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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej lek. Marcina Choroszy,
zatytutowana
»0s serce-jelito: rola dysbiozy jelitowej i jej metabolitéw w rozwoju miazdzycy naczyn wiericowych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. Marcina Choroszy zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr
hab. Beaty Sobieszczariskiej z Katedry i Zaktadu Mikrobiologii, Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich
we Wroctawiu. Praca z obszaru medycyny, metagenomiki, metabolomiki, oraz mikrobiologii i immunologii

poswiecona jest roli mikrobioty w chorobach sercowo-naczyniowych.

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie byty realizowane przy finansowaniu w ramach dwaoch grantow
badawczych:

1. Uczelniany grant dla mfodych naukowcdw nr STM.A130.20.158 pt. ,Wptyw indykanu na stres oksydacyjny
komorek srédbtonka u 0séb z chorobami sercowo-naczyniowymi.” Okres finansowania: styczen 2020 — grudzien
2020.

2. Grant nr RID.Z501.20.009 dla wybitnych doktorantdw pt. , The heart-gut axis: role of bacterial metabolites in
the atherogenesis”, realizowany w ramach srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyZszego w Programie

,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci”. Srodki w wysokoéci 50 ty$ zt na realizacje w latach 2020 — 2022.

OCENA MERYTORYCZNA

Choroby ukfadu krazenia, w tym niedokrwienna serca, s3 chorobami cywilizacyjnymi, dotyczacymi gtownie
0s06b z krajow rozwinietych. Jednymi z przyczyn pogorszenia kondycji zdrowotnej osdb chorych sg diugotrwaty
stan zapalny i miazdzyca tetnic wiencowych towarzyszace nadciénieniu tetniczemu, zaburzeniom
metabolicznym lipidéw, otytosci czy natogowemu paleniu papieroséw. W ostatnich latach wiele badan wskazuje
na znaczacy wptyw mikrobiomu na funkcjonowanie organizmu cztowieka, zaréwno w aspekcie ochrony przed

patogenami, immunomodulacyjnym, metabolicznym, czy funkcjonowania réznych uktadéw, w tym nerwowego
)
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i krazeniowego. Dlatego tez problematyka badawcza pracy doktorskiej Pana Marcina Choroszego skupia sie na
tym aktualnie waznym temacie oceny potencjalnego zwigzku pomiedzy réznym sktadem mikrobioty jelitowej a
chorobami sercowo-naczyniowymi, w tym choroba/niedokrwiennq serca (,,0$ serce-jelito”).

Oryginalnos¢ podjetych badan dotyczyta analizy sktadu flory bakteryjnej jelit osdb z choroba niedokrwienng
serca i 0sob zdrowych oraz powigzania tych wynikéw z oceng wptywu wybranych metabolitéw bakteryjnych na
komorki srédbtonka naczyn krwionosnych. Poniewai nadal nie do korica wiadomo, jakie doktadnie sktadniki
mikroflory jelit sa zwigzane z choroba niedokrwienng serca, oraz jakie potencjalnie metabolity bakterii sa
niekorzystne lub korzystne w rozumieniu zdrowia cztowieka, dlatego uzyskane rezultaty badar mogg mieé
znaczacy wptyw na prewencje i predykcje oraz personalizowang terapie choréb niedokrwiennych w przysztosci,

co ma ogromne znaczenie dla poprawy zdrowia catej populacji.

Praca doktorska oparta jest na cyklu dwéch monotematyczny oryginalnych prac anglojezycznych w

recenzowanych czasopismach naukowych znajdujgcych sie na liscie filadelfijskiej:

1. Choroszy M, Sobieszczariska B, Litwinowicz K, taczmanski £, Chmielarz M, Walczuk U, Roleder T, Radziejewska
J, Wawrzynska M. Co-toxicity of Endotoxin and Indoxy! 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, Sobieszczariska 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

Sumaryczny IF = 12,287

Sumaryczna punktacja MEiN = 240 pkt

W obu pracach z cyklu monotematycznego Doktorant jest pierwszym i wiodgcym autorem zaangazowanym w
tworzenie koncepcji badania, metodologie, analizy oraz opracowanie wynikow, i przygotowanie finalnej wersji
manuskryptow. Co wiecej w artykule nr 2 opublikowanym w Metabolites, Pan Marcin Choroszy jest réwniez
autorem korespondencyjnym.
W pierwszym artykule zakres prac doswiadczalnych wykonanych przez Doktoranta obejmowat:
a) analize mikrobiomu jelit 15 badanych chorych i 15 zdrowych oséb z wykorzystaniem metody biologii
molekularnej, ktéra opiera sie na taricuchowej reakcji polimerazy (PCR) z amplifikacjg bakteryjnego 165 rRNA.
Metoda ta pozwala na identyfikacje genomoéw drobnoustrojéw tworzgcych dany ekosystem.
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b) ocene wptywu wybranych metabolitéw na komdrki érédbtonka naczyn krwionosnych - badania in vitro z
wykorzystaniem modelowych toksyn: endotoksyny (LPS) oraz siarczanu indoksylu (watrobowego metabolitu
indolu wytwarzanego przez bakterie jelitowe). f

Oceniano wybrane parametry komoérkowe: zywotnos¢ i morfologie, poziom wytwarzanych wolnych rodnikéw
tlenowych oraz wybrane cechy swoiste dla trombogennych komérek tj., poziom prezentowanej E-selektyny,
adhezje monocytéw i poziom uwalnianej chemokiny prozapalnej MCP-1, bedagcej chemoatraktantem dla

monocytéw. Oceniano zaréwno bezposredni jak i posredni wptyw kazdego metabolitu oraz ich potaczer na

$radbtonek naczyniowy.

Drugi artykut stanowiacy cykl publikacji dotyczyt analizy poréwnawczej (meta-analiza i przeglad systematyczny)
dostepnych danych na temat zmian mikrobiomu jelit w chorobach sercowo-naczyniowych, wigcznie z analizami
statystycznymi.

W efekcie realizacji pracy doktorskiej zdotano wykazac, ze:

1. Chorobie niedokrwiennej serca towarzyszy dysbioza jelit, ktdra promuje zmiany trombogenne $rédbfonka
naczyniowego.

2. U chorych z choroba niedokrwienng serca znamienny jest spadek liczebnosci Bacteroidetes oraz wzrost
liczebnosci Proteobacteria w mikrobiomie jelit. Zmiany te stanowig czynnik promujgcy miazdzyce naczyn
krwionosnych.

3. Bakteryjne metabolity przeciekajgce z jelit do krwi w warunkach dysbiozy, w klinicznie nieistotnych
stezeniach, wzajemnie poteguja swoj toksyczny wptyw na srédbtonek naczyniowy.

4, Zmiana diety, wptywajac na profil mikrobioty jelit i jej aktywnos¢ metaboliczng moze stanowi¢ wazny

element terapeutyczny w chorobach sercowo-naczyniowych.

Podsumowujgc czes¢ dysertacji poswieconej opisowi cyklu prac oryginalnych, stwierdzam, ze podjete nowe
obszary badawcze oraz zakres wykonanych eksperymentéw, analiz i uzyskanych wynikdw, z nadmiarem
spetniajg wymagania stawiane pracom doktorskim. Doktorant udowodnit, ze ma umiejetnos¢ dostrzegania,
formutowania i rozwigzywania postawionego problemu badawczego, a nastepnie go analizuje i krytycznie

dyskutuje.



Moje pytania i uwagi do Doktoranta:

1
2;

Prositabym o doprecyzowanie udziatu wtasnego Doktoranta w realizacje badan i przygotowanie obu publikaciji.
Prositabym o uzupetnienie wnioskow pfynqcyéh z drugiej publikacji, bo dyskusja tam zawarta byta bardzo
wnoszaca i ciekawa.

Prositabym o wyjasnienie rozbieznosci pomiedzy opisem enterotypdw I-lll i ich przedstawicieli, a opisem
podsumowania wnioskow zamieszczonych w punkcie na stronie 70:

»Wazrost liczby bakterii z grup Firmicutes i Proteobacteria, czyli przewage enterotypu |ll, dominujacego przy
diecie bogato-biatkowej i bogato-ttuszczowej.

» Znaczacy spadek liczby bakterii z grupy Bacteroidetes, wskazujgcy niedobdr enterotypu Il, dominujgcego przy
diecie agrarnej, tj. opartej na warzywach i ziarnach.”

Czy rzeczywiscie sama zmiana diety jest w stanie znaczaco i stabilnie wptynac na profil mikrobioty jelit, tak aby
uzyskac sktad gatunkowy korzystny pod wzgledem metabolicznym? Innymi stowy, czy braki pewnych gatunkow
korzystnych dla zdrowia lub obecnos¢ gatunkéw szkodliwych jestesmy w stanie uzupetni¢/eradykowac jedynie
przy doborze odpowiedniej diety?
Jakie Pana zdaniem ma znaczenie ogdlnodostepnosé i szerokie spozycie preparatéw probiotycznych
zawierajgcych bakterie mlekowe (Lactobacillus, Bifidobacterium) oraz produktdow spozywczych
fermentowanych na chorobe niedokrwienng serca? Czy wnioski ptyngce z meta-analizy w publikacji 2 oznaczajg
bezposredni zwigzek tych drobnoustrojow z jednostka chorobowa, czy moze jest to zbieg dwdch niezaleznych
sytuacji, czyli ze nawyki zywieniowe (spozycie pokarmow fermentowanych) sg jedynie efektem towarzyszacym,
a nie przyczyng choroby. Do tej pory twierdzilismy, ze taka dieta jest ze wszech miar pozyteczna dla utrzymania
dobrej kondycji zdrowotnej.

Podobne pytanie: Jaka dieta wedtug Pana bedzie korzystnie wptywaé na utrzymanie odpowiedniej proporcji
gtownych grup mikroflory jelitowej, czyli poszczegdlnych enterotypdw?

Czy wiadomo co$ o znaczgcym innych metabolitdw bakteryjnych niz te badane w pracy, na kondycje zdrowotng
cztowieka?

W czesci ,Wstep” brakuje zrodet pochodzenia Rycin 1-3.



OCENA METODOLOGICZNA

Co do formalnej strony dysertacji, Doktorant, zastosowat uktad oraz sposéb prezentacji odpowiedni dla cyklu
monotematycznego przyjety dla prac doéwiadczalr;ych w naukach medycznych. Dysertacja zawiera ogotem 98
stron i sktada sie z nastepujgcych czesci:

Streszczenie, Summary, Wstep, Cele i zatozenia projektu badawczego, Materiaty i Metody, Publikacje wchodzgce
w skiad rozprawy doktorskiej (strony 27-69), Podsumowanie wynikéw badan, Whnioski, Pismiennictwo z 38
anglojezycznymi pozycjami bibliograficznymi z listy JCR publikowanymi w ostatnich 20 latach, Nota Biograficzna
z podaniem Zrédta finansowania badan, Dorobek naukowy Doktoranta, Oswiadczenia Wspotautoréow
zamieszczone na stronach 80-93, Zataczniki zawierajgce kopie zgdd Komisji Bioetycznej, Wykaz zastosowanych
skrotéw.

Czytajac czes¢ opisowg, cel i metodologie pracy, stwierdzam, ze Kandydat posiada szerokg wiedze
specjalistyczng w tematyce klinicznych i mikrobiologicznych aspektéw choréb, a jednoczesnie potrafi klarownie
i przystepnie opisa¢ najwazniejsze elementy konieczne do wprowadzenia czytelnika w obszar teoretyczny i
praktyczny pracy. Rozdziat Materiaty i Metody sktada sie z 6 punktow, ktére dotyczyly gtownie badan opisanych
w artykule 1:

5.1. Charakterystyka badanej grupy pacjentow z uwzglednieniem uzyskania wymaganych zgdd komisji
bioetycznej

5.2. Opis poboru materiatu klinicznego od pacjentow (prébki katu i surowicy)

5.3. Oznaczenia pozioméw endotoksyny i indoksylu w surowicy badanych oséb

5.4. Metody zastosowane do analizy mikrobiomu jelit badanych oséb

5.5. Metody zastosowane w badaniach in vitro (hodowle linii komérkowych, zywotnos¢ i morfologia komérek,
roznicowanie monocytow w makrofagi, uzyskanie podtozy kondycjonowanych, stymulacja komérek HUVEC,
badania trombogennosci komérek srédbtonka)

5.6. Analizy statystyczne

Metodologia analiz poréwnawczych: meta-analiza i przeglad systematyczny dostepnych danych na temat zmian
mikroflory jelit w chorobach sercowo-naczyniowych, opisane zostaty w gtéwnej mierze w zataczonej publikacji
2.

Zatozenia pracy zostaty jasno przedstawione na bazie aktualnego stanu wiedzy i luk poznawczych positkujgc sie
bardzo dobrze dobrang literaturg anglojezyczng z listy JCR. Tekst pracy jest napisany starannie, jezykiem
poprawnym, przejrzystym i zrozumiatym, z wykorzystaniem poglgdowych rycin, w tym przedstawiajacych
wizualizacje planow badawczych, sposéb realizacji celéw i schemat eksperymentalny.
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Ocena pozostatego dorobku Kandydata
Poza opublikowanym cyklem prac monotematycznych, Pan Choroszy jest rowniez wspotautorem 7 prac
naukowych, w tym 4 opublikowanych w ang]ojezyc;:nych czasopismach z listy Journal Citation Report:

e Scientific Reports, 2022, 140 punktdw, IF (4,997)

e Sports Medicine, 2021, 200 punktow, IF (11,928)

e Virulence, 2021, 100 punktéw, IF (5,428)

e American Journal of Drug and Alcohol Abuse, 2020, 70 punktéw, IF (3,829)
Catosciowy punktowy dorobek publikacyjny Kandydata wynosi: Sumaryczny IF: 38,469 oraz Sumaryczna
punktacja MEiN: 765 pkt.
Doktorant byt aktywnie zaangazowany w zdobywanie finanséw na realizacje projektéw badawczych, miedzy
innymi w ramach funduszy dla wybitnych doktorantéw. W dorobku nie ma niestety informacji na temat
prezentacji wynikow przez Doktoranta na konferencjach naukowych.
Podsumowanie rozprawy doktorskiej - konkluzja
Podsumowujac przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorska Pana lek. Marcina Choroszy, stwierdzam, ze jest
to nowatorska praca badawcza, ktorej wyniki zostaty opublikowane w formie monotematycznego cyklu w
anglojezycznych czasopismach naukowych o wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF). Rozprawa zostata
napisana w sposob przejrzysty i zrozumiaty, z zachowaniem ciggtosci logicznej przeprowadzanych analiz i
wyciaganych wnioskéw oraz przy wykorzystaniu odpowiednich Zrédet literatury miedzynarodowe;j z listy JCR.
Kandydat wykazat sie duzymi umiejetnosciami stosowania metod i technik badawczych w zakresie wspotczesnej
metagenomiki, meta-analiz, statystyki oraz mikrobiologii i medycyny. Poza tym, pozostata aktywnos¢ naukowa,
w tym dorobek publikacyjny Doktoranta oraz efektywne zdobywanie finansow na realizacje badan przy
jednoczesnym realizowaniu stazy podyplomowych oraz rezydentury w dziedzinie kardiologii, zastuguja na
pochwate. Przedstawiona do oceny rozprawa, w moim przekonaniu, spetnia wymagania stawiane ustawowo
rozprawom doktorskim, dlatego przedktadam na rece Przewodniczacego Wysokiej Rady Naukowe] Dyscypliny
Nauki Medyczne, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, wniosek o dopuszczenie lek. Marcina Choroszy do
dalszych etapow procedury przewodu doktorskiego.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska odpowiada wymogom stawianym dysertacjom na stopien naukowy doktora,
okreslonym w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.).

Prof. dr hab. Zuzanna Drulis-Kawa
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