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,,Ocena profilu metabolomlcznego u chorych na przewlekly bialaczke limfocytows”

Przewlekla bialaczka limfocytowa (PBL) to najcz¢sciej wystepujacy nowotwér uktadu
chlonnego u dorostych chorych. Nie wszyscy pacjenci wymagaja leczenia. Jest ono
wprowadzane w zaawansowanych stadiach choroby. Mozliwe, ze w przysztosci bedzie ono
stosowane na wczesniejszym etapie rozwoju biataczki u chorych z obecnoscia czynnikow
agresywnego przebiegu choroby. Zrdznicowany przebieg kliniczny PBL u chorych z tym
samym stopniem zaawansowania stwarza trudnos¢ w podejmowaniu decyzji o rozpoczeciu
1 rodzaju leczenia. Dostgpnosé obecnie nowoczesnych form terapii o réznej aktywnosci, ale
takze o réznym ryzyku powiklan, uzasadnia poszukiwanie kolejnych czynnikow
prognozujgcych przebieg choroby, a przez to skutecznych metod optymalizacji strategii
postgpowania z chorymi. Jest to szczeg6lnie wazne u pacjentow we wczesniejszych stadiach
zaawansowania, ktorzy potencjalnie mogliby odnies¢ korzys$¢ z wezesnie wdrozonej terapii.
Nalezg do nich: obecnos¢ delecji 17p lub mutacji TP53 oraz brak mutacji genéw dla
tancuchow cigzkich immunoglobulin. Stale trwaja badania nad wykryciem u pacjentéw
innych nieprawidlowosci majacych znaczenie dla przebiegu choroby, okreslenia czasu
wlgczenia terapii przeciwnowotworowej i poszukiwania nowych form leczenia. Moga do nich
naleze¢ wyniki uzyskane z analiz metabolomicznych mogace prowadzi¢ do lepszego
zrozumienia zjawisk zachodzacych na poziomie komorkowym w nowotworze. Jest to, w
odréznieniu
od podejscia redukcjonistycznego, strategia calosciowa, wymagajgca interdysplinarnej
wspolpracy wielu specjalistow. Pozwala na poznanie proceséw wewnatrzkomérkowych,
a nastgpnie daje nadziej¢ na mozliwos¢ wplywu na te procesy za pomoca srodkow
farmakologicznych. Wsréd mozliwych zastosowan badan metabolomicznych w medycynie

wymienia si¢ m.in.:

. poszukiwanie nowych lekow,
. indywidualizacje terapii,
. monitorowanie postgpow leczenia,

Metabolom, to zbiér metabolitow (peptydy, lipidy, kwasy organiczne, weglowodany,
aminokwasy, nukleotydy, sterydy, witaminy i inne), ktore charakteryzujg sie réznymi
wlasciwosciami  fizykochemicznymi. Liczba dotychczas poznanych metabolitow w

organizmie ludzkim jest wzglednie mata w poréwnaniu z liczbg gendw czy bialek. Jednakze
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ilos¢ czynnikéw wewnetrznych i zewngtrznych wplywajacych na poziom metabolitow w
ptynach biologicznych i tkankach jest ogromna. Metabolom jest wiec uktadem dynamicznym,
ktory nalezy rozpatrywac jako finalng odpowiedZ organizmu na czynniki $rodowiskowe,
modyfikacje genetyczne, zaburzenia w mikroflorze jelit, zmienna aktywno$¢ katalityczna
enzymow itp., itd.

Metabolomika znalazla szerokie zastosowanie w medycynie. Przy jej pomocy bada sie
np. wplyw zywnosci i mikroorganizméw zasiedlajacych przewdd pokarmowy na zdrowie
ludzi. Najwazniejszym jednak obszarem, gdzie metoda ta ma szczegdlng wartosé, jest
poszukiwanie biomarkerow choréb, wyjasnianie patomechanizméw rozwoju choroby,
ustalanie nowych celow terapeutycznych oraz monitorowanie przebiegu leczenia. Profil
metabolitow zmierzony u chorych na dang chorob¢ moze byé¢ poréwnany z profilem
uzyskanym w grupie kontrolnej. Od dawna wiadomo bowiem, ze komorki nowotworowe,
niezaleznie od rodzaju nowotworu
i jego umiejscowienia, wykazuja wysoce specyficzny (choé nie do kofica poznany) profil
metaboliczny.

Jak dotad przeprowadzono relatywnie niewiele badan metabolomicznych u chorych
z przewlekly biataczka limfocytowa, co wigcej czgsto wyniki tych badan sg niespdjne

1 niejednoznaczne.

Stad tez celami pracy lekarz Aliny Urbanowicz byly:
I. ocena profili metabolomicznych w osoczu pacjentéw z przewlekla biataczka
limfocytowg ze szczegdlnym uwzglednieniem réznic miedzy chorymi
niekwalifikujacymi 1 kwalifikujgcymi si¢ do terapii.

2. identyfikacja potencjalnych biomarkeréw progresji choroby.

Na przeprowadzenie badania lek. Alina Urbanowicz uzyskata zgode Komisji Bioetycznej
(uchwata nr: R-1-002/611/2018) oraz uzyskal wsparcie finansowe ze srodkéw statutowych

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Badaniem objgto 59 chorych na przewlekla biataczke limfocytows: 30 niewymagajacych
leczenia (CLL_N) i 29— wymagajacych leczenia (CLL_T). Byli to chorzy Oddziatu Onkologii
Klinicznej i Hematologii Szpitala Wojewodzkiego w Suwatkach oraz Kliniki Hematologii

USK w Biatlymstoku. Kontrole stanowila dobrana pod wzgledem struktury plei i wieku grupa
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0s6b zdrowych — dawcow krwi i wolontariuszy (20 osob). Wszystkie osoby wlaczone do
badania, po przedstawieniu zaloZen pracy, wyrazily swiadoma, pisemna zgode na udziat w
projekcie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje wraz ze streszczeniami,
wykresami, rycinami i tabelami 120 stron wydruku komputerowego. Uklad pracy
przedstawiony w spisie tresci jest poprawny.,

We wstepie Autorka szczegétowo omawia aktualny stan wiedzy na temat przewlekle;j
bialaczki limfocytowej ze szczegblnym uwzglednieniem czynnikéw ryzyka oraz
metabolomiki i jej potencjalnym zastosowaniu w hematologii i onkologii.

Postawione cele pracy nalezy uzna¢ za godne realizacji.

Pacjenci i metody stanowia kolejny rozdzial, szczegdtowo opisujgcy przebieg
badania.

Wyniki podane sa w osobnym rozdziale w formie graficznej i opisowej, pozwolily
one
na sformutowanie nastepujgcych wnioskow, ktore zostaly przedstawione w sposdb opisowy
i stanowig odpowiedzi na postawione cele pracy:

1. Przeprowadzona analiza metabolomiczna pozwolita na wykazanie istotnych roéznic
migdzy profilami pacjentow chorych na PBL oraz osobami zdrowymi, oraz roznic
miedzy chorymi niewymagajacymi i wymagajacymi leczenia.

2. Najwigksze roznice u pacjentow na PBL w poréwnaniu do kontroli zanotowano
w stezeniu glutaminy, putrescyny, acylokarnityn, szcz. acetylokarnityny,
niektorych diacylofosfatydylocholin: PC aa 36:0, 38:0, 38:5, 38:6, 40:6 oraz
acyloalkilofosfatydylocholin: PC ae 36:4, 36:5, 38:5 i 38:6 (wzrost stezenia), a
takze spadek stgzenia wszystkich zmierzonych lizofosfatydylocholin.

3. Przeprowadzona analiza szlakéw metabolicznych wskazuje, ze zaburzone szlaki
sg takie same u chorych niewymagajacych i wymagajacych leczenia, ale wystepuje
roznica w wadze i istotnosci tych szlakéw migdzy grupami. Najwigksze réznice
dotyczg biosyntezy i metabolizmu argininy oraz metabolizmu proliny i histydyny.

4. W analizie statystycznej wytypowano 3 zwigzki chemiczne najbardziej réznicujace
grupe CLL_N i CLL_T. Sa to 2 formy dimetylowanej argininy: ADMA i SDMA
(wzrost poziomu) oraz lizofosfatydylicholina 18:2 (spadek poziomu). Laczna

analiza obejmujaca te metabolity oraz 2 parametry kliniczne: ilo$é¢ limfocytow
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1 stadium RAI pozwolita na stworzenie jednego klasyfikatora, dla ktorego AUC
krzywej ROC wyniosto az 0,983.

5. Zestaw AbsoluteIDQ p180 frmy Biocrates okazal sie uzytecznym narzedziem do
przeprowadzenia analizy metabolomicznej, laczgcej cechy analizy niecelowanej
i celowanej, przez umozliwienie ilosciowego pomiaru 180 metabolitdéw w sposéb
uproszczony 1 wystandaryzowany.

6. Zasadne jest przeprowadzenie kolejnych badan metabolomicznych na wigkszych
grupach chorych w celu potwierdzenia zmian na poziomie metabolomu

zachodzacych w przebiegu tej choroby dla lepszego zrozumienia jej patogenezy.

W Omoéwieniu wynikéw i dyskusji Autorka w sposob zwiezly i szczegolowy
ocenia uzyskane przez siebie wyniki i1 porownuje je =z rezultatami badan
przeprowadzonych, opublikowanych przez innych lekarzy.

Pismiennictwo jest bardzo rozbudowane, dobrane wiasciwie, w zdecydowanej

wigkszosci pochodzi z ostatnich 10 lat.

Podsumowujgc oceng rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzié, ze stanowi ona kolejny
krok w zastosowaniu metabolomiki w poszukiwaniu nowych czynnikow prognostycznych
i predykeyjnych, wskazoéwek co do czasu wigczenia terapii u chorych z przewlekla biataczka

limfocytowa.

W pracy lekarz Alina Urbanowicz wykazala sie znajomoscia warsztatu jakim
powinien si¢ postugiwaé pracownik naukowy- lekarz. Na wyréznienie zastuguje perfekcyjne
wykorzystanie skomplikowanych metod statystycznych do opracowania uzyskanych

wynikow.

Zwraca uwage szereg uzyskanych rezultatow moze stanowi¢ podstawy do dalszych
badan nad opracowaniem nowych form terapii PBL, nowych czynnikéw prognostycznych

1 predykcyjnych w tej jednostce chorobowe;j.

Na uwage zastuguja:
A. wykorzystanie komercyjnego zestawu do ilociowego pomiaru metabolitow,

AbsoluteIDQ pl180 firmy Biocrates. Umozliwia on jednoczesny pomiar
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180 zwigzkéw przynalezacych do kilku klas metabolitow. Wsrod metabolitow
drobnoczasteczkowych jest 21 aminokwasow, 21 amin biogennych oraz
I monosacharyd (glukoza). Natomiast wsréd lipidow jest 40 acylokarnityn,
90 glicerofosfolipidow oraz 15 sfingomielin. Jego dostepno$¢ na rynku znacznie
utatwia lekarzowi praktykowi wykorzystanie metabolomiki w klinicznych badaniach
naukowych i porownywanie rezultatéw badan pochodzacych od réznych autorow.

B. wykazanie w analizie metabolomiczne]j istnienia statystycznie istotnych réznic
mi¢dzy badanymi grupami: przewlekta biataczka limfocytowa vs kontrola, przewlekla
biataczka limfocytowa- chorzy nie wymagajacy leczenia vs kontrola, przewlekla
biataczka limfocytowa- chorzy wymagajacy leczenia vs kontrola oraz przewlekla
bialaczka limfocytowa- chorzy nie wymagajacy leczenia vs przewlekta biataczka
limfocytowa- chorzy wymagajacy leczenia w zakresie nastepujagcych grup
metabolitow: aminokwasy, aminy biogenne, karnityny, glicerofosfocholiny,

sfingomieliny.

Na szczegdlna uwage zashuguje fakt wyselekcjonowania 3 metabolitdéw rdéznicujacych

pacjentow niewymagajacych i wymagajacvch leczenia: ADMA, SDMA. LizoPC 18:2.

Poziom dwoch pierwszych zwiazkow rost u chorveh CLL T, natomiast dla LisoPC 18:2

obserwowano spadek poziomu wraz z postepem choroby. Na uwage zastuguje fakt, ze

obnizone stezenie LisoPC 18:2 uwazane jest za czynnik predykcyiny rdéznych standéw

zwigzanych ze starzeniem sie organizmu, takich jak obnizenie wydolnosdci wysitkowe;,

zaburzona tolerancja glukozy, choroba wieficowa, zaburzenia pamieci.

Powyzsze fakty stanowia moim zdaniem podstawe do wyréznienia pracy.

Z obowiagzku recenzenta zwracam uwage na fakt, ze wniosek nr 4 jest w swojej

zdecydowanej czgsci wynikiem 1 wymaga przeredagowania.

Ograniczenia pracy wskazata sama Autorka, naleza do nich:
1. Stosunkowo mata liczebnos$¢ grup badanych.
2. Ograniczona liczba grup badanych metabolitéw narzucona przez producenta

zestawu AbsoluteIDG p180.
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3. Oznaczanie metabolitow w osoczu krwi, a nie bezposrednio w limfocytach
bialaczkowych.

4. Odmienny metabolizm limfocytow PBL we krwi obwodowej i w tkankach
limfatycznych, gdzie dochodzi prawdopodobnie do przeprogramowania

szlakow metabolicznych w wyniku wplywu bodzcow z mikrosrodowiska.
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Pomimo istnienia tych niedoskonalos$ci prace oceniam bardzo pozytywnie ze wzgledu

na zaprezentowany material oraz istotne klinicznie refleksje nad nim.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) oraz art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018r.
Przepisy wprowadzajace ustawe- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1669

z pézn. zm.).

Biorgc pod uwagg powyzsze zwracam si¢ zatem do Senatu Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku o dopuszczenie lek. Aliny Urbanowicz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego, wnioskuj¢ o wyrdznienie jej rozprawy doktorskiej. Jednoczesnie dziekuje

za przywilej recenzowania tej pracy.

Piotr Rzepecki
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