Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych

mgr biologii Beaty Kowalewskiej pt.:
Ocena jakosciowa i ilosciowa grzybéw drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym dzieci

i mtodziezy z cukrzyca typu 1 w odniesieniu do wybranych parametréw immunologicznych

W ciggu ostatnich lat czestos¢ wystepowania infekcji grzybiczych w populacji ludzkiej znacznie
wzrosta. Najczesciej atakujagcym ludzki organizm gatunkiem grzyba jest Candida albicans. W
dotychczasowych badaniach wykazano, ze chorzy z cukrzyca typu 1 (TIDM) w duzym stopniu sg
narazeni na powikfania zwigzane z rozwojem zakazen grzybiczych. Wzrost grzybéw obserwowany u
chorych na cukrzyce moze niekorzystnie wptywaé na wyréwnanie metaboliczne, prowadzi¢ do
zwigkszenia zapotrzebowania na insuling, jak tez trudnej do wyleczenia objawowej grzybicy. Ryzyko
rozwoju dolegliwosci powigzanych z grzybicag bedzie tym wieksze im wiecej czynnikdw ryzyka pojawi
sig u danej osoby i im bardziej patogenny bedzie szczep wyizolowany od pacjentéw z cukrzyca.
Tematem wielu publikacji jest wystepowanie grzybéw z rodzaju Candida w jamie ustnej u chorych na
cukrzyce. Natomiast wystepowanie drozdzakéw w uktadzie pokarmowym u dzieci z cukrzyca typu 1
jest zagadnieniem badanym w mniejszym stopniu a dotychczasowe, nieliczne wyniki badan sa
rozbiezne. W nurt badan nad wystepowaniem i znaczeniem infekcji grzybiczych w populacji dzieci

chorych na cukrzyce typu 1 wpisuje si¢ oceniana praca doktorska mgr biologii Beaty Kowalewskiej.

Przedstawione do oceny opracowanie jest realizacjg przewodu doktorskiego tzw. nowym trybem i
jest zbiorem opublikowanych prac Autorki wraz z ich oméwieniem. W sktad rozprawy wchodzg 4
prace: 1 poglagdowa w jezyku polskim oraz 3 oryginalne, opublikowane w jezyku angielskim w
czasopismach zagranicznych. tgczna punktacja za cykl 4 publikacji wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej wynosi 88 pkt MNiSW, oraz 5,814 punktéw Impact Factor. Doktorantka jest pierwszym
autorem w trzech, a drugim w jednej pracy. Do wszystkich prac dotgczono oswiadczenia
wspotautoréw o udziale w tworzeniu manuskryptéw oraz zgody na ich przedtozenie jako czeéé

rozprawy doktorskiej mgr Beaty Kowalewskiej.

Dziekanat Wydzialu Nauk o Zdrowiu

18 SIE. 2017

sefoniocnlonsansnccaconsenssen



Praca doktorska mgr Beaty Kowalewskiej liczy w sumie 102 strony (w tym 54 strony omdwienie
opublikowanych badan z pismiennictwem). Omdwienie rozpoczyna sie od spisu tresci, nastepnie
zawiera wykaz uzywanych skrétéw, wykaz prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wstep,
precyzyjny opis badanych grup oraz metod, przeprowadzonych badan, wnioski, pismiennictwo (104
pozycje, gtéwnie anglojezyczne, w tym wczesniejsze prace pochodzace z wtasnego osérodka),
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz zataczong zgode Komisji Bioetycznej. Nastepnie
Autorka zataczyta oryginaly prac stanowigcych cykl bedacy podstawg do ubiegania sie o stopier
doktora nauk medycznych. Praca zostata przygotowana wzorowo od wzgledem edytorskim. W
opublikowanych pracach zastosowano nowoczesne, nie budzace zadnych zastrzeien metody
badawcze oraz statystyczne, a prezentacja wynikéw odpowiada zastosowanym testom i rozktadowi

badanych zmiennych.

Opracowanie rozpoczyna wstep bedacy wprowadzeniem w podstawy wiedzy o cukrzycy,
charakterystyki grzybow z rodzaju Candida wystepujacych w uktadzie pokarmowym czfowieka, oraz
omawia dotychczasowg skapg wiedze na temat grzybéw drozdzopodobnych w przewodzie
pokarmowym u dzieci chorujgcych na cukrzyce typu 1. (Kowalewska B, Kawko M, Zorena K,
Mysliwiec M. Grzyby droidzopodobne w uktadzie pokarmowym u dzieci i mtodziezy chorujqcych na

cukrzyce typu 1. Pediatr Endocrinol Diabetes Metab. 2014;22(4):170-177, praca poglgdowa).

Badaniem objeto 53 dzieci i mtodziezy (19 dziewczat i 34 chtopcéw w wieku 10.9 +/- 3.9 lat) z
cukrzycg typu 1 leczonych w Przychodni Diabetologii Dzieciecej Kliniki Pediatrii, Diabetologii i
Endokrynologii Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w Gdansku. Wszyscy pacjenci byli w trakcie
intensywnego leczenia insuling (0.89 + 0.21 IU insuliny na dzieri/kg masy ciata). Grupe kontrolng
stanowito 30 zdrowych dzieci i mtodziezy (16 dziewczat oraz14 chtopcow, zakres wieku 10.3 +/- 4.9

lat).

Za cel cyklu swoich prac Autorka przyjeta ocene jakosciows i ilosciowg grzybéw drozdzopodobnych w
przewodzie pokarmowym dzieci i mfodziezy chorujgcych na cukrzyce typu 1 w odniesieniu do
wybranych parametrow immunologicznych. Cele szczegétowe prac zostaty réwniez jasno

sformutowane.

W pracy oryginalnej numer jeden (Kowalewska B, Zorena K, Szmigiero-Kawko M, Wqz 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.597852, praca orginalna,
Punktacja MNISW: 30 pkt., IF=1.798) zespot, ktorego cztonkiem jest Doktorantka okreslat czestosc

wystegpowania kolonii grzybéw drozdzopodobnych w kale, ich ilo$¢, zréznicowanie gatunkowe,



wrazliwoé¢ na leki oraz aktywnos¢ enzymatyczng. Obecnoéé grzybéw drozdzopodobnych wykazano w
probkach katu od 75.4% pacjentéw z T1IDM oraz 70% z grupy kontrolnej. U dzieci i mtodziezy
chorujgcych na TIDM zaobserwowano wigksze zrdznicowanie wyhodowanych gatunkéw grzybow
drozdzopodobnych. W dodatnich prébkach katu od dzieci z TIDM otrzymano tacznie 47 szczepow
grzybéw drozdzopodobnych ktére nalezaty do 9 gatunkdw. W zdrowej grupie kontrolnej wykryto 21
szczepow grzybéw drozdzopodobnych, ktére nalezaty do 4 gatunkéw. W badanej grupie dzieci z
T1DM w poréwnaniu do grupy kontrolnej zaobserwowano wigkszg ilo$¢ szczepow C. albicans, ktére
wykazywaty stabszg wrazliwo$é¢ na badane leki przeciwgrzybiczne (72% u dzieci z TIDM a tylko 41% w
grupie kontrolnej) oraz okazaty sie mie¢ wyzszg aktywnos¢ enzymatyczng. Cennym wnioskiem z tego
etapu badan jest stwierdzenie, ze wigksza ilo$¢ szczepéw wyhodowana z katu pacjentow z cukrzycg
typu 1, o zmniejszonej wrazliwosci na leki, a wyzszej aktywnosci enzymatycznej, moze miec istotne
znaczenie w przypadku wystapienia czynnikow ryzyka rozwoju grzybicy i wptyw na trudnosci w

leczeniu.

U pacjentéw z TIDM jednym z wazniejszych celdw leczenia jest zapobieganie rozwojowi przewlektych
powikfari naczyniowych. Z chwilg rozpoznania T1DM istotne jest kontrolowanie stezenia HbAlc,
parametréw gospodarki lipidowej, ci$nienia tetniczego i innych uznanych czynnikow ryzyka
przewlektych powiktar naczyniowych. W $wietle wspétczesnych badar wiadomo, ze utrzymujgca sie
przewlekle hiperglikemia jest gtownym lecz nie jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za naczyniowe
powiktania w przebiegu cukrzycy. VEGF jest silnym czynnikiem mitotycznym i chemotaktycznym dla
komérek érédbtonka, co stymuluje tworzenie nowych naczyi. VEGF jest istotnym czynnikiem
inicjujgcym powstanie odczynu zapalnego w chorobach przewlektych. Dane literaturowe dotyczace
wptywu gospodarki lipidowej w TIDM nie sg jednomyéine. Ponadto wcigz nie do korica znana jest
rola grzybéw drozdzopodobnych w przebiegu cukrzycy. W pracy numer dwa (Zorena K, Kowalewska
B, Szmigiero-Kawko M, Wqz 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 orginalna Punktacja MNiSW: 25 pkt., IF=1.668)
Doktorantka i wspotautorzy podjeli probe wykazania zwigzku pomigdzy surowiczym stgzeniem VEGF,
profilem lipidowym a iloscia grzybéw drozdzopodobnych w przewodzie pokarmowym u dzieci i
miodziezy z TIDM. W grupie dzieci i mtodziezy z TIDM bez powikfan zarébwno miko- jak tez
makronaczyniowych nie wykazano zwiazku pomiedzy surowiczym stezeniem VEGF a gospodarka
lipidowa. Nie wykazano takze wptywu ilosci grzybéw drozdzopodobnych na wybrane parametry

lipidowe jak tez na stezenie VEGF u pacjentow z TIDM.

Dotychczas rola IL12 w odpornosci na rozwdj infekcji grzybiczych C.albicans zostata przedstawiona

jedynie w eksperymentalnym mysim modelu. Natomiast nie znany jest status IL12 w kontekscie



infekcji grzybéw drozdzopodobnych u dzieci i mtfodziezy z T1DM. W trzeciej pracy cyklu
(Kowalewska B, Zorena K, Szmigiero-Kawko M, Wqz 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
orginalna. Punktacja MNISW: 25 pkt., IF=2.348) kolejnym etapem badan Autorki byta ocena poziomu
IL12 w surowicy krwi w odniesieniu do obecnosci grzybéw drozdzopodobnych w przewodzie
pokarmowym oraz wyréwnania metabolicznego jak tez czasu trwania choroby u dzieci i mtodziezy z
T1DM. W badanej grupie pacjentéw z TIDM wykryto wyzszy aczkolwiek w graniach normy [wg.
kryteriow EORTC/IFI], poziom przeciwciat C. albicans 1gG w surowicy w poréwnaniu do zdrowej grupy
kontrolnej. Wzrost poziomu przeciwciat C. albicans, zwtaszcza w klasie IgM moze $wiadczy¢ o rozwoju
aktywnego zakazenia. W badanej grupie pacjentéw z TIDM wykryto negatywny poziom przeciwciat
C. albicans w klasie IgM w surowicy krwi, ktory swiadczy o braku infekcji przewodu pokarmowego w
czasie badania u dzieci i mtodziezy z TIDM. Kluczowym wynikiem badan Doktorantki jest to, ze u
dzieci i mtodziezy we wczesnym etapie trwania cukrzycy do 2 lat wykryto wysokie stezenie IL12 lecz
niski odsetek kolonii grzybéw drozdzopodobnych w poréwnaniu do grupy pacjentéw z czasem
trwania choroby > 2 lat<5 lat jak tez w pordwnaniu do grupy pacjentéw z czasem trwania cukrzycy
powyzej 5 lat. W dalszym czasie trwania choroby u pacjentéw z czasem trwania choroby > 2 lat<5 lat
oraz u pacjentow > 5 lat trwania cukrzycy wykryto spadek stezenia IL12 i wzrost odsetka kolonii
grzybow drozdzopodobnych izolowanych z katu dzieci i mtodziezy chorujgcych na cukrzyce typu 1.
Nadprodukcja IL12 w czasie pierwszych lat trwania cukrzycy warunkuje nie tylko utrzymanie stanu
bez powiktari naczyniowych, ale moze chroni¢ przed rozwojem nadmiernego rozplemu grzybéw
drozdzopodobnych zasiedlajgcych przewdd pokarmowy. W opinii Doktorantki sg to pierwsze
dowody przemawiajgce za ochronng rolg IL12 przeciw infekcjom grzybéw drozdzopodobnych
przewodu pokarmowego dzieci i mtodziezy z TIDM.

Catoé¢ omoéwienia pracy konczy 5 prawidtowo sformutowanych wnioskéw ze wszystkich trzech prac

oryginalnych:

1. Grzyby drozdzopodobne izolowane z katu dzieci z TLDM byty bardziej zréznicowane gatunkowo w
poréwnaniu do grzybéw drozdzopodobnych izolowanych z katu dzieci grupy kontrolnej.

2. U dzieci i mtodziezy chorujgcych na TIDM wykryto wiecej szczepdw C. albicans, ktére wykazywaty
stabsza wrazliwo$¢ na badane leki oraz okazaty sie mie¢ wyzszg aktywno$¢ enzymatyczng w
poréwnaniu do szczepdw C. albicans izolowanych z katu dzieci grupy kontrolne;j.

3. U pacjentéw z 5-letnim czasem trwania cukrzycy typu 1, wysokimi poziomami IL12 oraz dobra
kontrolg metaboliczng czestos¢ wystepowania grzybdw drozdzopodobnych w przewodzie

pokarmowym utrzymuje sie na fizjologicznym poziomie.



4, Nadprodukcja IL12 w czasie pierwszych lat trwania cukrzycy warunkuje nie tylko utrzymanie stanu
bez przewlektych powiktan naczyniowych ale moze chroni¢ przed rozwojem nadmiernego
rozplemu grzybéw drozdzopodobnych zasiedlajgcych przewdd pokarmowy dzieci i mtodziezy
chorujgcych na cukrzyce typu 1.

5. Nie wykazano wptywu ilosci grzybéw drozdzopodobnych na badane parametry profilu lipidowego,
parametry wyréwnania metabolicznego jak tez VEGF w grupie dzieci i mfodziezy chorujacych na

cukrzyce typu 1.

Catoé¢ pracy przeczytatam z ogromnym zainteresowaniem, jej tres¢ $wiadczy o dojrzatych
umiejetnosciach Doktorantki dotyczacych planowania i realizacji zadari badawczych oraz wyciggania
prawidtowych wnioskéw. Niewatpliwie stanowi oryginalne rozwigzanie podjgtego problemu
naukowego. Recenzent jest pod wielkim wrazeniem skrupulatnosci nie tylko w projektowaniu i
realizacji zamierzonych celéw badawczych Doktorantki, ale takze w przedstawieniu przez Autorke

uzyskanych wynikéw.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedfozony cykl prac (rozprawa doktorska) mgr biologii Beaty
Kowalewskiej spetnia warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz 595 z p6zn.
zm). W zwiazku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk o Zdrowiu z
Oddziatem Pielegniarstwa i Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr biologii Beaty Kowalewskiej do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
Uzasadnienie

1) Opublikowanie wynikéw badan w postaci czterech, wysoko punktowanych prac, w 3
doktorantka jest pierwszym autorem (MNiSzW = 88 pkt, IF = 5,14)

2) Bardzo pracochfonne, skomplikowane i nowoczesne techniki badawcze/statystyczne uzyte
do realizacji ambitnych celow

3) Oryginalny pomyst i nowatorskie opracowanie catosci rozprawy

4) Niezbedna w dzisiejszej pracy naukowej praca zespofowa i organizacyjna w ramach realizacji

projektéw badawczych wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej
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