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Recenzja

pracy doktorskiej lekarz Beaty Malachowskiej

pt. ,,Profilowanie metabolomiczne ostrych powiklan cukrzycy typu 1 u dzieci”

W ostatnich latach obserwujemy istotny wzrost zapadalnosci na cukrzyce typu 1 (TIDM).
Dane z badan epidemiologicznych wskazuja, ze zta kontrola metaboliczna cukrzycy prowadzi do
rozwoju powiklan. Wicle uwagi poswigca si¢ prewencji powiklan zaréwno ostrych, jak i
przewleklych. Ostre powikiania cukrzycy moga wynikaé z bezwzglednego lub wzglednego
nadmiarn lub niedoboru insuliny — przy nadmiarze insuliny obserwujemy hipoglikemig, natomiast
niedobér insuliny moze doprowadzi¢ do cukrzycowej kwasicy ketonowej (DKA). Warto
wspomnie¢, ze DKA jest tez czgsto pierwszg manifestacja kliniczng T1DM. Mimo tego, Z¢€
zardwno diagnostyka jak 1 sposoby postepowania W przypadku ostrych powiklan cukrzycy sg
znane, to w populacji pediatrycznej ostre powiktania w dalszym ciggu stanowig istotny problem
kliniczny. DKA moze doprowadzi¢ do powaznych nastgpstw neurologicznych, réwniez
hipoglikemia moze stanowi¢ bezposrednie zagrozenie zycia.

Metabolomika jest dynamicznie rozwijajaca si¢ galgzia nauki zaliczana do tzw. technik
_omicznych”, zajmujaca si¢ analiza profilu zwigzkow o matej masie czasteczkowej W komorkach 1
tkankach, celem oceny metabolizmu i zmian w nim zachodzacych. Niecelowana analiza

metabolomiczna (tzw. ,,metaboliczny odcisk palca”, metabolic fingerprint) pozwala na jakosciowa
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ocene metabolomu oraz wyodrebnienie metabolitow charakterystycznych dla badanej populacji.
Uzyskane w ten sposéb informacje mogg nastgpnie postuzy¢ do przeprowadzenia celowanej analizy
metabolomicznej, obejmujacej ocene zaleznoci pomigdzy konkretnymi —metabolitami
wystepujgcymi w okreslonych szlakach biochemicznych. Celem przedstawionej do oceny pracy
doktorskiej jest profilowanie metabolomiczne ostrych powiktan cukrzycy — DKA i hipoglikemii w
populacji pediatrycznej z TIDM. Autorka stusznie zaktada, ze zaréwno w DKA, jak i hipoglikemii
dochodzi do szeregu zaburzen metabolicznych, ktore prawdopodobnie zmieniajg szlaki
metaboliczne w czasie, tak wiec profilowanie metabolomiczne wydaje si¢ mie¢ w tej grupie
szczegblne uzasadnienie. Biorge pod uwage zaréwno konsekwencje ostrych powiklan cukrzycy u
dzieci, jak tez probe zastosowania nowoczesnej techniki do ich oceny, cel pracy uwazam za
nowatorski i wazny.

Praca doktorska jest przedstawiona w formie monografii i ma uklad typowy. Pracg
rozpoczyna wykaz skrétow, nastepne rozdzialy to - wstep, cele pracy, material i metody, wyniki,
dyskusja, wnioski, wykaz pi$miennictwa, spis tabel, spis rycin oraz streszczenie w jezyku polskim

angielskim. Dysertacja jest obszernym opracowaniem liczacym 1gcznie 149 stron i pisana jest z
pojedynczym odstepem. Musze podkresli¢, ze przygotowana jest niezwykle starannie, nie zawiera
bledéw edytorskich, za co nalezg si¢ Doktorantce stowa uznania.

We wstepie lekarz Beata Matachowska opisuje epidemiologi¢ ostrych powiklan cukrzycy u
dzieci oraz ich kliniczne konsekwencje, dokonujgc doskonalego przegladu pismiennictwa.
Nastepnie duza cze$é wstepu poswieca metabolomice, wprowadzajagc czytelnika w tajniki  tej
nowoczesnej techniki badawczej. Autorka podkresla znaczenie profilowania niecelowanego i
celowanego. Profilowanie niecelowane pozwala na dokonanie odkryé nowych metabolitéw i
dokonuje sie tego przy pomocy polaczenia chromatografii cieczowej (LC-liquid chromatography)
ze spektrometria mass (MS-mass spectometry) — LC-MS. Technika ta zostala rowniez
wykorzystana przy realizacji recenzowanej pracy doktorskiej. Wstep konczy przeglad badan

metabolomicznych w cukrzycy, z ktorego jasno wynika, ze dotycza one gtéwnie cukrzycy typu 2



(T2DM), a tylko pojedyncze badania - TIDM. Nastepnie Autorka formutuje cztery gldwne cele
badania, gdzie oprécz oceny zmian stgzen metabolitow wywotanych przez epizod DKA lub epizod
hipoglikemii, planuje oceni¢ zmiany stezen metabolitbw po klinicznym wyréwnaniu ostrych
powiklan cukrzycy. W dalszym etapie Doktorantka planuje wytypowanie potencjalnych
biomarkeréw metabolomicznych do oceny epizodu przebytego DKA i hipoglikemii, i w koncu
identyfikacje zaburzonych szlakéw metabolicznych.

Kolejny rozdzial — opisujacy materia%y 1 metody - napisany jest bardzo przejrzyscie. W
pierwszej czesci opisane sa kryteria doboru pacjentéw do grup. Nalezy zaznaczy¢, ze pacjenci byli
rekrutowani w sposob prospektywny w Klinice Pediatrii, Diabetologii, Endokrynologii i Nefrologii
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, gdzie byli hospitalizowani. W ten sposéb wyodrebniono dwie
grupy badawcze (grupa z kwasica ketonowg — DKA, grupa z hipoglikemia — HG) i dwie grupy
porownawcze (grupa z nowo rozpoznang T1DM bez kwasicy ketonowej — NDM, grupa z
ustabilizowang cukrzyca, bez epizodu DKA i hipoglikemii w ciggu ostatnich 3 miesiecy — EDM).
Doktorantka opisuje jakie dane kliniczne byly zbierane od pacjentéw, a nastepnie bardzo
szczegblowo  opisuje protokoly pobierania probek dla poszczegolnych grup, zabezpieczenie
materiatu do badan metabolomicznych. Autorka podkresla, ze odpowiednio zabezpieczone probki
byly analizowane w Centrum Badan Klinicznych Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Jak
wspomniano powyzej analizy wykonano za pomoca chromatografii cieczowej polaczonej ze
spektrometrig mas, przestrzegajac obowigzujacych standardéw dla badafh metabolomicznych
opartych o spektrometri¢ mas z wykorzystaniem kontroli jakosci. Wyniki uzyskane w materiale
biologicznym poréwnywano z danymi z baz danych z ludzkiego metabolomu (HMDB) oraz innych

- METLIN i LIPID MAPS. Celem ostatecznej identyfikacji zwiazkéw wykorzystano
chromatografi¢ cieczowg z tandemowa spektroskopia mas(LC-MS/MS). Uzyskane wyniki poddano
wlasciwe)j analizie statystycznej. Pragne podkresli¢, ze zastosowano zaawansowane metody

statystyczne, za ktére Doktorantce jak tez Promotorowi nalezg si¢ stowa uznania.



Wyniki stanowig najobszerniejsza cz¢$¢ dysertacji doktorskiej i przedstawione s3 na 91
stronach. Zrozumienie wynikow ulatwiaja przejrzyste tabele (11 tabel) i ryciny (81 rycin). Sposéb
przedstawienia i opisania wynikéw wyraznie wskazuje jak nowoczesng technika badawcza
postugiwala si¢ Doktorantka i w jaki sposob analizowata wyniki. Uzyskane wyniki z profilowania
metabolomicznego przedstawiono oddzielnie dla DKA i hipoglikemii, ale sposGb analizy wynikéw
byt jednakowy dla obu ostrych powiktan cukrzycy. W kazdym z badanych ostrych powiktan wyniki
rozpoczyna charakterystyka kliniczna grup, ktéra w przypadku DKA dotyczyla 20 pacjentéw z
DKA. 10 pacjentow z NDM i 10 pacjentéw z EDM. Nastepnie Doktorantka przedstawia w
kolejnosci wyniki niecelowanego profilowania metabolicznego w jonizacji pozytywnej i jonizacji
negatywnej. Z obu jonizacji wytypowano lacznie 22 cechy metaboliczne jako proponowane
markery przebytego epizodu DKA, ktére utrzymywatly si¢ w materiale biologicznym do 72h po
przebytym epizodzie DKA i réznicowaly grup¢ z DKA w poréwnaniu do pozostatych grup. W
wyniku przeprowadzone] analizy zidentyfikowano ostatecznie 4 zwigzki chemiczne — 3 o
podniesionym stgzeniu po przebytym epizodzie DKA i 1 o obnizonym stezeniu. Do zwigzkéw o
podwyzszonym stezeniu nalezaly: lizofosfatydylocholina (LPC) (18:1), sfingomielina (SM) (34:0),
stingomielina (d18:0/15:0), a o obnizonym stgzeniu — LPC (18:0). Kolejnym krokiem byla proba
odpowiedzi na pytanie dotyczace potencjalnych  biomarkeréw  metabolomicznych,
charakteryzujgcych przebyty epizod DKA. W oparciu o uzyskane wyniki testem o najwigkszej
czutosci (95%) 1 swoistosci (80%) okazal si¢ test sktadajgcy z oznaczen dwoch zwigzkow —
LPC(18:1) i SM (d18:0/15:0). W dalszym etapie podjeto probe identyfikacji komérkowych szlakéw
metabolicznych (z wykorzystaniem programu Metaboanalyst), ktore ulegly zaburzeniu w wyniku
epizodu DKA. I tak zwigkszong aktywacje obserwowano w przypadku metabolizmu kwasu
arachidonowego, powstawania prostaglandyn z arachidonianu, powstawanie z EPA metabolitéw
przeciwzapalnych; natomiast zmniejszong aktywacje obserwowano w przypadku szlaku

metabolizmu sfingolipidéw.



Podobng analize wynikéw przedstawiono dla epizodow HG. W przypadku HG badanie
przeprowadzono w nastepujacych grupach: 10 pacjentow z HG, 15 pacjentéw z NDM i 25
pacjentbw z EDM. Z obu jonizacji (pozytywnej i negatywnej) wytypowano tacznic 9 cech
metabolicznych jako proponowane markery przebytego epizodu HG, ktdére utrzymywaty sie w
materiale biologicznym do 48h po przebytym epizodzie HG. W wyniku przeprowadzonej analizy
zidentyfikowano podobnic jak w przypadku epizodu DKA ostatecznie 4 zwigzki chemiczne — 3 o
podniesionym stgzeniu po przebytym epizodzie HG i 1 o obnizonym stezeniu. Do zwiazkéw o
podwyzszonym stezeniu nalezaty: lizofosfatydyloetanolamina (LPE) (18:2), LPE (18:3) i LPC
(18:2), a o obnizonym stezeniu — utleniona fosfatydylocholina (PC O-(34:3)). Jako potencjalny
biomarker metabolomiczny, charakteryzujacych przebyty epizod HG zaproponowano test
sktadajgcy si¢ z oznaczen dwoch zwigzkéw — LPE (20:3) i PC 0O-(34:3) (czulo$é- 90% i swoistos¢ -
80%). Zidentyfikowano rowniez komédrkowe szlaki metaboliczne, ktére ulegly zaburzeniu w
wyniku przebytego epizodu HG. Obserwowano dezaktywacje szlaku metabolizmu kwasu
arachidonowego, metabolizmu i biosyntezy hormondéw steroidowych, szlaku fosforylacji heksoz

szlaku metabolizmu sfingolipidow.

Kolejny rozdziat to dyskusja wynikow. Rowniez ta cze$¢ dysertacji napisana jest doskonale.
Doktorantka miata trudne zadanie, poniewaz w zasadzie brak jest badan dotyczacych profilowania
metabolomicznego po przebytych epizodach ostrych powikian cukrzycy u dzieci - DKA czy HG. Z
zadaniem tym poradzila sobie jednak doskonale. Kolejno omawia poszczegélne zwigzki, ktore w
profilowaniu niecelowanym wykazywaly charakter biomarkeré6w metabolomicznych, prébuje
wytlumaczyé ich role w przebiegu ostrych powiklan cukrzycy, zaproponowa¢ potencjalne
znaczenie kliniczne. Kolejna wazna cze$¢ dyskusji to krytyczna analiza zastosowanych metod
nadawczych (ograniczenia metabolomiki) statystycznych czy uzyskanych wynikow. Swiadezy to
duzej dojrzatosci i dobrym przygotowania do pracy naukowej lekarz Beaty Matachowskiej. Prace

konczg uzasadnione wnioski przedstawione w formie opisowe;j.



Nie zgtaszam krytycznych uwag do pracy. Uwazam, ze przedstawiona do oceny praca
doktorska jest bardzo ciekawym opracowaniem dotyczacym profilowania metabolomicznego
ostrych powiklan cukrzycy u dzieci z TIDM. Z pelnym przekonaniem pragne podkresli¢, Ze praca
zostata zaréwno zaprojektowana, zrealizowana jak i przedstawiona w sposob wzorcowy i zastuguje
na wyrbéznienie. We wstepie Doktorantka bardzo ciekawie uzasadnila proponowane hipotezy
badawcze, nastepnie jasno sformutowata cele, wyczerpujaco opisata zastosowane metody. W
Lolejnych etapach - sposéb przedstawienia wynikéw odpowiadal postawionym kolejno celom
badawczym, a ich dyskusja potwierdzita doskonata znajomos$é tematu przez lekarz Beat¢
Matachowska. Pragne wyrazi¢ uznanie Doktorantce i Promotorowi za ogromny wktad pracy
zwiazany z realizacjg tej pracy doktorskiej 1 gratuluje tak pigknego opracowania.

Whiosek koncowy

W opinii recenzenta praca doktorska lekarz Beaty Malachowskiej spelnia wszystkie
warunki okreslone dla prac doktorskich Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym oraz Stopniach i
Tytule w Zakresie Sztuki. W zwiazku z tym przedktadam wniosek Wysokiej Radzie Wydzialu
i ckarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lek. Beaty Malachowskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wybitnie nowatorski charakter pracy,
oryginalno§¢ w wyborze tematu badawczego, zastosowanie nowoczesnych trudnych technik
badawczych, umiejetnos¢ interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikéw - wnioskuj¢ o wyrdznienie

pracy doktorskiej.
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