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Recenzja rozprawy doktorskiej

Tytul: ,,08 serce-jelito: rola dysbiozy jelitowej i jej metabolitéw w rozwoju miazdzycy
naczyn wiericowych”
Autor: lek. Marcin Choroszy z Katedry i Zakladu Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego

we Wroclawiu

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswieca sie zalezZno$ciom pomiedzy
nieprawidtowym sktadem mikroflory jelitowej a choroba niedokrwienng serca. Dostepne
sg dane wskazujace na istnienie tzw. osi serce-jelito, zwigzanej z obecnoscia w krwioobiegu
metabolitéw nieprawidlowe]j flory bakteryjnej jelit indukujacej przewlekly stan zapalny
§rédblonka tetnic. Wsrdd licznych czynnikéw wplywajacych na rozwdj zmian
miazdzycowych, obok klasycznych czynnikow tj. hiperlipidemia, nadci$nienie tetnicze,
cukrzyca, coraz czeéciej wymieniana jest takze nieprawidtowa mikroflora jelit. Wcigz jednak
nie w petni zidentyfikowano nieprawidlowosci sktadu flory bakteryjnej jelit, tzw. dysbiozy

jelitowej, ktére swoiscie wiazalyby sie z wystapieniem choroby niedokrwiennej serca.

Wobec powyzszych rozwazan temat przedstawionej mi do recenzji rozprawy
doktorskiej, majacej na celu oceng réznic profilu mikroflory jelit pomiedzy osobami
z choroba niedokrwienna serca a osobami zdrowymi oraz zbadanie wplywu wybranych
metabolitéw bakteryjnych na komérki srédbtonka oceniam jako aktualny, wazny poznawczo

i majacy istotne implikacje kliniczne.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska oparta jest na dwdch pracach: pracy
oryginalnej oraz przegladzie systematycznym piSmiennictwa z meta-analiza, ktére

opublikowane zostaty w jezyku angielskim w recenzowanych czasopismach:
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Nutrients (IF: 6,71 MNiSW: 140),
Metabolites (IF: 5,58 MNiSW: 100).

Doktorant jest pierwszym Autorem w.w. artykutéw. Oprécz dwéch prac wchodzacych
w skiad cyklu w przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej, Doktorant jest
Wspétautorem 7 innych publikacji opublikowanych w recenzowanych czasopismach

naukowych.

Rozprawa zostala opatrzona spisem tresci, streszczeniami w jezyku polskim i
angielskim, wprowadzeniem, opisem celéw i zalozen projektu, opisem materiatéw i metod,
wykazem publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, omoéwieniem wynikéw,
podsumowaniem wnioskéw, wykazem pismiennictwa, notg biograficznag Doktoranta,
oswiadczeniami Wspétautoréw oraz wykazem stosowanych skrétéw. Zalaczono réwniez
informacje o uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we

Wroclawiu.

Calo$¢ rozprawy zostala zredagowana w sposob staranny. Istotnym walorem pracy

sg ryciny, ktére w przystepny sposob podsumowujg wykonane analizy.

Tytut pracy wlasciwie odzwierciedla tres¢ rozprawy.

Wprowadzenie stanowi wartosciowy element rozprawy, w ktdrym Doktorant
uzasadnia wybdr tematu badawczego, opisuje patomechanizm miazdzycy, wyszczegdlniajac
poszczegolne etapy rozwoju blaszki miazdzycowej. Doktorant w precyzyjny i przystepny
sposéb omawia role mikroflory jelit w chorobach sercowo-naczyniowych, ze szczegélnym
uwzglednieniem wplywu metabolicznej endotoksemii na §rédblonek naczyniowy, odnoszac

sie przy tym do pismiennictwa (lacznie 38 pozycji piSmiennictwa).

W rozprawie klarownie sprecyzowano gléwny cel pracy, ktérym byla analiza
poréwnawcza mikrobiomu jelit 0s6b z chorobg niedokrwienng serca i 0séb zdrowych oraz
ocena wplywu wybranych metabolitéw bakteryjnych na komorki $rédbtonka naczyn
krwionosnych.
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Materiat i metody zostaly opisane rzeczowo i przejrzyscie. Warto podkresli¢ bogata
metodologie zrealizowanych badan opisanych w pracy oryginalnej, wykorzystujaca
nowoczesne techniki biologii molekularnej. Nowatorskim podej$ciem w przeprowadzonych
badaniach byla ocena zaréwno bezposredniego, jak i posredniego wplywu ocenianych
metabolitéw na $rédblonek osocza, z uwzglednieniem badania wspéttoksycznosci, co istotnie

przyblizyto model badawczy do warunkow in vivo.

W pracy oryginalnej (Publikacja 1) przenalizowano grupe odpowiednio 15 z chorobg
niedokrwienna serca oraz 15 zdrowych ochotnikdw. Choroba niedokrwienna serca (choroba
wiericowa) rozpoznawana byla na podstawie obecnosci co najmniej 50% zwezenia $wiatta
jednego lub wielu naczyn w koronarografii. Grupa badana nie byta homogenna w kontekscie
prezentowanego typu zespolu wiericowego: na podstawie Tabeli nr 1 w Publikacji nr 1 mozna
stwierdzi¢, Ze 10 pacjentéw miato koronarografiez powodu przewleklego zespotu

wienicowego, a 5 chorych z powodu ostrego zespotu wiericowego.

Materiat badawczy stanowily prébki krwi (stezenie endotoksyny - lipopolisacharydu
[LPS] oceniano z wykorzystaniem homogennego testu LAL, stezenie siarczanu indoksylu
z zastosowaniem immunoenzymatycznego testu Indoxyl Sulphate ELISA kit oraz prébki katu

(analiza mikrobiomu w wykorzystaniem technik biologii molekularne;j).

Badania in vitro wykonano na pierwotnej, unie$miertelnionej linii komérkowej

ludzkich komorek srédbtonka HUVEC oraz linii ludzkich monocytéw THP-1.

Oceng trombogennosci komoérek $rédblonka poddawanych ekspozycji na badane
metabolity prowadzono na podstawie adhezji monocytéw linii THP-1 oraz stezenia

E-selektyny i biatka chemotaktycznego monocytow-1 (MCP-1).

Sekwencjonowania 16S rRNA potwierdzilo cechy dysbiozy jelitowej u pacjentéw
w grupie badanej, z CAD, korespondujaca z podwyzszonym stezeniem LPS
i siarczanu indoksylu w surowicach pacjentéw. Poréwnanie mikroflory jelit pacjentéw
z choroba niedokrwienna serca i oséb zdrowych wykazalo wzrost liczby bakterii z grup
Firmicutes i Proteobacteria, znaczacy spadek liczny bakterii z grupy Bacteroides, znaczacy

wzrost liczebnosci bakterii z rzedu Coriobacteriales i Enterobacteriales oraz wzrost liczebnosci
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bakterii z rodziny Ruminococcaceae - grup drobnoustrojéw o ustalonej roli w rozwoju

miazdzycy tetnic.

LPS i siarczan indoksylu wykazaly wspéttoksycznosé wobec komoérek srédblonka,
indukujac produkcje reaktywnych form tlenu, selektyny E i MCP-1. Ponadto oba te metabolity

promowaly trombogennos¢ komdrek srédblonka potwierdzong adhezjg monocytéw.

Publikacje 2 stanowi przeglad sys!tematyczny i meta-analiza majace na celu przeglad
dostgpnych danych dotyczacych zwiazku pomiedzy nieprawidlowosciami flory jelitowej
a rozwojem choroby niedokrwiennej serca. Projekt zgodnie z obecnymi standardami
zarejestrowany zostalw bazie International Prospective Register of Systematic Reviews
PROSPERO ID CRD42020187549. Prace wykonano zgodnie z wytycznymi PRISMA. Sposréd
1181 zidentyfikowanych artykuléw, do przegladu systematycznego wlaczono 21 prac,
natomiast meta-analiza objgto 7 prac spetniajacych przyjete kryteria. Wykonany przeglad
systematyczny i meta-analiza wskazaly na silng korelacje miedzy dysbioza jelita a rozwojem
zmian miazdzycowych wsrdd oséb z chorobami sercowo-naczyniowymi. Wéréd oséb z

chorobg niedokrwienna serca obserwowano m.in. spadek liczebnosci Bacteroides.

W podsumowaniu Doktorant zaznaczyl, ze bezposrednie i znaczace zwigkszenie stresu
oksydacyjnego oraz trombogennosci komérek srédblonka wystepowato przy podwyzszonych
stezeniach endotoksyny i indoksylu stwierdzonych w surowicy chorych, szczegélnie po
polaczeniu obu metabolitéw - co wskazuje na ich wspdttoksycznosé. Oceniane metabolity
znaczaco zwigkszaly stres oksydacyjny i trombogennos$é érddbtonka réwniez posrednio,
wskazujac, ze ich obecnosé¢ w krazeniu, nawet w minimalnych stezeniach, aktywuje

makrofagi i zwigksza ich toksycznosc.

Doktorant prawidlowo dobrat i zastosowal metody statystyczne.

Dyskusja w obu publikacjach wiaczonych do cyklu zostata zaprezentowana w logiczny
i przystgpny sposéb, pozwalajac zrozumie¢ przeprowadzone analizy i uzyskane wyniki

w zakresie oceny mikrobiomu jelit oséb z choroba niedokrwienna serca i oséb zdrowych,

ul, Banacha la tel.; +48 22 599 19 58
02-097 Warszawa faks: +48 22 599 19 57

www.cardiology . wum.edu.pl cardiology@wum.edu.pl



poréwnania uzyskanych wynikéw sekwencjonowania mikrobiomu z dostepnymi danymi na
temat zmian mikrobiomu jelit w chorobach sercowo-naczyniowych oraz analizy wplywu

wybranych metabolitéw bakteryjnych na komoérki srédbtonka w badaniach in vitro.

Wnioski w poszczegdlnych pracach odnosza si¢ do sformutowanych wyjsciowo cel6w
kazdej analizy. Calo$¢ rozprawy Doktorant podsumowat w czterech punktach, wskazujac iz:
i) chorobie niedokrwiennej serca towarzyszy dysbioza jelit, ktéra promuje zmiany
trombogenne Srédblonka naczyniowego, ii) u chorych z chorobg niedokrwienna serca
znamienny jest spadek liczebnosci Bacteroides oraz wzrost liczebnosci Proteobacteria w
mikrobiomie jelit - zmiany te stanowia czynnik promujacy miazdzyce naczyn wiericowych,
iii) bakteryjne metabolity przeciekajace z jelit do krwi w warunkach dysbiozy w klinicznie
nieistotnych stgzeniach, wzajemnie poteguja swoj toksyczny wplyw na s$rédbtonek
naczyniowy, iv) zmiana diety, wplywajac na profil mikrobioty jelit i jej aktywnosé
metaboliczna moze stanowi¢ wazny element terapeutyczny w chorobach sercowo-

naczyniowych.

Zaréwno w dysertacji, jak i w kazdej z prac wchodzacych w sktad cyklu publikacji
znajduja si¢ rzetelnie przygotowane podrozdzialy Ograniczenia badania (Limitations),
$wiadczace o dojrzatosci badawczej Doktoranta. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim
zostaly przedstawione w sposcb przejrzysty i podsumowujg najwazniejsze aspekty rozprawy.
Warto zaznaczy¢, ze przedstawione badania Doktorant realizowat jako beneficjent grantu dla

wybitnych doktorantéw Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu uzyskanego w 2020 r.

Pytania i uwagi do Doktoranta:

1) Czy rozwazano doprecyzowanie kryteridw wiaczenia w celu uzyskania bardziej
homogennej grupy badanej obejmujaca np. specyficznie pacjentéw z przewlektym lub
pacjentéw z ostrym zespotem wienicowym?

2) W badaniu jako grupe kontrolng przenalizowano 15 zdrowych ochotnikéw. W jaki
sposob weryfikowano ich stan zdrowia przed wlaczeniem do grupy kontrolne;j?

3) Tlu chorych sposréd wiaczonych do badania pacjentéw mialo interwencje na tetnicy

wiericowej z implantacja stentu, ilu z nich przyjmowato lek przeciwplytkowy (np.
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kwas acetylosalicylowy) w chwili pobrania krwi i kalu na badania? Czy leczenie
przeciwplytkowe moze wplywacé na mikrobiom jelitowy?

4) Czy zdaniem Doktoranta ocena metabolitow bakteryjnych w osoczu lub w kale moze
w przyszlosci mie¢ znaczenie w predykcji destabilizacji blaszki miazdzycowej i w
konsekwencji ostrego zespotu wiericowego?

5) Doktorant prawidlowo opisal ograniczenia badania w postaci matej grupy badane;j,
dostrzegl i skomentowat takze istotng réznice w reprezentacji plci w grupie badanej
vs. grupie kontrolnej. Przy tak nielicznej grupie analizowanych chorych pewne
watpliwosci moga budzi¢ takze numeryczne réznice w wieku grupy badanej (67 + 9

[54-90]) i grupy kontrolnej (57,2 + 11 [47-74]).

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi oryginalne
dokonanie Doktoranta i swiadczy o bardzo dobrym opanowaniu warsztatu pracy
naukowej, wymaganym od kandydata na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2018 poz.
1668) w zwiazku z czym mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu = Medycznego we Wroclawiu wniosek 0 dopuszczenie
lek. Marcina Choroszego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie,
uwzgledniajac istotne znaczenie podjetych badan, ich nowatorski charakter oraz
zaprezentowana przez Doktoranta bardzo dobra znajomos¢ zakresu podjetej
problematyki, pozwalam sobie takie postawi¢ wniosek o wyréznienie rozprawy

doktorskiej.

Lacze wyrazy szacunku i powazania,
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