Prof. UJ dr hab. n. med. Jakub Podolec

Klinika Kardiologii Interwencyjnej Instytut Kardiologii
Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

w Krakowskim Szpitalu Specjalistycznym im. Jana Pawfa Il
E mail: jakub.podolec@uj.edu.pl tel.: 12 614 35 01

Recenzja rozprawy doktorskiej

Lek. med. Jakub Morze

pt.: ,Badanie metabolomu w ocenie ryzyka i przebiegu
niewydolnosci serca”

Promotorzy:
Prof. dr. hab. n. med. Andrzej Rynkiewicz

Associate Professor Marta Guasch-Ferré, Ph.D.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Lek. med. Jakuba Morze pt.:
»,Badanie metabolomu w ocenie ryzyka i przebiegu niewydolnosci serca”
napisana zostata w postaci monografii z pismiennictwem, streszczeniami, spisem
tabel i rycin oraz zastosowanych skrétéw. Praca doktorska zostata zrealizowana
w ramach licencji Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International.

Temat badan lekarza Jakuba Morze ,Badanie metabolomu w ocenie

ryzyka i przebiegu niewydolnosci serca”, jest niezwykle interesujacy i rzadko

poruszany w pismiennictwie. Nadal niestety nie znamy wielu przyczyn i



patomechanizméw  powstawania  tego schorzenia, a rola analiz
wieloczynnikowych, w tym szerokiej analizy metabolitdw u pacjentéw

z niewydolnoscig serca jest bardzo obiecujacym kierunkiem badan.

Niewydolno$¢ serca jest choroba o duzym znaczeniu i w najgorszych
przypadkach moze prowadzi¢ do wystapienia nagtego zgonu sercowego,
znacznego ograniczenia tolerancji wysitku i pogorszenia jakosci zycia. Jest
réwniez przyczyng przeszczepienia serca. Czestos¢ wystepowania niewydolnosci
serca szacuje sie na ok 0.7% populacji Swiata, co pozwala nam na oszacowanie
catkowitej liczby 0séb chorych na ok. 56 milionéw oséb. Liczba ta stale wzrasta,
a w okresie ostatnich 33 lat podwoita sie. Rozwdj i zastosowanie nowoczesnej
farmakoterapii oraz urzadzen medycznych do wspomagania pracy serca
poprawia rokowanie u pacjentow z NS.

Doktorant we wstepie przedstawia najwazniejsze informacje dotyczace
etiologii, przebiegu choroby oraz metod jej identyfikacji w tym definicje i
przyczyny jej wystepowania, do ktoérych zalicza m.in. chorobe niedokrwienng
serca, kardiomiopatie, nadcisnienie tetnicze, wady zastawkowe serca,
zaburzenia rytmu (w szczegélnosci migotanie przedsionkéwy), choroby infekcyjne
oraz wrodzone wady serca. Autor zwraca szczegdlng uwage na fakt
réznorodnosci przyczyn powstawania i rozwoju oraz definiowania niewydolnosci
serca w ramach opracowan w podrecznikach i wytycznych europejskich oraz
amerykanskich. Zwraca uwage na koniecznos¢ poszerzania wiedzy poza
klasyczne oznaczenia markeréw tj. BNP, NT-proBNP, hs-cT oraz wykonywania
badan obrazowych w celu monitorowania przebiegu i stopnia zaawansowania
choroby.

Doktorant zauwaza znaczny rozwdj analiz biochemicznych, w tym licznych
markerow stanu zapalnego, wiéknienia oraz neurohormonalnych w procesie
naprawczym migsnia sercowego. Wnikliwie wprowadza czytelnika procesy
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metaboliczne zachodzace w sercu obejmujace mitochondrialng oksydacyjna
fosforylacje oraz glikolize. Nastepnie omawia te procesy w kontekscie rozwoju
niewydolnosci serca. Zwraca réwniez uwage na role metabolizmu tlenku azotu.

W kolejnym kroku Doktorant przedstawia dotychczasowe osiagnigcia w
rozwoju  metabolomiki w epidemiologii NS na podstawie badan
retrospektywnych oraz prospektywnych. Lekarz medycyny Jakub Morze
przytacza aktualng wiedze i adekwatng literature.

Bardzo wysoko  oceniam  tematyke  prowadzonych  badan
z uwzglednieniem nowoczesnych technik badan biochemicznych, ktére wpisuja
sie w aktualne $wiatowe trendy badawcze i moga przyniesc oczekiwany postep
nie tylko w poznaniu patomechanizméw niewydolnosci serca, ale takze

tworzenie nowych mozliwosci terapeutycznych.

Podstawowym celem badai Doktoranta, byfa identyfikacja szlakow
metabolicznych niezaleinie zwigzanych z rozwojem NS. Konkretne kroki
obejmowaty:

e (Cel badawczy 1a) Ocene powigzan porhiedzy pomiarami stezenia
metabolitbw w osoczu a wystepowaniem NS podczas dfugoterminowej
obserwacji.

e (Cel badawczy 1b) Uzyskanie sygnatur metabolomicznych zwigzanych z

ryzykiem NS, reprezentujgcych wspodlne ryzyko metaboliczne w patogenezie

choroby.
Cele drugorzedne obejmowaty:
* (Cel badawczy 2) Ocene zwigzku miar metabolitéw w osoczu i sygnatur

metabolomicznych NS z funkcja LK oceniang za pomoca rezonansu

magnetycznego.



o (Cel badawczy 3) Ocene zwigzku miar metabolitdw w osoczu i sygnatur

metabolomicznych NS z przezyciem wsrdd uczestnikow z NS.

Przedstawione cele badawcze $wiadcza o dobrym rozeznaniu
pismiennictwa $wiatowego i sa probg uzupetnienia naszej wiedzy o znaczeniu
klinicznym poszczegdlnych markeréw metabolicznych odpowiedzialnych za
wystgpienie  niewydolnosci  serca, wartosci prognostycznej  sygnatur
metabolicznych oraz ich zaleznosci w ocenie funkcji lewej komory serca w
badaniu rezonansu magnetycznego i przewidywaniu przezywalnosci pacjentow
z NS w dtugoterminowej obserwacji.

Badanie przeprowadzone zostato na duzej grupie pacjentéw wigczonych
do bazy danych UK Biobank w Wielkiej Brytanii. W ramach badania wystano
okoto 9,2 miliona zaproszen, a w 23 osrodkach w Anglii, Walii i Szkocji
zrekrutowano 502 682 uczestnikow. Podczas pierwszej wizyty kazdy uczestnik
podpisat elektroniczng zgode, wypetnit szczegdtowq ankiete za pomocg ekranu
dotykowego; przeszedt wywiad prowadzony przez pielegniarke, wykonano
badania fizykalne oraz pobranie krwi, moczu i sliny. Ostatecznie do badania
witaczono 93,922 osoéb oraz 7,721 do podgrupy, w ktérej wykonano badania

rezonansu magnetycznego serca.

Dane z UK Biobank byty udostepnione pod nr. 75001, w ramach projektu
“Association of Metabolomic Profiles with MRI Traits of Cardiac Structure and
Function and with the Risk of Incident Heart Failure in the UK Biobank Cohort”,
przez okres trzech lat, w ktérym Doktorant petnit role gtéwnego badacza.
Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej w ramach NHS Northwest

Multicenter Research Ethics Committee (approval number: 11/NW/0382).



Wysokoprzepustowa platforma Nightingale NMR wykorzystana do oceny
obejmowata 168 pomiarow surowych metabolitow i 81 pomiarow wzglednych
metabolitéw zorganizowanych w 45 klasach. W brytyjskim laboratorium Biobank
zlokalizowanym w Stockport w Wielkiej Brytanii probki osocza EDTA, zostaty
przetransportowane w suchym lodzie do laboratoridw Nightingale Health w
Finlandii. Byly przechowywane w temperaturze -80 °C. Personel zaangazowany

w analizy NMR byt zaslepiony pod wzgledem stanu zdrowia uczestnikow.

Doktorant opisat szczegétowo sposéb uzyskania wynikow. Majac na celu
identyfikacje szlakéw metabolicznych niezaleznie powigzanych z NS, przyjeto
dwa klasyczne podejscia, stopniowe i oparte na uczeniu maszynowym. W
ramach klasycznego podejscia etapowego najpierw zbadano powigzanie miedzy
249 miarami metabolitow a epizodami zaostrzenia NS, a nastgpnie

przeprowadzono serig analiz podgrup, wrazliwosci i mediacji.

Wyniki analiz Doktorant przedstawit wnikliwie i niezwykle szczegétowo
oraz zgrupowat je w czterech grupach: markery pojedynczych metabolitow, a
ryzyko niewydolnosci serca, sygnatury wielometaboliczne i epizody zaostrzenia
niewydolnosci serca, markery metabolizmu a czynnos¢ serca w obrazowaniu
metodg rezonansu magnetycznego oraz markery metabolizmu a przezycie u
pacjentow z niewydolnoscia serca.

Podsumowujgc obszerny materiat przedstawionych przez Doktoranta
wynikdw mozemy zauwazy¢, ze 90 pomiardw metabolitow wykazato istotny
zwigzek z wystepowaniem NS po korekcie w testach porownawczych
wielokrotnych. Nalezg do nich wielkos¢ czastek lipoprotein (Srednia Srednica
czastek VLDL, $rednia $rednica czastek HDL), kwasy ttuszczowe (stopien
nienasycenia, FA omega-3, DHA, PUFA), aminokwasy (alanina, histydyna,

walina), ciata ketonowe (3- OHB, octan, acetooctan, aceton), réwnowaga ptynéw



(albumina), zapalenie (acetyle glikoprotein), bardzo duze VLDL (stezenie czastek,
trojglicerydy, lipidy catkowite), duze VLDL (stezenie czastek, fosfolipidy, wolny
cholesterol), érednie VLDL (trojglicerydy, lipidy catkowite), sredni LDL
(fosfolipidy, estry cholesterolu, wolny cholesterol), maty LDL (estry cholesterolu,
cholesterol w), bardzo duzy HDL (stezenie czastek, fosfolipidow, estrow
cholesterolu), duzy HDL (stezenie czastek, wolny cholesterol) ), maty HDL
(stezenie czastek, fosfolipidow, estrow cholesterolu), cholesterol (cholesterol
LDL, cholesterol w érednim LDL), stezenie czastek lipoprotein (stezenie czastek
HDL, catkowite stezenie czastek lipoprotein), trjglicerydy (tréjglicerydy w VLDL),
cholesterol estréw (estry cholesterolu w LDL) i 37 wzglednych miar metabolitdw,

w tym proporcji lipoprotein i kwasy ttuszczowe.

Analizy podgrup, wrazliwosci i mediacji wykazaty, ze 23 specyficznych miar
metabolitéw miato niezalezny zwigzek z wystepowaniem NS. Nalezg do nich
aminokwasy (alanina, histydyna), ciata ketonowe (octan, acetooctan, aceton, 3-
hydroksymaslan), réwnowaga ptynéw (albumina), FA (DHA, FA omega-3,
wzgledna zawarto$¢ FA omega-3, stosunek kwaséw omega -6 do omega-3 FA),
bardzo duzy HDL (zawarto$é¢ wolnego cholesterolu), maty LDL (liczba czastek,
catkowita zawartoé¢ lipidéw, cholesterol catkowity, estry cholesterolu,
fosfolipidy) i stosunki lipoprotein (wzgledna zawartos¢ cholesterolu w duzych
VLDL, wzgledna zawarto$é fosfolipidow w bardzo matych VLDL, wzgledna
zawartoéé estrow cholesterolu w duzych LDL, wzgledna zawarto$¢ estrow

cholesterolu i fosfolipidéw w czgstkach IDL).

Kolejng grupe analiz stanowity sygnatury wielometaboliczne i ich
zaleznos$é z wystepowaniem incydentalnej niewydolnosci serca. Najwieksza siec

obejmowata 85 miar metabolitdw zwigzanych z réznymi klasami lipoprotein i



lipidéw i zostata nastepnie podzielona na szeé¢ klastréow. Wyniki zostaty

przedstawione w sposob klarowny w postaci odpowiednich rycin.

W ramach drugorzedowego celu badania Doktorant ocenit, wigczajac do
podgrupy 7751 pacjentdw, powigzania migdzy pomiarami metabolitow a funkcja
lewej komory serca w badaniach rezonansu magnetycznego. Wyizszy indeks
sercowy byt dodatnio powigzany z 34 metabolitami, w tym zwigzkami
zwigzanymi z glikoliza, takimi jak glukoza, mleczan i pirogronian, a takze
wiekszymi $rednimi czasteczkami HDL i ich zawartoscig lipidow. | odwrotnie, 83
metabolity byly ujemnie powigzane z wyzszym indeksem sercowym. Jesli chodzi
o LVEF, badanie wykazato, ze 82 pomiary metabolitéw miaty istotny zwigzek z
LVEF. Osiemdziesiat z nich byto dodatnio powigzanych, podczas gdy tylko jeden,
fenyloalanina, byt odwrotnie powigzany. Najsilniejsze pozytywne powigzanie
dotyczyto krazacej albuminy. Inne dodatnio powigzane pomiary obejmowaty
PUFA, takie jak stopier nienasycenia i catkowite stezenie kwasow omega-3/6 FA,
a takze roéine lipidy, takie jak choliny, SM, fosfoglicerydy i PC. Ponadto 31
pomiarow metabolitdw zwigzanych ze stezeniem czastek IDL i LDL oraz
zawartoscig lipidéow byto dodatnio powigzanych z wyisza LVEF. Pomiary ApoAl i
24 dotyczace duzych, $rednich i matych czastek HDL réwniez wykazaty
pozytywne powigzania z wyzszg LVEF. W przypadku LVESVI 47 metabolitow
powigzano z nizszg funkcja skurczowa, przy czym najsilniejsze odwrotne
powigzanie dotyczyto acetyldw glikoprotein. Wiekszos¢ z 27 metabolitéw, ktore
miaty odwrotne powigzanie, nalezata do czastek VLDL, w szczegdlnosci do
chylomikronéw i wiekszych podklas VLDL. Mniejsze czgsteczki HDL, BCAA i
kreatynina byty rowniez odwrotnie proporcjonalne do LVESVI. W przypadku
LVEDVI 16 metabolitow byto powigzanych z wyiszymi, a 85 z nizszymi
wartosciami. Acetyle glikoprotein ponownie wykazaty najsilniejsze odwrotne
powigzanie. Silniejsze negatywne powigzania zidentyfikowano w 34

7



metabolitach nalezacych do chylomikronow i wiekszych podklas VLDL, natomiast
stabsze powigzania stwierdzono w przypadku mniejszych czastek VLDL. Jesli
chodzi o SVI, badanie wykazato istotne powigzania ze 148 ze 168 miar
metabolitéw niezwiazanych ze stosunkiem. Najsilniejsze odwrotne powigzanie
zaobserwowano w przypadku acetyléw glikoprotein. W sumie 49 pomiarow
zwigzanych z czgsteczkami VLDL wykazato negatywne powigzania, przy czym
wieksze czastki VLDL wykazaty wyrazniejsze efekty niz mniejsze. Potwierdzata to

odwrotna tendencja obserwowana dla sredniej VLDL.

Ostatnim zagadnieniem przeanalizowanym przez Doktoranta byty
markery metabolizmu w odniesieniu do przezycia wsrod pacjentow z
niewydolnoscia serca. Do analizy miar metabolitéw zwigzanych z przezyciem
wérdd pacjentéw z HF wiaczono 690 uczestnikéw UK Biobank, u ktorych
zdiagnozowano NS przed wtaczeniem do kohorty. W poréwnaniu z catg grupa,
uczestnicy, ktérzy zmarli w trakcie obserwacji, byli starsi, czesciej byli to
mezczyzni, mieli wyzsze BMI, czesciej palili papierosy, czesciej stosowali leki
przeciwnadci$nieniowe, przeciwcukrzycowe i lipidowe. 83 ze 168 pomiarow
metabolitow byto istotnie powigzanych z punktem korncowym. Celem badania
byta rowniez ocena powigzan miedzy pomiarami metabolitow a przezyciem u
0sdb z dominujgcg NS. Zwiekszone stezenie niektorych metabolitow, takich jak
PUFA, mate czasteczki HDL, BCAA i czasteczki LDL, wigzato sie z nizszym ryzykiem
Smiertelnosci w zakresie 18-32%. Z drugiej strony jedenascie miar metabolitow,
w tym cytrynian i wyisze stezenia ciat ketonowych, wigzato sie z wyzszym
ryzykiem $miertelnosci z jakiejkolwiek przyczyny, wahajgcym sie od 17-26%. W
szczegolnosci wyzszy poziom czastek XL HDL i zawarto$é w nich lipiddw, a takie
wigksza $rednica czgstek HDL powigzano ze zwigkszonym ryzykiem émiertelnosci
z jakiejkolwiek przyczyny. Jesli chodzi o smiertelno$é z powodu CVD u 0séb z
dominujacg NS, wyisze stezenia DHA, kwaséw omega-3 i omega-6 oraz

8



catkowitych PUFA wigzaty si¢ z 16-32% nizszym ryzykiem zgonu z przyczyn
sercowo-naczyniowych, co -jest zgodne z ich ochronnym wplywem na

$miertelnosé z jakiejkolwiek przyczyny.

Podsumowanie

Na szczegdlng uwage zastuguje szeroki wachlarz i szczegotowy opis
przeprowadzonych badari diagnostycznych oraz diagnostyki réznicowej
niewydolnoéci serca z wykorzystaniem badan rezonansu magnetycznego, oraz
kompleksowej oceny wynikéw badan przez migdzynarodowy zespot.

Wyniki badan oraz zastosowanie nowoczesnych metod statystycznych
a takie precyzyjny opis tych metod $wiadcza o dobrym przygotowaniu
Doktoranta do prowadzenia badan naukowych. Whnioski prawidtowo
odpowiadaty celom postawionym przez Doktoranta.

Doktorant zwraca uwage na kilka ograniczen wykonanych badan, do
ktérych zalicza m.in. dodatkowe wprowadzenie leczenia w okresie obserwacji,
co moze znaczgco wptywaé na rokowania i QoL pacjentéw. Brak szerokiej
przynaleznosci rasowej (wiekszos¢ pacjentow byta rasy biatej) jest czynnikiem
ograniczajgcym zasieg wnioskow, ktdére zostaty opisane w pracy i moga sie one
rézni¢ w réiznych miejscach na Swiecie. Kolejnym czynnikiem, o ktérym
Doktorant wspomina w czesci ograniczen badania to brak centralnie ocenianych
wynikow leczenia, ktory ograniczat mozliwos¢ stratyfikacji NS wedtug LVEF na

kategorie takie jak HFrEF, HFmrEF i HFpEF.

Najwigkszym, w mojej ocenie ograniczeniem jest jednak brak wynikow
parametrow biochemicznych NT-pro-BNP i BNP, ktére sg w dzisiejszej praktyce

nieodzownym skfadnikiem oceny zaawansowania i zaostrzenia epizoddw NS. Ich



brak, jak dostrzega Doktorant utrudnia poréwnawczg zdolnos$¢ predykcyjng

powyzszego badania.

Ograniczenia te s wazne, ale najwyzsza referencyjnosc Osrodka oraz bazy
danych Biobank, na podstawie, ktérej przeprowadzono badania gwarantuja
najwyzszy poziom i rzetelnos¢ pracy.

Badanie przeprowadzono na bardzo duzej ok. 94 tysigcznej grupie
uczestnikéw wiaczonych do bazy danych Biobank, co umozliwito wykonanie
analiz statystycznych o duzej mocy. Szczegdlnie wazne byto wigczenie badania
obrazowego rezonansu magnetycznego u czesci osob, co utatwito potgczenie
badanh biochemicznych z obrazowaniem czynnosci serca. Takie podejscie jest i
bedzie koniczne w cato$ciowej ocenie stanu zdrowia pacjentéw z NS.

Podsumowujgc mojg ocene rozprawy doktorskiej lek. med. Jakuba Morze
pozwalam sobie na wyrazenie uznania prowadzenia badan nowatorskich w tak
waznej, stale rosngcej grupie pacjentow. Dowiedziono stusznosci hipotez
badawczych. Doktorant wykazat, ze wieloczynnikowe badania biochemiczne
oraz okreslenie i zastosowanie w codziennej praktyce klinicznej poziomow
poszczegolnych grup markerédw mogg by¢ przydatne zaréwno w diagnostyce jak
i terapii pacjentow z niewydolnoscig serca.

Zwracam sie do wysokiej Rady Naukowej Szkoty Medycznej Uniwersytetu
Warmii i Mazur w Olsztynie o dopuszczenie lek. med. Jakuba Morze do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz przyznanie wyrdznienia.
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