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,O$ serce-jelito: rola dysbiozy jelitowej i jej metabolitow w rozwoju miazdzycy naczyn wiencowych”

UWAGI WSTEPNE

Przedstawiona praca doktorska pt. ,O$ serce-jelito: rola dysbiozy jelitowej i jej metabolitow w
rozwoju miazdzycy naczyn wiencowych” zostata przygotowana przez lek. Marcina Choroszy pod opieka
naukowag Prof. dr hab. Beata Sobieszczanska z Katedra i Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu.

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. WHO-World Health Organization), choroby
sercowo-naczyniowe (CVD) pozostajg gtéwng przyczyng Smierci i niepetnosprawnosci na catym swiecie.
Dzieki rozwojowi metabolomiki i metagenomiki, mikrobiota jelitowa coraz czesciej jest wskazywana jako
modulator przebiegu CVD. Aktywnos$¢ mikrobioty jelitowej prowadzi do powstania czgsteczek, ktére po
wchtonieciu z jelita uczestniczg bezposrednio lub posrednio w patogenezie CVD.

Pojedyncza warstwa komoérek $rédbtonka, majgca bezposredni kontakt z krwig, odgrywa
gtébwng role w poczatkowych etapach rozwoju miazdzycy. Ekspozycja srodbtonka na dziatanie sit
mechanicznych (przeptyw krwi pod cisnieniem) lub zwigzkéw chemicznych (toksyczne metabolity,
wolne rodniki) moze prowadzi¢ do jego dysfunkciji. Pierwszym etapem tworzenia blaszki miazdzycowej
jest dysfunkcja komoérek srodbtonka, ktéra obejmuje zmiany metaboliczne, morfologiczne i
czynnosciowe komorek. Aktywowane zapalnie komorki srédbtonka zmieniajg swéj ksztatt, co wptywa
na utrate ciggtosci bariery blony wewnetrznej i utatwia penetracje lipoprotein osocza
w gtgb Sciany naczynia. Wsréd licznych czynnikdéw indukujacych rozwéj zmian miazdzycowych takich
jak hiperlipidemia, nadcisnienie oraz cukrzyca, coraz czesciej wymieniana jest mikroflora jelit.

Bakterie wchodzgce w sklad mikrobioty jelitowej mozna podzielic na cztery najwazniejsze
gromady: : Bacteroides, Firmicutes, Proteobacteria i Actinobacteria. Dysbioza jelit zwigzana ze
wzrostem liczebnosci jednej z gromad np. obejmujgcych bakterie Gram-ujemne, bedace zrédtem

endotoksyny i spadkiem liczebnosci innej gromady np. obejmujacej bakterie Gram-dodatnie, bedace



producentami korzystnych dla cztowieka krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA). Taki stan
powoduje spadek SCFA oraz wzrost poziomu endotoksyny w krwiobiegu- endotoksemi.

W rozwoju chordb sercowo-naczyniowych szczegdlna rola przypisywana jest metabolitom
bakteryjnym o udowodnionym dziataniu toksycznym dla komaérek srédbtonka w badaniach in vitro oraz
in vivo na modelu zwierzecym. Do proaterogennych metabolitow zaliczany jest dobrze
scharakteryzowany tlenek trimetyloaminy (TMAO), ktéry indukuje stres oksydacyjny w srédbtonku i
zwieksza jego trombogennosé. Podobnie szkodliwy wptyw na komarki srédbtonka naczyn krwionosnych
wywiera indoksyl, watrobowy metabolit bakteryjnego indolu. Indoksyl usuwany jest z krgzenia poprzez
filtracje nerkowa, stad u chorych z zaburzong funkcjg nerek, metabolit ten osigga we krwi wysokie
stezenia, toksyczne dla $rddbtonka naczyn krwionosnych. Poza metabolitami, dysbioza przyczynia sie
do przeciekania do krwiobiegu bakteryjnych antygenoéw, z ktérych endotoksyna (lipopolisacharyd, LPS)
petni istotng role w indukowaniu ogodlnoustrojowego stanu zapalnego. W ostatnich latach znaczaco
wzrosta liczba badan wskazujgcych na role metabolicznej endotoksemii w rozwoju choréb sercowo-
naczyniowych i miazdzycy naczyn krwionosnych.

Endotoksemia metaboliczna definiowana jest jako niewielki wzrost poziomu LPS w osoczu (2-
3-krotny wzrost ponad poziom wykrywany u osob zdrowych), ktéry towarzyszy diecie o wysokiej
zawartosci ttuszczédw nasyconych [26,27]. W przeciwienstwie do ostrej endotoksemii, zwigzanej z
bakteryjnym zakazeniem krwi, np. bakteriemig i sepsg, metaboliczna endotoksemia charakteryzuje sie
obecnoscig niskiego poziomu LPS we krwi (<10 ng/ml) i podostrym, ogdlnoustrojowym stanem
zapalnym, prowadzgcym ostatecznie do rozwoju szeregu chordb [28,29]. Endotoksyna moze byc¢
produkowana przez bakterie zasiedlajgce rozne okolice organizmu cztowieka, np. przez mikrobiote jamy
ustnej, jednak jej gtdbwnym Zrodtem we krwi jest mikrobiota jelitowa.

Dane z aktualnych publikacji wskazujg na istotng role mikrobioty jelitowej jako czynnika ryzyka
rozwoju miazdzycy. Dodatkowo, szereg zwigzkéw z nig zwigzanych, takich jak cytrulina czy TMAO
moze mie¢ zwigzek z rokowaniem pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca i stanowi¢ element
stratyfikacji ryzyka. Podjety przez doktoranta temat jest aktualny i w istotny sposéb moze wptyngé na
obecny stan wiedzy w tym obszarze. Profilaktyka rozwoju miazdzycy jest jednym z podstawowych celow
medycyny sercowo-naczyniowej a wskazanie kolejnych obszaréw terapeutycznych, ktére mogg

pozytywnie wptyng¢ na redukcje populacyjnego ryzyka rozwoju miazdzycy ma duze znaczenie kliniczne.

OCENA FORMALNA

Praca doktorska ma posta¢ 98-stronicowej monografii, witgczajgc w to streszczenie w
jezyku polskim i angielskim oraz bibliografie. Praca zostata podzielona na pietnascie rozdziatow i ma
typowy uktad dla oryginalnych prac badawczych z wyraznym podziatem na wstep, cele, metodyke i
materiat badawczy, wyniki, wnioski. Rozprawa zostata oparta o cykl dwéch spdéjnych tematycznie
artykutéw — jednej pracy oryginalnej i jednej metaanalizy, ktére zostaty opublikowane w czasopismach

0 wysokim wspotczynniku oddziatywania:



1. Choroszy M, Sobieszczanska B, Litwinowicz K, taczmanski £, Chmielarz M, Walczuk U, Roleder
T, Radziejewska J, Wawrzynska M. Co-toxicity of Endotoxin and Indoxyl Sulfate, Gut-Derived
Bacterial Metabolites, to Vascular Endothelial Cells in Coronary Arterial Disease Accompanied by
Gut Dysbiosis. Nutrients 2022;14(3):424.

IF: 6,706 Pkt MNiSW: 140

2. Choroszy M, Litwinowicz K, Bednarz R, Roleder T, Lerman A, Toya T, Kaminski K, Sawicka-
Smiarowska E, Niemira M, Sobieszczanska B. Human Gut Microbiota in Coronary Artery Disease:
A Systematic Review and Meta-Analysis. Metabolites 2022; 12(12):1165

IF: 5,581 Pkt MNiSW: 100

taczny IF dla prac wigczonych do cyklu wynosi 12,287 a punktacja MNiSW wynosi 240 punktow.

Nie podano procentowego wktadu doktoranta w poszczegdlne prace. Rozprawa zawiera 5 rycin. Nalezy

zaznaczy¢, ze rycina 4 i 5 nie posiada opisu oraz numeru ryciny.

Doktorant zebrat petne, wartosciowe i aktualne pismiennictwo — tgcznie 38 pozycji. Wiekszos¢
pozycji pismiennictwa cytowanych przez Doktoranta zostato opublikowanych w czasopismach
anglojezycznych o wysokim wskazniku oddziatywania. O znaczeniu i aktualnosci tematu podjetego

przez Doktoranta wskazuje fakt, ze wiele pozycji piSmiennictwa pochodzi z ostatnich pieciu lat.

WSTEP

Zawiera 6 stron, na ktérych Doktorant w sposob syntetyczny opisuje przestanki
patofizjologiczne oraz obecny stan wiedzy dotyczgcy roli mikrobioty jelitowej zaréwno w kontekscie
obserwowanych réznic w jej sktadzie u oséb z miazdzycg jak i wptywu poszczegdlnych substancji na
funkcje s$rédbtonka. Wstep jest syntetyczny, wskazuje na dobre przygotowanie merytoryczne
Doktoranta, zorientowanie w przedmiocie tematu oraz umiejetnos¢é krytycznej analizy wynikéw
literaturowych, co prowadzi w logiczny sposob do przedtozenia zatozen i celéw badania. Wstep zawiera
dodatkowo starannie opracowane ryciny ilustrujgce role procesu zapalnego w rozwoju blaszek
miazdzycowych. Stanowig one istotne uzupetnienie tresci i jako ze nie posiadajg zrodta zaktadam, ze

zostaty przygotowane przez Doktoranta. Nalezy podkresli¢ ich wysoka jakos¢ i ilustratywnosé.




ZALOZENIE | CELE PRACY

Cele pracy zostat przedstawiony zwiezle i wynika ze wstepu oraz przestanek do przeprowadzonych

badan.

1. Celem podjetych badah byla analiza poréwnawcza mikrobiomu jelit osob
z chorobg niedokrwienng serca i os6b zdrowych oraz ocena wptywu wybranych metabolitow

bakteryjnych na komérki srédbtonka naczyn krwionosnych.

Realizacja celu pracy skfadata sie z dwdch czesci, z ktérych kazda obejmowata dwa etapy:

1. a) analiza mikrobiomu jelit oséb z chorobg niedokrwienng serca i oséb zdrowych
b) analiza poréwnawcza uzyskanych wynikdbw sekwencjonowania  mikrobiomu

z dostepnymi danymi na temat zmian mikrobiomu jelit w chorobach sercowo-naczyniowych

2. a) wplyw wybranych na podstawie wynikow analizy mikrobiomu metabolitow bakteryjnych na

komorki srédbtonka - badania in vitro

Uwazam, ze hipotezy badawcze oraz cele pracy sg poprawnie sformutowane. Z uwagi na relatywnie
niewielkg liczbe opublikowanych badan obserwacyjnych w tym obszarze praca Doktoranta stanowi
istotne uzupetnienie aktualnego stanu wiedzy. Zrealizowanie zatozonego planu badania moze przetozy¢
sie na praktyke kliniczng poprzez okreslenie roli mikrobiomu jelit w schorzeniach sercowo-naczyniowych

oraz wplywie na funkcje srodbtonka naczyn.

MATERIAL i METODY

Rozdziat ten obejmuje 7 stron i szczegbétowo opisuje materiat oraz metodyke pracy oryginalne;.
Przedstawia charakterystyke badanej populacji, metody pobierania prébek oraz oznaczenie pozioméw
endotoksyny i indoksylu w surowicy badanych oséb a takze metody zastosowane do analizy mikrobiomu
jelit badanych osdb. W dalszej czesci opisane sg metody zastosowane w badaniach in vitro.
Przedstawiona metodyka swiadczy o dobrym przygotowaniu doktoranta do prowadzenia badan i

ilustruje ztozonos$¢ badan przeprowadzanych in vitro.

PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Pierwsza praca cyklu obejmowata badanie 15 chorych z potwierdzong chorobg niedokrwienng
serca oraz 15 zdrowych ochotnikbw. W ramach badan, metodg sekwencjonowania
16rRNA przeanalizowany zostat sktad mikroflory jelitowej. Wyniki tej analizy daty podstawe wyboru
rodzaju i stezenia bakteryjnych metabolitbw do badan in vifro na komodrkach $rodbtonka.
Przeprowadzona analiza wykazata u os6b z chorobg niedokrwienng serca, podobnie jak przeglad
systematyczny z meta-analiza, znaczacy spadek ilosci Bacteroidetes oraz wzrost ilosci Gram-ujemnych
pateczek jelitowych, bedacych zrédtem endotoksyny (LPS) oraz indolu. Indol powstajgcy w jelitach jest

konwertowany w watrobie do siarczanu indoksylu (IS)- toksycznego metabolitu, ktéry po zwigzaniu z



albuming osocza jest usuwany z organizmu przez nerki. Uposledzona funkcja nerek uniemozliwia
prawidiowe usuwanie IS z organizmu, co prowadzi do kumulowania sie tego zwigzku w toksycznym
stezeniu, stad zaliczany jest do toksyn mocznicowych. Poziom indoksylu, oznaczony w prébkach krwi
pobranych od badanych os6b chorych i zdrowych, byt bardzo niski (ok. 13 pM), gdyz
z badan wyeliminowano pacjentéw obcigzonych chorobami nerek. W przeciwienstwie do indoksylu,
poziom endotoksyny u chorych byt zhaczgco wyzszy niz u oséb
zdrowych— $redni poziom endotoksyny w grupie chorych wynosit ok. 3 ng/ml, natomiast w grupie oséb
zdrowych poziom LPS byt ponizej progu wykrywalnosci testu LAL zastosowanego w badaniach.
Dotychczas nie badano wptywu niskich stezen indoksylu oraz endotoksyny na $rodbtonek naczyn
krwionosnych, co byto nowatorskim elementem moich badanh, podobnie jak ocena wspéttoksyczno$ci
indoksylu i endotoksyny. Oba te metabolity w niskich stezeniach wywieraty znaczacy, szkodliwy wptyw
na komérki srodbtonka, przejawiajgcy sie stresem oksydacyjnym, stanem zapalnym oraz zwiekszong
trombogennoscig. Ponadto, stymulacja komérek srédbtonka endotoksyng i indoksylem potegowata
szkodliwy wptyw kazdego z badanych metabolitéw stosowanych osobno. Wyniki tych badan
potwierdzity, ze wzrost ilosci pateczek Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae oraz ich
potencjalnie toksycznych metabolitéw, przy rownoczesnym spadku korzystnie oddziatujgcych bakterii
beztlenowych z gromady Bacteroidetes, moze promowaé zmiany chorobowe w $rodbtonku
naczyniowym.

Prezentowana analiza wnosi istotne informacje zwigzane z wptywem mikroflory jelitowe;j i jej
metabolitbw na s$rédbtonek naczyn krwiono$nych. Przedstawione wyniki mogg $wiadczyé, ze
zaburzenia mikrobioty jelitowej mogg by¢ jednym z czynnikéw predysponujgcych do rozwoju miazdzycy,
w tym miazdzycy tetnic wiencowych. Potwierdzenie tego faktu moze prowadzi¢ do rozwoju kolejnych

strategii redukcji ryzyka rozwoju schorzen sercowo-naczyniowych.

Drugg praca oryginalng wchodzgca w sktad cyklu jest systematyczny literatury naukowej wraz
z meta-analizg, ktérego wyniki zostaty przedstawione w publikacji pt. ,Human gut microbiota in coronary
artery disease: A systematic review and meta-analysis”, umozliwity mi okreslenie zmian profilu
mikrobioty jelit w chorobach sercowo-naczyniowych, ktére mogg by¢ zwigzane z jej niekorzystnym
wptywem na srédbtonek naczyniowy. Materiaty wigczone do przegladu systematycznego pochodzity z
21 oryginalnych prac badawczych, jednak Autorzy tylko siedmiu z nich udostepnili dane konieczne do
przeprowadzenia meta-analizy. Najwazniejszg réznicg wykazang w tych badaniach byto znacznie
zmniejszone zréznicowanie mikroflory jelit u osob chorych (obnizone wskazniki alpha i beta
roznorodnosci), wyraznie wskazujgce na dysbioze jelit u chorych. Gtéwne réznice w sktadzie
mikrobiomu u pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca dotyczyty zmniejszonej ilosci bakterii z
gromady Bacteroidetes i z rodziny Lachnospiraceae oraz wzrostu ilodci bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, a takze rodzaju Lactobacillus oraz Streptococcusw poréwnaniu do oséb zdrowych.
Wykazane zmiany skfadu i ilosci mikrobioty jelit mogg stanowi¢ potencjalny czynnik niekorzystnie

wptywajgcy na srodbtonek naczyniowy.



Prezentowana metaanaliza zostata przeprowadzona w sposéb prawidtowy i objemuje wszystkie istotne
publikacje z tego obszaru. Wnioski z tej pracy sg logicznym wstepem do pracy oryginalnej wchodzgcej

w skfad cyklu.

WYNIKI
W rozprawie nie ma osobnego rozdziaty opisujgcego wyniki. Niemniej jednak sg one zawarte w pracach

wigczonych do cyklu. Dodatkowo, na stronie 70 znajduje sie podsumowanie wynikow badan

DYSKUSJA

Rozprawa nie zawiera osobneqgo rozdziatu pod tytutem dyskusja. Wyniki zostaty wyczerpujgco

przedyskutowane w poszczegdlnych pracach cyklu. Biorgc pod uwage charakter prac zasadnym bytoby

dodanie rozdziatu ,Ograniczenia analizy”

WNIOSKI

Whioski sg sformutowane zwiezle i wynikajg z wynikow przeprowadzonej pracy badawczej,
a takze odpowiadajg na postawione na wstepie cele badania. Potwierdzajg one nie tylko znaczenie
badawcze uzyskanych wynikow, ale takze mozliwo$¢ praktycznego przetozenia wnioskow na praktyke

kliniczng. Wydaje sie, ze we wniosku drugim zdanie ,Zmiany te stanowig czynnik promujgcy miazdzyce

naczyh krwionosnych” nie wynika z przeprowadzonej analizy. Podobnie, wniosek 4 wskazuje raczej

perspektywy dalszych dziatan niz podsumowuje przeprowadzone badania (w_analizach brak

porownania wptywu diety na mikrobiote jelitows).

UWAGI | KOMENTARZE

W odniesieniu do ewentualnych ograniczen rozprawy oraz moich uwag pragne zauwazyc,
ze analizowana rozprawa doktorska nie ma istotnych ani merytorycznych wad. Prace wchodzgce w
sklad cyklu zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach i nie wymagajg istothego
komentarza.

Przedstawione powyzej uwagi po czesci wynikajg z ciekawosci naukowej recenzenta,
a ponadto majg w wiekszodci majg charakter techniczny. Nie majg wptywu na wysokg ocene

merytoryczng dysertacji.



UWAGI KONCOWE

Stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska lek. Marcina Choroszczy pt ,Os serce-jelito: rola
dysbiozy jelitowej i jej metabolitow w rozwoju miazdzycy naczyn wiencowych” spetnia warunki okreslone
w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018
poz. 1668) i moze by¢ skierowana do publicznej obrony.

Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Marcina
Choroszczy jest pracg wartosciowg pod wzgledem naukowym, dobrze przygotowang warsztatowo i
wnosi elementy poznawcze zwigzane z rolg dysbiozy jelitowej w rozwoju miazdzycy naczyh wiencowych.

Dlatego tez wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Marcina Choroszczy do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, zwazywszy na nowatorskie elementy poznawcze zawarte w recenzowanej
dysertacji, a takze potencjalne znaczenie praktyczne uzyskanych wynikow zgtaszam wniosek o

wyréznienie pracy doktorskiej.




