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Przedlozona do recenzji praca doktorska dotyczy ciggle aktualnego problemu
medyczno-sadowej diagnostyki zgonoéw o podtozu czynnosciowym.

Tzw. zgony sercowe (sudden cardiac death, SCD) juz od zarania medycyny sadowe;j
sprawiaja ogromne trudnosci opiniodaweze ze wzgledu na brak mozliwych do zaobserwowania
makro- i mikroskopowym zmian morfologicznych. Medycy sadowi bardzo czgsto zmagaja sie
wowczas z problemem tzw. bialej sekcji. tj. nieustalonej w drodze badan sekcyjnych przyczynie
Smierci. Sytuacja ta rodzi szereg komplikacji, zar6wno organom stosowania prawa, jak
1 rodzinom zmartych.

Postgpy wspolczesnej medycyny sadowej ukierunkowane sa wiec miedzy innymi na
wyeliminowaniu tej ewidentnie ,,bialej plamy” w posmiertnej diagnostyce. W ciggu ostatnich

kilkudziesigciu lat zostala zgromadzona znaczna wiedza na temat patofizjologii SCD. Postep



dokonat si¢ glownie dzieki zastosowaniu nowych metod diagnostyki klinicznej. Posmiertna
diagnostyka medyczno-sadowa wprawdzie znacznie rézni si¢ od klinicznej, jednak szybszy
postep sklonit do prob zaimplementowania metod wykrywania biochemicznych markeréw
SCD, ktére pojawiaja sie we krwi znacznie szybciej niz zmiany martwicze mozliwe do
wykrycia makro- lub mikroskopowego. Dotychczasowe wysitki badawcze oparte na
oznaczaniu we krwi po$miertnej markeréw SCD jednak nie przyniosty zadowalajacych
rezultatow. Dlatego ciggle poszukiwane sg sposoby bezspornego ustalenia lub przynajmniej
znacznego uprawdopodobnienia posmiertnego rozpoznania SCD na podstawie obiektywnych
wynikow badan.

W medycynie sadowej, a zwlaszcza w toksykologii sadowej oraz pokrewnym jej dziale
tzw. tanatochemii w przypadkach, gdy rozpoznanie patomechanizmu $mierci utrudnia brak
nadajacej si¢ do badan niezmienionej posmiertnie krwi szczegblnego znaczenia nabierajg
materialy tzw. alternatywne, w ktérych stezenie markerow jest proporcjonalne do stezenia we
krwi. Takim ,.sztandarowym” przykladem w tzw. alkohologii sadowej jest ciato szkliste oka,
ktore dawniej traktowano jako material alternatywny. a obecnie stalo sie typowym materialem
badawczym. Badania nad dystrybucja biomarkerow SCD. w kontekscie badar posmiertnych
nabierajg wiec szczegdlnego znaczenia.

W powyzsza problematyke wpisuje sie réwniez recenzowana praca, w ktorej Autorka
na podstawie wynikéw badan krwi, ciala szklistego oraz plynu osierdziowego pobranych
1 zabezpieczonych podczas sekcji sadowo-lekarskich dokonata oceny wczesnych markerow
uszkodzenia migsnia sercowego, ktére rutynowo wykorzystywane sa do diagnostyki kliniczne;j.
Sa to: izoenzym MB kinazy kreatynowej (CK-MBmass), odznaczajaca sie wysoka
kardiospecyficznoscig sercowa troponina I (cTnl). ludzka kopeptyna (HCPP) oraz ludzkie
bialko wiazace kwasy tluszczowe typu sercowego (h-FABP).

W ocenie wartosci naukowej podjetego tematu badawczego nalezy uznaé, ze miesci
w gldwnym nurcie badan w zakresie tanatochemii medyczno-sadowej, jest aktualny
1 odpowiadajacy potrzebom diagnostycznym, gdyz wynika z oczekiwan medykow sadowych
oraz organow stosowania prawa. Ma istotny walor poznawczy oraz wyraznie okreslony aspekt

praktyczny.

Struktura pracy doktorskiej mgr Olgi Loski to monografia z zachowaniem podziatu na
rozdzialy i podrozdziaty. Jest zgodna z powszechnie przyjetym wzorcem, obejmuje: spis tresci,
stowik skratow, wstep, cele pracy z okresleniem glownych hipotez badawczych, a nastepnie

czes¢ doswiadezalng obejmujacg materiaty i metody badan, obszerny rozdzial przedstawiajacy



wyniki, omowienie wynikow z dyskusja oraz wnioski. Na kofcu znajduja si¢ streszczenia
w jezyku polskim i angielskim, wykaz pismiennictwa oraz spisy tabel i rycin. Praca liczy 120
stron wydruku komputerowego. Zawiera 28 tabel, 31 rycin oraz obejmuje 108 pozycji
pismiennictwa uporzadkowanego w kolejnosci cytowania. Pismiennictwo w zdecydowanej
wigkszosci (ponad 80 pozycji) skiada sie z prac anglojezycznych o zasiggu migdzynarodowym,
a takze opublikowanych nie dawniej niz 10 lat temu (ponad 70 pozycji).

Praca zostala napisana poprawnie formalno-jezykowo, stylistycznie oraz

interpunkcyijnie.

We wstepie liczacym 17 stron Autorka omoéwila role sekcji zwlok jako poczatek
szezegblowej diagnostyki zgonow o podlozu chorobowym, zwracajgc przy tym uwage na
paradoks, jakim niekiedy jest to, ze przypadki kryminalne bywaja prostsze w diagnostyce niz
zgony chorobowe, ostatecznie niepowodujace implikacji procesowych.

Nastepnie koncentrujgc sie na zasadniczym temacie dysertacji, tj. naglym zgonie
sercowym — w zwigzly, a zarazem przystgpny sposob przedstawila definicje, epidemiologie
oraz etiologi¢ SCD, ktéra w krajach rozwinietych odpowiada za okolo 20% wszystkich naglych
zgonow, jak rowniez mozliwosci diagnostyczne naglych zgondw sercowych w medycynie
sadowej. W tej czesci wstepu szezegdlny nacisk polozyla na:

- problematyke pojawiania si¢ i ewolucji zmian makro- i mikroskopowych w martwicy
migsnia sercowego wzgledem czasu;

- bardzo ograniczong przydatnos¢ rutynowo wykonywanych badan mikroskopowych
oraz

- potencjalng przydatnos¢ wybranych biomarkeréw, w tym miedzy innymi troponin.

Autorka oméwila nastepnie tanatodiagnostyke biochemiczna, jako dzial wspolczesnej
medycyny sadowej, ktéra czerpie z dorobku diagnostyki klinicznej i jej zaplecza badawczego,
w tym analizatorow biochemicznych i immunochemicznych. Wskazata przy tym na ich
ograniczenia w tanatobiochemicznej diagnostyce laboratoryjnej wynikajace ze zmian
posmiertnych, np. gnicia i autolizy, ktore zmieniaja sklad ilogciowy i jakosciowy tkanek oraz
plynéw ustrojowych.

W wstepie mgr Olga Loska duza uwage pos$wiecila na oméwienie biomarkerow
kardiologicznych w diagnostyce naghych zgonow sercowych, ze szczegblnym naciskiem na te,
ktore sg przedmiotem dysertacji: troponiny sercowe, biatko kinazy kreatynowej CK-MB mass,

kopeptyna oraz sercowe bialko wiazace kwasy thuszezowe H-FABP. Czytelnik moze



szezeg6lowo zapoznac sig z ich pochodzeniem, funkcja biologiczna, metodami oznaczania oraz
ich specyficznoscig i ograniczeniami diagnostycznymi.

Nalezy oceni¢, ze wstep dysertacji zostal opracowany w oparciu o aktualng wiedze,
zawiera spora dawke szczegotowych informacji, lecz jednoczesnie w ilodci adekwatnej do

zrozumienia istoty tematu badawezego, bez zbgdnego rozszerzenia o wiedze peryferyjna.

Podejmujac badania a nastepnie scalajac ich wyniki w postaci dysertacji, Autorka
postawila sobie 4 zasadnicze cele:

I. Oznaczenie w surowicy krwi, ciele szklistym i plynie osierdziowym, pobranych
i zabezpieczonych podczas sekeji sadowo-lekarskich, izoenzymu MB kinazy kreatynowej (CK-
MB mass); sercowej troponiny I (cTnl); ludzkiej kopeptyny (HCPP) oraz ludzkiego bialka
wiazacego kwasy tluszezowe typu sercowego (H-FABP).

2. Okreslenie wartosci diagnostycznej powyzszych biomarkerow w przypadku
podejrzenia naglego zgonu sercowego.

3. Sprawdzenie zaleznosci pomigdzy biomarkerami a PMI - czasu od zgonu do pobrania
materiatu.

4. Wykazanie Korelacji pomiedzy markerami w trzech badanych materialach
biologicznych.

Wymienione cele pracy mialy stuzy¢ ocenie sformulowanych przez Autorke dwdch
hipotez badawezych o wysokich walorach poznawczych: pierwsza z nich, to: ,biomarkery
uszkodzenia migsnia sercowego mogg byé narzedziem pomocnym w diagnostyce naglych
zgondw sercowych”, zas druga: ,,wzrost markeréw martwicy miesnia sercowego jest zalezny

od czasu, jaki mingl od zgonu do pobrania materialu™.

Cele pracy nalezy uzna¢ za dobrze sprecyzowane, ich realizacja zapewniala uzyskanie
danych co najmniej wystarczajgcych do przebadania stawianych hipotez, a przy tym sa ambitne,
wymagajgce nie tylko sporego naktadu pracy i zaangazowania znacznych srodkéw, ale przede
wszystkim posiadania znacznych umieje¢tnosei w zakresie praktyki laboratoryjnej oraz wiedzy

specjalistycznej z zakresu medycyny sadowej, diagnostyki medycznej oraz biostatystyki.

Oceniajge czes¢ badaweza dysertacji w zakresie stosowanych metod na wstepie nalezy
podkreslic, ze w posmiertnej diagnostyce medyczno-sadowej kluczowe znaczenie ma
zastosowanie odpowiednich metod analitycznych, ktére charakteryzuja si¢ wysoka czutoscia

i minimalizujg wpltyw matrycy. Wsréd dostepnych metod oznaczania biomarkeréw dostgpne



sg prawie wylacznie tzw. kity, czyli zestawy aparaturowo-odczynnikowe przeznaczone do
badan klinicznych, czyli przeznaczone s do badan os6b zyjacych. Podejmujac badania
posmiertne z uzyciem tych metod, Autorka jednoczesnie dokonata oceny ich przydatnosci do
celow medyczno-sadowych. Jest wiec to »~posredni”, dodatkowy cel dysertacji, czesciowo
ujawniajacy si¢ dopiero na etapie oceny wynikow badan. Dla analityka zwiazanego z medycyng
sadowa dostep do takich informacji jest nie do przecenienia.

Oznaczenie w zebranym materiale biologicznym kopeptyny oraz biatka wiazacego
kwasy tluszczowe typu sercowego (H-F ABP) zostato wykonane przy wykorzystaniu zestawdw
ELISA przy uzyciu czytnika absorbanciji, zas ludzkiej sercowej troponiny I oraz izoenzymu
MB kinazy kreatynowej (CK-MB mass) za pomoca testu ELFA, czyli immunoenzymatycznego
typu sandwich z koncowym odczytem fluorescenci, przy uzyciu automatycznego,
wieloparametrycznego immunoanalizatora VIDAS. W zakresie prowadzonych przez Autorke
badan sa to aktualnie najbardziej zaawansowane technicznie metody, nalezy jednak zaznaczy¢,
ze fabrycznie™ przeznaczone sa do badan osob zyjacych.

Pozytywnie nalezy oceni¢ badania statystyczne uzyskanych wynikow badan. Autorka
dokonala tego przy uzyciu pakietu IBM SPSS wykorzystujac caly potencjal pakietu
programowego: testem chi-kwadrat zbadala zaleznosci migdzy zmiennymi nominalnymi,
istotnos¢ statystyczng zwiazkéw miedzy zmiennymi zbadala za pomoca analiza korelacji
Spearmana, przy uzyciu testu Friedmana ocenila, czy wystepuja istotne statystycznie roznice
w zakresie poziomu analizowanych parametréw  biochemicznych, czyli pomiedzy
poszczegOlnymi rodzajami materialu biologicznego. Do poréwnan dwoch materialow
biologicznych zastosowala test Wilcoxona, za$ testem U Manna-Whitneya sprawdzila, czy
wystepuja istotne statystycznie réznice pomigdzy grupa badang a kontrolna w zakresie
analizowanych zmiennych. W analizie zastosowala statystyki opisowe: Srednia, mediang,
odchylenie standardowe, minimum, maksimum, pierwszy oraz trzeci kwartyl. Autorka
dokonata ponadto przy uzyciu jezyka programowania R poglebiona analize statystyczng za
pomoca nowoczesnych statystycznych metod obliczeniowych stosowanych w tzw. medycynie
opartej na faktach (evidence-based medicine). Znaczna liczbe zastosowanych metod oceny
statystycznej nalezy uzna¢ na pozytywna strone tej czesci metodycznej, jedynie brak
komentarza uzasadniajacego wybér tych testow.

Stosujac wymienione metody analityczne i statystyczne mgr Olga Loska zbadata prébki
krwi, ptynu z galki ocznej i ptynu osierdziowego pobrane od 104 oséb, w tym 50 z grupy
kontrolnej, zabezpieczone podczas sadowo-lekarskich sekcji zwlok wykonanych na zlecenie

prokuratury. Badanie zostalo pozytywnie zaopiniowane przez Komisje Bioetyczng przy



Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu, Zastosowala przy tym Scisle okreslone kryteria
wlaczenia do grupy badanej na podstawie udokumentowanych okolicznosci zgonu mogacych
wskazywa¢ na ich sercowopochodna przyczyng oraz na podstawie wstepnych wynikow sekcji
zwlok potwierdzajgcych mozliwosé wystgpienia naglego zgonu sercowego. Kryteriami
wilaczenia do grupy kontrolnej byl takze wstepny wynik sekcji zwlok oraz dolgczona
dokumentacja ewidentnie wskazujaca na inna niz sercowopochodna przyczyna zgonu.
Dysertacja zawiera szczegolowa procedure zabezpieczania i przechowywania materiatu
biologicznego, co pozwala na prze$ledzenie catego procesu analitycznego od chwili pobrania.

Zebranie wedlug scistych kryteriow odpowiednio licznej grupy badanej w medycynie
sadowej jest bardzo trudne do przewidzenia w okreslonej ramie czasowej. Autorka takze
musiata zmierzy¢ si¢ z trudnosciami w uzyskaniu jednakowych liczebnosci w kazdym
z rodzajow materiatu. W tym kontekscie, dobor i liczebnosé grup nalezy uznac za calkowicie
spelniajace kryteria prac badawczych w zakresie medycyny sadowej.

Badajac wyselekcjonowane przypadki mgr Olga Loska zgromadzila réznorodne
informacje poczawszy od wykladnikéw morfologicznych oraz zmian makroskopowych
przewleklego niedokrwienia i niedotlenienia migsnia sercowego, az po $ciste dane liczbowe na
temat stezen wybranych czterech biomarkerow w surowicy krwi, ciele szklistym i plynie
osierdziowym. Prezentujac wyniki badaf Autorka ograniczyla si¢ do przedstawienia ich
w formie juz czgsciowo przetworzonej w postaci statystyk opisowych, bez szczegolowych
tabelarycznych danych wyjsciowych dla kazdego przypadku, co nie pozwala na zapoznanie sie
z nieprzetworzong informacjg zrodlowa oraz weryfikacje oceny statystycznej. Biorge pod
uwage, ze calos¢ wynikow przedstawila na 31 stronach dysertacji az w 20 tabelach i 19 rycinach
decyzje te¢ mozna jednak uznaé za uzasadniona.

Autorka za pomocg testu U nie stwierdzila istotnych statystycznie réznic w grupie
badanej w poréwnaniu z grupa kontrolng w zakresie analizowanych biomarkeréw HCCP, H-
FABP, CK-MB oraz TNI w ciele szklistym, ptynie z worka osierdziowego oraz w surowicy.
Najwicksze statystycznie roznice zaobserwowala dla H-FABP w ciele szklistym oka, a po
usunigciu przypadkow granicznych okazalo sie, ze w grupie badanej mediana jest istotnie
statystycznie nizsza. Podobny rezultat w ciele szklistym po usunieciu przypadkéw
ekstremalnych uzyskata dla CK-MB.

Wyniki testow statystycznych dotyczace poréwnan tych samych biomarkerow
w roznych materiatach biologicznych w obydwu grupach wykazaly istotnie statystycznie
wyzsze srednie stezenie HCCP w grupie kontrolnej dla plynu z worka osierdziowego

W poréwnaniu z surowicg oraz istotnie statystycznie nizsze srednie stezenie H-FABP w grupie



kontrolnej dla ciata szklistego zaréwno w porownaniu z pltynem z worka osierdziowego, jak i z
surowicg oraz migdzy surowicg a plynem z worka osierdziowego.

Analogiczne wyniki oznaczenn H-FABP wzgledem plynu z worka osierdziowego jak
rowniez wzgledem surowicy oraz migdzy surowicg a ptynem osierdziowym Autorka uzyskata
W grupie badanej. W zakresie TNI, ze wzgledu na niedostateczng liczbe probek Autorka mogta
poréwnac jedynie surowice z ciatem szklistym, lecz nie zaobserwowala istotnych statystycznie
réznic.

W kolejnej grupie wynikow mgr Olga Loska przedstawita osobno w grupie badanej oraz
kontrolnej oceny istotnosci statystycznych  miedzy analizowanymi parametrami
biochemicznymi a wiekiem oraz czasem od zgonu do pobrania materiatu. W grupie kontrolnej
dla ciala szklistego wykazala, ze im osoba starsza, tym wyzszy wynik HCCP i H-FABP oraz,
ze im dluzszy czas od zgonu do pobrania materiatu. tym wyzsza wartos¢ CK-MB. W grupie
badanej stwierdzila zas, ze im dluzszy czas od zgonu do pobrania materialu, tym nizsza wartosé
HCCP w plynie z worka osierdziowego.

W nastepnej czesci rozdzialu Autorka zaprezentowala wyniki dotyczace wplywu
roznych czynnikéw m.in. zmian makroskopowych oraz resuscytacji na analizowane markery
biochemiczne i wykazala, ze:

- wsrod resuscytowanych z grupy badanej $rednie stezenie HCCP w plynie galki ocznej
bylo istotnie statystycznie nizsze w poréwnaniu do nieresuscytowanych, zas wsréd
resuscytowanych z grupy kontrolnej srednie stezenie HCCP w plynie osierdziowym bylo
istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu z osobami nieresuscytowanymi;

- resuscytacja w obu grupach nie powodowala istotnych statystycznie réznic stezen
badanych biomarkeréw w surowicy;

- W grupie kontrolnej, u 0s6b ze zmianami makroskopowymi $rednie stezenie HCCP
w ciele szklistym oka byto istotnie statystycznie wyzsze;

- wystgpowanie zmian makroskopowych w obu grupach nie powodowala istotnych
statystycznie réznic stezen badanych biomarkeréw w plynie z worka osierdziowego oraz
W Surowicy.

Dokonujac analizy korelacji miedzy poszczegdlnymi parametrami biochemicznymi
Autorka w grupie kontrolnej zaobserwowala istotne statystycznie powigzania: dodatnie miedzy
HCCP i CK-MB mass w ciele szklistym oka oraz ujemne miedzy H-FABP w ciele szklistym
a HCCP w plynie osierdziowym. Natomiast w grupie badanej w surowicy wykazata dodatnia
korelacje miedzy HCCP a H-FABP.



Dla dwoch markeréw H-FABP oraz HCCP Autorce udalo sie zebraé co najmniej 10
prob kazdego materialu biologicznego i mogla dodatkowo oceni¢ proporcje miedzy
analizowanymi parametrami biochemicznymi w grupie kontrolnej i badanej, lecz nie
zaobserwowala wystgpowania istotnych statystycznie réznic miedzy grupami. Nie
zaobserwowala istotnych statystycznie réznic migdzy grupami w zaleznosci od czasu, jaki
uplynatl od zgonu do pobrania probek.

Zastosowanie do analizy statystycznej j¢zyka programowania R zaowocowalo kolejna
porcja wynikdw w zakresie taksonomii, modelowaniu liniowym i regresji logistycznej, ktore
Doktorantka zamiescila na 10 stronach. Za pomoca dendrogramu klasyfikacyjnego wylonita
5 typow morfologicznych osob ze wzgledu na wybrane cechy badane i stwierdzila m.in., ze
pacjenci pierwszego typu taksonomicznego cechuja si¢: $rednim czasem pomiedzy zgonem
asckeja zwlok, najstarszym wiekiem, widocznymi zmianami makroskopowymi, niskim
stezeniem CK-MB mass w ciele szklistym oka, najwyzszymi wykladnikami morfologicznymi
przewleklego niedokrwienia i niedotlenienia migénia sercowego oraz $rednimi
przynaleznosciami do grupy badawczej — i zréznicowanie to jest istotne statystycznie dla
wszystkich analizowanych cech. Za pomocg modelowania liniowego mgr Olga Loska
wykazala, ze stezenie CK-MB mass w ciele szklistym oka po 2 dniach od zgonu rosnie do$¢
dynamicznie u zmartych. u ktérych nie zaobserwowano zmian makroskopowych w poréwnaniu
ze zmartymi z widocznymi zmianami, a podobny efekt wystepuje w grupie kontrolnej wzgledem
badawczej. Ostatnia porcj¢ wynikow Autorka uzyskala stosujac regresje logistyczna, za
pomocg ktorej ustalila, ze obecnos¢ wykladnikéw morfologicznych przewleklego
niedokrwienia i niedotlenienia migs$nia sercowego w obrazie histopatologicznym powoduje 36-
krotny wzrost prawdopodobienistwa uznania naglego zgonu sercowego za ostateczng przyczyne
zgonu w opiniowaniu sadowo-lekarskim. Powyzszym testem wykazala ponadto, ze zmiany
makroskopowe wystepuja w grupie badanej w poréwnaniu do kontrolnej, w proporcji
ok.8do 1 oraz, ze wraz z wiekiem denatow rosnie prawdopodobienstwo przynaleznosci
zmarlego do grupy badanej, a réznica ok. 10 lat generuje wzrost ryzyka o okoto 1/3.

Dane tabelaryczne Autorka opatrzyla szczegélowymi objasnieniami zasad i celu
stosowania poszczegdlnych metod statystycznych, co ulatwia ich zrozumienie. Mnogo$é
zastosowanych metod statystycznych oraz znaczne nagromadzenie do$¢ trudnych do
interpretacji danych usieciowanych miedzy trzema réznymi materialami, czterema
biomarkerami oraz dwoma grupami moga jednak nieco przyttaczaé czytelnika i powoduja, ze

czytanie ze zrozumieniem tej czesci dysertacji wymaga znacznego natgzenia uwagi.



21-stronicowe omoéwienie wynikow z dyskusja mgr Olaga Loska podzielila
tematycznie. W pierwszych czterech podrozdziatach ocenila rezultaty oznaczen wybranych
biomarkerow wraz z wnikliwg oceng uzytych metod. W oméwieniu zawarla w szereg cennych,
praktycznych uwag:

- Zwroécita uwage na to, ze testy roznych producentéw nie sa wzgledem siebie
wystandaryzowane, uzyskane rezultaty oznaczen roznymi metodami nie moga wigc byé
bezposrednio poréwnywane.

- Ocenila, ze automatyczna metoda oznaczania ludzkiej sercowej troponiny I oraz
izoenzymu MB kinazy kreatynowej (CK-MB mass) technikg ELFA za pomocg systemu
VIDAS, mimo wielu zalet, w przypadku materialu posmiertnego nie zapewnia dostatecznej
liniowosci detekcji.

- Doktorantka wskazala, ze w przypadku badan probek krwi metodami
immunochemicznymi istotnym problemem technicznym moze by¢ hemoliza. Ten problem nie
wystepuje w przypadku badan plynu osierdziowego, ktory jest tez bardziej odporny na zmiany
posmiertne. Ponadto, bezposredni kontakt z miokardium powoduje, ze w tym srodowisku
stezenie troponin wzrasta jako pierwsze, co ulatwia diagnostyke uszkodzen miocytow.

- W czesci dotyczacej oznaczen izoenzymu MB kinazy kreatynowej we krwi
doktorantka zawarla cenng wskazowke, iz w badaniach posmiertnych nalezy okreslaé st¢zenie
bialka enzymatycznego - CK-MB mass, a nie aktywnosé enzymatyczng - znacznie bardziej
narazong na zaklocajacy wplyw przemian pos$miertnych. Zalecila, zeby podczas lektury
publikacji naukowych zwraca¢ na to uwage, gdyz czesciej publikowane sa badania
z oznaczaniem aktywnosci. co moze by¢ przyczyna blednych interpretacii.

Istotng czes¢ oméwienia wynikow mgr Olga Loska poswiecila badaniom z uzyciem
ciala szklistego, materialu biologicznego dotad niewykorzystywanego do oznaczen stezenia
troponiny 1 bardzo stabo przebadanego pod katem innych biomarkerow SCD. Mimo, ze
w swoich badaniach nie stwierdzila istotnej statystycznie réznicy stezenia troponiny miedzy
grupg badang a kontrolna, to nalezy docenié to, ze prezentowane wyniki sa jak dotad jedyne
wsrod opublikowanych. Wykazata, ze nie ma istotne] statystycznie roznicy takze miedzy
stezeniem CK-MB mass w grupie badanej i kontrolnej, lecz po usunieciu pojedynczych
przypadkow granicznych mediana st¢zenia CK-MB mass w ciele szklistym okazala sig¢ istotnie
statystycznie nizsza w grupie badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej. Ponadto wykazaty,
ze stezenie CK-MB mass w ciele szklistym po 2 dniach od zgonu dynamicznie wzrasta w grupie
kontrolnej, a kazdy dodatkowy dzien od zgonu zwigksza roznice stezenia miedzy grupg badang

i kontrolng o ok. 30 ng/ml. Jest to bardzo cenna obserwacja, ktéra moze by¢ przyczynkiem do
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dalszych, poglebionych badan nad obecnoscia tego biomarkera w ciele szklistym oka,
zwlaszcza, ze dotad nie opublikowano podobnych wynikéw. W oméwieniu Autorka nie podjeta
Jednak proby teoretycznego wyjasnienia prawdopodobnych przyczyn tych zmian.

Doktorantka wykazala, ze stgzenia kopeptyny (HCCP) w ciele szklistym oka, ptynie
osierdziowym i krwi nie réznig si¢ migdzy grupa badang a kontrolna, lecz wykazala, ze jej
stezenie w ciele szklistym w grupie kontrolnej wzrasta wraz z wiekiem, oraz, ze stezenie
kopeptyny w ptynie z worka osierdziowego spada w grupie badanej wraz z uptywem czasu od
chwili zgonu (PMI). Na tej podstawie Autorka podkreslita w dyskusji, ze wlasciwa ocena
HCCP jako posmiertnego biomarkera SCD wymaga przeprowadzenia badan nad jego
stabilnoscig w réznych materialach biologicznych.

Oceniajac wyniki badan nad obecnosécig H-FABP - biatka wiazacego kwasy thuszczowe
typu sercowego doktorantka wykazala, ze zarowno w grupie badanej, jak i kontrolnej srednie
stezenie H-FABP jest najnizsze w ciele szklistym, za$ najwyzsze w plynie osierdziowym,
a roznice stezen migdzy wszystkimi badanymi materialami sg istotne statystycznie. Wskazala
takze, ze stgzenie H-FABP w cialku szklistym galki ocznej w grupie kontrolnej bylo wyzsze
niz w grupie badanej - podobnie jak dla biomarkera CK-MB mass. oraz ze w grupie kontrolnej
stezenie H-FABP wzrastalo z wiekiem, a podobng zalezno$é¢ otrzymala takze dla HCCP.
Autorka dostrzegla podobienstwo stezen obu markeréw réwniez w surowicy grupy badane;,
w ktorej stgzenie H-FABP jest dodatnio skorelowane z HCCP. W ocenie przydatnosci H-FABP
uznala, ze Sredni czas pobrania materiatu od zgonu, ktéry wynosil ponad 130 godzin nie
pozwolil na sformutowanie konkretnych wnioskow, gdyz H-FABP jest malym biatkiem dobrze
rozpuszczalnym w wodzie i nalezy liczy¢ si¢ z tym, ze znaczna jego cze$¢ mogla ulec
degradacji w wyniku autolizy lub gnicia. W tej czgsci dyskusji rodzi si¢ zatem pytanie, dlaczego
Autorka nie ograniczyla ram czasowych np. do 48 - 72 godzin i nie wykluczyla z badan lub
chociazby z oceny statystycznej przypadki z tak dhugimi okresami czasu od chwili zgonu?

Mgr Olga Loska wykazala, ze resuscytacja krazeniowo-oddechowa nie wplywa na
stezenia troponiny I, H-FABP oraz CK-MB, natomiast istotna statystycznie réznica wystepuje
w przypadku kopeptyny. Podkreslita, ze w grupie kontrolnej, u os6b, ktérym wykonano
resuscytacje, wykazano wysokie stezenie HCCP w plynie osierdziowym, ale z kolei w plynie
galki ocznej nizsze niz u os6b nieresuscytowanych. Autorka wskazata w dyskusji na kilka
czynnikow, ktore mogly wplywac na ta dosé zaskakujaca redystrybucje biomarkera oraz
zasadnos¢ dalszych badan w tym kierunku.

W dyskusji Autorka skupita si¢ takze na problemach metodycznych, badaniach nad

zaleznoscig ocenianych biomarkeréw od PMI, czyli czasu od chwili zgonu do momentu
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zabezpieczenia materiatu do badan, kwestii miejsca i sposobu pobrania materialu do badan
tanatochemicznych, proporcji stezen poszczegolnych markerow w réznych materiatach
biologicznych oraz zastosowanych statystykach opisowych. Oméwienie zawiera szereg
waznych informacji oraz praktycznych wskazowek. miedzy innymi, ze:

- r0znorodno$¢ metod wykorzystywanych do oznaczania markerow kardiologicznych
1 innych markeréw pomocnych w diagnostyce naglych zgonéw sercowych moze prowadzié do
wielu nieporozumien, niescistosci i braku poréwnywalnosei uzyskanych wynikow r6znymi
technikami:

- szybkie testy kasetkowe nie nadaja si¢ do probek zhemolizowanych, co powaznie
ogranicza ich przydatnosé¢ w praktyce sadowo-lekarskiej:

- pozytywny wynik testu immunochromatograficznego nie jest w zaden Sposob
przydatny do potwierdzenia sercowopochodnych przyczyn zgonu;

- nalezy liczy¢ si¢ z wystgpowaniem reakeji krzyzowych, efektu duzej dawki i wplywu
hemolizy, co zawsze powinno by¢ brane pod uwage podczas interpretacji rutynowych wynikéw
badan immunochemicznych;

- zaobserwowano wzrost stgzenia oznaczanych markeréw kardiologicznych wraz
z PML, dlatego zasadne jest pobieranie krwi do badan w jak najkrétszym czasie po zgonie;

- W przypadku markeréw diagnostyki naglych zgonéw sercowych samo miejsce
pobrania krwi i jego oddalenie od serca moze wplynaé na ostateczng interpretacje.

Autorka wskazala, Ze nie ma jednoznacznych wytycznych i algorytméw postepowania
dotyczacych oznaczania markeréw kardiologicznych w diagnostyce post mortem. Dlatego przy
braku statystycznej istotnosci pojedynczych markeréw w tym zakresie pomocne mogloby sie
okaza¢ okreslenie proporcji roznych markeréw w réznych materiatach biologicznych. W swojej
pracy podjela takg probe, lecz stosunki stezen dla H-FABP oraz HCCP w kombinacji stezen
we krwi, plynie z worka osierdziowego i ciele szklistym nie wykazaty istotnej statystycznie
roznicy pomiedzy grupa badang a grupa kontrolna. Natomiast wartosci CK-MB mass i ¢Tnl
w znacznej liczbie prob wykraczaty powyzej liniowosei metod i nie bylo mozliwe obliczenie
proporcji tych markeréow.,

Doktorantka wskazata takze na ograniczenia, z ktérymi spotkata sie w trakcie realizacji
pracy. migdzy brak mozliwosci wykonania re-analizy w kierunku troponiny oraz CK-MB mass
wowezas, gdy ich stezenia przekraczaly gérna granice zakresu oznaczalnosci. Z tego powodu
w obliczeniach statystycznych nie mogla uwzgledni¢ czesci wynikow badan. Przyczynit sie do
tego brak dostatecznej ilosci materiatu badawczego oraz ograniczenia finansowe, Pozostawia

to pewien niedosyt u czytelnika, gdyz przy wdrazaniu nowych metod z reguly wezeéniej
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wykonywane sa badania wstgpne dla unikniecia tego rodzaju ograniczen. Zdaniem Autorki
kwestia rozcieficzenia probek w diagnostyce post mortem powinna by¢ przedmiotem dalszych
prac badawczych, jak réwniez widzi potrzebe kontynuowania prob oznaczania troponin we

krwi pobranej ze zwlok, lecz z zastosowaniem prawidlowych procedur.

Oceniajac wartos¢ naukowa dyskusji w przedtozonej dysertacji nalezy podkresli¢, ze
zostata przeprowadzona kompetentnie w oparciu o whasne wyniki pracy badawczej oraz bardzo

dobra znajomos¢ pismiennictwa naukowego.

W rozdziale ,,Wnioski” mgr Olga Loska zawarla 5 najwazniejszych tez bedacych
efektem analizy zgromadzonych wynikéw badad, do ktorych doprowadzily zalozone
i konsekwentnie zrealizowane cele badawcze. Pokrétce mozna je sprowadzi¢ do dwodch
konkluzji, przyporzadkowanych przyjetym hipotezom badawczym:

1. uzyte metody oznaczania troponiny 1 i CK-MBmass technika ELFA nie znajduja
zastosowania w diagnostyce tanatochemicznej, a oznaczanie markeréw kardiologicznych
zarowno we krwi jak i innych, alternatywnych materialach biologicznych zabezpieczonych
w trakeie sekeji sadowo-lekarskiej sa nieprzydatne w przypadkach, gdy sekcja zwlok
dokonywana jest w realiach polskich Zakladéw Medycyny Sadowej, czyli srednio po 5-6
dniach od zgonu. Moga by¢ natomiast uzyteczne w przypadkach spelniajacych kryteria PMI
ponizej 48 godzin - co jednak jest bardzo rzadko spotykane.

2. W ocenie zaleznosci stezenia markeréw martwicy miesnia sercowego od PMI
Autorka stwierdzila wzrost stezenia CK-MB mass w plynie z galki oka zalezny od PMI,
zwlaszeza w grupie kontrolnej. jednak zauwaza konieczno$é dalszych szczegélowych badan
wiym kierunku poszczegolnych markeréw kardiologicznych w réznych materiatach
biologicznych w celu wyeliminowania wynikow falszywie zawyzonych i mozliwej blednej
interpretacji ostatecznej przyczyny zgonu.

Ponadto na podstawie oceny wynikéw badaf kopeptyny i h-FABP we krwi
i w pozostalych materiatach badanych sformutowala wniosek, ze markery te potencjalnie,
W przyszlosci moga by¢ wykorzystane w laboratoryjnej tanatodiagnostyce naglych zgondw

sercowych.

Badania przeprowadzone przez mgr Olge Loske nalezy uznaé jako w pewnym zakresie
pionierskie. Zwraca uwage dobrze zaplanowany, przemyslany uklad dysertacji oraz staranna

strona edytorska. Na szczegdlne podkreslenie zashuguje bardzo dobry wybor pisSmiennictwa



naukowego. Podczas lektury rozprawy nie napotkano wartych wzmianki bledow pisarskich
i jezykowych. W trakcie lektury dysertacji dopatrzono si¢ jedynie zamiennego stosowania
dwoch réznych skrétow dla troponiny sercowej 1, raz jako ¢Tnl oraz dos¢ czesto jako TNI,
ktérego brak w wykazie skrotow. Ponadto znajdujace sie na stronach 37 i 62 przypisy zrodtowe
dla jezyka programowania R powinny zosta¢ umieszczone w spisie pi$miennictwa,

a umieszczony na karcie 37 link do strony www jest nieprawidiowy.

Oceniajac caloksztalt pracy doktorskiej mgr Olgi Loski nalezy stwierdzié, ze mimo, iz
pierwsza z hipotez zostala w zdecydowanej wigkszosci zweryfikowana negatywnie, za$ druga
czgsciowo pozytywnie, to jednak w medycynie sadowej ma to istotny. pozytywny wymiar.
Przede wszystkim zrealizowala wszystkie zamierzone cele badawcze, a nastepnie na ich
podstawie dokonala oceny rzeczywistej wartosci dowodowej biomarkeréw naglych zgonow
sercowych, co w medycyny sadowej jest nie do przecenienia. Tego rodzaju oceny ,,negatywne”
przestrzegaja bieglych przed stosowaniem niepewnych metod i wyciagania wnioskow, ktore
moga by¢ falszywe i w konsekwencji doprowadzi¢ do blednej opinii pociagajacej za soba
szereg skutkow formalno-prawnych.

Uzyskane dane oraz wnioski z dyskusji sa tez dobrym przyczynkiem do kontynuowania
prac w tym zakresie. Autorka wykorzystala przy tym dostgpny w badaniach medyczno-
sadowych potencjal alternatywnych srodowisk badawczych, gdyz oprocz standardowo
wykorzystywanej krwi przebadala st¢zenia biomarkeréw takze w ciele szklistym oka i plynie
z worka osierdziowego.

Przedlozona do oceny rozprawe cechuja istotne walory poznawcze i praktyczne.

Wszystko to sklada si¢ na pozytywna oceng dysertacji.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.).

Na tej podstawie wnosze o dopuszczenie mgr Olgi Loski do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

PODPIS ZAUFANY

GRZEGORZ
BUSZEWICZ

26032022 09:51:59 [GMT+2)
Duakument podpisany elektronicznle
podpisem zaufanym

Lublin, 22-03-2022 r. Prof. dr hab. n. med. Grzegorz Buszewicz




