementem jest prezentacja efektéw SGLT2i —
w tym uzywanej w badaniu empagliflozyny, w hamowaniu niekorzystnych proceséw rozwoju
niewydolnosci serca. Druga cze$é wstepu szczegdtowo opisuje wptyw krétkich niekodujgcych
RNA (wtym microRNA) na regulacje funkcji serca oraz ich potencjalne znaczenie jako markerow
niekorzystnego rokowania. Catos¢ doskonale ukazuje kontekst projektu i jego znaczenie dla
nauki i praktyki klinicznej, a réwnoczes$nie udowadnia wysokg biegtos¢ Doktorantki w
poruszaniu sie wsrdd tych zagadnien. Nalezy zwrdcié uwage na doskonale przygotowane ryciny,
ktére utatwiajg zrozumienie skomplikowanych proceséw odbywajgcych sie na poziomie
komérkowym. Wstep konczy przedstawienie luk w obecnej wiedzy na temat roli miRNA u
pacjentéw po zawale i z cukrzycag. To pozwala lepiej zrozumiec znaczenie przeprowadzonego
badania oraz bezposrednio wprowadza czytelnika w cele pracy. Taka bardzo logiczna struktura
wstepu prowadzi czytelnika od problemu klinicznego, przez wyjasnione skomplikowane

mechanizmy patofizjologiczne do zdefiniowania mozliwosci zaadresowania potrzeb klinicznych.

Autorka w kolejnym rozdziale podaje, iz celem pracy bylo: ,ewaluacja potencjatu
biomarkerowego wyselekcjonowanych kragzgcych miRNA w kontekscie determinacji statusu
metabolicznego (zdefiniowanego obecnoscia T2DM), zaawansowania remodelingu lewej

komory serca oraz ACS. Analizy te osadzono w paradygmacie patofizjologicznym szlaku SGLT2
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oraz w kontekscie klinicznym 26-tygodniowej interwencji terapeutycznej z zastosowaniem
empagliflozyny.”. Nastepnie opisuje 7 celéw szczegétowych, w ktérych uwzglednia zaréwno
ocene proceséw biologicznych, jak i weryfikacje uzytecznos$ci badanych miRNA jako potencjalne
biomarkery. Pomiedzy rozdziatem Cele a metodami Doktorantka umiescita rozdziat opisujgcy
schemat przeprowadzonego badania. Znaczgco utatwia to zrozumienie zatozen, ale réwniez

$ledzenie zmian ekspresji poszczegdlnych substancji badanych przez Autorke.

Dalej Doktorantka opisuje populacje badang oraz uzyte metody. Warto podkresli¢, ze
badanie jest oparte o jednorodng populacje 106 pacjentdow po zawale serca z
wieloo$rodkowego prospektywnego badania EMMY, prowadzonego m.in. przez Uniwersytet w
Graz. Szczegdlne znaczenie dla tego eksperymentu ma fakt, ze chorzy byli obserwowani w
okresie 26 tygodni i dostepne byty prébki osocza zaréwno z momentu witgczenia do badania,
jakipo pétroku, co umozliwia ocene przebiegu zjawisk biologicznych w czasie i zmniejsza ryzyko
tzw. odwrotnego wnioskowania. W kolejnych rozdziatach Autorka przedstawia zaawansowang
metodologie badan molekularnych, ktéra byta uzyta w jej badaniach. Zwraca uwage duze
przywigzanie do szczegétu, kontroli jakosci oraz weryfikacji uzyskanych wynikdéw, co dobrze
Swiadczy o warsztacie naukowym doktorantki. Bardzo wartosciowe i rowniez wskazujgce na
peten profesjonalizm sg szczegdtowe opisy poszczegdlnych etapdw analizy bioinformatycznej i
catego wnioskowania sieciowego in silico. W ostatniej czesci rozdziatu dotyczgcego metodologii
Doktorantka przedstawia rowniez ograniczenia badania, co wskazuje na duzg dojrzatosé

naukowa i zrozumienie mocnych, ale réwniez stabszych stron swoich badan naukowych.

W rozdziale Wyniki Autorka przedstawia uzyskane rezultaty, rozpoczynajac od analizy in
silico oraz identyfikacji gendéw, ktére potencjalnie mogg by¢ regulowane przez badane miRNA.
Nastepnie przedstawia wyniki ekspresji wybranych miRNA w poszczegdlnych predefiniowanych

grupach i ich zmiany w czasie.

Rozprawe podsumowuje dobrze napisana i sprawnie poprowadzona dyskusja
konfrontujgca wyniki wtasne Doktorantki z danymi z literatury. Ponownie chciatbym podkreslié
dojrzato$é¢ naukowg Doktorantki, ktéra wyraza sie m.in. w szczegdtowym opisie ograniczen
badania przedstawionym w dyskusji, w prezentacji przysztych kierunkdw badan oraz wazkich

implikacji klinicznych wynikajgcych z jej wynikow.



Swojg prace Autorka podsumowata w 10 wnioskach:

1.,08 SGLT2-ncRNA stanowi ztozony ukfad regulacyjny taczacy sygnalizacje metaboliczng, zapalng,
oksydacyjng, profibrotyczng i sercowo-naczyniowg. Analiza bioinformatyczna i przeglagdowa
uzasadniajg wybor miRNA jako kandydackich biomarkeréw przebudowy pozawatowej i zaburzen
metabolicznych.

2. U pacjentdéw po ACS obecnos$¢ T2DM wigze sie zodmiennym profilem ekspresji kragzgcych miRNA.
Najbardziej wyrazne rdznice dotyczg nizszej ekspresji miR-210-5p oraz wyzszej ekspresji miR-195-5p u
pacjentéw z T2DM.

3. MiR-210-5p moze by¢ interpretowany jako marker zaburzonej odpowiedzi na hipoksje i stres
metaboliczny u pacjentéw z T2DM po ACS. Jego wzrost po 26 tygodniach obserwacji sugeruje udziat w
procesach adaptacyjno-naprawczych, przy utrzymujgcym sie wptywie cukrzycy na ten szlak.

4. MiR-195-5p wydaje sie odzwierciedla¢ przewlekty komponent metabolicznonaczyniowy zwigzany z
T2DM i podwyzszonym HbAlc. Jego wyzsza ekspresja u pacjentédw z cukrzycg wskazuje na potencjalny
zwigzek z dysfunkcjg srédbtonka, stresem oksydacyjnym, apoptozg i zaburzong angiogeneza.

5. MiR-21-5p, ktérego ekspresja istotnie zmniejszata sie po 26 tygodniach, moze odzwierciedlaé
wygaszanie procesow zapalno-wtdknieniowych i przebudowy miesnia sercowego w okresie
pozawatowym. Ze wzgledu na brak bezposredniego poréwnania z placebo, obserwacja ta nie
przesadza o przyczynowym wptywie empagliflozyny.

6. MiR-1-5p jest najsilniej zwigzany z ciezkoscig ACS w badanej kohorcie. Wyzsza wyjsciowa ekspresja
miR-1-5p u pacjentéw z LVEF <40% wskazuje, ze czasteczka ta moze odzwierciedlac uszkodzenie
kardiomiocytdw oraz wczesng dysfunkcje lewej komory.

7. Panel wielomarkerowy obejmujacy wysokie miR-1-5p, niskie eGFR i wysokie NTproBNP poprawia
identyfikacje pacjentéw z LVEF £40% w porédwnaniu z pojedynczymi markerami. Wynik ten potwierdza
potencjat integracji biomarkeréw molekularnych z klasycznymi parametrami kliniczno-laboratoryjnymi.

8. Obserwowane zmiany ekspresji miRNA w trakcie 26 tygodni leczenia empagliflozyng sg biologicznie
spojne z potencjalnym dziataniem kardioprotekcyjnym inhibitoréw SGLT2, ale nie stanowig
definitywnego dowodu przyczynowego efektu leku. Do potwierdzenia takiego efektu konieczne sg
analizy poréwnawcze z grupg placebo oraz modele uwzgledniajgce interakcje czasu i leczenia.

9. Krgzgce miRNA majg potencjat jako biomarkery stratyfikacji ryzyka po ACS, jednak ich zastosowanie
kliniczne wymaga dalszej walidacji w wiekszych, niezaleznych i zréznicowanych populacjach oraz
standaryzacji procedur przedanalitycznych, izolacji RNA, normalizacji i oznaczen gRT-PCR.

10. Dalsze badania powinny obejmowacd prospektywng walidacje paneli miRNA, analize petnej
dynamiki czasowej po ACS, ocene réznic miedzy STEMI i NSTEMI, poréwnanie ramienia empagliflozyny
z placebo oraz badania funkcjonalne in vitro i in vivo potwierdzajgce mechanistyczng role
zidentyfikowanych miRNA.”

Whioski w duzej mierze odpowiadajg zatozonym celom, jednak w pewnej czesci nie

wynikajg bezposrednio z przeprowadzonych eksperymentdw, a z analizy bibliograficznej i



znajomosci literatury (np. uwzglednione we wnioskach twierdzenia dotyczgce odzwierciedlenia
przez poszczegdlne miRNA poszczegdlnych proceséw biologicznych), aczkolwiek nalezy

przyznaé, ze analiza danych zastanych nalezata do celdw rozprawy doktorskie;j.

Z obowigzku recenzenta chciatbym w sposéb krytyczny odnies¢ sie do niektdrych, mniej

istotnych, elementdéw rozprawy.

* W metodologii nalezatoby doktadniej okresli¢ jakg ocene przeprowadzono po 26
tygodniach. Wedtug obecnej wersji wydaje sig, ze na koniec obserwacji wykonano jedynie
pobranie krwi, a ocene kliniczng i echokardiograficzng wykonano jedynie w ostrej fazie —
przy przyjeciu do szpitala. Ogranicza to nieco znaczenie badania, gdyz nie ma mozliwosci
oceny zwigzku zmiany stanu klinicznego ze zmiang ilo$ci badanej substanciji.

* W tabelach sg zmienne: Troponina T centralna oraz hsTroponina, ktére sg wyrazone w tych
samych jednostkach, dajg podobne wyniki, wiec pojawia sie pytanie czym sie te zmienne
réznig, jakie jest tego znaczenie i jaka troponina (T czy |) byta badana metoda wysokoczutg
i czy Troponina T centralna tez nie byta badana tg metodas.

* Pojawia sie okreslenie Creatinine zamiast kreatynina

* Dlaczego autorka nie przedstawita w Tabeli 6 ekspresji wszystkich badanych miRNA w
zaleznosci od wyjsciowej LVEF, a jedynie wspomniata w tekscie o zwigzku miR-1-5-p

* Dlaczego Autorka nie przeanalizowata longitudinalnych zmian ekspresji miRNA w zaleznosci
od wyjsciowej LVEF?

* Trudno znalezé praktyczne zastosowanie dla wniosku 7, gdyz najlepszym sposobem
identyfikacji dysfunkcji lewej komory jest pomiar LVEF — duzo tanszy i dostepny niz pomiar
miRNA, natomiast ciekawg obserwacjg jest fakt, ze miR-1-5-p jest zwigzany z gorszg funkcjg
skurczowg w sposdb niezalezny od eGFR i NT-BNP i w ten sposéb moze nam dawac
dodatkowe informacje odnosnie zachodzgcych proceséw.

* Autorka powinna zachowac¢ wiekszg ostroznos$¢ przy formutowaniu wnioskéw dotyczgcych
znaczenia zmiany ekspresji poszczegdlnych miRNA w okresie zatozonej obserwacji, gdyz
mogg one wynikaé z bardzo réznych przyczyn, a w przeprowadzonym badaniu nie ma grupy
kontrolnej, do ktérej mozna bytoby poréwnac wyniki. Dlatego spadek ekspresji pomiedzy
okresem ostrym a obserwacjg odlegta moze by¢ zwigzany z normalizacjg stezenia po

wzroscie w trakcie fazy ostrej zawatu, jak tez spadkiem ekspresji w wyniku przewlektych



procesdw adaptacyjnych. Bez odniesienia do odpowiednio zdefiniowane] grupy kontrolnej,
wnioskowanie musi by¢ bardzo ostrozne.

* W dyskusji Autorka pisze (str 99): istotnym punktem koricowym badania, byla identyfikacja
miR-1-5p". Byl to raczej istotny wynik, Punkty koncowe badania s3 to zdarzenia okreslajgce
mierzalng zmiane stanu zdrowia, predefiniowane pried jego rozpocieciem, ktdre s3
oceniane w trakcie badania. Dlatego identyfikacja nowego miRNA nie moze byé punktem

koncowym badania.

Wimiankowane niedociggniecia nie wptywajg istotnie na moj3 bardzo wysoka ocene
wartosci merytoryczne) pracy doktorskiej lek. Ewy Jarosz-Popek, @ maja charakter jedynie

stymulacji dyskursu naukowego.

Cheiatbym ze wszech miar podkreslic wyjatkowy zakres wykonanych prac badawczych
i wysoka jakosc uzyskanych wynikdw. Nie mam watpliwosci, i wyniki zostang opublikowane w
wiodgcych periodykach naukowych i beda w priyszlodc bedq wielokrotnie cytowane. Na
wielkie uznanie zasluguje polgczenie badania klinicznego z nowoczesnymi  analizami
molekularnymi oceniajagoymi ekspresje miRNA oraz z analizg in silico, bazujgcy w duie] mierze
na wczesnie) opublikowanyeh danych. Jest to sitandarowy przykiad optymalnego polaczenia
rainych narzedzi badawczych, swiadczacy o dojrzatoici naukowej Doktorantki i jej gotowodci

do samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa na stopien doktora nauk medycznych lek. loanny
Jarosz-Popek p.t.;  Integracja siec niekodujgcych RNA powigzanych z 5GLT2 oraz krgzgcymi
mikroRNA jako biomarkerdw w zawale miginia sercowego i cukrzycy typu 2." jest, moim
zdaniem, spdjnym tematycinie | metodologicznie rozwigzaniem problemu naukowego,
wskazuje na oryginalnoit podejscia do badan naukowych i jest dwiadectwem wysokiego
poziomu wiedzy teoretyczne] oraz umiejetnosci Doktorantki w zakresie samodiielnego
prowadzenia pracy naukowej w zakresie nauk medycznych. Nie mam watpliwosci, te rozprawa
doktorska spefnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Mam zatem zaszcryt wystapic do Rady
Dyscypling MNauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 2 wnioskiem o

dopuszczenie lek Joanny larosz-Popek do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Karol Adam KEamidski



