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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Aliny Urbanowicz z Oddziatu Onkologii Kliniczne;j i
Hematologii Szpitala Wojewodzkiego im. dr. Ludwika Rydygiera w Suwatkach pt.
,Ocena profilu metabolomicznego u chorych na przewlekta biataczke limfocytowa”

przygotowanej pod kierunkiem dr hab. med. Jarostawa Piszcza

Przewlekta biataczka limfocytowa (chronic lymphocytic leukemia, CLL) jest nowotworem uktadu
chtonnego wywodzacym sie z dojrzatych limfocytéw B. CLL jest najczestsza biataczka na
zachodniej potkuli. Etiologia choroby jest nieznana, nie wykazano zwigzku z jej
wystepowania z narazeniem na czynniki $rodowiskowe lub zawodowe.
Charakterystyczng cecha CLL jest heterogenny przebieg kliniczny, szczegolni trudny
do przewidzenia u chorych we wczesnych fazach klinicznych biataczki Do
najwazniejszych czynnikow prognostycznych w CLL, ktérych oznaczenie przed
rozpoczeciem terapii jest zalecane przez wytyczne polskie i miedzynarodowe naleza
parametry ryzyka cytogenetycznego i molekularnego tj. zaburzenia genu TP53
(delecje 17p obejmujgce locus genu TP53 i mutacje genu TP53) oraz stan mutacji
genow dla czesci zmiennej tancucha cigzkiego immunoglobulin (IGHV). Zaburzenia
genu TP53 i stan mutacji IGHV maja jednoczesnie znaczenie prognostyczne i
predykcyjne, szczegolnie istotne w odniesieniu do celowosci zastosowania klasyczne;
immunochemioterapii, a wiec odgrywajg obecnie istotng role przy decyzji o wyborze
metody leczenia. Wobec wielu niewiadomych zaréwno w odniesieniu do patogenezy
CLL jak rokowania chorych nadal jednak poszukiwane sa parametry, ktdre pozwolityby
lepiej pozna¢ biologie biataczki, szczegdinie, ze pozostaje ona nieuleczalna przy
pomocy konwencjonalnych metod leczenia. W swojej pracy doktorskiej lek. Alina
Urbanowicz jako cel badawczy postawita sobie okreslenie réznic w profilu
metabolomicznym migdzy chorymi na CLL a grupa kontrolng oraz miedzy grupami

chorych ze stabilng postacig CLL oraz postacia progresywna, u ktorych stwierdza sie



wskazania do rozpoczecia leczenia przeciwnowotworowego. Metabolomika jest jedng
nowych dziedzin nauki, w ktérej przy pomocy zaawansowanych metod rozdzielczych i
analitycznych analizuje sie profil niskoczasteczkowych zwigzkow znajdujacych sie w prébce
materiatu biologicznego (najczesciej w ptyny ustrojowe), ktore sktadaja sie na tzw. metabolom.
Poprzez wyodrebnienie zwigzkow, jak rowniez réwniez szlakoéw metabolicznych podejmowane
sg proby okreslenia ich roli w patogenezie i progresji wielu choréb, w tym nowotworowych.
Publikacji dotyczacych metobolomiki i CLL jest nadal bardzo niewiele, dlatego
uwazam, zZe jest to ciekawy tematem badawczy z uwagi na mozliwos¢ uzyskania
nowych informacji na temat etiopatogenezy CLL jak rowniez okreslenia nowych celow

terapii.

Przedstawiona do recenzji praca ma uktad typowy dla rozprawy doktorskiej, zawiera
121 stron tekstu, zawiera 28 rycin i 17 tabel. Spis piSmiennictwa obejmuje 175

odpowiednio dobranych i cytowanych pozycji.

Obszerny Wstep pracy zawarty na 34 stronach sktada sie z dwoch czesci. W pierwszej
Autorka przedstawia w szeroki sposéb aktualny stan wiedzy na temat patogenezy i
obrazu klinicznego CLL, skupiajac sie na rokowaniu, czynnikach prognostycznych i
predykcyjnych. Druga czeéé Wstepu poéwiecona jest metabolomice. Dla mnie jest to
zagadnienie stosunkowo nowe i mato znane, dlatego te cze$¢ przeczytatam ze
szczegoblng uwaga. Autorka w interesujacy i przejrzysty sposob opisuje czym ogolnie
zajmuje sie metoabolomika, oraz jakie metody sa wykorzystywane w analizach,
uzasadniajac nastepnie, dlaczego zajeta sie badaniami nad profilem
metabolomicznym u chorych na CLL. Cato$¢ Wstepu $wiadczy o doskonatej
znajomosci zagadnien stanowiacych przedmiot badan. W dalszej czesci rozprawy
Autorka przedstawita cel podjetych badan, ktérym byta ocena profili metabolomicznych
W osoczu pacjentow z przewlekta biataczkg limfocytowg ze szczegdlnym
uwzglednieniem réznic miedzy chorymi ze stabilng i progresywna postacig chorobg
(czyli bez i ze wskazaniami do rozpoczecia leczenia) oraz identyfikacja potencjalnych

biomarkeréw progresji choroby.

Grupe badana stanowito 59 chorych na CLL, w tym 29 ze wskazaniami i 30 bez
wskazan do leczenia biataczki. Wszyscy chorzy pozostawali pod opieka Oddziatu
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Hematologii USK w Biatymstoku. Charakterystyka grupy badanej obejmowata
parametry takie jak: stadium kliniczne CLL, liczbe limfocytéw krwi obwodowej,
aktywnos¢ LDH i ryzyko cytogenetyczne. Ryzyko cytogenetyczne wysokie definiowano
jako obecnos¢ delecji 17p lub 11g. Mysle, ze kontynuujgc te interesujgce badania
warto bytoby uwzgledni¢ inne czynniki ztego rokowania jak mutacja TP53 i status
mutacji gendéw IGHV. Grupe kontrolng stanowito 20 zdrowych ochotnikéw, dobranych
wzgledem pici i wieku. Analizy zostaty wykonane w Centrum Badan Klinicznych
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Materiat do badan stanowita krew zylna, w
ktorej oznaczano stezenie zwiazkow drobnoczagsteczkowych i lipidowych. Pomiar
metabolitbw zawartych w osoczu obejmowat dwa rodzaje pomiaréw: analizy LC-
MS/MS  (liquid chromatography - mass spectrometry/mass spectrometry-
chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa spektroskopia masowa) dla
aminokwasow i amin biogennych oraz analizy FIA-MS/MS (Flow injection analysis—
mass spectrometry/mass spectrometry -Analiza wstrzykowa sprzezona z tandemowg
spektrometriag masowg) dla monosacharydow i zwigzkow lipidowych. Metodyka badan
jest adekwatna do zatozonego celu, opisana w sposob szczegoétowy i czytelny. W

pracy zastosowano prawidtowe metody analizy statystyczne;.

W przeprowadzonych badaniach Doktorantka wykazata istotne réznice w stezeniu
oznaczanych substancji zarowno miedzy grupg badang a grupg kontrolng jak i miedzy
chorymi z i bez wskazan do leczenia CLL. U pacjentéw z CLL stezenie kwasu
glutaminowego (Glu) i asparginowego (Asp), proliny (Pro) i ornityny (Orn) byto nizsze
a stezenie glutaminy (GIn), asparaginy (Asn), metioniny (Met), argininy (Arg), histydyny
(His), lizyny (Lys) wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Najwieksze réznice
dotyczyly glutaminy (GlIn) - wzrost stezenia do 689%, oraz metioniny (Met) - wzrost do
134%. Tak znaczgco wyzsze stezenie glutaminy u chorych na CLL sugeruje, ze bytby
to ciekawy kierunek badan, szczegélnie u chorych z opornoscig na nowe terapie
celowane, takie jak inhibitory kinazy Brutona czy inhibitory Bcl-2. Drugim wstepnym
wnioskiem Autorki, ktory wymaga potwierdzania w dalszych badaniach, jest
przestrzeganie chorych przed suplementacja glutaminy w diecie. W
przeprowadzonych badaniach wykazano réwniez nizsze stezenie sulfotlenku
metioniny (Met-SO), 4-trans- hydroksyproliny (t4-OH-Pro) i sarkozyny oraz wyzsze
stezenie SDMA, ADMA, putrescyny, tauryny i kreatyniny u pacjentow z CLL w

poréwnaniu do kontroli. Podobnie, stezenie wszystkich badanych karnityn byt wyzsze



u pacjentéw z CLL w poréwnaniu do kontroli, przy czym w przypadku acetylo-L-
karnityny (C2) wzrost wynosit 308%. Stezenie wszystkich oznaczanych lizoPC byto
mniejsze a wszystkich sfingomielin wyzsze u pacjentéw z CLL w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W kolejnych badaniach Autorka wykazata, ze zaréwno u pacjentéw
niewymagajacych jak i wymagajacych terapii zaburzenia dotyczyty tych samych
szlakow metabolicznych, chociaz waga poszczegolnych szlakéw i ich istotnos¢ réznity
sie pomiedzy dwoma grupami chorych. Moze to sugerowac, ze wieksze znaczenie w
odniesieniu do réznic w profilu metabolomicznym ma samo rozpoznanie biataczki niz
jej zaawansowane, szczegolnie, ze chorzy w obu grupach nie otrzymali jeszcze
leczenia. Inng przyczyng moze by¢ mata liczebno$¢ grup chorych, o czym pisze sama
Autorka opisujac ograniczenia badania. Najwieksze roznice miedzy dwienia grupami
chorych na CLL dotyczyty biosyntezy i metabolizmu argininy i proliny oraz metabolizmu
histydyny. Stezenie glicyny (Gly), ornityny (Orn) i fenylalaniny (Phe) byto wyzsze
podczas gdy stezenie tryptofanu (Trp) byto nizsze u chorych wymagajgcych terapii w
porownaniu do pacjentébw ze stabilng CLL. Na szczegdlng uwage zastuguje
wyobrebnienie trzech metabolitdw réznicujgcych chorych niewymagajacych i
wymagajgcych leczenia: ADMA, SDMA, LizoPC 18:2. Stezenie dwéch pierwszych
zwigzkow byto wyzsze u chorych wymagajacych terapii natomiast w przypadku LisoPC
18:2 obserwowano zmniejszenie stezenia wraz z postepem choroby. W wykonanych
badaniach ADMA w najwiekszym stopniu réznicowat dwie grupy pacjentéw, na co
wskazuje zaréwno najnizsza p-warto$¢, najwyzszy procent zmiany, jak réwniez
najwyzsza wartos¢ AUC. Na podstawie tych danych Autorka sugeruje potrzebe
dalszych badan nad potencjalnym znaczeniem i mozliwoscig zastosowania lekow,
ktore wptywaja na obnizenie ADMA, ja chociazby leki stosowane w leczeniu
nadci$nienia czy hipercholesterolemii. W odniesieniu do LisoPC 18:2, Autorka zwraca
uwage na fakt, ze obnizone stezenie LisoPC 18:2 uwazane jest za czynnik predykcyjny
réznych stanéw zwigzanych ze starzeniem sie organizmu, takich jak obnizenie
wydolnosci wysitkowej, zaburzona tolerancja glukozy, choroba wiencowa, zaburzenia

pamigci.

Wynikiem badan jest sze$¢ wnioskow stanowiacych probe odpowiedzi na pytania
zawarte w celu pracy oraz podsumowanie przeprowadzonych analiz. Oméwienie
wynikéw i dyskusja swiadczg o dobrym przygotowaniu Doktorantki do podjetego

tematu. W dyskusji Autorka krytycznie ustosunkowata sie do wynikéw badan wtasnych,



W oparciu o najnowszg wiedze probujac logicznie je interpretowaé. Potrafita rowniez
przedstawiC stabos$ci badania, co réwniez $wiadczy o Jej dojrzatosci naukowej. We
wnioskach warto bytoby bardziej odnie$¢ sie do interpretacji uzyskanych wynikow,

ktorg Doktorantka przedstawia w Dyskusji zamiast tylko je strescié.

Praca zostata przygotowana z niezwykitg starannoscia, na uznanie zastuguje starannie
przez Autorke przygotowana cze$é ilustracyjna, zaréwno w odniesieniu do Wstepu, jak
i Wynikéw. Drobne uwagi majg jedynie charakter edytorski i dotycza np.
odpowiedniego zastosowania okreslen typu ,liczba” zamiast ,ilo$¢” limfocytéw, oraz

,stezenie” zamiast ,poziom”.

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Aliny
Urbanowicz pt. ,Ocena profilu metabolomicznego u chorych na przewlektg biataczke
limfocytowq” spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(tj. Dz. U. Z2017r., poz. 1789 ze zm.), §3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018r. Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej
przyniosty cenne obserwacie, istotne dla dalszego poznania biologii i etiopatogenezy
przewlektej biataczki limfocytowej, stanowiac przestanke do dalszego rozwoju badan
nad metabolomikg u chorych na CLL Doktorantka wykazata sie zaréwno wiedza
teoretyczng jak réwniez umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
Z uwagi na powyzsze mam zaszczyt i przyjemnosé przediozyé Senatowi Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie lek. Aline Urbanowicz do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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