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Cukrzyca typu 2 (T2DM) nalezy do najbardziej rozpowszechnionych i podstepnych
chorob cywilizaéyjnych XXI wieku. Pomimo znacznego postepu medycyny oraz coraz
lepszego dostgpu do technik diagnostycznych, w tym badan molekularnych, okreslenie

kolejnych, poza oczywistymi, specyficznych czynnikow ryzyka tej choroby jest trudne.



Nowe mozliwosci w tym =zakresie stwarzaja analizy metabolomiczne probek
biologicznych w  zdrowiu 1 chorobie. Metabolom, to zlozona kompozycja
drobnoczasteczkowych zwigzkoéw, o masie molekularnej mieszczacej sie w granicach 80 —
1500 Da, nalezacych do réznych klas chemicznych. Wérod nich wyrdznia sie m.in.
weglowodany, aminokwasy, lipidy, peptydy, mineraly, aminy biogenne, nukleotydy, kwasy
organiczne, witaminy czy hormony. Metabolity te moga by¢ waznymi modulatorami szlakow,
odgrywajac role w rozwoju réznych chorob metabolicznych, w tym takze T2DM
Metabolomika wige, w polgczeniu z genetyka, transkrytomika, proteomika moze poglebié
nasza wiedze na temat mechanizméw molekularnych stojgcych za rozwojem T2DM, a nawet

'wskazac’ szlaki metaboliczne, ktore moga by¢ obiecujgcymi celami terapeutycznymi dla

nowych lekow.

Co ciekawe, cze$¢ z tych metabolitow zwiazana jest bezposrednio z obecnoscia
mikroorganizmow wchodzacych w sklad tzw. mikrobiomu jelitowego cztowieka. Zaburzenia
dotyczace ilosci, rodzaju i réznorodnosci mikrobioty sa aktualnie przedmiotem tysiecy badan
rocznie. Jak pokazuja w ostatnim wydaniu Nature Microbiology A.W. Walker i L. Hoyles
(Human microbiome myths and misconceptions. Nat Microbiol 8, 1392-1396 (2023).

https://doi.org/10.1038/s41564-023-01426-7), przez lala narosto wokol tego tematu wiele

mitéw poczawszy od blednie oszacowanej ilosci komorek i cigzaru tych mikroorganizméw, po
badania jakosciowe oraz okreslanie zwiazku tzw. ,patobiomu” i ,dysbiozy” z réznorodnymi

chorobami.

Doktorantka postawita sobie za cel dokladna analize metabolitow zwiazanych z
mikrobiomem jelitowym (MDMs), ktore moglyby byé¢ markerami ryzyka rozwoju T2DM,
wykorzystujac wysoce powtarzalng i czula technike -chromatografie gazowa sprzezong ze
spektrometria mas (GC-MS). Ma ona znacznie lepsza rozdzielczos¢ chromatograficzna niz
dotychczas stosowana w badaniach chromatografia ciekta (LC-MS). GC-MS jest wiec zdolna
w prostszy sposob okresli¢ szeroka game metabolitow zwigzanych z florg jelitowg i rozwojem
T2DM. Do badan Doktorantka postanowita wykorzystac¢ surowice i osocze, w ktorych stezenie
MDMs moze by¢ co prawda nizsze niz w kale, mimo to zwigzki te przedostaja sie z jelit do
krwiobiegu i moga odgrywaé¢ wazna role w modulowaniu metabolizmu gospodarza. Zmiany
ich stezenia moga rowniez §wiadczy¢ o pojawieniu si¢ poczatkowych zaburzen metabolicznych

prowadzacych do rozwoju T2DM.

Przed przystapieniem do analiz Doktorantka doglebnie przestudiowata istniejace
pismiennictwo, a nastgpnie opracowata metodyke przygotowania probek do analiz przy uzyciu
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GC-MS, dostosowana do pomiaru wybranych MDMs w surowicy 1 osoczu. Nastepnie
dokonata pomiaru metabolitéw w surowicy krwi 0sob zdrowych, w stanie przedcukrzycowym

i ze zdiagnozowang T2DM.

Stosujac t¢ samg technike dokonala takze oceny popositkowych  (positek
wysokoweglowodanowy (WW) i normoweglowodanowy (NW)) zmian w profilu metabolitow
osocza u 0s0b z genotypem ryzyka rozwoju T2DM w genie PROX1 w poréwnaniu do 0séb z

genotypem ochronnym.

Przedstawiona praca doktorska liczy, wraz z zatacznikami, 173 strony, podzielone na
14 rozdzialow oraz 180 pozycji, rozwaznie dobranego i aktualnego pismiennictwa. Podstawg
do ubiegania si¢ o stopien doktora nauk medycznych jest cykl 3 publikacji o tacznej punktacji
13,024 IF i 310 pkt. MNiSW, w ktorych Doktorantka jest pierwszg autorka.

Artykuly wlaczone do cyklu to praca pogladowa “The role of gut microbiota (GM) and GM-
related metabolites in diabetes and obesity. A review of analytical methods used to measure
GM-related metabolites in fecal samples with a focus on metabolites’ derivatization step” ]
Pharm Biomed Anal. 2020 Nov 30:191:113617. doi: 10.1016/j.jpba.2020.113617.

oraz dwie prace oryginalne

" A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-MS—based
plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM up
1o 5 years prior to prediabetes appearance * Curr Issues Mol Biol. Jun 29 2021 143(2):513-528,
oraz

“Optimization of a GC-MS method for the profiling of microbiota—dependent metabolites in
blood samples: an application to type 2 diabetes and prediabetes”. Front Mol Biosci.
2022;9:982672.

Wstep napisany jest jasno i czytelnie charakteryzuje patomechanizm cukrzycy typu 2
poczawszy od czynnikow genetycznych, poprzez mozliwy wplyw metabolitéw mikrobiomu
jelitowego na rozwdj tej choroby, na oméwieniu metod analiz metabolomicznych konczac.
Dodatkowo Doktorantka doglebnie charakteryzuje role biologiczna i znaczenie kliniczne

probiotykéw w zapobieganiu rozwoju cukrzycy typu 2.

Na podkredlenie zastuguje starannos¢ przygotowania warsztatu badawczego.
Doktorantka, o czym swiadczy pierwsza wlaczona do cyklu publikacja, dokonata bardzo
wnikliwego przegladu literatury. Okazalo sig, ze do badan z wykorzystaniem GC-MS

stosowanych bylo wiele roznych protokotow przygotowania probek osocza czy surowicy
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Istotnie rézniacych si¢ rodzajem stosowanych rozpuszczalnikow lub warunkow inkubacji oraz
odczynnikow uzytych na etapie derywatyzacji. Dlatego tez Doktorantka dokonala wyboru
najezesciej uzywanych rozpuszezalnikow i warunkow na etapie derywatyzacji. a nastepnie
zoptymalizowala protokol przygotowania probek osocza i surowicy. Najlepsza powtarzalnosé,
odtwarzalnos¢ oraz intensywnos$¢ sygnatu wybranych MDMs uzyskala sig przy przygotowaniu
probek za pomoca metanolu z dodatkiem wody. Ponadto wykazala, ze objetosé i stezenie
odczynnika do metoksymacji maja najwickszy wplyw na powtarzalno$é¢ i intensywnosé
oznaczanych metabolitow, podczas gdy warunki procesu derywatyzacji w najwiekszym stopniu
wplywaja na kompletnos¢ tego procesu. Opracowana metoda pozwolifa na powtarzalny pomiar

w probkach osocza lub surowicy 75 metabolitow zwiazanych z florg jelitowa.

Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem probek surowicy oraz osocza
zgromadzonego podczas realizacji projektu pt: ,Rola czynnikéw behawioralnych,
antropometrycznych 1 molekularnych w rozwoju cukrzycy typu 2 — projekt 1000PLUS” 22.
Protokét badan uzyskal akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w

Biatymstoku (nr zgod: R-1-002/290/2008/2009, R-1-002/35/2014 oraz APK.002.239.2022).

W publikacji numer 2 do badan wtgczono probki pobrane od 42 pacjentow, u ktérych
stwierdzono stan przedcukrzycowy na etapie wigczenia do projektu oraz od 0sob zdrowych.
Podczas 5-letniej obserwacji 24 z nich rozwingto T2DM (grupa T2DM_T2), a pozostatych 18

pacjentdw dalej miato stan przedcukrzycowy.

Na podstawie analizy probek klinicznych Doktorantka wykazata roznice w profilu
metabolitow zwiazanych z florg jelitowg pomiedzy osobami ze stanem przedcukrzycowym
oraz ze zdiagnozowana T2DM, a poprzez analiz¢ krzywych ROC, ocenila takze uzytecznosé
metabolitow, ktére w przyszlosei moglyby usprawnié¢ diagnostyke T2DM. Najwieksza
zdolnos¢ do rozrdzniania osob w stanie przedcukrzycowym od pacjentow z T2DM
zaobserwowano dla kombinacji siedmiu metabolitow tj. Glu, Leu, OA, SA, Trp, Orn i trans-4-
hydroksy-L-Pro. To oryginalne spostrzezenie autorki pozwala na identyfikacje kolejnego
potencjalnego wskaznika rozwoju T2DM. Dokladnos$¢ diagnostyczng tego panelu metabolitow
mozna dodatkowo zwickszy¢, whaczajae do niego rutynowe parametry diagnostyczne, takie jak
np.: FG czy HbAlc. Z punktu widzenia naukowego, niezwykle istotny jest fakt, ze AAs
wyprodukowane przez GM mogg by¢ wchlaniane w jelitach i akumulowane we krwi. W ten
sposob GM moze wplywaé na poziomy tej grupy metabolitow we krwi, ktére odgrywaja wazna

role patogenezie T2DM. Oznaczanie wigec metabolitow flory jelitowej mogtoby w przyszlosci



stuzy¢ pomocg przed wdrozeniem odpowiedniego leczenia lub profilaktyki w optymalnym

czasie.

GM moze by¢ waznym zrodlem zwiekszonej ilosci rozgalezionych aminokwasow
(BCAAs) i odgrywa¢ kluczowa role w insulinoopornosei, co zostato dokladnie opisane we
wstepie rozprawy. Jesli chodzi o BCAAs, zaobserwowano réznice w poziomie Leu, ktorej
intensywno$¢ byla znacznie wyzsza u pacjentow z T2DM niz u tych ze stanem
przedcukrzycowym. Wyniki przedstawione w tej pracy sa zgodne z innymi odkryciami

wskazujgcymi na istotny zwigzek BCAAs (zwlaszcza Leu) z T2DM.,

Podwyzszony poziom BCAAs prowadzi do akumulacii karnityny w miesniach, co
wywoluje stres oksydacyjny i dysfunkcje mitochondriéw, a tym samym pogarsza wrazliwosé
na insuling. Nizszy poziom Cre w surowicy, moze odzwierciedlaé mniejsza ilo$¢ miesni
szkieletowych, a tym samym mniej miejsc docelowych dla insuliny, co moze czesciowo
wyjasnia¢ patogeneze T2DM zwigzang z nizszym poziomem Cre w surowicy. W grupie
pacjentow z potwierdzong T2DM zaobserwowano obnizony poziom Cre w porownaniu do 0séb
ze stanem przedcukrzycowym. Jest to bardzo ciekawe z punktu widzenia naukowego, gdyz w
okreznicy czlowieka zidentyfikowano wezesniej bakterie i grzyby zdolne do rozkladu Cre. W
zwigzku z tym doktadne oznaczenie tych MDMs moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla wczesnej

diagnozy T2DM.

W publikacji numer 3 opisano badania metabolomiczne w odniesieniu do predyspozycji
genetycznych rozwoju T2DM. Zostaly one przeprowadzone na probkach osocza pobranych od
18 zdrowych mezczyzn ,12 z genotypem ryzyka w genie PROXI oraz 6 z genotypem
ochronnym. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w genie PROX] jest silnym genetycznym

czynnikiem podatnosci na uposledzenie funkcji komérek B i rozwéj T2DM.

Podzial na grupy przeprowadzono na podstawie polimorfizmu rs340874 w tym wlasnie
genie. Do grupy wysokiego ryzyka (z ang. high risk, HR) wiaczono homozygotycznych
nosicieli allelu wysokiego ryzyka C (genotyp CC, n=12), a do grupy niskiego ryzyka (z ang.
low risk, LR) homozygotycznych nosicieli allelu ochronnego T (genotyp TT, n=6). Grupy byty
dopasowane pod wzgledem wieku, parametrow antropometrycznych, FG, insuliny, a takze
HOMA-IR, HOMA-B czy HbAlc. Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw u zadnego z
uczestnikow nie stwierdzono T2DM czy stanu przedcukrzycowego. Zebrane informacje na
temat dziennej miary aktywnosci fizycznej pokazaly, ze wszyscy uczestnicy posiadali

umiarkowang lub wysokg (wigkszos¢ uczestnikow) aktywnosé fizyczng. Dzienne spozycie



energii bylo rowniez podobne u wszystkich uczestnikow. Po okolo pieciu latach od pierwszej
wizyty uczestnicy z kohorty 1000PLUS zostali wezwani na wizyte kontrolng. U szesciu 0séb z
grupy nosicieli alleli ryzyka w rs340874 PROXI zaobserwowano pogorszenie wybranych
parametrow klinicznych (np. glikemia na czczo, HOMA-IR, HbAlc), ktore wskazuja na
rozwoj T2DM.

Doktorantka udowodnita, iz obydwa testy prowokacyjne (WW, NW) wywolaly zmiany
w poziomie MDMs u zdrowych osob majacych predyspozycje genetyczne do rozwoju T2DM
w genie PROXI, ktorych nie odnotowano u osob z genotypem ochronnym. Réznice w
odpowiedzi popositkowej moga by¢ Zrodlem wezesnych zaburzen metabolicznych, takze w
poziomie metabolitow zwigzanych z GM, ktére moga by¢ powigzane z przysztym rozwojem

T2DM.

Autorka ponadto zaobserwowata u pacjentéw z predyspozycja genetyczng do rozwoju
T2DM wyzszy poziom Ala i norleucyny w osoczu po positku NW, natomiast po positku WW
podwyzszony poziom His. Ala jest metabolitem syntetyzowanym z pirogronianu i AAs
(glownie rozgalezionych) w miesniach szkieletowych oraz w jelitach, ktora jest
wykorzystywana w procesie glukoneogenezy w watrobie. Dlatego tez popositkowy wzrost Ala
w osoczu moze zwigkszac glukoneogeneze i moze przyczynia¢ sie do rozwoju hiperglikemii u

0s0b z predyspozycjami genetycznymi.

Rozprawa doktorska napisana jest z wielka starannoscia. Trudno doszukac¢ sie¢ w pracy
nawet bledow literowych, a pojedyncze bledy edytorskie takie jak: brak kursywy w wersie 5 na
stronie 15, brak rzeczownika w wersie 18, strona 17; oraz rozwinie¢ skrotéw ,,CARBs”, ,AAs”
wers 16 strona 30, w zaden sposob nie umniejszaja duzej wartosci merytorycznej i praktycznej
pracy. Umieszczenie we pracy osiemnastu szczegdtowych, kolorowych rycin bardzo utatwia

zaznajomienie si¢ z jej tematyka.

Calkowity dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki w zakresie jakosci i ilosci
publikacji jest rowniez imponujacy (razem 31 pozycji, IF 61,074 i 1138 pkt. MNiSW) i zostat

zestawiony w tabeli na stronie 8.

Podsumowujac, prace doktorska mgr Patrycji Mojsak oceniam pozytywnie i bardzo
wysoko. Ma ona charakter nowatorski, a poczynione oryginalne spostrzezenia dowodza
bieglosei naukowej Autorki. Wedtug mojej oceny dysertacja odpowiada wymogom stawianym
pracom doktorskim, okreslonym w art. 187 ust. z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

WyZszym 1 nauce (tj. Dz. U. 22022 r. , poz. 574), gdyz



prezentuje o0gdlna wiedz¢ teoretyczng kandydata w dyscyplinie oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, przedmiotem rozprawy doktorskiej jest
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego przedstawione jako zbiér opublikowanych i

powiazanych tematycznie artykulow naukowych, w ktorych Doktorantka jest pierwszg autorka.

Zestawione w cykl prac publikacje prezentuja odkrycia bgdace wynikiem doglebnie
przemyslanych i starannie wykonanych badan, ktore przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia
wplywu obecnosci mikroorganizméw jelitowych na metabolizm czlowieka i moga w

obiektywny sposob zweryfikowa¢ wiele istniejacych na ten temat mitow.

W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiego Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Patrycji Mojsak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego, a jednoczesnie biorge pod uwage, ze badania zaprezentowane w
rozprawie doktorskiej sa oryginalne w skali migdzynarodowej, maja ogromny potencjal

zardwno naukowy, jak i praktyczny, wnioskuje o jej wyr6znienie.

Anna Hogendorf
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