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Recenzja rozprawy doktorskiej Karoliny Pietrowskiej pt. ,,Ocena profilu metabolicznego

ptynu komorowego pacjentéw z cukrzyca typu 2 poddawanych zabiegowi usuniecia zaémy”

Ztozona rozprawa doktorska mgr Karoliny Pietrowskiej pod promotorstwem dr hab. Michata
Ciborowskiego, promotor pomocniczy dr Diana Dmuchowska, ma forme zbioru trzech artykutéw
wspdtautorskich, spéjnych tematycznie, opublikowanych w latach 2017-2018 w czasopismach
posiadajgcych wspotczynnik wptywu (ang. impact factor, IF), znajdujacych sie w bazie Journal Citation
Reports (JCR). Sumaryczny IF dla tych prac wynosi 7,201 (w oparciu o IF czasopisma na dzien publikacji).
Na cykl sktada sie jedna praca przeglgdowa (IF 2,831, pkt. MNiSW 35) i dwie prace oryginalne (IF 2,569,
1,801, pkt. MNiSW 30, 25), w ktérych doktorantka jest pierwszym autorem. Wszyscy wspétautorzy ztozyli
oswiadczenia okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie publikacji i wyrazili zgode na
wykorzystanie tych prac w pracy doktorskiej mgr Pietrowskiej. Po zapoznaniu sie z oéwiadczeniami
stwierdzam, ze wskazujg one jednoznacznie, ze wydzielone zagadnienie, prezentowane w rozprawie

doktorskiej jest indywidualnym wktadem mgr Karoliny Pietrowskiej.

W rozprawie doktorskiej mgr Pietrowska podjeta sie oceny profilu metabolicznego ptynu
komorowego pacjentéw z cukrzycg typu 2 poddawanych zabiegowi usuniecia zacmy. Kompleksowe
badania metabolitéw, produktéw proceséw biochemicznych zachodzacych w zywych organizmach,
stanowi obiecujace narzgdzie laboratoryjne do badania mechanizméw patofizjologicznych, identyfikacji
potencjalnych biomarkeréw diagnostycznych, badaniu efektéw terapeutycznych lekéw i substancji
naturalnych o potencjale terapeutycznym. Metabolomika umoiliwiajagc pomiar steienia szerokiego
zakresu sktadnikéw w jednej probce moze dostarczyé wszechstronnych informacji o specyficznych

reakcjach organizmu na bodzce, szybka i kompleksowa ocene ztozonych reakcji biologicznych organizmu



na czynniki zewngtrz- i wewngtrzpochodne. Kazdy mechanizm patofizjologiczny spowodowany przez
chorobe i kazda substancja bioaktywna wprowadzona do organizmu nieuchronnie doprowadzi bowiem
do powigzanych zmian stezen okreslonych metabolitow. Celem badan metabolicznych jest nie tylko
poszukiwanie nowych biomarkeréw diagnostycznych, ktére mogg umozliwi¢ wczesne wykrycie choroby,
ale takie biomarkeréw przydatnych w doborze odpowiedniej interwencji terapeutycznej i oceny
odpowiedzi na zastosowane leczenie. Badania metabolomiczne umozliwiajg ocene pozioméw wielu
metabolitéw w jednym przebiegu analitycznym, co prowadzi do lepszej klasyfikacji prébek w poréwnaniu
z oznaczeniem pojedynczego metabolitu, a w konsekwencji do lepszego dobory optymalnej dla pacjenta
procedury medycznej. Metabolom ptyndéw organizmu (np. krwi, moczu, potu, tez, éliny, ptynu mozgowo-
rdzeniowego, ptynu komorowego) odzwierciedla metabolizm catego organizmu. Analiza metabolomu
ptynow moze dostarczy¢ cennych i istotnych z klinicznego punktu widzenia informacji. O ile metabolom
krwi i moczu jest badany czesto, dla wielu jednostek chorobowych, o tyle metabolom ptynu komorowego
w duzej mierze pozostaje nierozpoznany, jak stusznie zauwazyta Autorka. Tymczasem analiza ptynu
komorowego moze przyczynic sie do lepszego poznania procesow biochemicznych zachodzacych w oku w

stanach fizjologicznych i patologicznych.

Obecnie gtowng przyczyna slepoty na swiecie jest zaéma. Szacuje sig, ze w 2025 na zaéme bedzie
chorowato 40 milinéw ludzi. Do najczestszych czynnikdw ryzyka wystgpienia i rozwoju zaémy nalezg
cukrzyca, stres oksydacyjny, ekspozycja na $wiatto ultrafioletowe i palenie tytoniu. Zaéma pieciokrotnie
czesciej wystepuje u pacjentow z cukrzyca niz u pacjentdw bez cukrzycy. Ponadto cukrzyca jest rowniez
czynnikiem ryzyka powiktart podczas operacji usuniecia zaémy. Analiza endogennych sktadnikdw ptynu
komorowego, ktorych stezenie zalezy od charakteru i szybkosci produkcji ptynu oraz od wymiany z
roznymi tkankami podczas wewnatrzgatkowego przeptywu ptynu, moze dostarczy¢ informacji istotnych
dla petniejszego zrozumienia patofizjologii zaémy czy identyfikacji nowych celéw interwencji
terapeutycznej. Pani mgr Pietrowska w ramach swojej pracy podjeta sie zbadania profilu metabolicznego
ptynu komorowego pacjentow z cukrzycg typu 2 poddawanych zabiegowi usuniecia zaémy. Do
przeprowadzenia oznaczen profilu metabolicznego wybrata metode chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometrig mas (LC-MS). Jako cel badan wyznaczyta opracowanie metody przygotowania i analizy
ptynu komorowego technikg LC-MS oraz identyfikacje metabolitéw rdinicujgcych ptyn komorowy
pacjentow chorych na cukrzyce typu 2 od ptynu komorowego pacjentéw z grupy kontrolnej.

Ztozona rozprawa doktorska mgr Karoliny Pietrowskiej zostata opatrzona zwieztym, przejrzystym
i klarownym komentarzem w jezyku polskim (35 strony), w ktérym Doktorantka wyjasnita problem

badawczy opisany w publikacjach oraz zreasumowata najwazniejsze wnioski ptynace z prac, dotaczyta



rowniez streszczenie w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim. Doktorantka przedstawita wykaz
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, zestawienie publikacji Autorki, wykaz stosowanych
skrotow. We Wstepie Doktorantka po krétce przedstawita zagadnienie zaémy i operacji usuniecia
za¢my, ogolng charakterystyke i funkcje ptynu komorowego oraz opisata czym zajmuje sie metabolomika
i wyjasnita w jaki sposéb prowadzone s3 badania metabolomiczne. Kolejne rozdziaty komentarza
poswigcita przedstawieniu celu pracy, zwieztemu opisowi materiatéw i metod oraz syntetycznemu
opisowi najwazniejszych wynikow badan oraz ich dyskusji. W rozdziale dziewiatym przedstawita
najwazniejsze wnioski ptyngce z Jej badan. Komentarz uzupetnia lista trzydziestu dziewieciu pozycji
bibliografii. Komentarz, w mojej ocenie, ma poprawng strukture, mgr Pietrowska umiejetnie naswietlita
w nim problem badawczy, poprawnie zdefiniowata cel swoich badar oraz trafnie zsumowata uzyskane
wyniki oraz ptynace z nich wnioski.

Zapoznanie ze stanowigcymi cykl publikacjami ztozonymi jako rozprawa doktorska byto
utrudnione. Doktorantka zdecydowata sie na wydruk prac w pomniejszeniu (ok. 30%), odczytanie tekstu
stato sie bardzo trudne, miejscami wrecz niemozliwe i wymusito konieczno$¢ wydruku oryginalnych prac
przez recenzentke. Decyzja Doktorantki jest o tyle zaskakujaca, ze to wiasnie cykl publikacji stanowi
rozprawe doktorskg i nie mozna publikacji traktowa¢ podrzednie. Prezentacja publikacji pozostaje w

duzym kontrascie do sposobu prezentacji komentarza, ktéry jest czytelny i przejrzysty.

W trzech publikacjach naukowych, przedtozonych do oceny jako rozprawa doktorska,
doktorantka przedstawita gruntowny przeglad metod analitycznych (130 pozycje bibliograficzne)
stosowanych do oznaczania srodkéw farmaceutycznych i matoczasteczkowych zwigzkéw endogennych w
ptynie komorowym oraz zaprezentowata wyniki wiasnych badan nad opracowaniem profilu
metabolicznego ptynu komorowego oraz identyfikacji metabolitéw rdznicujgcych ptyn komorowy

pacjentéw chorych na cukrzyce typu 2 od ptynu komorowego pacjentéw z grupy kontrolnej.

W publikacji przegladowej (Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 159 (2018) 23-36)
Doktorantka przedstawita metody analityczne stosowane do oznaczania lekéw, w tym obnizajacych
cisnienie wewnatrzgatkowe i antybiotykdéw oraz zwigzkéw endogennych w ptynie komorowym.
Omowiono szczegotowo zastosowania techniki chromatografii cieczowej z detekcjg UV, fluorescencyjng i
MS. Przeglad literatury w zakresie oznaczen zwigzkéw endogennych wskazat na bardzo matg liczbe
badan w tym zakresie, przy czym wiekszosc z nich skoncentrowana byta na modelach zwierzecych. Tylko

trzy badania dotyczyty zwigzkéw endogennych w ptynie komorowym ludzi. Dokonany przeglad literatury



wykazat, ze ten obszar badawczy wymaga dalszej uwagi i wskazat na potrzebe dalszych badan
szczegllnie w celu zbadania zmian w metabolomie ptynu komorowego wywotanych przez rozwgj

choroby.

W pracy pt. ,LC-MS-based metabolic fingerprinting of aqueous humor” (Journal of Analytical
Methods in Chemistry, 2017, ID 6745932) Doktorantka przedstawita wyniki badaf nad opracowaniem
metody przygotowania i analizy prébki techniky LC-MS umozliwiajacej detekcje najwiekszej iloéci
metabolitéw nalezacych do réznych klas chemicznych. Doktorantka dokonata doboru rozpuszczalnika
ekstrakcyjno-precepitacyjnego oraz gradientu fazy ruchomej dla rozdziatu RP-LC. Opracowana metoda
LCQTOF pozwolita wykry¢ ponad 1000 cech metabolicznych w ptynie komorowym. Na poziomie MS (na
podstawie pomiaru doktadnej masy i rozktadu izotopowego) 250 z nich przypisano do metabolitéw,
nalezacych do rdznych klas chemicznych, ktére przypisano do 47 szlakéw metabolicznych.
Zidentyfikowano ponad 50 metabolitéw w plynie komorowym m.in.: zwiazki wigzane z
krotkowzrocznoscia, jaskra i nadci$nieniem ocznym (kwasy ttuszczowe, acylokarnityny, sfingolipidy,
amidy kwasow tluszczowych), zwigzki o wiasciwodciach przeciwutleniajacych (kwas cytrynowy, kwas
askorbinowy, kwas chinowy, kwas pantotenowy, betaina, tauryna), metabolity wigzane z mikroflorg
jelitowq (p-krezol, siarczan p-krezolu, kwas indoksylosiarczkowy). Oprécz metabolitéw wykryto réwniez

substancje farmakologiczne obecne w kroplach i zelach do oczu, ktére podawano pacjentom.

W pracy ,An exploratory LC-MS-based metabolomics study reveals differences in aqueous
humor composition between diabetic and non-diabetic patients with cataract (Electrophoresis 39 (2018)
12331240) Doktorantka przedstawita wyniki badar sktadu ptynu komorowego u dorostych chorych na
cukrzyce i bez cukrzycy poddawanych operacjom zaémy, podjetych w celu poszerzenia wiedzy na temat
mechanizméw za¢my u chorych na cukrzyce oraz zidentyfikowania metabolitow réznicujgcych ptyny
komorowe pacjentéw z za¢mg chorych na cukrzyce typu 2 i niechorujacych na cukrzyce, co moze sie
przyczynic do zidentyfikowania nowych potencjalnych celéw terapeutycznych. Oznaczenie
metabolomiczne przeprowadzono metody LC-RP-QTOF MS/MS i LC-HILIC-QTOF MS/MS, co pozwolito
wykryC i zidentyfikowac metabolity o szerokim spektrum wiasciwosci fizykochemicznych. W wyniku
badan wskazano 125 cech statystycznie istotnie réznicujacych grupy badane, 29 z nich zidentyfikowano.
Uzyskane wyniki badan wskazaty na zwigkszony stres oksydacyjny u pacjentéw z cukrzyca typu 2 i
zaburzenia w metabolizmie aminokwasdw. Zaobserwowane obnizone poziomy pochodnych tryptofanu,
wykazujgcych wiaéciwosci chronigce przed promieniowaniem UV, u pacjentéw z cukrzyca typu 2 moze
skutkowac zwigkszonym narazeniem na to promieniowanie i w konsekwencji moie prowadzi¢ do

przyspieszonego rozwoju zaémy.



Doktorantka umiejetnie zaplanowata i przeprowadzita badania, ktére pozwolity jej zrealizowa¢
zatozone cele — opracowata metode analityczng do analizy metabolomicznej ptynu komorowego metoda
LC-MS, uzyskata informacje o profilu metabolicznym ptynu komorowego u pacjentéw z zaéma chorych na
cukrzyce typu 2 oraz zidentyfikowata metabolity réznicujgce ptyn komorowy tych pacjentéw od pacjentéw
z zacmg niechorujgcych na cukrzyce. Uzyskane wyniki s3 pierwszym opublikowanymi doniesieniem
naukowym wykazujgcym réznice w sktadzie ptynu komorowego migdzy pacjentami z zaéma z rozwinieta
cukrzycg typu 2 i bez cukrzycy. Zaobserwowano giéwnie réinice w przeciwutleniaczach, a takie
aminokwasach iich pochodnych, co wskazuje, ze zwigkszony stres oksydacyjny i zaburzenia metabolizmu
aminokwasow w ptynie komorowym mogg by¢ odpowiedzialne za wczesniejszy poczatek zaémy u chorych
na cukrzyce. Leczenie przeciwutleniaczami lub inhibitorami glikacji aminokwaséw moze spowolnié
zwigzane z cukrzycg zmiany biochemiczne prowadzace do zaémy. Poniewaz badania nie obejmowaty krwi,
nie jest wiadomo, jak zauwazyfa Doktorantka, czy réznice w sktadzie metabolicznym ptynu komorowego
sq odzwierciedleniem zmian metabolitu we krwi obwodowej. Zachecam mgr Pietrowskg do kontynowania

badan i poszukiwania dalszych odpowiedzi w tym intrygujgcym i waznym obszarze badawczym.
Doktorantka w swojej pracy nie ustrzegta sie kilku drobnych btedéw i nieécistoéci:
- definicja cechy metabolicznej przedstawiona na stronie 25 jest nieprawidtowa;
- nie opisano procedury przygotowania $lepej proby (ang. blank extractin) ” (str. 57);

- nie wyjasniono w jaki sposéb okreslano intensywnos¢ do wyliczenia wspétczynnika wariancji CV

(powierzchni piku, wysokosci piku?).

W komentarzu cel drugi (str. 20) zostat sformutowany nieco niefortunnie i niezdarnie, cho¢ trzeba
przyznac, ze mozna z niego odczytac intencje Autorki. W tym miejscu nalezy podkredli¢ jednak, ze cele
zostaty prawidtowo sformutowane w kazdej publikacji stanowigcej rozprawe doktorskg. Czy Doktorantka

moze zaproponowac alternatywne brzemiennie dla celu 2 przedstawionego w komentarzu na str. 20?

W ptynie komorowym zidentyfikowano na poziomie MS 250 cech metabolicznych. 50 z tych cech
potwierdzono/zidentyfikowano na podstawie widma MS/MS. Prosze okresli¢ jaka czesé z pozostatych 200
cech metabolicznych a) nie zostata potwierdzenia ze wzgledu na niezgodnos¢ uzyskanego widma MS/MS
zwidmem w bazach, a jaka b) nie zostata potwierdzona ze wzgledu na brak widm w bazach. Bardzo prosze
przedstawi¢ zwigztg dyskusje dotyczaca napotykanych trudnosciami w identyfikacji metabolitéw oraz

ograniczeniach LC-QTOF w identyfikacji metabolitow.



Podsumowujgc, Doktorantka trafnie zidentyfikowata wazny problem badawczy, klarownie go
przedstawita i poprawnie sformutowata cel badawczy. Wtasciwie dobrata metody badawcze i zaplanowata
eksperymenty, ktdre pozwolity jej opracowaé metode LC-MS dla ptynu komorowego oraz zidentyfikowaé
metabolity réznicujace ptyn komorowy pacjentéw chorych na cukrzyce typu 2 od ptynu komorowego
pacjentow z grupy kontrolnej. Ponadto Pani mgr Pietrowska wykazata sie umiejetnosciag analizy i
interpretacji danych, przygotowania manuskryptéw publikacji naukowych do druku oraz przeprowadzenia

dyskusji naukowej.

Biorgc pod uwage wszystkie powyzsze fakty i argumenty stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr
Karoliny Pietrowskiej pt. ,Ocena profilu metabolicznego ptynu komorowego pacjentéow z cukrzyca typu 2
poddawanych zabiegowi usuniecia za¢my” przygotowana pod opieka dra hab. Michata Ciborowskiego i dr
Diany Dmuchowskiej spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady
Wydziatu Lekarskiego z Oddzialem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim o

dopuszczenie Autorki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, w zwigzku z wysoka jakoscig badan o duzym znaczeniu poznawczym sktadam

wniosek o wyrdznienie przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej mgr Pietrowskie;.

Lublin, dn. 23.08.2019 e



