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Recenzja pracy doktorskiej

pt..,Ocena jakosciowa i iloSciowa grzybéw drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym dzieci
i mlodziezy z cukrzycy typu 1 w odniesieniu do wybranych parametréw immunologicznych”
wykonang przez mgr Beatg Kowalewska na Wydziale Nauk o Zdrowiu z Oddzialem Pielegniarstwa i
Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem
dr hab. n. med. Katarzyny Zoreny oraz promotora pomocniczego dr n. fiz. Piotra Waz.

Cukrzyca typu 1 (T1DM) jest choroba autoimmunizacyjng o wieloczynnikowej etiologii, ktorej
istotg jest brak lub znaczny niedobdr insuliny, spowodowany zniszczeniem komérek B wysp trzustki.
Jest to choroba heterogenna co do etiopatogenezy, przebiegu klinicznego i markeréw biologicznych.
Na obecne poglady dotyczgce mechanizméw prowadzacych do rozwoju cukrzycy typu 1 ogromny
wplyw miala teoria dunskiego naukowca Jorna Nerupa opublikowana w czasopismie Lancet z 1974
roku. Badacz sformutowat hipoteze o kluczowe;j roli genéw uktadu HLA (human leukocyte antigens) i
czynnikdéw srodowiskowych (wirusowych) w rozwoju reakcji autoimmunologicznej skierowanej
przeciwko komérkom B wysp trzustkowych. Szereg badan epidemiologicznych wskazuje na
sezonowos¢ zachorowan na TI1DM, co z kolei sugeruje udzial w rozwoju cukrzycy czynnikéw
infekcyjnych. W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie wplywem mikroflory jelitowej na stan
rownowagi czlowiecka. Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze bakterie i wirusy jak tez grzyby
drozdzopodobne moga by¢ zaangazowane w patogeneze cukrzycy typu 1. W kontekscie calego
mikrobiomu jelit, grzyby drozdzopodobne sg ogélnie uwazane za sktadnik nieliczny, stanowia okolo
0,1% mikroorganizméw jelitowych. Jednak pomimo, iz drozdzaki stanowia niewielki procent
mikrobioty jelit, zmiana w ich ilosci wplywa na sklad flory bakterii zaburzajac réwnowage flory
jelitowej.
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Magister Beata Kowalewska w pracy doktorskiej przyjela za gléwny cel ocene jakosciows i

ilosciowa grzybow drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym dzieci i mtodziezy chorujacych na
cukrzyce typu 1 w odniesieniu do wybranych parametréw immunologicznych. Doktorantka skupita sig
giownie na charakterystyce szczepow grzybéw z rodzaju Candida ich lekowrazliwosci oraz analizie
parametréw immunologicznych w tym interleukinie 12 (IL12) oraz czynnika wzrostu $rédbtonka
naczyniowego (VEGF) u dzieci i mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1.

Recenzowana praca doktorska jest dysertacja powstalg na podstawie czterech opublikowanych prac
w tym trzech opublikowanych w czasopismach miedzynarodowych z wysokim impact factor (IF) oraz
jednej opublikowanej w recenzowanym polskim czasopi$mie z punktacja MNiSW. Doktorantka w
trzech pracach oryginalnych oraz jednej pracy pogladowej przejrzyscie, niezwykle wyczerpujaco i
konsekwentnie przedstawiala problem mikrobiomu jelitowego oraz wybranych parametrow
immunologicznych u dzieci i mlodziezy chorujacych na TIDM. Magister Beata Kowalewska w trzech
publikacjach jest pierwszym a jednej drugim autorem.
.3czna punktacja cyklu 4 publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi MNiSW = 88
pkt., IF=5.814.

Kowalewska B, Kawko M, Zorena K, Mysliwiec M. Grzyby drozdzopodobne w ukladzie

pokarmowym u dzieci i mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1. Pediatr Endocrinol Diabetes

Metab. 2014;22(4):170-177, praca pogladowa. Punktacja MNiSW: 8 pkt.

Kowalewska B, Zorena K, Szmigiero-Kawko M, Waz P, Mysliwiec M. Higher diversity in fungal

species discriminates children with type 1 diabetes mellitus from healthy control. Patient Prefer

Adherence. 2016. Apr 21;10:591-9. doi: 10.2147/PPA.S97852, praca oryginalna. Punktacja

MNiSW: 30 pkt., IF=1.798

Kowalewska B, Zorena K, Szmigiero-Kawko M, Waz P, Mysliwiec M. High interleukin-12 levels

may prevent the increase the amount of fungi in the gastrointestinal tract during the first years of

diabetes mellitus type 1. Dis Markers. 2016; 2016:4685976. S.1-10, doi: 10.1155/2016/4685976,

praca oryginalna. Punktacja MNiSW: 25 pkt., IF=2.348

Zorena K, Kowalewska B, Szmigiero-Kawko M, Waz P, Mysliwiec M. No influence of yeast-like

fungi on lipid metabolism and vascular endothelial growth factor levels in children and adolescents

with type 1 diabetes mellitus. Ital. J. Pediatr. 2016; vol. 42, art. ID 107, s. 1-7, praca oryginalna.

Punktacja MNiSW: 25 pkt., IF=1.668
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W przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej Doktorantka oméwita opublikowane w/w prace w
formie wydruku bedgcego podstawg dysertacji liczacej 104 strony maszynopisu, 6 rycin, 5 tabel, 4
zataczonych autorskich publikacji oraz 104 pozycji literaturowych w wiekszosci pochodzacych z
ostatnich lat. Tak przygotowana rozprawa doktorska w formie spdjnego zbioru artykuléw
opublikowanych w czasopismach naukowych jest zgodna z ustawg o stopniach naukowych i tytule
naukowym i nie budzi zadnych watpliwosci. Przedstawiona mi do oceny dysertacja stanowi
oryginalnie przemyslany, wyjatkowo interesujacy i $wietnie zilustrowany wyklad na temat

mikroflory przewodu pokarmowego dzieci i mlodziezy chorujacych na T1DM.

Doktorantka w trzech pracach oryginalnych oraz jednej pracy pogladowej przejrzyscie,
niezwykle wyczerpujaco i konsekwentnie przedstawiala problem mikrobiomu jelitowego oraz
wybranych parametréw immunologicznych u dzieci i miodziezy chorujacych na TIDM. W pracy
pogladowej wchodzacej w cykl prac stanowiacg podstawe dysertacji mgr Beata Kowalewska
szczegotowo przedstawita charakterystyke mikroflory przewodu pokarmowego z naciskiem na
grzyby z rodzaju Candida i ich udzial w zakazeniach przewodu pokarmowego u pacjentow
chorujgcych na cukrzyce typu 1. Dobér pozycji literaturowych nie budzi zastrzezen i wskazuje na
to, ze tematyka mikroflory przewodu pokarmowego jest bardzo aktualna, interesujgca i nowatorska
w swietle obecnych badan nad cukrzyca typu 1. Autorka dowiodla, ze potrafi zastosowaé dostepne
dane literaturowe, tworczo je opracowywaé, systematyzowac oraz trafnie wyciagaé wnioski.

Przystepujac do oceny merytorycznej badan przedstawionych w trzech oryginalnych
publikacjach stanowigcych oryginalne osiagnigcie Doktorantki stwierdzam, ze przedstawione
badania naukowe zostaly zaplanowane wszechstronnie, oparte o nowoczesne, trudne techniki
eksperymentalne, statystyczne wymagajace znajomosei tematu wykonywanych badan, ktére w

pelni odpowiadaja szczegétowym celom pracy.

Wyniki przedstawione w pierwszej oryginalnej pracy pt. ,,Higher diversity in fungal species
discriminates children with type 1 diabetes mellitus from healthy control” mgr Beata Kowalewska
przeprowadzita analizg ilosciowa oraz jakosciowa grzybéw drozdzopodobnych w stolcu dzieci i

miodziezy chorujacych na TIDM oraz dobranej pod wzgledem wieku i plci zdrowej grupie
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kontrolnej. Ponadto Doktorantka wykonata oceng lekowrazliwosci izolowanych z kalu grzybéw C.

albicans w odniesieniu do 6 lekéw przeciwgrzybicznych u dzieci i miodziezy chorujacych na
TIDM. Autorka przebadata 53 dzieci z TIDM oraz 30 zdrowych dzieci. Dojrzato$¢ autorki
zauwazalna jest juz na etapie doboru grupy badanej i jej charakterystyki klinicznej, biochemicznej
oraz mikologicznej w pelni uzasadniajac takie podejscie. U dzieci i mlodziezy chorujgcych na
T1DM wykryto wigksze zréznicowanie wyhodowanych gatunkéw grzybow drozdzopodobnych
(T1DM — 47 szczepdéw w grupie kontrolnej — 21 szczepow). W obu grupach dominowal gatunek
C.albicans — TIDM 62%, kontrolna 85%. W kolejnym etapie badan Doktorantka przeprowadzita
ocene lekowrazliwosei izolowanych grzybow C. albicans w odniesieniu do 6 lekow
przeciwgrzybicznych w tym Sfluorocytozyne, amfoterycyne, mikonazol, ketokonazol, itrakonazol
oraz flukonazol. W badanej grupie dzieci z TIDM w poréwnaniu do grupy kontrolnej wykryto
wicksza ilos¢ szczepow C. albicans, ktore wykazywaty stabsza wrazliwos¢ na badane leki
przeciwgrzybiczne (72% u dzieci z TIDM a tylko 41% w grupie kontrolnej). Odwrotnie
przedstawiala si¢ aktywno$¢ enzymatyczna badanych szczepoéw C. albicans u pacjentéw z TIDM.
Doktorantka sugeruje, ze w badaniach diagnostycznych nalezaloby rozwazy¢ wykonywanie badan
mikologicznych u dzieci z TIDM, w tym réwniez badan iloéciowych grzybow drozdzopodobnych
w stoleu. W przypadku izolacji grzybéw drozdzopodobnych konieczne jest okreslenie ich
lekoopornosci ze wzgledu na pojawianie si¢ coraz wiekszej ilosci szczepow grzybow
drozdzopodobnych opornych na stosowane leki przeciwgrzybiczne. Powyzsze wyniki badan zostaly
w sposOb wyczerpujacy przecistawione i zilustrowane adekwatnymi rycinami i tabelami oraz
poparte szeroka dyskusja migdzynarodowym czasopismie [Patient Preference and Adherence,
Kowalewska et al., 2016].

Celem drugiej pracy bylo zbadanie czy istnieje zwiazek pomigdzy surowiczym poziomem
interleukiny IL12 obecnoscia grzyboéw drozdzopodobnych u dzieci i miodziezy chorujacych na
TIDM oraz grupie kontrolnej. Problem powyzszy jest niezwykle interesujgcy ze wzgledu na
unikalno$é modelu badawczego. Dotychezas rola IL12 w odpornosci na rozw6j infekeji grzybiczych
C.albicans zostala przedstawiona jedynie w eksperymentalnym mysim modelu. Natomiast nie
znany jest status IL12 w kontekscie infekcji grzybow drozdzopodobnych u pacjentow z TIDM.

Kluczowym wynikiem otrzymanych badan przez Doktorantke jest to, Ze u dzieci i mlodziezy we
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wezesnym etapie trwania cukrzycy typu 1 wykryto wysokie stezenie IL12 lecz niski odsetek kolonii

grzyboéw drozdzopodobnych co moze wskazywaé, ze nadprodukcja IL12 w pierwszych latach
trwania cukrzycy warunkuje nie tylko utrzymanie stanu bez przewlektych powiklan naczyniowych
ale moze chroni¢ przed rozwojem nadmiernego rozplemu grzybéw drozdzopodobnych
zasiedlajgcych przewod pokarmowy dzieci i mlodziezy chorujacych na cukrzyce typu 1. To
niezwykle interesujace zagadnienie dysertacji zostalo szczegélowo przedstawione w oryginalnej
publikacji “High interleukin-12 levels may prevent the increase the amount of fungi in the
gastrointestinal tract during the first years of diabetes mellitus type I”, Disease Markers. 2016].
W opinii Doktorantki oraz wspétautoréw niniejszej publikacji sa to pierwsze na $wiecie dowody
przemawiajace za ochronng rolg IL12 przeciw infekcjom grzybow drozdzopodobnych przewodu

pokarmowego dzieci i mtodziezy z TIDM.

Ostatnim etapem powyzszej dysertacji, niezbednym co przeanalizowania ztozonosci problemu
jest analiza wptywu grzybow drozdzopodobnych na profil lipidowy oraz stezenie czynnika wzrostu
srédblonka naczyniowego (VEGF) u dzieci i mlodziezy chorujgcych na TIDM. Jednym z
wazniejszych celow terapeutycznych pacjentéw cukrzycowych jest opdznienie rozwoju
przewlekiych powiktan naczyniowych w przebiegu cukrzycy. VEGF jest silnym czynnikiem
mitotycznym i chemotaktycznym dla komérek $rodblonka, inicjujagcym powstanie odczynu
zapalnego prowadzacego do zwigkszenia przepuszczalnosci naczyn. Ze wzgledu na brak
jednoznacznych danych literaturowych na temat powiklar mikro- i/lub makro- naczyniowych u
pacjentéw z TIDM w kontekscie profilu lipidowego vs. VEGF, autorka podjeta probe analizy
powyzszych parametréw w badanych grupach. Uzyskane wyniki, poréwnania jak i przeprowadzone
analizy statystyczne sa szczegétowo oméwione w oryginalnej publikacji ,,No influence of yeast-
like fungi on lipid metabolism and vascular endothelial growth factor levels in children and
adolescents with type 1 diabetes mellitus”. Ttal. J. Pediatr. 2016. Dyskusja w/w publikacji jest
dojrzala analiza parametréw biochemicznych, immunologicznych jak tez patogennych w
odniesieniu do grup wiekowych, czasu trwania choroby jak tez stosowanych terapii u pacjentéw z
T1DM.

Na podstawie przeprowadzonych badan przedstawiono pig¢ precyzyjne i w peti zasadnych

wnioskéw. Wnioski te sg jednoczesnie dowodem na zrealizowanie w pelni przez Doktorantke celow
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dysertacji. Ponadto, chciatbym podkreslié¢, ze procedury metodyczne zastosowane w badaniach
przez Doktorantke charakteryzuje wysoki stopien obiektywizacji danych, a wykorzystane narzedzia
statystyczne wpisuja si¢ W trend $wiatowych analiz statystycznych. Sposob omowienia wynikow
oraz przedstawienia ich w publikacjach jest przemy$lany, co pozwala $ledzi¢ postgpy pracy i
rejestrowal realizacjg jej kolejnych celéw i zadah. Zawarte w powyzszych artykutach dyskusje w
sposob przejrzysty, ciekawy merytorycznie, transparentny i nie pozostawiajacy cienia watpliwosci
na znajomodci tematu prezentowanego przez Doktorantke. Z duza swoboda konfrontuje wiasne

wyniki badan z wynikami badaf renomowanych osrodkoéw na $wiecie.

Przedstawiona do oceny dysertacja zostala przygotowana poprawnie, zarowno pod wzgledem
merytorycznym, jak i edycyjnym. Drobne uwagi, jakie posiadam do przedstawione] pracy s3 natury
edytorskiej. Doktorantka nie ustrzegta si¢ kilku bledow stylistycznych czy natury jezykowej np.
komérki <> kom. Kilka tych drobnych uchybien stylistycznych i tzw. literowek, ktore udato mi sie
zauwazy¢ nie ma istotnego znaczenia dla jakosci i rangi rozprawy doktorskie;j.

Niepodwazalne znaczenie dla wartosci pracy — ktora pod wzgledem merytorycznym oceniam
bardzo wysoko, moglaby by¢ kontynuacja dalszych badan, na znacznie wigkszym materiale z
uwzglednieniem najnowszych technik identyfikacji mikrobiomu np. sekwencjonowanie najnowszej

generacji NGS.

Jako Recenzent mam pytanie do Doktorantki czy identyfikacja mikrobiomu w niedalekiej
przysztoci stanie si¢ standardowym elementem diagnostyki..?! czy tez celowanej terapii..?! a moze

prewencji..??! w grupie chorych na cukrzyce??

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiony mi do oceny cykl prac pt. ,,Ocena jako$ciowa
i ilosciowa grzybéw drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym dzieci i mlodziezy z
cukrzyca typu 1 w odniesieniu do wybranych parametréw immunologicznych” mgr Beaty
Kowalewskiej spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65,

poz.595 z pdzn.zm.) dla rozprawy na stopien doktora.
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Z peinym przekonaniem uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Beaty Kowalewskiej
spetnia wymogi stawiane takim dysertacjom. Stanowi ona samodzielne i oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego oraz wnosi nowa wiedzg na temat obecnosci grzybow drozdzopodobnych
Jako sktadnikéw mikrobiomu jelitowego i ich zdolnosci modulacji proceséw immunologicznych w
przebiegu cukrzycy typu 1. Zwracam sie zatem z wnioskiem do Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu z
Oddziatem Pielegniarstwa i Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie mgr Beaty Kowalewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego

oraz wnioskujg¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowna nagroda Rektorska.
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