Dr hab. Piotr Mlynarz, prof. PWr Wroclaw, 25.08.2019 r.
Zaklad Chemii Bioorganicznej

Wydziat Chemiczny

Politechnika Wroctawska

Wybrzeze Wyspianskiego 27

50-370 Wroctaw

Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani lek. Izabeli Kiluk zatytulowanej ,,Charakterystyka pacjentéw
z ostrg zatorowoscia plucna, obserwacja wieloletnia”

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska zostala wykonana pod kierunkiem
Pani prof. dr hab. n. med. BoZeny Sobkowicz w Katedrze i Klinice Kardiologii Uniwersyteckiej
Szpitala Klinicznego w Biatymstoku.

Pomimo uplywu prawie trzech dekad. ktore minely do tej pory od zapoczatkowania
systematycznych badan metabolomicznych, nie zostaty one implementowane w rutynowych badaniach
klinicznych. Chociaz, w znacznej mierze przyczynily si¢ do poznania podloza molekularnego wielu
choréb cywilizacyjnych i zapalnych. Obserwacja zmian pozioméw metabolitéw w szeroko pojetym
materiale biologicznym pochodzacym od pacjentéw, w poréwnaniu z grupa kontrolna. ktora
sa najczesciej osoby zdrowe. pozwala na obserwacje zmian pozioméw w kluczowych szlakach
biochemicznych. Takie podejscie sprzyja zastosowaniu metabolomiki jako narzedzia diagnostycznego
1 predykcyjnego w medycynie, cho¢ niewatpliwie stabym punktem tej metody jest pobor,
przygotowanie probki oraz sam pomiar, ktéry czesto rézni sie pomiedzy grupami badawczymi.
Brak standaryzacji procedur znacznie sprzyja powstawaniu réznic w prowadzonych badaniach
oraz jest bez watpienia glowng bariera zastosowania narzedzi metabolomicznych w medycynie.

Niniejsza rozprawa doktorska poswigcona jest w calosci jednej tematyce badawczej
zwigzanej z analizg osocza pacjentow z ostra zatorowoscia ptucng (OZP) za pomoca spektrometrii mas
polaczonej z chromatografia gazowa (GC-MS) oraz cieczowa (LC-MS). Praca sktada sie z 82 stron,
posiada uklad standardowy zlozony z 14 rozdziatow, z ktérych najwazniejsze to: wstep, cel rozprawy,
materialy i metody. wyniki. oméwienie wynikow i dyskusja, wnioski. ograniczenia pracy, streszczenie,
streszezenie w jezyku angielskim, pismiennictwo, wykaz stosowanych skrotow, spis tabel, spis rycin
oraz skale. W tym miejscu musze¢ dodaé, ze moim zdaniem dla czytelnika cztery ostatnie rozdzialy
powinny znalez¢ si¢ na poczatku pracy w celu poprawienia komfortu jej czytania.

Praca zawiera bardzo skondensowany wstep literaturowy, w ktorym Autorka dysertacji
porusza rutynowa diagnostyke OZP oraz jej stabe punkty, medycyne spersonalizowang oraz problem
rozproszonych badan metabolomicznych. Sposrod wszystkich tematoéw podjetych we wstepie zabrakto
moim zdaniem szerszego opisu dotychczasowych doniesien literaturowych na temat zastosowania
badan metabolomicznych w OZP.

Nastepny rozdzial to cel pracy. w ktérej nadrzednym celem byla ..Ocena czynnikéw
zwigzanych z wystgpieniem OZP przy uzyciu metod tradycyjnych oraz metabolomicznego odcisku
palca”. Natomiast do celdw podrzednych skladajacych sie na eksploracje podjetego wyzwania
naukowego nalezy poszukiwanie profilu metabolitow osocza krwi pacjentow cierpiacych na OZP



w porownaniu do grupy kontrolnej oraz ..wskazanie osoczowych metabolitéw réznicujgeych
pacjentéw hospitalizowanych z powodu ostrej zatorowosci plucnej od 0séb z grupy kontrolnej,
ze szczegolnym uwzglednieniem pacjentow z idiopatyczng OZP, oraz pacjentéw z OZP z potwierdzong
zakrzepica 2yl glgbokich korczyn dolnych oraz bez zakrzepicy celem wskazania nowych potencjalnych
markerow  diagnostycznych i prognostycznych dla OZP”. Ten fragment celu pracy, zdaniem
recenzenta, zostal napisany w bardzo skomplikowany sposob. Dodatkowy cel, ktéry moglby by¢
wpisany do tego rozdzialu to wptyw leku enoksaparyny na poszczegélne grupy pacjentow, ktory Jest
w pracy opisany w podrozdziale 3.3 zatytutowanym ..Charakterystyka metabolomiczna’™.

W dalszej czgsci pracy w rozdziale trzecim .. Materialy i metody™ zostata w dos¢ skrupulatny
sposob opisana metodyka przygotowania probek, warunki analizy, a takze obrobki i analizy danych.
Niniejsza czgS¢ pracy zostala przedstawiona w taki sposéb. ze moze stanowié¢ przewodnik
do odtworzenia przeprowadzonych eksperyment6ow oraz obliczen statystycznych i chemometrycznych.
W jednym tylko punkcie recenzent zostal zaskoczony faktem (str. 13, podrozdzial 3.3.2),
ze Doktorantka zastosowala miare ..dwoch kropli”.

Niewgtpliwym sukcesem tej pracy jest dobrze zaplanowany eksperyment (opis parametréw
medycznych, dobor pacjentéw, dobor jednostek chorobowych), co posiada bezposredni wplyw
na otrzymane wyniki, ktére zostaly opisane w rozdziale czwartym. W zaprezentowanym
eksperymencie zostalo pobrane osocze pochodzace od 36 pacjentéw (33% z rozpoznaniem OZP
idiopatycznym oraz 67% z rozpoznaniem nieidiopatycznym) oraz od 13 0séb zdrowych (kontrola).
Sposrod pacjentéw wyselekcjonowano osoby z ZZG (zakrzepica zyt glebokich) oraz bez ZZG.
Charakterystyka pacjentow z OZP wraz z wyr6znieniem parametréw roznicujacych pacjentoéw
z idiopatyczng i nieidiopatyczna OZP. ZZG oraz bez ZZG zostata zebrana w tabelach 2-4. Pobrany
material byl analizowany. tak jak juz wczesniej wspomnialem, za pomoca dwuplatformowego
podejscia, stosujge metode LC-MS oraz GC-MS. Taki sposéb analizy materiatu biologicznego sprzyja
komplementarnemu poszukiwaniu istotnych metabolitow, ktore uczestnicza w poszczegdlnych

szlakach biochemicznych, ktére sa zwiazane z rozwijajacymi sie procesami chorobotwérczymi
W organizmie.

W pierwszym etapie prac, w celu oceny wplywu enoksaparyny na organizm ludzki zostata
przeprowadzona analiza wielowymiarowa i jednowymiarowa otrzymanych danych z pomiaréw
analitycznych dla grupy kontrolnej przed i po podaniu leku. Z wykonanej analizy OPLS-DA (Ryec. 5)
wynika, ze podanie enoksaparyny zmienia metabolom grupy kontrolnej. Przeprowadzona analiza
statystyczna wykazala 85 znaczaco zmienionych metabolitow, ktore zostaly znalezione jako
rdznicujace obie grupy, sposrdd nich zostalo zidentyfikowanych 19 (a nie 20) i przedstawionych wraz
ze zmianami procentowymi w tabeli 7. W dalszej czedci pracy przeprowadzono w identyczny sposob
analize r6znic pomigdzy grupa kontrolna po przyjeciu enoksaparyny z pacjentami cierpiacymi na OZP.
Analiza OPLS-DA wykazala bardzo dobry rozdzial pomiedzy badanymi grupami (parametry
R2=0.985, Q2=0.751). Analiza statystyczna wykazata 430 cech metabolicznych roznicujacych obie
grupy. z ktorych zidentyfikowano 85 (Tabela 8). Nastepnie oceniono metabolom 0s6b zdrowych
po przyjeciu enoksaparyny wzgledem pacjentéw z idiopatyczng OZP, nieidiopatyczng OZP, z ZZP
oraz bez ZZP (Ryc. 7, Tabele 9. 10, 11). Nastepnie zostaly wykonane analizy poszczegdlnych stanow
patologicznych poprzez zastosowanie diagraméw Venna. W tym celu okreslono rdznice
w metabolitach osocza pomigdzy grupami chorobowymi w odniesieniu do grupy kontrolnej. Wszystkie
metabolity wspélne i réznicujace zostaly przedstawione w sposob bardzo czytelny na rycinie 9 i 10,
natomiast analiza szlakow matabolicznych dla poszczegdlnych stanéw chorobowych na rycinie 11, 12,



13. Takie podejscie pozwala na analiz¢ najbardziej zaburzonych szlakéw biochemicznych,
co ma niezwykle wazne znaczenie w poszukiwaniu nowych celéw terapeutycznych.

Bardzo ciekawym rozdzialem jest fragment dysertacji zatytutowany ,.Omdéwienie wynikow
i dyskusja”. Autorka dysertacji przedstawia w nim réznice pomiedzy badanymi grupami wraz z proba
wyjasnienia zachodzacych zmian w organizmie ludzkim. Niewatpliwym osiaggnigciem tej pracy jest
opis efektu dzialania enoksaparyny na organizm osob zdrowych, dzigki czemu Autorka mogla
zanalizowa¢ zmiany metaboliczne wywolane samym lekiem. Kolejnym poréwnaniem byta
komplementarna analiza pacjentow OZP wzglgdem o0s6b zdrowych, ktora wykazata najwicksze
zmiany ~w  metabolizmie  glicerofosfolipidéw, nastepnie  mniejsze = w biosyntezie
glikozylofosfatydyloinozytolu oraz najmniejsze w metabolizmie kwasu linowego, alfa-linolowego
1 arachidonowego. Ciekawg obserwacja, ktora jest rezultatem niniejszej pracy, sa znacznie wieksze
zmiany w metabolizmie, w przypadku nieidiopatycznej OZP w odniesieniu do idiopatycznej OZP.
Z przedstawionej analizy jasno wynika zaangazowanie poszezegolnych szlakéw metabolicznych
w obu chorobach w tym dla nieidiopatycznej sposrod najbardziej zmienionych szlakéw nalezy
wymieni¢ metabolizm glicyny, seryny i treoniny, biosyntezy aminoacylo-tRNA, metabolizm
aminokwasow BCAA oraz metabolizm kwasu pirogronowego. Jest to bardzo dobra obserwacja
wskazujaca na zmiany, na poziomach molekularnych, ktére zachodza w tych dwoch stanach
patologicznych. Podobne poréwnanie zostalo przeprowadzone dla pacjentow z ZZG wzgledem
pacjentow bez ZZG., w odniesieniu do grupy kontrolnej. W tym miejscu réwniez Doktorantka
zauwazyla. ze wigcej zmian zachodzi w metabolizmie pacjentéw z ZZG, co wydaje si¢ tez byé bardzo
logiczne. Dodatkowo zostalo zauwazone, ze wykres przedstawiajacy analize szlakow metabolicznych
pacjentow z idiopatyczng OZP oraz pacjentéw bez ZZP jest podobny.

Sposrod wszystkich opiséw prawdopodobnych przyczyn zachodzacych w poszczegdlnych
szlakach metabolicznych towarzyszacych poszczegélnym stanom  patologicznym opisanych
w dalszej czgsci dysertacji zostaly opisane zmiany w procesie hipoksji, metabolizmie energetycznym.
metabolizmie lipidow, procesach przekazywania sygnalow i informacji genetycznej. Najbardziej
cieckawym moim zdaniem jak réwniez najbardziej kontrowersyjnym moze byé¢ zalozony proces
hipoksji. W zwiazku z tym mam pytanie o oznaczenia czynnika transkrypcyjnego HIF-1,
oraz pozioméw mleczanu oraz cial ketonowych w analizowanym materiale biologicznym.

Opisowa czes¢ pracy zamyka rozdzial ..Podsumowanie i wnioski” napisany w jezyku
polskim i angielskim, w ktérym zostaty skrétowo podsumowane osiaggnigcia niniejszej dysertacii.

Reasumujge,  wszystkie  cele  rozprawy  doktorskiej  zostaly  zrealizowane.
Jednak do najwazniejszych osiagnie¢ pracy doktorskiej zaliczam rozréznienie metaboliczne OZP
nieidiopatyczne od idiopatycznego oraz pacjentow z ZZG i bez ZZG wraz z opisem zmienionych
szlakoéw metabolicznych, co moze stanowi¢ bardzo dobry punkt wyjsciowy do dalszych badan. Mam
nadzieje. ze ze wzgledu na swoja wysoka warto$¢ naukowa przedstawione w pracy wyniki zostang
jak najszybciej opublikowane w renomowanym czasopi$mie naukowym.

W tym miejscu musze wspomniec, ze wedhug bazy ,.Web of Science” Doktorantka jest
wspolautorkg 4 publikacji naukowych oraz 5 doniesien konferencyjnych, co $wiadezy o duzym
zaangazowaniu Pani lek. Izabeli Kiluk w badania naukowe prowadzone na Uniwersytecie
Medyeznym w Biatlymstoku.

Na samym koncu z obowiagzku recenzenta muszg wspomnie¢, ze pomimo tego, iz praca jest
napisana w sposdb bardzo czytelny Doktorantka nie ustrzegla sie uzycia kolokwializmow, bledow



edytorskich, jezykowych oraz interpunkcyjnych, ktérych w swoim Zwyczaju nie wymieniam,
poniewaz nie wplywaja na warto$¢ naukows pracy.

Reasumujgc  stwierdzam., Ze przedstawiona do oceny rozprawa  doktorska
Pani lek. Izabeli Kiluk spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z pdzniejszymi
zmianami i uzupelnieniami) ..O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki” i wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.



