KATEDRA I ZAKEL.AD MEDYCYNY SADOWEJ WYDZIALU
LEKARSKIEGO UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO W LUBLINIE
Pracownia Toksykologii Sadowej
ul. Jaczewskiego 8b, 20-090 Lublin
Tel.: +48 448-64-70; Fax: +48 448-64-71
Lublin, 10 wrzesnia 2020 r.

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Nowak

pt.: ,Diagnostyka hiperglikemii post mortem i ocena jej znaczenia
w opiniowaniu sgdowo-lekarskim”

wykonanej pod kierunkiem
promotora: dr hab. n. med., mgr prawa Tomasza Jurka, prof. nadzw.
oraz
promotora pomocniczego: dr. n. med., mgr chemii Marcina Zawadzkiego

w Katedrze i Zakladzie Medycyny Sadowej Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu

Przedlozona do recenzji praca doktorska porusza aktualny problem po$miertnej
diagnostyki hiperglikemii dla potrzeb sadowych.

W praktyce medyczno-sadowej sadowej dos¢ czgsto spotykane sa przypadki
podejrzenia $mierci gwaltownej na skutek hiperglikemii. Jej rozpoznanie nie jest jednak
mozliwe wylacznie w oparciu o wyniki ogledzin i sekcji zwlok oraz wyniki badan
histopatologicznych, gdyz nie powoduje zmian strukturalnych uchwytnych makro- lub
mikroskopowo. W tego typu diagnostyce zgonoéw czynnosciowych i stanéw niezwiazanych
z uchwytnymi makro- lub mikroskopowo zmianami strukturalnymi swa uzytecznosé¢ wykazuja
jednak markery biochemiczne. Z wyzej wymienionych powodéw badania nad posmiertnymi
markerami biochemicznymi sg intensywnie prowadzone w wielu laboratoriach powiazanych
z medycyng sgdowa. Problematyka podjeta przez doktorantke niewatpliwie wpisuje si¢ w ten
nurt. W swojej pracy doktorskiej mgr Karolina Nowak uzyskala przy tym szereg ciekawych
1oryginalnych rezultatoéw dotyczacych przydatnosci do celéw medyczno-sadowych znanych

z diagnostyki klinicznej najwazniejszych markerow hiperglikemii.



Znajdujacy sie w kregu zainteresowania doktorantki obszar badan posmiertnych
okreslany jest ogolnym mianem diagnostyki nekrochemicznej. Wywodzi sie wprost
z diagnostyki klinicznej i niejednokrotnie korzysta z tych samych metod analitycznych.
Bazowanie na tych samych metodach stwarza jednak nieuniknione problemy interpretacyjne
zuwagi na liczne czynniki wplywajace na poziom oraz stabilno$¢ badanych markeréw
biochemicznych, jak np. uwalnianie produktéw po$miertnej degradacji komorek, interferencje
proceséw agonalnych i podejmowanych dziatan resuscytacyjnych, posmiertna redystrybucja
markerow, stopien posmiertnej hemolizy krwi i mozliwosé uzyskania czystej surowicy oraz
sposob i czas przechowywania probki do momentu przeprowadzenia analizy. Bardzo wazna
Jest wigc wstepna ocena ograniczen przydatnosci danego markera do diagnostyki posmiertnej
oraz wlasciwy dobor metod analitycznych. Dlatego autorka w swojej rozprawie dokonala
wstepnej selekeji przypadkow, a zastosowane metody poddata ocenie pod wzgledem
przydatnosci w opiniowaniu medyczno-sagdowym. Ponadto ocenita wplyw czasu od chwili
zgonu do momentu zabezpieczenia probki.

Markery nekrochemiczne, niezaleznie od zastosowanej metody, wykazuja sie rozna
specyficznoscia - tzw. sila dowodowa, dlatego do oceny ich korelacji nalezy stosowaé mozliwie
szeroki panel markeréw tanatochemicznych. Kandydatka dokonala zatem oceny calego
wachlarza markerow hiperglikemii znanych z diagnostyki klinicznej, dtugoterminowych:
glikowanej hemoglobiny i glikowanej albuminy oraz krotkoterminowych: glukozy.
mleczanow, acetonu, kwasu B-hydroksymastowego i 1,5-anhydroglucitolu. Jest to oryginalny
wklad autorki, gdyz jak dotad opublikowane badania poémiertne w tej samej grupie badanej
1 kontrolnej wykonywano w kierunku co najwyzej kilku markeréw i to w jednym lub dwdch
mediach badawczych.

Laboratoryjna diagnostyka nekrochemiczna jest relatywnie miodym, dynamicznie
rozwijajacym si¢ dzialem medycyny sadowej. Ponadto postep w technikach analitycznych
znacznie wyprzedza wdrazanie do rutynowej praktyki odkrywanych zaleznosci miedzy
okreslonym stanem patologicznym a danym markerem. Dlatego kluczowa dla oceny
przydatnosci nowych markerow dla celow medyczno-sadowych jest ich weryfikacja w oparciu
0 nowoczesng aparature analitycznej. Uzyte przez Autorke metody nalezy uzna¢ za
nowoczesne, zwlaszcza technike ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzegnictej
z tandemowa spektrometrig mas typu potrdjny liniowy kwadrupol, uznawang za referencyjna
w badaniach po$miertnych.

Diagnostyke nekrochemiczng cechuje jedna, podstawowa przewaga nad diagnostyka

kliniczng - mozliwos¢ wykorzystania calego wachlarza alternatywnych srodowisk badawczych
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oprocz standardowo wykorzystywanej krwi lub surowicy 1 moczu, np. ciata szklistego gatek
ocznych. Mgr Karolina Nowak markery hiperglikemii ocenita wykorzystujac ten potencjal,
gdyz przebadata ich stezenia zarowno we krwi i moczu, jak i w ciele szklistym oka.

Wyniki uzyskane w ramach dysertacji zostaly opublikowane w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym, byly takze prezentowane podczas zjazdu naukowego. Swiadezy to
o trafnosci i aktualnosci podjetej problematyki, a takze o duzym zaangazowaniu doktorantki
w prace badawcze.

Majac na uwadze powyzsze fakty, jak rowniez dotychczasowy dorobek publikacyjny
w dziedzinie toksykologii, dokonujac wyboru tematu dysertacji autorka rozprawy aktywnie
wlaczyla sie w glowny nurt dzialalnosci naukowej medykow i toksykologdéw sadowych.
W ocenie wartosci podjetego tematu badawczego, przedtozona rozprawe doktorska nalezy
uzna¢ za aktualng i niosaca duzy potencjal zardéwno naukowy, jak i praktyczny w zakresie
dzialalnosci eksperckiej dla potrzeb sadowych.

Dysertacja ma forme¢ jednotematycznego cyklu skladajacego si¢ z dwoéch prac
naukowych. Pierwsza ukazala si¢ w Microchemical Journal (IF=3,594, pkt MNiSW/KBN =
70) drugi artykul zostal opublikowany w Diagnostics (1IF=3,110, pkt MNiSW/KBN = 70).
W obu artykutach doktorantka jest pierwszym autorem. W zalaczonej dokumentacji znajduja
si¢ oswiadczenia wszystkich autordow, z ktorych wynika, iz wklad mgr Karoliny Nowak
w powstanie tych prac byl dominujacy. Przedstawiony cykl spetnia wiec formalne wymogi
ustawy o stopniach i tytutach naukowych.

Pomijajac niezbedne zalaczniki, zasadnicza czes$¢ rozprawy autorka podzielila na kilka
czescl: streszezenie, teksty obu publikacji, opis zagadnienia, dyskusja oraz wnioski. Pierwsza
czgs¢, zatytulowana ,,Streszczenie” oprocz skrotowego opisu dysertacji juz stanowi swego
rodzaju wprowadzenie do cyklu prac, zas szersze tto problemoéw ujetych w dysertacji autorka
nakresla w rozdziale ,,Opis zagadnienia”, ktére umiescila po cyklu prac. W obu tych
rozdzialach uzasadnia swoja motywacje do podjecia tematu posmiertnej diagnostyki
hiperglikemii w kontekscie ustalania przyczyny zgonu dla potrzeb prokuratorskich, prezentuje
zalozenia i cele prac oraz skrotowo przedstawia uzyskane wyniki badan. Z lektury obu
rozdzialéw wynika, ze podstawowe cele pracy doktorskiej obejmowaty:

- Wdrozenie metod umozliwiajacych oznaczanie glikowanej hemoglobiny i glikowanej
albuminy w materiale posmiertnym technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas typu potréjny liniowy kwadrupol.

- Wyznaczenie granicznych stezen w grupie kontrolnej oraz badanej we krwi pelnej lub

surowicy, moczu i plynie z gatki ocznej dla ocenianych krétko- 1 dtugoterminowych markerow



hipoglikemii, tj. glukozy, mleczanéw, acetonu, kwasu p-hydroksymastowego, 1.5-
anhydroglucitolu, glikowanej albuminy i glikowanej hemoglobiny.

- Wykazanie réznic migdzy grupa badang 1 kontrolng.

- Ocene wartosci diagnostycznej danych markerdw i ich przydatnosci w opiniowaniu
sadowo-lekarskim dotyczacym ustalania przyczyny zgonu w przebiegu cukrzycy.

- Ocene korelacji pomiedzy stezeniami tego samego markera w roznych matrycach
biologicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem plynu z gatki ocznej, oraz wzajemnych
korelacji pomiedzy markerami.

Osiagniecie powyzszych celow czgstkowych stanowilo podstawe do opracowania
gtownego celu dysertacji, jakim jest rekomendacja dla najbardziej uzytecznych dowodowo
markerow hiperglikemii w sadowo-lekarskiej diagnostyce posmiertnej.

Powyzsze cele nalezy uzna¢ za ambitne 1 wymagajace duzego nakiadu pracy.

Chociaz forma dysertacji oparta o cykl publikacji naukowych raczej nie zacheca do
przygotowania szerszego wprowadzenia do podjetej problematyki, to jednak autorka zadbata
o to, by praca doktorska posiadala takze pewne walory dydaktyczne, istotne dla czytelnikow
niezaznajomionych z prezentowana tematyka.

Druga czes¢ rozprawy to juz zasadnicza czes¢ doktoratu, ktdra stanowi w peni
komplementarne zestawienie dwoch publikacji naukowych zawierajace oryginalne wyniki
badan przeprowadzonych samodzielnie przez doktorantke. Nalezy podkresli¢, ze obie prace
ukazaly si¢ w waznych dla analityki biochemicznej czasopismach naukowych i zostaly juz
poddane wnikliwemu procesowi recenzowania. Poza tym, mimo iz w chwili sporzadzania
recenzji zostaly opublikowane odpowiednio 6 oraz 4 miesigce wezesniej, to pierwsza z nich
zgodnie z baza Google Scholar juz zostala zacytowana przez niepowigzanego autora. Obie
publikacje zostaly zauwazone przez $rodowisko naukowe, co przeklada sie chociazby na
rezultaty uzycia wyszukiwarki w portalu ResearchGate — migdzynarodowym, bezptatnym
serwisie  spolecznosciowym, skierowanym do naukowcow wszystkich dyscyplin,
wykazujacym po kilkadziesiat czytan (tzw. reads), co przeklada si¢ na ponad 70% poziom
zainteresowania w porownaniu z innymi publikacjami w tej dziedzinie w tym samym okresie
czasu. Dlatego tez szczegolowe omowienie kompletnych tresci publikacji zasadniczo mija sie
z celem, gdyz omdowienie celéw prac oraz najwazniejszych wynikow autorka przedstawita w
rozdziale ,,Dyskusja”, ktéry daje dobre rozeznanie o zawarto$ci kazdej publikacji. Natomiast
celowe jest skupienie si¢ na najciekawszych aspektach obu prac.

Pierwsza praca pod tytutem , Postmortem determination of HbAlc and glycated

albumin concentrations using the UHPLC-QqQ-MS/MS method for the purposes of
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medicolegal opinions™ dotyczy badan nad markerami dlugoterminowymi: glikowanej
hemoglobiny oraz glikowanej albuminy. Autorka postawila sobie za cel wdrozenie metod
umozliwiajacych oznaczanie ich w materiale po$miertnym uznawang za referencyjna,
separacyjna technika ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas typu potrojny kwadrupol. Nastepnie, za pomoca
zwalidowanych metod zaplanowala przebadanie grup kontrolnych i badanych. Uzyskane
wyniki poddata wnikliwej ocenie statystycznej. Separacyjne techniki sprzezone sa szczegdlnie
wskazane w medyczno-sagdowych badaniach posmiertnych, gdyz zapewniaja odpowiedni
poziom pewnosci dowodowej uzyskanego wyniku. Z powodzeniem udalo sie doktorantce
opracowa¢ metode oznaczania glikowanej hemoglobiny i1 z jej pomocg wykonaé pelny cykl
badan. Wykonala przy tym jej kompletna walidacje, a nawet przeprowadzila wielokierunkowa
ocene GAPI - wptywu procedury na srodowisko. Podkresli¢ nalezy, ze w medycynie sadowej
racze] ,nie idzie si¢ na kompromisy”, gdyz nadrzgdne znaczenie ma dowdd. Dlatego
praktycznie kazda metoda badania materiatu biologicznego oparta na technikach separacyjnych
bedzie ,czerwona” wg GAPI - czyli istotnie wplywajaca na srodowisko, gdyz generuje
toksyczne odpady i jest czaso- oraz energochtonna. Mimo to autorka stawia przed soba ambitny
cel na przyszios¢ poprawienia metody oznaczania glikowanej hemoglobiny pod wzgledem
przyjaznosci dla srodowiska, m.in. przez skrocenie czasu - co przy koniecznosci enzymatycznej
hydrolizy hemoglobiny wydaje si¢ zadaniem bardzo trudnym, oraz przez uzycie mniej
toksycznych odezynnikéw, co takze nie bedzie tatwe. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje
ocena stabilnosci tego markera od chwili zgonu do momentu zabezpieczenia probki, co w
badaniach posmiertnych ma istotne znaczenie. Opracowanie i wdrozenie metody oznaczania
glikowanej albuminy natomiast, niestety nie powidlo si¢. Tzw. piki ilosciowe z przejé¢ MRM
uznanych za specyficzne dla peptydu pochodzacego z hydrolizatu glikowanej albuminy miaty
podobng wielkos$¢ pola powierzchni zaréwno w probie ,,blank™ jak i we wszystkich punktach
kalibracji. Autorka uznata, ze moze by¢ to efekt kontaminacji lub nieskutecznej hydrolizy.
Poprawienie i wdrozenie tej metody zashuguje jednak na realizacje przez autorke w przysztosci,
gdyz jak dotad brak odpowiedniej dla celow medyczno-sadowych specyficznej metody
oznaczania drugiego (po glikowanej hemoglobinie) markera dlugotrwalej hiperglikemii.
Nalezy wigc mie¢ nadzieje, ze podezas obrony doktorantka zlozy deklaracje kontynuowania
pracy w tym kierunku.

W drugiej publikacji pod tytutem ,, Postmortem Determination of Short-Term Markers
of Hyperglycemia for the Purposes of Medicolegal Opinions” autorka przyjela podobny

schemat postgpowania, czyli na tak samo (jak w pierwszej publikacji) w wyselekcjonowanych



grupach kontrolnej i badanej dokonata oceny przydatnosci markerow krétkoterminowych:
glukozy, mleczanu, acetonu, kwasu [-hydroksymastowego 1 1,5-anhydroglucitolu.
W poréwnaniu do pierwszej publikacji mozna bylo natomiast dodatkowo oceni¢ markery
krotkoterminowe w mediach badawczych innych niz krew, z czego skorzystala kandydatka
badajac dodatkowo mocz oraz cialo szkliste oka. Badania wykazaly, Zze $rednie stezenie
glukozy w surowicy w grupie kontrolnej bylo istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu
z grupg badang, natomiast odwrotna relacje stwierdzono w moczu oraz plynie z galki ocznej.
W przypadku mleczanéw nie zaobserwowala natomiast istotnych statystycznie rdéznic miedzy
grupami. Jednak w efekcie kompleksowych badan zaobserwowata wystepowanie dodatnich
1 ujemnych korelacji pomigdzy stezeniami glukozy i mleczandw oraz korelacji stezenia glukozy
z innymi markerami, zarowno w grupie badanej i kontrolnej. Takze i w tej publikacji na
podkreslenie zastuguje przeprowadzenie oceny wpltywu PMI - czasu od $mierci do pobrania
probki na poziomy glukozy, mleczanu, 1,5-anhydroglucitolu i kwasu B-hydroksymastowego.
Pod wzgledem stabilnosci zdecydowanie najlepiej wypadl 1,5-anhydroglucitol w kazdym
rodzaju badanego materiatu posmiertnego. Autorka m.in. potwierdzita spodziewany wplyw
PMI na poziom mleczanu, gdyz po $mierci dochodzi do konwersji glukozy do mleczanu.
Jednak zaznaczyla, ze oznaczenia glukozy i mleczanow w materiale posmiertnym wykonata
metodami enzymatycznymi - spektrofotometrycznymi, ktore nie pozwolily na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw i by¢ moze uzycie bardziej specyficznej metodyki przyniostoby
pozytywne wnioski z tych badan. W dyskusji autorka doszta do stusznej konkluzji, ze suma
tych watpliwosei podwaza uzyteczno$¢ zarowno glukozy jak i mleczanu w posmiertnej
diagnostyce hiperglikemii, co takze potwierdzaja wczesniejsze doniesienia literaturowe.
Nasuwa si¢ tutaj jednak pytanie, czy mimo problemow analitycznych, uzyskane wyniki
oznaczen glukozy 1 mleczanu nie mozna byloby dodatkowo oceni¢ statystycznie, jako sume
stezen obu markerow, lub wykorzysta¢ wzoér Trauba do stworzenia nowej grupy wynikow.
Autorka wspomina o takiej mozliwosci w swojej publikacji, jako o: ,, combined values of
glucose and lactate " (za Karlovsek oraz Zilg et al.). Biorac pod uwage to, ze glukoza i mleczan
traktowane z osobna maja watpliwa wage jako marker hiperglikemii, to by¢ moze
uwzglednienie sumy stezen glukozy i ,,skonwertowanego™ mleczanu przyniostoby bardziej
konkretne, uzyteczne diagnostycznie wnioski. Nalezy jednak nadmienié, ze powyzsza kwestia
to jedynie watek do ewentualnej dyskusji podczas obrony dysertacji. Szczeg6lnie istotnym
dokonaniem sg obiecujace wyniki badan nad 1,5-anhydroglucitolem, jako krétkoterminowym
markerem glikemii. Autorka wykazata, ze srednie stezenie 1,5-anhydroglucitolu we krwi

pelnej, surowicy i ptynie z gatki ocznej bylo istotnie statystycznie nizsze w grupie badanej oraz



stwierdzita wystgpowanie silnych zaleznodci miedzy stezeniami w tych matrycach
biologicznych. Mimo =zastosowania wysoce selektywne] metody sprzezonej LC-MS/MS
z analiza MRM zaobserwowano wystgpowanie w probkach moczu endogennych substancji
interferujacych z 1,5-anhydroglucitolem i na etapie wdrazania autorka uznala, ze metoda nie
Jjest wystarczajaco specyficzna i dlatego odstgpita od wykonywania analiz w tej matrycy. Tego
rodzaju informacje o braku powodzenia na okreslonym etapie badan zwykle nie sa
publikowane, ale niekiedy sa interesujace dla analitykow - chociazby dla uniknigcia tzw. Slepej
uliczki w postepowaniu diagnostycznym.

Autorka, jako ograniczenia przeprowadzonych badan przedstawila niewystarczajace
niektore informacje dotyczace zmartych, w czesci przypadkow nie byl mozliwy do zebrania
pelen komplet materiatow biologicznych, niejednorodnos¢ materialow biologicznych oraz
stosunkowo nieliczne, liczace po 50 przypadkow, grupy badane i kontrolne. Sg to jednak
typowe dla medycyny sadowe] ograniczenia wynikajace z niemozliwej do uniknigcia
przypadkowosci w zbieraniu materiatu badawczego w okreslonych, z reguly ograniczonych
ramach czasowych.

Dyskusja zostala przeprowadzona kompetentnie i zwigzZle w oparciu o wlasne wyniki
pracy badawczej oraz bardzo dobrg znajomos¢ pismiennictwa naukowego. Ponadto uzupelnita
ja o dodatkowe, aktualne pi$miennictwo naukowe.

W rozdziale ,,Wnioski” mgr Karolina Nowak zawarta 6 najwazniejszych tez bedacych
efektem analizy zgromadzonych wynikow badan, ktore w pelni odpowiadajg zatozonym celom
pracy.

Na koncu, oprécz wymaganych zgod i oswiadezen, w formie dodatkéw doktorantka
podata peten spis swoich publikacji oraz wystapien konferencyjnych i plakatowych.

Zwraca uwage staranna strona edytorska, podczas lektury rozprawy nie napotkano
zadnych, wartych wzmianki btedéw pisarskich i jezykowych.

W trakcie lektury publikacji bedacych podstawa dysertacji dostrzezono jedynie dwa
drobne mankamenty, ktére umknely uwadze podczas redagowania tekstu, jednak nie wptywaja
one na 0golng, pozytywna oceng:

- W publikacji pierwszej w tabeli 4 nagtowki kilku kolumn przesuniegto o jedno miejsce
w lewo.

- W drugiej publikacji, w metodyce oznaczania acetonu technika headspace podano
objetos¢ nastrzyku zaledwie 1ul, co w tej technice jest niespotykane, zwykle objetosci te sa
znacznie wigksze - by¢ moze jest to jedynie btad pisarski i chodzilo o 1 ml fazy

nadpowierzchniowej.



W podsumowaniu nalezy podkreslic, ze zamierzone cele Doktorantka osiagnela
z powodzeniem, publikacje, na ktdrych oparta dysertacje stanowia znaczaca pozycje naukowa,
a przedtozona do oceny rozprawe cechuja niewatpliwie wysokie walory poznawcze, praktyczne
i edukacyjne. Wszystko to sktada si¢ na wysoka oceng dysertacji.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdéin. zm.). Na tej podstawie wnosze¢
o dopuszczenie mgr Karoliny Nowak do dalszych etapow przewodu doktorskiego, a w
przypadku pomyslnego przebiegu obrony doktorskiej sklaniam si¢ ku wnioskowi

0 wyrdznienie - zgodnie z procedurg obowigzujaca w macierzystej Uczelni.
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