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Recenzja pracy doktorskiej

pt. ,Jakosciowe i iloSciowe parametry jelitowej flory bakteryjnej u chorych z mono-
i wielogenowymi formami cukrzycy” wykonang przez lekarza medycyny Sandr¢ Mrozifiske na
Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Jagielofiskiego, Colegium Medicum pod kierunkiem prof. dr hab.
n. med. Tomasza Klupy.

Cukrzyca stanowi grupe choréb metabolicznych o réznej patogenezie i obrazie klinicznym, ktérych
wspolng cechg s3 podwyzszone wartosci glikemii we krwi. Wynikajg one z uposledzonej sekrecji
insuliny przez komérki beta trzustki i/lub z nieprawidlowego dzialania insuliny na komérki docelowe.

Obecna klasyfikacja cukrzycy wyréznia cukrzyce typu 1 (ang. type I diabetes mellitus, TIDM),
cukrzyce typu 2 (ang. fype 2 diabetes mellitus, T2DM), inne specyficzne typy cukrzycy, w tym
genetyczne defekty czynnosci komérek beta trzustki i dziatania insuliny, oraz hiperglikemig rozpoznana
po raz pierwszy w ciazy.

Osoby chorujace na T1DM wymagaja dozywotniego podawania insuliny. Podstawowa formg
leczenia jest intensywna insulinoterapia realizowana przy pomocy osobistej pompy insulinowej lub z
zastosowaniem wielokrotnych dopositkowych wstrzyknie¢ insuliny oraz jednego wstrzykniecia
insuliny bazalnej na dob¢ przy pomocy wstrzykiwaczy typu pen [1]. Leczenie TIDM wymaga
interdyscyplinarnego podejscia. W leczeniu pacjentéw z TIDM bardzo wazng role pelni edukacja,
postgpowanie dietetyczne oraz wsparcie psychologiczne.

12DM stanowi 90-95% wszystkich form cukrzycy [2,9,10]. Charakteryzuje si¢ wzglednym
niedoborem insuliny, do ktérego dochodzi w wyniku postgpujacej utraty zdolnosci komoérek beta

trzustki do sekrecji insuliny oraz w wyniku obwodowej opornosci tkanek na insuline [1].

Katedra Genetyki Klinicznej i Laboratoryjnej
92-213 £6dz, ul. Pomorska 251

tel. 42 272 57 67

e-mali: katedra. genetyki@umed.lodz.pl

—_— widu.umed.lodz.pl/~genetyka



UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LODZI

um

T2DM jest jednostka chorobowa o zlozonej etiologii [10]. W jej patogenezie podkre$la sie
wspoldzialanie czynnikéw genetycznych i Srodowiskowych. Z uwagi na duzy wptyw modyfikowalnych
czynnikow ryzyka na rozwdj T2DM, leczenie tej jednostki chorobowej ma charakter wielowymiarowy.
W procesie terapeutycznym istotna role odgrywa modyfikacja stylu zycia, w tym postepowanie
dietetyczne oraz podejmowanie przez pacjentéw réznych form aktywnosci fizycznej.

Monogenowe formy cukrzycy sa uwarunkowane gléwnie przez czynniki genetyczne,
dziedziczenie mutacji w wigkszosci przypadkéw determinuje rozwdj choroby. Czynniki srodowiskowe
majg znaczenie drugorzedne, moga wpltywaé na przyktad na wiek diagnozy i do pewnego stopnia na
przebieg choroby. Dotychczas opisano 14 gendéw, ktérych mutacje sg zwigzane z wystepowaniem
cukrzycy typu MODY. W leczeniu stosuje gtéwnie pochodne sulfonylomocznika, a w przypadku braku
mozliwosci uzyskania zadowalajacego wyréwnania metabolicznego na pochodnych sulfonylomocznika
siega sie po insuling.

Elementem ktory od lat wigzany jest z charakterem powyzszych jednostek chorobowych, i
ciezkoscig ich przebiegu i manifestacja objawdw jak tez odpowiedzig na farmako terapeutyki jest flora
bakteryjna jelita grubego — mikrobiota.

Mikrobiota jelitowa odgrywa wazng rolg w organizmie cztowieka. Miedzy innymi petni funkcje
syntetyczne, metaboliczne, troficzne i protekcyjne. Uczestniczy w produkcji witamin, hormonéw i
neurotransmiterdw, uczestniczy w metabolizmie lekéw, ksenobiotykéw, a takze kwasow zotciowych
oraz rozgalezionych 1iaromatycznych aminokwaséw. Dominujgce typy bakterii przewodu
pokarmowego czlowieka to Bacteroidetes i Firmicutes oraz w mniejszym odsetku procentowym
Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia oraz Fusobacteria.

Pojecie mikrobiota jelita grubego oznacza zbidér mikroorganizméw, ktore je zasiedlaja,
a mikrobiomem nazywamy wszystkie mikroorganizmy wraz z ich genami, wystepujgce w danym
ekosystemie, na przyktad w organizmie cztowieka.

Doktoranta lek. med. Sandra Moroziniska za gléwny cel pracy doktorskiej przyjeta ocene
jakosciowa 1 ilosciowa (procentowa) parametrow mikrobioty jelitowej u chorych z mono-
i wielogenowymi formami cukrzycy. Na ktory skladajg sie cztery cele szczegdltowe, dokladnie
omowione w powyzszej dysertacji.

Recenzowana praca doktorska jest dysertacjg powstala na podstawie trzech oryginalnych prac,

opublikowanych przez autorkg. Ktdre przejrzyscie, niezwykle wyczerpujaco i konsekwentnie

Katedra Genetyki Klinicznej i Laboratoryjnej
92-213 tédz, ul. Pomorska 251

tel. 42 272 57 67

e-mali: katedra.genetyki@umed.lodz.pl

wdu.umed.lodz. pl/~genetyka



UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LODZI

um

przedstawiaja problem zaangazowanie mikrobiomu jelitowego i interakcje z ré6znymi formami cukrzyc,

skupiajac si¢ na ich patogenezie i mozliwosciach terapeutycznych.
Eaczna punktacja cyklu 3 publikacji wehodzacych w sklad rozprawy doktorskiej wynosi MNiSW
= 65 pkt., IF= 6.869.
1. Qualitative parameters of the colonic flora in patients with HNF1A-MODY are different
Jrom those observed in type 2 diabetes mellitus. Mrozinska S, Radkowski P, Gosiewski
T, Szopa M, Bulanda M, Ludwig-Galezowska AH, Morawska I, Sroka-Oleksiak A,
Matejko B, Kapusta P, Salamon D, Malecki MT, Wolkow P, Klupa T. J Diabetes Res.
2016; 2016: 3876764. doi:10.1155/2016/3876764. (IF = 2,717, punkty MNiSW = 25)

2. The effect of linagliptin treatment on gut microbiota in patients with HNF14-MODY or
type 2 diabetes — a preliminary cohort study. Mrozinska S, Gosiewski T, Sroka-
Oleksiak A, Szopa M, Bulanda M, Malecki TM, Klupa T. Clinical Diabetology 2019;
8(6): 263-270. doi: 10.5603/DK.2019.0024. (punkty MNiSW = 20)

3. The gut microbiota profile according to glycemic control in type 1 diabetes patients
treated with personal insulin pumps. Mrozinska S, Kapusta P, Gosiewski T, Sroka-
Oleksiak A, Ludwig-Gatgzowska AH, Matejko B, Kiec-Wilk B, Bulanda M, Malecki
MT, Wolkow P, Klupa T. Microorganisms2021; 9(1): 155. doi:
10.3390/microorganisms9010155. (IF = 4,152, punkty MNiSW = 20)

Recenzowana praca doktorska jest dysertacja liczaca 82 stron. Zawierajacg 33 metodologii pracy
doktorskiej, pelnego tekstu trzech publikacji stanowiacych trzon dysertacji oraz o$wiadczenia
wspotautoréw powyzszych. Dysertacja poparta jest 90 pozycjami literaturowymi w wigkszosci
pochodzacych z ostatniego okresu czasu, ktére postuzyly do przygotowania monograficznej czesci
pogladowej, do$wiadczalnej oraz dyskusji nad wynikami badan wlasnych. Dobér pozycji
literaturowych nie budzi zastrzezen i wskazuje na to, ze tematyka badaf jest bardzo aktualna, cickawa
i nowatorska w $wietle obecnych badan nad mikrobiota w obszarze problematyki kliniczne;j.

Przygotowany przez lek. med. Sandre Morozinskg przeglad pismiennictwa zawierajacy wilasne
publikacje, stanowi oryginalnie przemyslany, wyjatkowo interesujacy i $wietnie zilustrowany wyktad

na temat mikroflory zasiedlajacej nasze organizmy, jego skomplikowania ale tez niezwykle duzej
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réznorodnosei. Skupiajac swoja uwage na powigzaniu powyzszej z rozwojem i przebiegiem, a takze

zaangazowaniem z okre$long forma cukrzycy.

Autorka poniekad sugeruje, iz to typ cukrzycy do pewnego stopnia determinuje mikrobiote jelita
grubego. W takiej sytuacji struktura mikrobioty mogtaby postuzyé do réznicowania niektdrych typow
cukrzycy. Wykazanie réznic w skladzie mikrobioty okreznicy pomiedzy tymi grupami mogioby
oznaczaé, ze istnieje zwigzek pomig¢dzy skltadem mikrobioty, jako srodowiskowego czynnika ryzyka,
arozwojem i przebiegiem okre§lonych form cukrzycy.

Doktorantka dowiodla, Zze potrafi wykorzystywaé dostepne dane literaturowe, tworczo je
opracowywac, systematyzowaé i komentowac.

Prace¢ rozpoczyna czg$¢ teoretyczna liczaca 16 stron.. Osobne rozdzialy czesci teoretycznej
stanowig zamierzone przejscie do obszernego oméwienia etiopatogenezy opisywanych form cukrzyc,
podloza fizjologicznego i aktualnego podejécia terapeutycznego, czynnikéw sSrodowiskowych i
genetycznych oraz charakterystyke mikroflory przewodu pokarmowego z naciskiem na interakcje

powyzszej i jej udzial w etiopatogenezie ale tez potencjalnej aktywnosci terapeutycznej.

Cze$¢ doswiadczalna pracy obejmuje 3 strony. Poswigcona jest charakterystyce grup badanych,
oraz procedurg preparatyki i analizy materialu genetycznego mikroflory. Identyfikacji na poziomie
taksonomicznym profili bakteryjnych probek typu, klasy, rzedu, rodziny, rodzaju oraz gatunku.
Opisaniu procedur metodycznych zastosowanych w prezentowanych badaniach, przedstawieniu
narzedzi statystycznych jakimi postuzyla si¢ autorka w powyzszej pracy.

Na przeprowadzenie badan ujgtych w pracy doktorskiej uzyskano zgode Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Jagielloniskiego (KBET/272/B/2013 oraz KBET/256/B/2014). Wszyscy uczestnicy badan
wyrazili pisemng, §wiadomg zgod¢ na udzial w badaniu, zgodnie z Deklaracja Helsinska.

Przystepujac do oceny merytorycznej tej czesci recenzowanej rozprawy, musze podkreslié, ze
prezentowane w niej badania zostaly zaplanowane bardzo wszechstronnie, z uwzglednieniem
doswiadczen analizujacych rézne uwarunkowania poszczegélnych zagadnien. Przedstawiony tok
realizacji zadania oparto o nowoczesne, techniki eksperymentalne, wymagajace szczegdtowej i
precyzyjnej preparatyki materiatu i sumiennosci wykonywanych oznaczen.

Czes¢ eksperymentalna podzielona jest na trzy podrozdzialy w pelni odpowiadajace

szczegdlowym celom pracy, a przedstawione dane eksperymentalne znajduja swdj udzial w trzech
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W pierwszym etapie badan Pani lek. med. Sandra Morozifiska skupila si¢ na por6wnaniu mikrobioty

okreznicy, ocenionej z pojedynczej probki katu, pomiedzy pacjentami z T2DM oraz pacjentami z
cukrzycg monogenowa zwigzang z mutacja w genie HVF1A. Dojrzatos¢ autora zauwazalna jest juz na
etapie doboru grupy badanej i jej charakterystyki, tworzac pod grupy w pelni uzasadniajac takie
podejscie. Doktorantka, wykazala réznice w mikrobiocie pomiedzy grupami na réznych poziomach
taksonomicznych. W mikrobiocie pacjentéw 2z cukrzycg monogenowya HNFI4 MODY
w stosunku do mikrobioty os6b z T2DM wykazano wickszy wzgledny odsetek bakterii klasy
Erysipelotrichi, rzedu Turicibacterales, Erysipelotrichales, rodziny Clostridiaceae, Turicibacteraceae,
Erysipelotrichaceae, niesklasyfikowanego rodzaju nalezacego do rodziny Clostridiaceae i rodzaju
SMBJ53 (rodzina Clostridiaceae). Nie zaobserwowano réznic w bior6znorodnosci alfa i beta miedzy
pacjentami badanych grup. Powyzsze dane zostaly w sposdb wyczerpujacy przedstawione i
zilustrowane adekwatnymi rycinami i tabelami oraz poparte wyczerpujacg dyskusja opublikowana w
oryginalnym i wysoko impaktowanym artykule autorki.

W kolejnych podrozdziale doktorantka poréwnuje struktur¢ mikrobioty jelitowej pacjentéw przed
i po czterech tygodniach od optymalizacji leczenia cukrzycy w zalezno$ci od zastosowanego leczenia.
Do pierwszej grupy zakwalifikowano 9 pacjentow, u ktérych do dotychczasowego leczenia cukrzycy
dolaczono linagliptyne, do drugiej grupy 15 pacjentéw, u ktérych intensyfikacja leczenia uwzgl¢dniata
pochodng sulfonylomocznika. W kohorcie pacjentéw (n = 9), w ktérej zastosowano inhibitor DPP-4
nie zaobserwowano zmian w liczebnosci bakterii na poziomach taksonomicznych typu, klasy, rzedu,
rodziny, i rodzaju (ANCOM) po dolaczeniu do dotychczasowego leczenia linagliptyny. Nie wykazano
réznic w bioréznorodnosci alfa i beta. W grupie pacjentéw, u ktérych zastosowano sulfonylomocznik
(n = 15) celem osiagnigcia wyroéwnania metabolicznego nie zaobserwowano zmian na poziomach
taksonomicznych od typu do rodzaju bakterii, rOwniez nie wykazano zmian bioréznorodnosci alfa i
beta. Jednakze, uzyskano dane od 21 pacjentdw z systeméw cigglego monitorowania glikemii.
W grupie linagliptyny, mediana glikemii po intensyfikacji leczenia byta istotnie nizsza od wartosci
wyjsciowej. W grupie drugiej, stanowiacej pacjentéw, u ktérych dokonano proby optymalizacji
wyréwnania metabolicznego poprzez zastosowanie pochodnej sulfonylomocznika, réwniez uzyskano
istotne obnizenie wartosci glikemii.

W trzeciej publikacji dokonano poréwnania mikrobioty u pacjentéw z TIDM w zaleznosci od

wyréwnania metabolicznego. Grupa pierwsza objgla 46 pacjentéw z TIDM i poziomem HbAlc
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wiekszym lub réwnym 53 mmol/mol (= 7%), druga grupe stanowily 43 osoby z TIDM i poziomem

HbAlc ponizej 53 mmol/mol (< 7%). Wykazano wyzszy wskaznik bior6znorodnosci alfa w postaci
wskaznika Shannonna (p=0,04), wskaznika réwnomiernoéci Pielou (p = 0,02) oraz wskaznika
réznorodnosei Simpson’a (p = 0,01) u pacjentéw z poziomem HbAlc wiekszym lub réwnym 53
mmol/mol (> 7%) w poréwnaniu z osobami z HbAlc ponizej 53 mmol/mol (< 7%). Nie wykazano
réznic miedzy powyzszymi grupami w odniesieniu do réznorodnosci beta ocenionej jako wskaznik
Bray-Curtis'a (p = 0,18), indeks Jaccard'a (p = 0,26), niewazony wskaznik UniFrac (p = 0,59) i wazony
wskaznik UniFrac (p = 0,33). Poréwnano mikrobiote pacjentéw HbAlc < 53 mmol/mol (< 7%) oraz
pacjentéw pacjentéw z HbAlc > 53 mmol/mol (= 7%) wykorzystujac narzedzie LEfSe. Wykazano,
ze u 0s6b z HbAlc <53 mmol/mol (< 7%) dominowata rodzina bakterii Ruminococcaceae, zas w grupie
pacjentow z HbAlc > 53 mmol/mol (= 7%) rodzina bakterii Streptococcaceae oraz
4 gatunki bakterii (Ruminococcus torques, Lactococcus, Eubacteroim dolichum, Coprobacillus
cateniformis).

Uzyskane wyniki, poréwnania jak i przeprowadzone analizy statystyczne sg szczegétowo
przedstawione i przedyskutowane w oryginalnej publikacji doktorantki stanowigcg podstawe dysertacji.

Podsumowujac t¢ cz¢s¢ pracy cheiatbym podkreslic, ze wszystkie uzyte metody charakteryzuje
wysoki stopien obiektywizacji danych, a wykorzystane analizy statystyczne nie budza zastrzezen.
Przekonuje ona, ze wszystkie do§wiadczenia przeprowadzone zostaly ze skrupulatnoscia i obejmuje
zalozone aspekty prowadzonych badan.

Zaprezentowane przez doktorantke forma dysertacji, opierajaca si¢ na cyklu trzech publikacji,
sposéb ich prezentacji i wykorzystania w dysertacji jest przemyslany. Co pozwala $ledzié postepy pracy
i rejestrowac realizacj¢ jej kolejnych celow i zadan. A zawarte w powyzszych artykutach dyskusje w
sposéb przejrzysty, ciekawy, merytoryczny, transparentny i nie pozostawiajacy cienia watpliwosci na
znajomosci problemu prezentowanego przez autorke. Jednocze$nie w sposdb ciekawy i unikalny
konfrontuje wlasne wyniki badan z renomowanymi osrodkami na $wiecie. Powyzsze wyniki sg
unikalne i pokazujgce nowy trend w diagnostyce i klinice obszaru diabetologii, otwierajagc nowe
mozliwosci terapeutyczne w bliskiej przyszlosei.

Wyrazem powyzszych analiz jest przedstawienie, trzech precyzyjnie i w pelni zasadnych
wnioskéw zaproponowane przez Doktorantke podsumowujace powyzszg prace. Wnioski te sg

jednoczeénie dowodem na zrealizowanie w pelni przez Doktoranta celéw dysertacji.
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Podsumowujac, z pelnym przekonaniem uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska lek. med.

Sandry Morozinskiej pod kazdym wzgledem spelnia wymogi stawiane dysertacjom. Stanowi ona
samodzielne i oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wnosi nowe, wazne poznawczo dane
na temat oceny jakosci, ilosci oraz interakcji mikroflory jelitowej z réznymi formami cukrzyc,
przedstawiajgc powyzsze problemy w sposob unikalny i nowatorski.

Dysertacja zostala przygotowana w sposéb wlasciwy, zar6wno pod wzgledem merytorycznym,
jak 1 edycyjnym. Drobne uwagi, jakie posiadam do przedstawionej pracy sg natury edytorskiej —np.
nazwy genow piszemy kursywa. Doktorantka nie ustrzegla sie kilku bledéow stylistycznych, natury
jezykowej i tzw. literowek, ktére udalo mi si¢ zauwazy¢ nie ma istotnego znaczenia dla jakosci i rangi
pracy.

Niepodwazalne znaczenie dla wartosci pracy — ktorg pod wzgledem merytorycznym oceniam
bardzo wysoko miata by kontynuacja dalszych badan na znacznie wigkszym materiale klinicznym i
wigksza réznorodnoscia form cukrzyc np. PNDM, GCK-MODY czy INS-MODY.

Jako Recenzent mam pytanie do Doktorantki czy identyfikacja mikrobiomu w niedalekiej przyszlosci
stanie si¢ standardowym elementem diagnostyki..?! czy tez celowanej terapii..?! a moze prewencji..??!
w grupie chorych na cukrzyce??

W podsumowaniu uwazam, ze praca doktorska lek. med. Sandry Morozinskiej zatytulowana
»Jakos$ciowe i iloSciowe parametry jelitowej flory bakteryjnej u chorych z mono- i wielogenowymi
formami cukrzycy.” Spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65,
p0z.595 z pézn.zm.) dla rozprawy na stopien doktora, ze wzgledu na bardzo duzy walor aplikacyjny,
oraz nowatorski zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu
Jagielloniskiego o dopuszczenie lek. med. Sandry Morozinskiej do dalszych etapéow przewodu
doktorskiego. Jednocze$nie wnioskujac o wyrodznienie pracy stosowna nagroda Rektorska, ze
wzgledu na jej nowatorski i unikalny charakter poznawczy, wplyw na dyscypling w obszarze

diagnostyki i potencjalnych terapii.
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