Beata Matachowska

lekarz

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych

Profilowanie metabolomiczne ostrych powikian
cukrzycy typu 1 u dzieci

Promotor: dr hab. n. med. Wojciech Fendler prof. UM

Zaktad Biostatystyki i Medycyny Translacyjnej

| Katedra Pediatrii

todz 2019



11. Streszczenie
11.1 Wersja polska

Wstep: Ostre powiktania cukrzycy — kwasica ketonowa (DKA). i hipoglikemia (HG) - stanowig
niebezpieczenstwo nie tylko ze wzgledu na niosace ze sobg zagrozenie zycia, ale rOwniez ze
wzgledu na dlugotrwale nastepstwa ich przebycia. Wyrdwnanie stezenia glukozy i1 kwasicy
metabolicznej (parametréw rutynowo oznaczanych celem diagnostyki DKA i HG) nie oznacza,
ze wszystkie zaburzenia metaboliczne spowodowane przez te epizody zostaly wyréwnane.

Cel: Ocena surowiczych zmian metabolicznych wywotanych przez epizod DKA i HG, ktore
utrzymujg si¢ pomimo wyrownania typowych parametrow laboratoryjnych zaburzonych
w trakcie epizodow. Wytypowanie potencjalnych dlugotrwalych biomarkerow przebycia
epizodu DKA i HG.

Materiaty i Metody: Cztery grupy dzieci z rozpoznaniem cukrzycy typu 1 zostaty zrekrutowane
do badania. Grupy badane stanowili pacjenci po epizodzie DKA oraz HG. Dodatkowo,
zrekrutowano dwie grupy pordwnawcze — dzieci z dobrze wyrdwnang cukrzyca oraz $wiezo
rozpoznang cukrzycg typu 1 bez kwasicy ketonowej. Probki krwi zostaty pobrane od pacjentow
w trakcie hospitalizacji w trzech punktach czasowych (poczawszy od przyjecia do szpitala):
Oh-24h-72h dla grupy DKA oraz NDM, a od pacjentow z grupy HG w schemacie Oh-12h-48h.
Od pacjentéow z grupy EDM pobrano jedng probke podczas rutynowo wykonywanych badan
kontrolnych. Pacjentow dobrano do dwoch serii probek: DKA-NDM-EDM (N=20x3, N=10x3,
N=10) oraz HG-EDM-NDM (N=10x3, N=25, N=15x3). Wszyscy pacjenci w obrebie serii
zostali dobrani pod wzglgdem plci i wieku. Metabolomiczny odcisk palca zostal wykonany za
pomoca LC-QTOF-MS (Agilent 6550 iFunnel). Cechy metaboliczne pozostate po usunieciu
zmiennych ulegajacych powtarzalnej detekcji w probkach §lepych (2/3 probek §lepych) oraz
spetniajace ponizsze kryteria: wzgledne odchylenie standardowe<0,2 w probkach kontrolnych
oraz detekcja cechy w co najmniej 80% probek z kazdej grupy w kazdym punkcie czasowym,;
zostaly przeanalizowane pod katem réznic mi¢dzy grupami.

Wyniki: W serii DKA, po filtrowaniu technicznym, do analizy statystycznej wytypowano 248
cech metabolicznych sposrdéd 712 (w jonizacji pozytywnej) oraz 295 z 652 (w jonizacji
negatywnej). Analiza statystyczna wytypowata 22 cechy metaboliczne jako potencjalne
biomarkery przebycia epizodu DKA utrzymujace si¢ do 72 godzin od epizodu. Sposréd nich
udato si¢ zidentyfikowaé 4 zwigzki chemiczne — 3 0 podniesionym poziomie po epizodzie DKA
wzgledem grup poréwnawczych: lizofosfatydylocholing (LPC) (18:1), sfingomieling (SM)
(34:0), SM (d18:0/15:0) oraz jedna o obnizonym poziomie - LPC (18:0). Pomiar LPC (18:1)
i SM (d18:0/15:0) zostat zaproponowany jako test stuzgcy do diagnostyki przebycia epizodu
DKA. Charakteryzowat si¢ on czutos$cig wynoszacg 95% (95%CI 81,79-99,13%) 1 swoistoscig
na poziomie 80% (95%CI 67,30-88,81%).

W serii HG, po filtrowaniu technicznym, do analizy statystycznej wytypowano 359 z 1006 cech
z jonizacji pozytywnej oraz 374 z 763 cech z jonizacji negatywnej. Analiza statystyczna
wytypowala 9 cech metabolicznych jako potencjalne biomarkery przebycia epizodu HG

146



w ciggu ostatnich 48h. W serii HG udalo si¢ zidentyfikowa¢ 4 zwigzki chemiczne —
3 0 podniesionym poziomie po epizodzie HG. - dwie lizofosfatydyloetanolaminy ((LPE) (18:2)
i LPE (20:3)) i LPC (18:2) oraz jedna o obnizonym poziomie - utleniong fosfatydylocholing
(PC O-(34:3)). Pomiar stezenia LPE (20:3) i PC O-(34:3) zaproponowano jako test stuzacy do
diagnostyki przebycia epizodu HG. Czulos¢ tak uzyskanego testu diagnostycznego tak
uzyskanego testu diagnostycznego wynioseta 90% (95%CI 72,32-97,38%) a swoisto$¢ byta na
poziomie 80% (95%CI 68,39-88,26%).

Whioski: Zaburzenia metaboliczne wywotane kwasica ketonowa moga utrzymywaé si¢
W surowicy pacjentOw przez co najmniej 72 godzin od epizodu a hipoglikemig przez co
najmniej 48 godzin. Pomiar LPC (18:1), SM (d18:0/15:0), LPE (20:3) i PC 0O-(34:3) mogtyby
pomoc w diagnostyce przebycia ostrego powiktania cukrzycy.

Stowa kluczowe: kwasica ketonowa; hipoglikemia; cukrzyca typu 1; biomarker; metabolomika
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11.2 Wersja angielska

Background: Acute type 1 diabetes mellitus (T1DM) complications — diabetes ketoacidosis
(DKA) and hypoglycemia (HG) — are dangerous not only as a threat to patients’ life but also
because of their long-standing aftermaths. Restoring normal glucose concentration and pH
(parameters typical used for DKA and HG diagnosis) does not mean that all metabolic
disturbances caused by those episodes are reversed.

Aim: Evaluation of serum metabolic changes caused by episode of DKA and HG, that can be
detected despite restoring parameters typically changed during the episodes. Selection of
putative long-standing biomarkers of past episodes of DKA and HG.

Materials and methods: Four groups of children with TIDM were recruited. Study groups
composed of patients after episode of DKA and HG. Additionally, two comparative groups
were recruited — children with established TIDM (EDM) and patients with newly diagnosed
diabetes without diabetes ketoacidosis (NDM). Serum samples were collected in three group-
specific timepoints (since the hospital admission): Oh-24h-72h for DKA and NDM group and
Oh-12h-48h for HG group. From EDM patients only one sample was collected during running
routine laboratory tests. Patients were assigned to two batches: DKA-NDM-EDM (N=20x3,
N=10x3, N=10) and HG-EDM-NDM (N=10x3, N=25, N=15x3). All patients within the batches
were matched based on age and sex. Metabolic fingerprinting was performed with LC-QTOF-
MS (Agilent 6550 iFunnel). Metabolic features remaining after blank extraction (detection in
2/3 of blank samples) and fulfilling quality control criteria: relative standard deviation in QC
samples <0.2 and detection in at least 80% of all timepoints samples in all groups; entered
statistical analysis searching for between group differences.

Results: In DKA batch after technical filtering 248 metabolomic features out of 712 (in positive
ionization) and 295 out of 652 (in negative ionization) were suitable for between-group
comparisons. Statistical analysis selected 22 metabolic features as putative biomarkers of
episodes of DKA occurrence in nearest 72h. From those features 4 metabolites were
successfully identifies - 3 with higher after DKA episode versus comparative groups:.
lysophosphatidylocholine (LPC) (18:1), sphingomieline (SM) (34:0), SM (d18:0/15:0) and one
with lower level — LPC (18:0). Measurement of LPC (18:1) and SM (d18:0/15:0) were proposed
as diagnostic test of past DKA episode. The test sensitivity equaling 95% (95%CI 81.79-
99.13%) and specificity 80% (95%CI 67.30-88.81%).

In HG batch after technical filtering 359 metabolomic features out of 1006 (in positive
ionization) and 374 out of 763 (in negative ionization) were suitable for between-group
comparisons. Statistical analysis selected 9 metabolic features as putative biomarkers of
episodes of DKA occurrence in nearest 48h. From those features 4 metabolites were
successfully identifies - 3 with higher after HG episode versus comparative groups: two
lysophosphatidylethanolamine: (LPE) (18:2) and LPE (20:3)) as well as LPC (18:2); and one
with lower level in DKA group - oxy-phosphatidylocholine (PC O-(34:3)). Measurement of
LPE (20:3) and PC 0O-(34:3) was proposed as diagnostic test of past HG episode. It was
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characterized by sensitivity and specificity equaling 90% (95%CI 72.32-97.38%) and 80%
(95%CI1 68.39-88.26%) respectively.

Conclusions: Metabolic disturbances caused by DKA may be traced in serum up to 72h after
the episode and for hypoglycemia up to 48h. Measurements of LPC (18:1), SM (d18:0/15:0),
LPE (20:3) and PC 0-(34:3) might be helpful in diagnostics of past acute diabetes
complications.
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