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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Mojsak

pt. ., Wykorzystanie chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas do poszukiwania
metabolitéw zwigzanych z mikrobiomem jelitowym, wskazujgcych na ryzyko rozwoju
cukrzycy typu 2"
wykonanej na Wydziale Lekarskim z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w
Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku pod kierunkiem Promotora
Pana prof. dra hab. n. med. Michata Ciborowskiego

Zgodnie z definicjg Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) oraz American Diabetes
Association (ADA) cukrzyce okrela si¢ jako grupe schorzen metabolicznych o
zroznicowanej etiologii, charakteryzujgcych si¢ wystepowaniem hiperglikemii, wynikajacej z
uposledzenia ~ wydzielania lub  nieprawidlowego dzialania insuliny, badz tez
wspotwystgpowaniem obu tych zjawisk. Cukrzyca typu 2 jest najbardziej powszechna
chorobg przemiany materii, dlatego tez uznaje si¢ ja za chorobe cywilizacyjna. Nalezy do
grupy choréb metabolicznych. Zdefiniowanie zespotu metabolicznego oraz jasnych kryteriow
jego rozpoznawania posiada istotne praktyczne znaczenie. Pozwala bowiem na wczesng
identyfikacj¢ oséb zagrozonych wystapieniem cukrzycy typu 2 poprzez wprowadzenie
skutecznego leczenia. Ma to szczegblne znaczenie w przypadku wymienionych chordb,
poniewaz stanowig one gtowna przyczyne przedwczesnych zgonéw wérdéd ludnoscei
europejskiej. Jak si¢ szacuje, na cukrzyce oraz z powodu jej powikian w ciggu roku w Europie
umiera ok. 200 tysigcy chorych, co sprawia ze zapobieganie i leczenie zespotu
metabolicznego oraz jego poszczeglnych skladowych stanowi powazne wyzwanie
wspotczesnej medycyny. Wsrod czynnikow ryzyka zespotu metabolicznego na szczegdlna
uwage zastuguje podwyzszony poziom glukozy charakterystyczny dla cukrzycy typu 2, ktorej
rozpowszechnienie w krajach o wysokim poziomie rozwoju cywilizacyjnego osigga skale

epidemii. W przypadku cukrzycy typu 2 problem stanowi zmniejszona wrazliwo$¢ tkanek na
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insuling polgczona z wystgpowaniem zaburzen funkcji wydzielniczej komorek B trzustki.
Stanowi ona okoto 90% wszystkich przypadkoéw cukrzycy. Ten typ cukrzycy moze przez
wiele lat przebiega¢ w spos6b utajony, nie dajac jakichkolwiek objawow. Zbyt pozno
zdiagnozowana lub blednie kontrolowana prowadzi do wystapienia wielu niebezpiecznych
powiktan, zwigzanych z uszkodzeniem licznych narzadéw, a takze skroceniem diugodci zycia.
Dlatego postuluje si¢ podejmowanie badan przesiewowych, prowadzonych w kierunku tego
schorzenia, szczegdlnie u 0s6b z grupy zwiekszonego ryzyka, ktorymi w cukrzycy typu 2 sg
przede wszystkim osoby starsze. Od pewnego czasu niepokojacym zjawiskiem jest obnizanie
si¢ granicy wieku, w ktorym rozpoznaje si¢ t¢ chorobe. Przyczyng takiego stanu rzeczy
naukowcy upatrujg w czynnikach srodowiskowych, wéréd ktorych najwigksza role odgrywa
wysokoenergetyczna dieta pofaczona z brakiem aktywnodci fizycznej. W patogenezie
cukrzycy typu 2 znamienng rol¢ zatem odgrywal bedg czynniki genetyczne oraz

srodowiskowe.

Jednak wedhug ostatnich doniesien do$¢ znaczaca role w etiologii tych schorzer
odgrywa rowniez mikroflora jelitowa. To, ze mikroflora jelitowa moze wplywaé na mas¢
ciala, wrazliwo$¢ na insuling czy tez metabolizm cukréw i lipidéw, doprowadzito do
wysuniecia hipotezy, ze zmiany w jej obrebie mogg sie przyczynia¢ do patogenezy otylodci i
cukrzycy. Mikrobiota jelitowa to obecnie jeden z najbardziej rozwijajacych sie tematow
badawczych. Naukowcow szczegdlnie interesuje mozliwo$é modyfikacji mikroorganizméow
Jelitowych w celu leczenia lub prewencji wielu dolegliwosci, w tym otylosei i pozostatych

choréb cywilizacyjnych.

Stad tez, niewatpliwie waznym aspektem jest opracowanie innowacyjnych rozwiazan,
po to aby zapobiega¢ wyzej opisanym schorzeniom. Praca doktorska Pani mgr Patrycji
Mojsak dotyczy opracowania wyselekcjonowanych procedur analitycznych oraz modeli
chemometrycznych celem oznaczenia i identyfikacji metabolitoéw zwigzanych z flora jelitowa
wskazujacych na ryzyko powstania badZz rozwoju cukrzycy. Nadrzednym celem badan
Doktorantki byt wkiad w rozwdj skutecznej profilaktyki, jak i terapii cukrzycy typu 2.
Rozprawa ma charakter zbioru 3 powigzanych tematycznie artykutéw naukowych (publikaciji
z listy JCR). Wszystkie prace sg wieloautorskie (od 5 do 10 wspétautoréw), we wszystkich
Pani Patrycja Mojsak jest pierwszym autorem. Prace zostaty opublikowane w czasopismach
indeksowanych przez baz¢ Scopus, jednoczesnie znajdujgz sie one w wykazie

wysokopunktowanych czasopism MEN (sumaryczny wspotczynnik wplywu IF=13,024,
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Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (1F=3,935), Current Issues in Molecular
Biology (IF=2,976) i Frontiers in Molecular Biosciences (IF=6,113). Rozprawa liczy 173
strony, sklada si¢ z 14 rozdzialéw (w tym 180 pozycji literatury), zatgczonych publikacii,
wykazu dorobku naukowego oraz opisu wkiadu Doktorantki w realizacje¢ poszczegélnych
prac naukowych.

W toku prowadzonych badan mgr Patrycja Mojsak realizowata wytyczone przez siebie
cele jak:

* opracowanie metodyki przygotowania probek do analiz chromatograficznych z
zastosowaniem chromatografii gazowej i spektrometrii mas,

¢ zastosowanie techniki chromatografii gazowej i spektrometrii mas celem oznaczenia i
identyfikacji metabolitow w probkach surowicy krwi od oséb zdrowych (stan
przedcukrzycowy, zdiagnozowana cukrzyca typu 2),

e zastosowanie techniki chromatografii gazowej i spektrometrii mas celem oceny zmian
w profilu metabolitow w probkach osocza od 0s6b z genotypem ryzyka rozwoju
cukrzycy typu 2.

W rozprawie doktorskiej zamieszczono cykl trzech spdjnych tematycznie artykutow
naukowych. W publikacji [1] (praca przeglagdowa) Autorka podkresla, iz  zakldcenie
mikroflory jelitowej jest coraz czesciej zwigzane z patogeneza roznych choréb
metabolicznych. Dodatkowo odpowiada ona za produkcje i przemiane metabolitow
zaangazowanych w rozwdj zaburzen metabolicznych, takich jak otyto$é¢ i cukrzyca typu 2. W
niniejszym przegladzie przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat jej sktadu i obecnosci
metabolitow w odniesieniu do postgpu i rozwoju otylosci i cukrzycy typu 2. Aby zrozumieé
zalezno$¢ pomigdzy metabolitami wystgpujacymi w mikroflorze jelitowej a rozwojem
zaburzen metabolicznych, potrzebny jest dokladny ich jakosciowy i ilosciowy pomiar w
probkach biologicznych. Kat stanowi cenna matryce biologiczna, ktérej skiad moze
odzwierciedla¢ stan zdrowia dolnego odcinka przewodu pokarmowego i catego organizmu.
Spektrometria mas, gldwnie w polaczeniu z chromatografia gazowa lub chromatografig
cieczowa, jest powszechnie stosowana do pomiaru metabolitéw w kale. Jednak profilowanie
metabolitéw w tak ztoZonej matrycy, stanowi wyzwanie zaréwno z punktu widzenia chemii
analitycznej, jak i biochemii. Autorka wskazuje, iz derywatyzacja chemiczna jest jedng z
najskuteczniejszych metod stosowanych w celu przezwyciezenia tych probleméw. W artykule

przedstawia obszerne podsumowanie metod derywatyzacji metabolitow zwiazanych z
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mikroflorg jelitowa przed analizg chromatograficzna, ktore zostaty opublikowane w okresie
2015-2020. Dodatkowo przedstawiona metody analityczne stosowane do analizy metabolitéw
bez etapu derywatyzacji. W publikacji [2] Autorka po raz pierwszy przedstawia wyniki badan
dotyczacych analizy popositkowych zmian metabolitow w osoczu za pomoca chromatografii
gazowej 1 spektrometrii mas u mezczyzn bez cukrzycy z réznymi genotypami biatka PROX]1
do 5 lat przed pojawieniem si¢ stanu przedcukrzycowego. Osiemnastu uczestnikow badania
(12 z genotypem wysokiego ryzyka (HR) i 6 z genotypem niskiego ryzyka (LR)) wzieto
udzial w testach prowokacyjnych z positkami o wysokiej i normalnej zawartosci
weglowodanow. Uzyskane wyniki wykazaly, ze oba testy prowokacji positkowej wywotaty
zmiany w profilu 15 metabolitéw w osoczu (aminokwasy, weglowodany, kwasy tluszczowe i
inne) u oséb z genotypem wysokiego ryzyka, ale nie w przypadku osob z z genotypem
niskiego ryzyka. Autorka wskazuje, iz popositkowe zmiany stezen niektorych
zidentyfikowanych metabolitow moga by¢ zrodlem potencjalnych specyficznych wezesnych
zaburzen, prawdopodobnie zwigzanych z przyszlym rozwojem cukrzycy typu 2. Zatem
doktfadne oznaczenie tych metabolitéw moze by¢ wazne dla wczesnej diagnozy tej choroby
metabolicznej. W publikacji [3] Autorka podkresla, iz zmiany w metabolomie surowicy lub
osocza mogg odzwierciedla¢ dysbioze mikroflory jelitowej, o ktorej wiadomo réwniez, ze
wystepuje u pacjentéw ze stanem przedcukrzycowym i cukrzycg typu. Stad, waznym
zagadnieniem jest opracowanie wiarygodnej procedury analitycznej oznaczania i identyfikacji
metabolitow zaleznych od mikroflory. Autorka zaznacza, iz chromatografia gazowa ze
spektrometrig mas to skuteczne narzedzie umozliwiajace wykrywanie szerokiego zakresu
metabolitow w probkach bioptynéw z dobra powtarzalnoscig i odtwarzalnoscia, lecz wymaga
doboru odpowiednich rozpuszczalnikéw i warunkéw. Z tego powodu po raz pierwszy
przeprowadzita badanie, w ktérym przeprowadzita optymalizacje etapéw przygotowania
probek do pomiaru 75 metabolitow zwigzanych z florg jelitowg w dwdch matrycach. W celu
wskazania statystycznie istotnych metabolitow skorzystano z narzedzi wielowymiarowych.

Z formalnego punktu widzenia oceniana rozprawa obejmuje 173 stron maszynopisu
podzielonych na szereg rozdziatow, wsrdd ktérych mozna wymienié czesci typowe dla tego
typu dziel, czyli: wprowadzenie, przeglad literatury, oméwienie problemu badawczego, po
czy umiejscowiono podsumowanie i wnioski, bibliografia (180 pozycji literaturowych, z
czego ok. 85 % to prace starannie dobrane, opublikowane w ostatnim piecioleciu). Tekst

zostal napisany jasnym i poprawnym jezykiem. Autorka rozprawy doktorskiej znaczaco
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utrudnita recenzentowi doszukania si¢ niejasnosci i uchybien dbajgc o poprawnosé, takze pod
katem gramatycznym i interpunkcyjnym.

Obowigzkiem recenzenta jest krytyczny komentarz ocenianej pracy. Jednakze, opisy
problemu badawczego, jak i sposobu jego realizacji oraz uzyskane wyniki sg zaprezentowane
W sposob systematyczny i1 kompleksowy, co wiecej poruszajg wszystkie wazne aspekty, co
$wiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki i wyjatkowej znajomosci tematu. Podjecie przez
Doktorantki niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i niezwykle wazne z
punktu widzenia metodologicznego i aplikacyjnego. Praca jest nowatorska, a otrzymane
wyniki przedstawione zostaly po raz pierwszy. Stwierdzam, ze postawione cele pracy
badawczej zostaty w petni zrealizowane, a osiagniete wyniki stanowig istotny wklad w rozwoj
dziedziny.

Chciatabym podkresli¢ caloksztatt pracy Doktorantki. Efektem pracy Pani Patrycji
Mojsak jest az 17 publikacji naukowych (IF=61,074), w tym 3 publikacje zwigzane z
tematyka doktoratu (IF=13,024). Stanowia one zwartg calo$¢ przedlozonej do recenzji
rozprawy doktorskiej. Tak obszerne badania nie sg opisane wczesniej w literaturze. Dodam w
tym miejscu, iz tematyka badawcza jest wedlug mojej opinii w pelni aktualna. Ponadto, na
dorobek naukowy Doktorantki sktada si¢ 14 wystapien konferencyjnych w formie referatow
oraz posterow.

Podsumowujac, Doktorantka podczas realizacji projektu doktorskiego uzyskata bardzo
bogaty material dos$wiadczalny. Dotyczy on bardzo istotnego zagadnienia jakim jest
opracowanie metod analitycznych zwigzanych z rozwijaniem nowatorskich metod w zakresie
profilaktyki i leczenia cukrzycy typu 2. Dorobek Doktorantki uwazam za bardzo istotny. Trzy
prace zwigzane z tematykg doktoratu opublikowane w uznanych przez $rodowisko naukowe
czasopismach o wysokim wspotczynniki oddziatywania, uwazam za dowod dojrzatosei oraz
samodzielnosci naukowej Kandydatki. Podjeta tematyka jest aktualna i posiada potencjal
aplikacyjny. Projekt rozprawy jest przemyslany, cele jasno okreslone i osiggniete przy duzym
naktadzie pracy. Wnioski sa poparte danymi eksperymentalnymi i odniesieniami do stanu
wiedzy w literaturze. Uzyskane i opisane w ramach niniejszej pracy wyniki bezsprzecznie

poszerzyly oraz usystematyzowaly wiedze w podjetym zakresie naukowym.
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Whniosek konicowy

W zwiazku z powyzszym z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska spetnia wszelkie warunki okre$lone w stosownej Ustawie i
wnioskuj¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr
Patrycji Mojsak do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na
zaangazowanie w pracg¢ badawczg Doktorantki, warto§ciowy naukowo i wysoki poziom
merytoryczny badan, a takze bogaty dorobek naukowy pragne rekomendowaé niniejsza

rozprawe doktorska do wyrdznienia.,

dr hab. Malgorzata Szultka-Mlyrska, prof. UMK
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