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1. STRESZCZENIE  

 

Choroby sercowo-naczyniowe, do których zaliczamy chorobę niedokrwienną 

serca, są obecnie jednymi z najistotniejszych chorób cywilizacyjnych, które dotykają 

miliony osób na całym świecie. Chorobę niedokrwienną serca charakteryzuje zaburzenie 

równowagi pomiędzy podażą, a zapotrzebowaniem mięśnia sercowego w tlen. 

Najczęstszą przyczyną zachwiania tej równowagi jest miażdżyca tętnic wieńcowych 

unaczyniających serce, której podłożem jest przewlekły proces zapalny. Stan ten 

prowadzi do rozwoju swoistych zmian w ścianie naczynia, tzw. blaszek miażdżycowych, 

które zwężają jego światło. Znanych jest wiele czynników ryzyka prowadzących do 

miażdżycy, a tym samym do choroby niedokrwiennej serca, np. nadciśnienie tętnicze, 

nikotynizm, czy dyslipidemia. W ostatnim okresie coraz większą uwagę badaczy zwraca  

potencjalny związek pomiędzy nieprawidłowym składem mikroflory jelitowej, czyli 

dysbiozą jelit a chorobami sercowo-naczyniowymi, w tym chorobą niedokrwienną serca. 

Od czasu, w którym termin „oś serce-jelito” na stałe pojawił się w literaturze naukowej, 

przedstawiono liczne dowody wskazujące na rolę dysbiozy jelit w rozwoju miażdżycy 

tętnic wieńcowych. Wyniki wielu badań wskazują, że metabolity nieprawidłowej flory 

jelit dostające się do krwiobiegu indukują przewlekły stan zapalny śródbłonka naczyń 

krwionośnych, który może promować bądź przyspieszać rozwój miażdżycy. Nadal nie są 

znane zmiany mikroflory jelit swoiście związane z chorobą niedokrwienną serca. Wiedza 

ta umożliwiłaby podjęcie badań interwencyjnych, np. wskazanie diety umożliwiającej 

korzystne zmiany składu mikroflory jelit lub określenie czy stosowane leki nie ulegają 

degradacji lub niepożądanej modyfikacji w jelicie pod wpływem zmienionej mikroflory. 

Stąd, szczegółowe poznanie zmian mikroflory jelit i jej roli w rozwoju różnych chorób, nie 

tylko sercowo-naczyniowych, ma ogromne znaczenie dla poprawy zdrowia całej 

populacji. Obecne metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS),  

np. sekwencjonowanie 16S rRNA, a także badania metabolomiczne mikroflory jelit 

umożliwiają bardzo dokładne określenie jej profilu, co w niedalekiej przyszłości zapewne 

umożliwi dokładną charakterystykę mikrobioty w chorobach sercowo-naczyniowych 

oraz wskaże kierunki terapii spersonalizowanej. 

Moja praca doktorska skupiła się na ocenie różnic profilu mikroflory jelit między 

osobami z chorobą niedokrwienną serca a osobami zdrowymi oraz na badaniach wpływu 

wybranych metabolitów bakteryjnych na komórki śródbłonka.  
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Przeprowadzony przeze mnie przegląd systematyczny literatury naukowej wraz  

z meta-analizą, którego wyniki zostały przedstawione w publikacji pt. „Human gut 

microbiota in coronary artery disease: A systematic review and meta-analysis”, umożliwiły 

mi określenie zmian profilu mikrobioty jelit w chorobach sercowo-naczyniowych, które 

mogą być związane z jej niekorzystnym wpływem na śródbłonek naczyniowy. Materiały 

włączone do przeglądu systematycznego pochodziły z 21 oryginalnych prac badawczych, 

jednak Autorzy tylko siedmiu z nich udostępnili dane konieczne do przeprowadzenia 

meta-analizy. Najważniejszą różnicą wykazaną w tych badaniach było znacznie 

zmniejszone zróżnicowanie mikroflory jelit u osób chorych (obniżone wskaźniki alpha   

i beta różnorodności), wyraźnie wskazujące na dysbiozę jelit u chorych. Główne różnice 

w składzie mikrobiomu u pacjentów z chorobą niedokrwienną serca dotyczyły 

zmniejszonej ilości bakterii z gromady Bacteroidetes i z rodziny Lachnospiraceae oraz 

wzrostu ilości bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, a także rodzaju Lactobacillus oraz 

Streptococcusw porównaniu do osób zdrowych. Wykazane zmiany składu i ilości 

mikrobioty jelit mogą stanowić potencjalny czynnik niekorzystnie wpływający na 

śródbłonek naczyniowy, co potwierdziły moje kolejne badania prezentowane  

w publikacji pt. „Co-toxicity of endotoxin and indoxyl sulfate, gut-derived bacterial 

metabolites, to vascular endothelial cells in coronary arterial disease accompanied by gut 

dysbiosis.”  

W ramach tych badań, metodą sekwencjonowania 16rRNA  przeanalizowany 

został skład mikroflory jelitowej 15 chorych z chorobą niedokrwienną serca 

hospitalizowanych w Wojewódzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wrocławiu oraz  

15 zdrowych ochotników. Wyniki tej analizy dały podstawę wyboru rodzaju i stężenia 

bakteryjnych metabolitów do badań in vitro na komórkach śródbłonka. Przeprowadzona 

analiza wykazała u osób z chorobą niedokrwienną serca, podobnie jak przegląd 

systematyczny z meta-analizą, znaczący spadek ilości Bacteroidetes oraz wzrost ilości 

Gram-ujemnych pałeczek jelitowych, będących źródłem endotoksyny (LPS) oraz indolu. 

Indol powstający w jelitach jest konwertowany w wątrobie do siarczanu indoksylu (IS)- 

toksycznego metabolitu, który po związaniu z albuminą osocza jest usuwany z organizmu 

przez nerki. Upośledzona funkcja nerek uniemożliwia prawidłowe usuwanie  

IS z organizmu, co prowadzi do kumulowania się tego związku w toksycznym stężeniu, 

stąd zaliczany jest do toksyn mocznicowych.   Poziom indoksylu, oznaczony w próbkach 

krwi pobranych od badanych osób chorych i zdrowych, był bardzo niski (ok. 13 μM), gdyż  
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z badań wyeliminowano pacjentów obciążonych chorobami nerek. W przeciwieństwie do 

indoksylu, poziom endotoksyny u chorych był znacząco wyższy niż u osób  

zdrowych– średni poziom endotoksyny w grupie chorych wynosił ok. 3 ng/ml, natomiast 

w grupie osób zdrowych poziom LPS był poniżej progu wykrywalności testu LAL 

zastosowanego w badaniach. Dotychczas nie badano wpływu niskich stężeń indoksylu 

oraz endotoksyny na śródbłonek naczyń krwionośnych, co było nowatorskim elementem 

moich badań, podobnie jak ocena współtoksyczności indoksylu i endotoksyny. Oba te 

metabolity w niskich stężeniach wywierały znaczący, szkodliwy wpływ na komórki 

śródbłonka, przejawiający się stresem oksydacyjnym, stanem zapalnym oraz zwiększoną 

trombogennością. Ponadto, stymulacja komórek śródbłonka endotoksyną i indoksylem 

potęgowała szkodliwy wpływ każdego z badanych metabolitów stosowanych osobno. 

Wyniki tych badań potwierdziły, że wzrost ilości pałeczek Gram-ujemnych z rodziny 

Enterobacteriaceae oraz ich potencjalnie toksycznych metabolitów, przy równoczesnym 

spadku korzystnie oddziałujących bakterii beztlenowych z gromady Bacteroidetes, może 

promować zmiany chorobowe w śródbłonku naczyniowym. 

Uzyskane wyniki badań stanowią znaczący wkład w rozwijającą się dziedzinę 

wiedzy, jaką są wzajemne relacje między organizmem człowieka a kolonizującymi go 

drobnoustrojami. 
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2. SUMMARY 

 

Cardiovascular diseases, including ischemic heart disease, are currently one of the 

most significant civilization diseases, affecting millions of people worldwide. An 

imbalance between the supply and demand of oxygen to the heart muscle characterizes 

ischemic heart disease. The main cause of this imbalance is atherosclerosis of the 

coronary arteries, which is the result of a chronic inflammatory process that causes 

abnormal changes in the vessel wall, called atherosclerotic plaques, which narrow its 

lumen. Many risk factors, such as hypertension, nicotinism, and dyslipidemia, are known 

to lead to atherosclerosis. The potential link between an abnormal composition of the 

intestinal microflora, i.e., gut dysbiosis, and cardiovascular disease, including ischemic 

heart disease, has recently attracted increasing research attention. As the concept of the 

heart-gut axis has become more commonly recognized in the scientific literature,  

a number of studies have demonstrated the role of gut dysbiosis in coronary artery 

atherosclerosis. Numerous studies indicate that metabolites of abnormal intestinal flora 

entering the bloodstream induce chronic inflammation of the vascular endothelium, 

which can promote or accelerate the development of atherosclerosis. 

Nevertheless, changes in the gut microflora associated explicitly with ischemic 

heart disease are still unknown. Through this knowledge, intervention studies could be 

conducted, for example, to identify a diet that will improve the composition of intestinal 

microflora or to determine whether the drugs administered are degraded or undesirable 

modified in the intestine by the altered microflora, leading to a loss of activity in the 

body.Hence, a detailed understanding of changes in the gut microflora and its role in the 

development of various diseases, not just cardiovascular diseases, is of great importance 

for improving the general population's health. Current next-generation sequencing (NGS) 

methods, such as 16S rRNA sequencing and metabolomic studies of the intestinal 

microflora, make it possible to determine its profile in great detail, which will probably 

enable accurate characterization of the microbiota in cardiovascular diseases and provide 

directions for personalized therapy. 

My dissertation focused on evaluating the differences in the gut microbiota profile 

between people with ischemic heart disease and healthy individuals and studying the 

effects of selected bacterial metabolites on endothelial cells.  

A systematic review of the scientific literature I have conducted and a meta-

analysis is presented in the publication titled "Human gut microbiota in coronary artery 
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disease: A systematic review and meta-analysis" enabled me to identify changes in the gut 

microbiota profile in cardiovascular disease that may be related to its adverse effects on 

the vascular endothelium. The materials included in the systematic review came from  

21 original research papers, but only 7 authors provided us with the data necessary for 

the meta-analysis. This study showed that patients with coronary artery disease had 

significantly reduced intestinal microbiota diversity (reduced alpha and beta diversity 

indices), clearly indicating intestinal dysbiosis. The main differences in the composition 

of the microbiome in patients with coronary artery disease were a decreased number of 

bacteria from the Bacteroidetes cluster and the Lachnospiraceae family and an increase in 

the number of bacteria from the Enterobacteriaceae family, as well as the Lactobacillus 

and Streptococcus genera, compared to healthy subjects. The demonstrated changes in the 

composition and quantity of the intestinal microbiota may be a potential factor adversely 

affecting the vascular endothelium, confirmed by my subsequent research in the 

publication "Co-toxicity of endotoxin and indoxyl sulfate, gut-derived bacterial 

metabolites, to vascular endothelial cells in coronary arterial disease accompanied by gut 

dysbiosis." 

As part of this study, the composition of the intestinal microflora of 15 patients 

with ischemic heart disease hospitalized at the Regional Specialist Hospital in Wroclaw 

and 15 healthy volunteers was analyzed by 16 rRNA sequencing. The results of this 

analysis provided the basis for selecting the type and concentration of bacterial 

metabolites for in vitro studies on endothelial cells. The research showed a significant 

decrease in Bacteroidetes and an increase in Gram-negative Enterobacteriaceae, a source 

of endotoxin (LPS) and indole, in subjects with ischemic heart disease, as did a systematic 

review with meta-analysis. Indole formed in the intestines is converted in the liver to 

indoxyl sulfate, a toxic metabolite that kidneys remove from the body after binding to 

plasma albumin. This compound, at high concentrations, damages the kidneys (hence is 

termed uremic toxin) and is primarily associated with kidney disease. The level of indoxyl, 

determined in blood samples taken from sick and healthy subjects, was very low (about 

13 uM) since ill and healthy subjects with any kidney disease were eliminated from the 

study. In contrast to indoxyl, the endotoxin level in the patients was significantly higher 

than in the healthy subjects - the average endotoxin level in the patient group was about 

3 ng/ml, while in the healthy subjects, the LPS level was below the detection threshold of 

the LAL test used in the study. So far, the effects of low concentrations of indoxyl and 
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endotoxin on the vascular endothelium have not been studied, which was a novel element 

of my research, as was the evaluation of the co-toxicity of indoxyl and endotoxin. Both of 

these metabolites at low concentrations exerted significant deleterious effects on 

endothelial cells, manifested by oxidative stress, inflammation, and increased 

endothelium thrombogenicity. In addition, stimulation of endothelial cells with endotoxin 

and indoxyl potentiated the harmful effects of each tested metabolite used separately. 

This study's results confirmed an increase in Gram-negative bacilli of the 

Enterobacteriaceae family and their potentially toxic metabolites, accompanied by  

a decrease in beneficial anaerobic bacteria of the Bacteroidetes cluster, which can promote 

vascular endothelial lesions. 

The study results significantly contribute to the growing field of knowledge, the 

interrelationship between the human body and the microorganisms that colonize it. 
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3.WSTĘP 

3.1. Rozwój miażdżycy naczyń krwionośnych 

Miażdżyca tętnic jest przewlekłym procesem zapalnym, który prowadzi do 

powstawania charakterystycznych, lokalnych zmian w ścianach naczyń, tzw. blaszek 

miażdżycowych. Blaszka miażdżycowa zbudowana jest z lipidowego rdzenia  

i pokrywającej go włóknistej powłoki. W początkowym okresie złogi miażdżycowe 

przemieszczają się pod warstwę śródbłonka i wraz z powiększaniem swoich rozmiarów 

stopniowo zwężają światło naczynia, zaburzając prawidłowe ukrwienie mięśnia 

sercowego. Proces rozwoju blaszki miażdżycowej trwa latami i jest bezobjawowy. Jednak 

z czasem, stan ten ulega progresji do odczuwanych przez chorego objawów, z których 

najbardziej znamiennym jest ból w klatce piersiowej. Zmiany zapalne w tętnicach 

powstają wieloetapowo i są związane z charakterystyczną budową ściany naczyń [1,2].  

Ściana tętnic składa się z trzech warstw: wewnętrznej, tworzonej przez komórki 

śródbłonka, środkowej- zbudowanej z błony sprężystej i okrężnie ułożonych komórek 

mięśni gładkich, zawieszonych w bogatej we włókna kolagenowe macierzy 

międzykomórkowej oraz zewnętrznej, tzw. przydanki, obejmującej włókna sprężyste  

i kolagenowe zakotwiczające ścianę naczynia do tkanki łącznej, zawierającej fibroblasty, 

komórki tuczne oraz komórki mięśniówki gładkiej (Ryc.1).  

 

Ryc.1 Schemat budowy ściany tętnicy. 

 

Pojedyncza warstwa komórek śródbłonka, mająca bezpośredni kontakt z krwią, 

odgrywa główną rolę w początkowych etapach rozwoju miażdżycy. Prawidłowy 

śródbłonek tworzy barierę nieprzepuszczalną dla większości wielkocząsteczkowych 

związków transportowanych przez krew, np. lipoprotein o niskiej gęstości (LDL). 

Kluczową rolą śródbłonka jest utrzymywanie równowagi pomiędzy procesami 
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krzepnięcia i antykoagulacji, dzięki syntezie różnych związków o charakterze 

przeciwzakrzepowym, np. siarczanu heparanu obecnego na powierzchni komórek oraz 

uwalnianemu do krwi tlenkowi azotu. Tlenek azotu posiada również działanie 

rozszerzające naczynia krwionośne, dzięki czemu zapewnia prawidłowy przepływ krwi 

w naczyniach. Poza tym, śródbłonek aktywnie uczestniczy w procesach 

immunologicznych poprzez ekspresję receptorów zaangażowanych w odpowiedź 

immunologiczną oraz sekrecję cytokin i chemokin pro- i anty-zapalnych, a także 

aktywność fagocytarną krążących makromolekuł [3]. Ekspozycja śródbłonka na działanie 

sił mechanicznych (przepływ krwi pod ciśnieniem) lub związków chemicznych 

(toksyczne metabolity, wolne rodniki) może prowadzić do jego dysfunkcji [4,5]. 

Pierwszym etapem tworzenia blaszki miażdżycowej jest dysfunkcja komórek 

śródbłonka, która obejmuje zmiany metaboliczne, morfologiczne i czynnościowe 

komórek. Aktywowane zapalnie komórki śródbłonka zmieniają swój kształt, co wpływa 

na utratę ciągłości bariery błony wewnętrznej i ułatwia penetrację lipoprotein osocza  

w głąb ściany naczynia. Ponadto, dysfunkcyjny śródbłonek zwiększa ekspresję na swojej 

powierzchni cząstek adhezyjnych, np. VCAM-1, ICAM-1, selektyny E i selektyny P,  

promujących przyleganie i penetrację leukocytów do wewnętrznej warstwy naczyń, która 

staje się trombogenna. Dodatkowo, komórki śródbłonka uwalniają szereg cytokin  

i chemokin prozapalnych, m.in. IL-1, IL-6, TNF-α, MCP-1, indukujących różnicowanie 

napływających monocytów do makrofagów o fenotypie prozapalnym (M1),                      

o zwiększonej zdolności fagocytarnej. Produkowana przez aktywowane komórki 

śródbłonka chemokina MCP-1 jest silnym chemoatraktantem dla monocytów. 

Aktywowane makrofagi M1 fagocytują złogi lipidów w błonie zewnętrznej  

i przekształcają się w tzw. makrofagi piankowate, które cechują liczne kropelki lipidów  

w cytoplazmie. Nagromadzone cząsteczki lipidów ulegają modyfikacjom chemicznym,  

w których kluczową rolę odgrywa ich utlenienie, indukujące stres oksydacyjny. Cząsteczki 

utlenionego LDL (oxy–LDL) stymulują komórki śródbłonka do produkcji kolejnych 

cytokin prozapalnych, które działają jako silne chemoatraktanty, przyciągając krążące we 

krwi monocyty. Monocyty przylegają do powierzchni komórek śródbłonka i penetrują 

ścianę naczynia pod postacią makrofagów. Makrofagi te uczestniczą w fagocytozie 

cząsteczek oxy–LDL oraz komórek piankowatych, które ostatecznie ulegają apoptozie. 

Zmodyfikowane makrofagi syntetyzują płytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF; platelet-

derived growth factor), wzmagający proliferację komórek mięśni gładkich i syntezę 
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macierzy pozakomórkowej, która tworzy włóknistą pokrywę, otaczającą blaszkę od 

zewnątrz i zapewniającą jej stabilność (ryc. 2) [6–8].  

Wśród licznych czynników indukujących rozwój zmian miażdżycowych takich jak 

hiperlipidemia, nadciśnienie oraz cukrzyca, coraz częściej wymieniana jest mikroflora  

 jelit [9]. 

 

Ryc. 2 Schemat powstawania blaszki miażdżycowej. Opis w tekście. 
 

3.2. Rola mikroflory jelit w chorobach sercowo-naczyniowych 

Mikroflora (mikrobiota) jelit, reprezentowana przez wszystkie grupy 

drobnoustrojów, tj. wirusy, bakterie, grzyby i pierwotniaki, stanowi niezwykle złożony, 

kompleksowy ekosystem odgrywający ważną rolę w utrzymaniu homeostazy naszego 

organizmu.  Drobnoustroje tworzące mikrobiotę w warunkach zdrowia pozostają  

w określonych wzajemnych interakcjach oraz stosunkach ilościowych, co wpływa na 

regulację procesów fizjologicznych i metabolicznych przewodu pokarmowego,  

np. perystaltykę jelit, absorpcję składników odżywczych, transport jonów i utrzymanie 

bariery nabłonka jelita [10,11]. Skład i aktywność metaboliczną mikrobioty jelit reguluje 

szereg czynników endogennych, np. hormony, enzymy trawienne, żółć oraz egzogennych, 

z których najważniejszą rolę pełni dieta. Prawidłowa dieta, dostarczająca odpowiednią 

ilość niefermentowanych w przewodzie pokarmowych człowieka węglowodanów, 

zawartych w roślinach oraz nienasyconych kwasów tłuszczowych, utrzymuje delikatną 

równowagę mikrobioty. Poza dietą, na prawidłowy profil mikrobioty wpływ ma wiele 

innych czynników np. wiek, aktywność fizyczna, profil genetyczny osobnika, 
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przyjmowane leki (szczególnie antybiotyki), stres, a nawet zamieszkiwany obszar 

geograficzny czy zanieczyszczenie środowiska [12,13].  

Dysbiozę jelit cechuje zmieniona liczebność i zróżnicowanie gatunków bakterii 

kolonizujących jelito, co koreluje ze zmienionym profilem metabolicznym mikrobioty. 

Obserwowana w dysbiozie przewaga potencjalnie patogennych gatunków bakterii 

komensalnych, tzw. patobiontów, prowadzi do wzrostu ilości prozapalnych antygenów, 

tzw. PAMP (pathogen associated molecular pattern), wykrywanych przez swoiste 

receptory komórkowe rozmieszczone na powierzchni niemal wszystkich komórek 

organizmu człowieka, tzw. PRR (pattern recognition receptor), do których należą  

m.in. receptory TLR. Interakcja bakteryjnych antygenów PAMP z receptorami PRR 

indukuje stan zapalny jelit, który rozszczelnia barierę nabłonka jelita, prowadząc do 

translokacji bakteryjnych metabolitów do krwiobiegu. Przeciekające do krwi bakteryjne 

metabolity indukują ogólnoustrojowy, przewlekły stan zapalny, związany z patogenezą 

zaburzeń metabolicznych obserwowanych m.in. w cukrzycy typu 2, niealkoholowym 

stłuszczeniu wątroby, oraz w wielu chorobach pozornie niezwiązanych z dysbiozą jelit, 

jak choroby neurodegeneracyjne i nowotworowe [14–17].  

W rozwoju chorób sercowo-naczyniowych szczególna rola przypisywana jest 

metabolitom bakteryjnym o udowodnionym działaniu toksycznym dla komórek 

śródbłonka w badaniach in vitro oraz in vivo na modelu zwierzęcym. Do proaterogennych 

metabolitów zaliczany jest dobrze scharakteryzowany tlenek trimetyloaminy (TMAO), 

który indukuje stres oksydacyjny w śródbłonku i zwiększa jego trombogenność [18]. 

Podobnie szkodliwy wpływ na komórki śródbłonka naczyń krwionośnych wywiera 

indoksyl, wątrobowy metabolit bakteryjnego indolu. Indoksyl usuwany jest z krążenia 

poprzez filtrację nerkową, stąd u chorych z zaburzoną funkcją nerek, metabolit ten osiąga 

we krwi wysokie stężenia, toksyczne dla śródbłonka naczyń krwionośnych [19]. Poza 

metabolitami, dysbioza przyczynia się do przeciekania do krwiobiegu bakteryjnych 

antygenów, z których endotoksyna (lipopolisacharyd, LPS) pełni istotną rolę  

w indukowaniu ogólnoustrojowego stanu zapalnego [20]. 

Bakterie wchodzące w skład mikrobioty jelitowej można podzielić na cztery 

najważniejsze gromady: : Bacteroides, Firmicutes, Proteobacteria i Actinobacteria [21]. 

Dysbioza jelit związana ze wzrostem liczebności jednej z gromad np. obejmujących 

bakterie Gram-ujemne, będące źródłem endotoksyny i spadkiem liczebności innej 

gromady np. obejmującej bakterie Gram-dodatnie, będące producentami korzystnych dla 
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człowieka krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych (SCFA). Taki stan powoduje 

spadek SCFA oraz wzrost poziomu endotoksyny w krwiobiegu- endotoksemię [22].   

Dotychczasowe wyniki multiomicznych badań, wykorzystujących nowoczesną 

technologię sekwencjonowania, wskazują, że miażdżycy naczyń krwionośnych 

towarzyszą zmiany dysbiotyczne mikrobioty jelit, obejmujące spadek liczebności bakterii 

z gromady Bacteroides przy równoczesnym wzroście liczebności bakterii z gromady 

Firmicutes [23,24]. 
 

3.3. Wpływ metabolicznej endotoksemii na śródbłonek naczyniowy 

W ostatnich latach znacząco wzrosła liczba badań wskazujących na rolę 

metabolicznej endotoksemii w rozwoju chorób sercowo-naczyniowych i miażdżycy 

naczyń krwionośnych [22,25]. 

Endotoksemia metaboliczna definiowana jest jako niewielki wzrost poziomu LPS 

w osoczu (2-3-krotny wzrost ponad poziom wykrywany u osób zdrowych), który 

towarzyszy diecie o wysokiej zawartości tłuszczów nasyconych [26,27].  

W przeciwieństwie do ostrej endotoksemii, związanej z bakteryjnym zakażeniem krwi, 

np. bakteriemią i sepsą, metaboliczna endotoksemia charakteryzuje się obecnością 

niskiego poziomu LPS we krwi (<10 ng/ml) i podostrym,  ogólnoustrojowym stanem 

zapalnym, prowadzącym ostatecznie do rozwoju szeregu chorób [28,29]. Endotoksyna 

może być produkowana przez bakterie zasiedlające różne okolice organizmu człowieka, 

np. przez mikrobiotę jamy ustnej, jednak jej głównym źródłem we krwi jest mikrobiota 

jelitowa [25]. 

Metaboliczna endotoksemia indukowana jest przede wszystkim dietą 

wysokotłuszczową i wiąże się ze wzrostem przepuszczalności bariery jelitowej oraz 

pasażem endotoksyny i innych metabolitów bakteryjnych do krążenia [27]. Na rozwój 

metabolicznej endotoksemii ważny wpływ mają nasycone kwasy tłuszczowe pochodzące 

z diety i wchłaniane z jelita do krążenia, które podobnie do endotoksyny, indukują stan 

zapalny śródbłonka naczyń krwionośnych [30]. W badaniach na zwierzętach wykazano, 

że tłuszcze pokarmowe ułatwiają translokację endotoksyny z jelita do krążenia dzięki jej 

wiązaniu przez chylomikrony powstające w obrębie enterocytów [31,32]. Enterocyty 

nabłonka jelita internalizują endotoksynę z powierzchni apikalnej i transportują ją do 

aparatu Golgiego, gdzie powstają chylomikrony, w które wbudowywany jest LPS. Z uwagi 

na to, że LPS ma wysokie powinowactwo do chylomikronów, ich powstawanie sprzyja  

wchłanianiu endotoksyny i jej transportowi do układu limfatycznego jelita cienkiego,  
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a następnie do krążenia przez przewód piersiowy [31,33,34]. Lipoliza chylomikronów  

w krążeniu sprzyja uwalnianiu LPS, który następnie jest wiązany  

z glikoproteinami CD14 krążącymi w surowicy lub związanymi z powierzchnią komórek 

immunologicznych, tj. monocytów/makrofagów poprzez białko wiążące lipopolisacharyd 

(LBP; lipopolysaccharide-binding protein) [32]. Kompleks LPS-LBP-CD14 wchodzi  

w interakcję z receptorem TLR4 prezentowanym na monocytach/makrofagach, a także 

komórkach śródbłonka, inicjując syntezę i sekrecję cytokin prozapalnych, m.in. IL-1, IL-6, 

IL-8, TNFα (Ryc. 3) [32].  

 

Ryc. 3. Indukowana endotoksyną aktywacja szlaku prozapalnego w monocytach  

i komórkach śródbłonka.  

 

Metaboliczna endotoksemia ma niekorzystny wpływ na śródbłonek naczyń 

krwionośnych przede wszystkim u osób otyłych, u których endotoksemia koreluje  

z poposiłkową, skumulowaną chylomikronemią, wzrastającą wraz z ilością spożywanego 

tłuszczu [32]. Stąd, spożywanie posiłków wysokotłuszczowych przez długi okres 

ostatecznie prowadzi do hiperlipidemii, stale podwyższonego poziomu LPS we krwi  

i rozwoju chronicznego stanu zapalnego śródbłonka naczyń krwionośnych, który 

bezpośrednio przyczynia się do rozwoju blaszek miażdżycowych [35].  



17 
 
 

4. CELE I ZAŁOŻENIA PROJEKTU BADAWCZEGO  

 

Wzrost zainteresowania rolą drobnoustrojów kolonizujących organizm człowieka  

w rozwoju różnych chorób stał się platformą wielokierunkowych badań na tym polu. 

Temat wpływu mikrobioty jelit na rozwój chorób sercowo-naczyniowych, biorąc pod 

uwagę częstość ich występowania, jest szczególnie ważny. Dodatkowo, z uwagi na 

podnoszoną od dawna rolę prawidłowej diety w patomechanizmie tych chorób, udział 

drobnoustrojów kolonizujących jelita człowieka i aktywnie uczestniczących  

w metabolizmie składników pokarmowych jest w pełni uzasadniony. Dieta jest 

kluczowym elementem kształtującym mikrobiotę jelit, jej skład i aktywność 

metaboliczną. Co więcej, jest to jeden z modyfikowalnych czynników ryzyka 

odgrywających znaczącą rolę w chorobach sercowo-naczyniowych.  

Pomimo że wiele badań potwierdza udział drobnoustrojów jelitowych w rozwoju 

chorób sercowo-naczyniowych, nadal niewiele wiadomo o realnym wpływie mikrobioty 

jelit na patomechanizm tych chorób.  Z całą pewnością zmiany wzajemnych proporcji 

grup drobnoustrojów, nierozerwalnie związane ze zmianami ich aktywności 

metabolicznej, indukują szereg zmian w organizmie człowieka.  

 

Celem podjętych badań była analiza porównawcza mikrobiomu jelit osób 

 z chorobą niedokrwienną serca i osób zdrowych oraz ocena wpływu wybranych 

metabolitów bakteryjnych na komórki śródbłonka naczyń krwionośnych. 

 

Realizacja celu pracy składała się z dwóch części, z których każda obejmowała dwa etapy: 

 

1. a) analiza mikrobiomu jelit osób z chorobą niedokrwienną serca i osób zdrowych  

b) analiza porównawcza uzyskanych wyników sekwencjonowania mikrobiomu  

z dostępnymi danymi na temat zmian mikrobiomu jelit w chorobach sercowo-

naczyniowych  

 

2. a) wpływ wybranych na podstawie wyników analizy mikrobiomu metabolitów 

bakteryjnych na komórki śródbłonka - badania in vitro  
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 4.1. Analiza mikrobiomu jelit osób z chorobą niedokrwienną serca i osób 

zdrowych 

a) analizę mikrobiomu jelit badanych chorych i zdrowych wykonano metodą biologii 

molekularnej, która opiera się na łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) z amplifikacją 

bakteryjnego 16S rRNA. Metoda ta pozwala na zbadanie genomu mikrobioty danego 

ekosystemu, np. jelit, a następnie porównanie uzyskanych danych z dostępnymi 

bibliotekami genomowymi wszystkich znanych drobnoustrojów. Analiza komputerowa 

uzyskanych danych umożliwia więc poznanie genów drobnoustrojów tworzących dany 

ekosystem.  

b) analizę porównawczą stanowiły: meta-analiza i przegląd systematyczny dostępnych 

danych na temat zmian mikroflory jelit w chorobach sercowo-naczyniowych. 

Porównywanie genomów bakteryjnych (mikrobiomów) między badanymi grupami,  

np. chorymi a zdrowymi, umożliwia ustalenie różnic składu mikroflory jelit, które mogą 

indukować w organizmie zmiany chorobowe. 

  

4.2. Wpływ wybranych metabolitów na komórki śródbłonka naczyń 

krwionośnych– badania in vitro 

a) do badań in vitro na śródbłonku naczyniowym wybrano endotoksynę oraz siarczan 

indoksylu (indykan), będący wątrobowym metabolitem indolu wytwarzanego przez 

bakterie jelitowe. Wybór metabolitów był podyktowany zwiększonym występowaniem  

u osób chorych bakterii z gromady Proteobacteria, stanowiących najczęstszą przyczynę 

endotoksemii. Indoksyl został wybrany ze względu na swoją toksyczność dla komórek 

śródbłonka oraz ze względu na fakt, że jest częstym metabolitem Proteobacteria. Stężenia 

obu metabolitów do badań zostały wybrane na podstawie ich średniego stężenia  

w próbkach surowicy badanych chorych oraz w stężeniach 10-krotnie wyższych w celu 
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potwierdzenia swoistości ich wpływu na komórki śródbłonka. Badania na komórkach 

śródbłonka obejmowały wybrane parametry komórkowe: żywotność i morfologię, 

poziom wytwarzanych wolnych rodników tlenowych oraz wybrane cechy swoiste dla 

trombogennych komórek tj., poziom prezentowanej E-selektyny, adhezję monocytów  

i poziom uwalnianej chemokiny prozapalnej MCP-1, będącej chemoatraktantem dla 

monocytów. Nowatorskim podejściem w tych badaniach była ocena bezpośredniego  

i pośredniego wpływu (z zastosowaniem podłoży kondycjonowanych znad makrofagów) 

każdego metabolitu z osobna oraz w połączeniu (badanie współtoksyczności) na 

śródbłonek naczyniowy, co przybliżyło model badawczy do sytuacji in vivo.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Bezpośredni wpływ odzwierciedla oddziaływanie badanych metabolitów krążących we 

krwi na komórki śródbłonka naczyń krwionośnych. 

Pośredni wpływ odzwierciedla interakcję metabolitów krążących we krwi  

z leukocytami, które w odpowiedzi syntetyzują i wydzielają cytokiny, chemokiny, czynniki 

wzrostu i inne metabolity, oddziałujące na komórki śródbłonka naczyń krwionośnych. 

 

 

  



20 
 
 

5. MATERIAŁY I METODY 

5.1. Charakterystyka badanej grupy pacjentów 

Grupę badaną stanowiło 15 pacjentów z chorobą niedokrwienną serca i 15 zdrowych 

ochotników. Choroba niedokrwienna serca była potwierdzona przy użyciu 

koronarografii, a do badania zakwalifikowano osoby z co najmniej 50% zwężeniem 

światła jednego lub wielu naczyń. Uczestnicy badania zostali zrekrutowani spośród 

pacjentów Oddziału Kardiologicznego Wojewódzkiego Szpitala Specjalistycznego we 

Wrocławiu w okresie od marca do września 2020r. Kryteria wyłączenia obejmowały: 

choroby nerek definiowane jako wzrost poziomu kreatyniny >2mg/dl, choroby 

nowotworowe, choroby wątroby, aktywne choroby zakaźne i stosowanie antybiotyków 

w ciągu czterech tygodni przed pobraniem próbek. Wszyscy uczestnicy badania wyrazili 

pisemną zgodę, badanie przestrzegało wytycznych Deklaracji Helsińskiej i zostało 

zatwierdzone przez Komisję Bioetyczną Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu 

(numer autoryzacji KN-209/2020). 

5.2. Próbki kału i surowicy 

Od wszystkich uczestników badania pobrano próbki kału oraz krwi. Pobierane 

sukcesywnie materiały w  ciągu 4 godz. były dostarczone do laboratorium (próbki po 

pobraniu oraz podczas transportu przechowywano w temp. lodówki). W laboratorium, 

próbki kału były rozporcjowane i zamrażane w temp. – 80°C. Próbki krwi pobierano do 

suchej sterylnej probówki lub probówki z antykoagulantem w celu uzyskania osocza.  

W zależności od stopnia wykrzepiania, próbki krwi były odwirowywane lub umieszczane  

w inkubatorze o temperaturze 37°C, aby wykrzepić włóknik. Następnie, pobierano 

surowicę znad skrzepu krwi, która była rozdzielana na mniejsze porcje i zamrażana  

w temperaturze -80°C.  

5.3. Oznaczenia poziomów endotoksyny i indoksylu w surowicy badanych osób 

Poziom LPS w badanych próbkach oznaczano chromogennym testem LAL, po 

ogrzaniu próbek osocza w celu usunięcia nieswoistych inhibitorów reakcji. Poziom 

siarczanu indoksylu oznaczono gotowym testem immunoenzymatycznym Indoxyl 

Sulphate ELISA kit, pozwalającym wykryć ten związek w osoczu i w surowicy. Oba testy 

wykonano zgodnie z dołączonymi instrukcjami producentów. 
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5.4. Metody zastosowane do analizy mikrobiomu jelit badanych osób 

Z próbek kału izolowano DNA stosując kit firmy Qiagen (QIAamp DNA Stool Mini 

Kit) zgodnie z instrukcją producenta. Sekwencjonowanie i amplifikację hiperzmiennego 

regionu V3-V4 rybosomalnego RNA (rRNA) wykonała jako usługę zewnętrzną firma 

Genomed. Ilościową amplifikację w reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie 

rzeczywistym przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Produkty amplifikacji po 

oczyszczeniu poddawano pirosekwencjonowaniu przy użyciu systemu MiSeq (Illumina, 

San Diego, CA, USA). Analizę uzyskanych wyników przeprowadzono przy użyciu 

środowiska Snakemake, z wykorzystaniem algorytmów cutadapt, USEARCH3, phyloseq 

object, decipher idtaxa, z bazą SILVA jako referencyjną bazą danych.  

 

5.5. Metody zastosowane w badaniach in vitro 

5.5.1. Hodowle linii komórkowych 

Badania wykonano na pierwotnej, unieśmiertelnionej linii komórkowej ludzkich 

komórek śródbłonka HUVEC (nr. kat. C-015-10C; ThermoFisher Scientific). Komórki 

hodowano w dedykowanym dla komórek śródbłonka podłożu EGMTM (Endothelial Cell 

Growth Medium-2  bullet kitTM  z suplementami: hydrokortyzon, hFGF, VEGF, R3-IGF, 

kwas askorbowy, hEGF, heparyna; Lonza, Polska). Hodowlę prowadzono w butelkach do 

hodowli komórkowych opłaszczonych kolagenem (Rat tail collagen type I; Sigma-Merc) 

w stężeniu 10 µg/cm2, w atmosferze 5% CO2, temperaturze 37°C. Podłoże hodowlane 

zmieniano co 48 godzin. Do eksperymentów komórki trypsynizowano (Trypsyna-EDTA 

0,25%; ThermoFisher Scientific), odwirowywano (1000 rpm, 10 min, 4°C) i ustalano 

gęstość zawiesiny komórek.  Komórki wsiewano następnie do dołków płytek 

nieopłaszczanych kolagenem w ilości 4x105 komórek/ml. Ponadto, aby wyeliminować 

wpływ czynników wzrostu obecnych w podłożu hodowlanym na wyniki badań, do 

wszystkich eksperymentów komórki zawieszano w podłożu hodowlanym M199 

wzbogaconym 20% surowicą i preinkubowano przez 24 godz. Dodatek wysokiego 

stężenia surowicy był podyktowany użyciem w badaniach LPS, który do aktywacji 

receptora TLR4 na komórkach wymaga związania z surowiczym białkiem wiążącym 

endotoksynę, tj. LBP oraz glikoproteiny CD14. W doświadczeniach wymagających 

barwienia komórek, komórki HUVEC hodowano w płytkach 24-dołkowych  

z umieszczonymi w dołkach sterylnymi, okrągłymi szkiełkami o średnicy 13 mm.  
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Drugą linią komórkową zastosowaną w badaniach była linia ludzkich monocytów 

THP-1 (nr. kat. EP-CL-0233; ELABScience) hodowana w podłożu RMPI-1640 

(ThermoFisher Scientific) z dodatkiem 10% inaktywowanej płodowej surowicy bydlęcej 

oraz antybiotykami: penicyliną i streptomycyną (ThermoFisher Scientific).  

Gęstość zawiesiny komórek ustalano w kamerze Bürkera po barwieniu błękitem 

trypanu, który barwi martwe, uszkodzone komórki na niebiesko. W przypadku 

nieadherentnych komórek linii THP-1 gęstość zawiesiny komórek ustalano tak jak dla 

komórek śródbłonka z pominięciem trypsynizacji.  

We wszystkich oznaczeniach komórki przed stymulacją płukano buforem 

fosforanowym (PBS) o pH 7.2 lub roztworem  HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) o tej 

samej wartości pH. Oba roztwory do płukania były przed użyciem ogrzewane do temp. 

37°C lub, jak wskazano w opisie testu, schłodzone w temp. lodówki (4°C). 

 

5.5.2. Żywotność i morfologia komórek 

Żywotność i proliferację komórek obu linii komórkowych, tj. HUVEC i THP-1 

oznaczano w reakcji z MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide). Zawiesinę komórek (o gęstości 4x105 komórek/ml) wsiewano do dołków  

96-dołkowej płytki hodowlanej i inkubowano do następnego dnia, po czym stymulowano 

przez 18 godz. badanymi metabolitami w wybranych stężeniach, tj. endotoksyna (LPS):  

3 ng/ml i 30 ng/ml, indoksyl (IS): 13 µM i 130 µM oraz LPS+IS w niskich stężeniach  

tj. 3 ng LPS + 13 µM IS oraz 10-krotnie wyższymi stężeniami, opisanymi jako wysokie, 

tj. 30 ng/ml LPS + 130 µM IS w celu potwierdzenia swoistego wpływu badanych 

związków.  Po stymulacji komórek, zbierano podłoże hodowlane i dodawano świeże 

podłoże zawierające 5 mg/ml MTT. Płytki z komórkami inkubowano następnie 3 godz.  

w 37°C, w atmosferze wzbogaconej w 5% CO2. Podczas inkubacji żywe komórki 

metabolizują MTT do fioletowych kryształów formazanu. Po inkubacji, ponownie 

zbierano podłoże hodowlane a powstałe kryształy formazanu rozpuszczano przez 

dodanie do dołków po 120 µl DMSO (dimethyl sulfoxide). Po 10-minutowym wytrząsaniu 

płytki w celu całkowitego rozpuszczenia  kryształów, powstały barwny roztwór  

(w objętości 100 µl) przenoszono do dołków nowej płytki i dokonywano 

spektrofotometrycznego (Spektrofotometr UV/VIS 340) pomiaru intensywności barwy 

przy długości fali 570 nm. Pomiary intensywności barwy odnoszono do komórek 

niestymulowanych, które traktowano jako kontrolę ujemną (100% żywotności 
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komórek). Natężenie barwy koreluje z żywotnością i ilością komórek – im więcej 

komórek, tym intensywniejsze zabarwienie. 

W celu oceny zmian morfologii komórek stymulowanych badanymi metabolitami 

komórki HUVEC posiewano do dołków 24-dołkowych płytek ze szkiełkami. Po stymulacji 

i trzykrotnym płukaniu w PBS, komórki utrwalano 2% roztworem zbuforowanej 

formaliny przez 10 min. Po czterokrotnym płukaniu, komórki traktowano przez 5 min 

0.5% roztworem Trition X-100 w PBS w celu rozszczelnienia błon komórkowych, aby 

umożliwić penetrację barwnika do cytoplazmy komórek. Po następnym czterokrotnym 

płukaniu w PBS, do komórek dodawano PBS z falloidyną znakowaną izotiocyjanianem 

fluoresceiny (falloidyna-FITC; 50 µg/ml) i inkubowano w ciemności przez 40 min. 

Falloidyna-FITC barwi cytoszkielet aktynowy komórek. Po dwukrotnym odpłukaniu 

niezwiązanej falloidyny-FITC, do komórek dodawano na 5 min DAPI (1 µg/ml w PBS),  

tj. barwnik, który wbudowując się w DNA jądra komórkowego emituje niebieską 

fluorescencję. Następnie szkiełka z komórkami wyciągano z dołków, umieszczano na 

szkiełku podstawowym i po wysuszeniu oglądano w mikroskopie fluorescencyjnych 

(Olympus BX51). Morfologię komórek dokumentowano zdjęciami z co najmniej trzech pól 

widzenia. 

 

5.5.3. Różnicowanie monocytów w makrofagi 

Po namożeniu monocyty THP-1 różnicowano w makrofagi za pomocą 25 ng/ml PMA 

(phorbol 12-myristate 13-acetate) przez 72 godz. Po różnicowaniu, komórki 

utrzymywano przez 48 godz. w podłożu hodowlanym RPMI-1640 z 10% surowicą bez 

PMA w celu uzyskania modelu komórek morfologicznie i molekularnie odpowiadających 

dojrzałym makrofagom[36,37]. Uzyskane w ten sposób makrofagi określano jako MDM 

(tj. monocyte-derived macrophages).  

 

5.5.4. Uzyskanie podłoży kondycjonowanych 

W celu uzyskania podłoży kondycjonowanych, MDM stymulowano przez 18 godz. 

odpowiednimi stężeniami LPS (3 ng/ml i 30 ng/ml), IS (13 µM i 130 µM) oraz LPS+IS  

w niskich stężeniach (3 ng LPS + 13 µM IS) oraz wysokich (30 ng/ml LPS + 130 µM IS). 

Oba metabolity były rozcieńczane do odpowiednich stężeń w pełnym podłożu 

hodowlanym tj. RPMI-1640 z 10% FBS. Po stymulacji MDM, podłoża hodowlane znad 

komórek zebrano, odwirowano (1200 rpm, 10 min, 4°C), a zebrane supernatanty 



24 
 
 

rozporcjowano i zamrażano w -80°C do czasu badań. Podłoże hodowlane znad MDM 

niestymulowanych stanowiło kontrolę ujemną. Mając na uwadze, że podłoża 

kondycjonowane znad makrofagów zawierają różne cytokiny, chemokiny i inne 

metabolity komórek, które mogą wykazywać cytotoksyczny wpływ na komórki in vitro, 

komórki śródbłonka stymulowano podłożem hodowlanym zawierającym 25% podłoży 

kondycjonowanych. 

 

5.5.5. Stymulacja komórek HUVEC 

Komórki HUVEC (4x105 kom./ml) wsiewano do dołków płytek hodowlanych  

i inkubowano do następnego dnia. Po jednokrotnym płukaniu, do komórek dodawano 

podłoże hodowlane zawierające badane metabolity w odpowiednich stężeniach lub 

podłoże hodowlane zawierające 25% podłoża kondycjonowanego. Po 18 godzinnej 

inkubacji oznaczano żywotność komórek (wg opisu powyżej), morfologię, produkcję 

wolnych rodników tlenowych (ROS) oraz trombogenność komórek śródbłonka  

w interakcji ze znakowanymi monocytami linii THP-1, a także poziomy  MCP-1,  

E-selektyny. 

 

5.5.6. Oznaczanie wolnych rodników tlenowych  

Wolne rodniki tlenowe (ROS) uwalniane przez komórki śródbłonka niestymulowane 

oraz stymulowane badanymi metabolitami i kondycjonowanymi podłożami oznaczano za 

pomocą sondy fluorescencyjnej H2DCF-DA (2′, 7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate). 

Komórki po 5-godzinnej stymulacji badanymi związkami płukano ogrzanym HBSS  

i traktowano HBSS z H2DCF-DA (10 µM) przez 30 min. w temp. 37°C  

i atmosferze 5% CO2. Po inkubacji, komórki płukano delikatnie ogrzanym HBSS  

i mierzono natężenie fluorescencji w spektrofotometrze Tecan Infinite M200 przy 

długości fali wzbudzenia 488 nm i długości fali emisji 525 nm. Pomiary natężenia 

fluorescencji ROS odnoszono do kontroli dodatniej, którą stanowiły komórki traktowane 

50 µM H2O2 (100% produkcji ROS). 

 

5.5.7. Badania trombogenności komórek śródbłonka 

Ocenę trombogenności komórek śródbłonka traktowanych badanymi metabolitami 

określano na podstawie adhezji monocytów linii THP-1 oraz poziomu E-selektyny                     
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i MCP-1. W tym celu, komórki linii HUVEC posiewano na szkiełka umieszczone  

w dołkach płytki hodowlanej i po całonocnej inkubacji traktowano wybranymi stężeniami 

LPS i IS lub kondycjonowanymi podłożami. Po 18-godzinnej stymulacji, komórki płukano 

dwukrotnie ogrzanym PBS, aby usunąć martwe komórki. Następnie do komórek 

dodawano zawiesinę monocytów barwionych fluorescencyjnie, co umożliwia ocenę ich 

adhezji do komórek śródbłonka.  

Do fluorescencyjnego barwienia, hodowlę monocytów THP-1 odwirowywano, 

ustalano gęstość zawiesiny  (1x106 komórek/ml) i dodawano Calcein-M (Sigma-Merc)  

w stężeniu 10 µg/ml. Po delikatnym wymieszaniu, komórki inkubowano w atmosferze 

5% CO2, 37°C przez 1 godz. Po inkubacji do komórek dodawano równą objętość zimnego 

podłoża hodowlanego RPMI-1640 z 10% FBS, aby zatrzymać wychwyt barwnika przez 

komórki. Zawiesinę komórek odwirowywano, osad zawieszano w podłożu hodowlanym, 

aby uzyskać zawiesinę o gęstości komórek 5x105 komórek/ml. Tak przygotowane 

monocyty dodawano do komórek śródbłonka w ilości 0,5 ml/dołek i inkubowano 4 godz. 

Po zakończeniu inkubacji, komórki płukano 4-krotnie, aby usunąć niezwiązane lub luźno 

związane monocyty. Adhezję monocytów do komórek śródbłonka oglądano  

w mikroskopie fluorescencyjnym i liczono monocyty przylegające do komórek 

śródbłonka z co najmniej 4 różnych pół widzenia. Średnią liczbę monocytów 

przylegających do komórek śródbłonka traktowanych metabolitami lub 

kondycjonowanymi podłożami  porównywano do liczby monocytów przylegających do 

komórek nietraktowanych (kontroli ujemnej), którą przyjmowano jako 100%. Badanie 

powtarzano dwukrotnie, a rezultaty przedstawiono jako średnią uzyskanych wyników.  

Poziom E-selektyny w komórkach śródbłonka stymulowanych LPS, IS oraz 

kondycjonowanymi podłożami oznaczano wg metody przedstawionej przez Grabnera 

[38]. Całonocny monolayer komórek HUVEC w dołkach płytek 6-dołkowych 

stymulowano metabolitami i kondycjonowanymi podłożami w odpowiednich stężeniach 

przez 18 godz., a następnie płukano dwukrotnie w ogrzanym roztworze HBSS i utrwalano 

0.5% zimnym roztworem zbuforowanej formaliny przez 2,5 min. Po ponownym płukaniu 

komórek roztworem HBSS z 0,5% albuminą bydlęcą (BSA) dodawano znakowane FITC 

przeciwciała dla E-selektyny w stężeniu 10 µg/106 komórek, które były rozcieńczone  

w roztworze HBSS z 0,02% saponiną. Po 45-minutowej inkubacji w ciemności, komórki 

płukano dwukrotnie w HBSS-saponina i trypsynizowano. Oderwane komórki 

odwirowano (1000 rpm, 4°C; 10 min), płukano dwukrotnie w zimnym PBS i na koniec 
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rozcieńczano w PBS do objętości wyjściowej. Uzyskane zawiesiny komórek nanoszono po 

100 µl do 3 dołków czarnej płytki mikrotitracyjnej z przeźroczystym dnem i wykonywano 

pomiar natężenia fluorescencji w spektrofotometrze Tecan Infinite M200 przy długości 

fali wzbudzenia i emisji 488/535 nm. Komórki HUVEC niestymulowane, traktowane  

w taki sam sposób jak komórki stymulowane, barwione izotypowym przeciwciałem 

mysim znakowanym FITC stanowiły kontrolę swoistości reakcji. Komórki 

niestymulowane stanowiły kontrolę ujemną. Reakcję powtarzano trzykrotnie, a wyniki 

stanowią średnią uzyskanych wyników.   

Poziom MCP-1 oznaczano w podłożu hodowlanym znad komórek śródbłonka 

stymulowanych badanymi metabolitami i podłożami kondycjonowanymi zebranym po  

5 godz. stymulacji. Zebrane znad komórek podłoże odwirowywano, aby usunąć resztki 

komórek, natomiast w uzyskanym supernatancie oznaczano poziom MCP-1 testem 

immunoenzymatycznym MCP-1 Human ELISA (ThermoFisher Scientific), wykonywanym 

zgodnie z instrukcją producenta. Stężenie MCP-1 w badanych próbkach odczytywano  

z krzywej wzorcowej. Każdą próbkę badaną nakrapiano do dwóch dołków i test 

powtarzano dwukrotnie. Poziom MCP-1 oznaczono również w podłożu 

kondycjonowanym.  

 

5.6. Analizy statystyczne 

Wyniki badań eksperymentalnych były analizowane testem t-studenta oraz 

jednoczynnikową analizą wariancji ANOVA. Wyniki sekwencjonowania oceniano 

następująco: dla analiz różnorodności alfa, odczyty zostały znormalizowane do 

głębokości 5000. Różnorodność alfa była oceniana przy użyciu wskaźnika Chao1  

i Fishera, indeksów Bulla i Simpsona oraz indeksu dominacji. Dodatkowo, różnorodność 

beta oceniano za pomocą głównej analizy składowych (PCoA) ważonego i nieważonego 

wskaźnika UniFrac oraz odległości Braya-Curtisa. Istotność statystyczna była testowana 

przy użyciu PERMANOVA z 9999 permutacjami. Istotność statystyczną określono za 

pomocą testu Wilcoxona oraz jednoczynnikowej analizy wariancji z testem post hoc 

Tukeya. Różnice w rozkładzie enterotypów w badanych grupach były analizowano przy 

użyciu testu chi kwadrat. Dla wszystkich metod przyjęto wartość p<0.05 jako wskazującą 

na istotność statystyczną. 
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8. PODSUMOWANIE WYNIKÓW BADAŃ 

 

Porównanie mikroflory jelit  osób z chorobą niedokrwienną serca i osób zdrowych 

wykazało:  

• Wzrost liczby bakterii z grup Firmicutes i Proteobacteria, czyli przewagę 

enterotypu III, dominującego przy diecie bogato-białkowej i bogato-tłuszczowej. 

• Znaczący spadek liczby bakterii z grupy  Bacteroidetes, wskazujący niedobór 

enterotypu II, dominującego przy diecie agrarnej, tj. opartej na warzywach  

i ziarnach. 

• Znaczący wzrost liczebności bakterii z rzędu Coriobacteriales i Enterobacteriales, 

oraz wzrost liczebności bakterii z rodziny Ruminococcaceae, a więc grup 

drobnoustrojów tzw. kardiotoksycznych, o ustalonej roli w rozwoju miażdżycy 

tętnic. 

• Znaczący spadek bakterii z rodzin Tannerellaceae, Rickenellaceae i Prevotellaceae 

oraz bakterii z rodzaju Alistipes o korzystnym wpływie na organizm człowieka, 

dzięki produkowanym SCFA. 

• Wykonane meta-analiza i przegląd statystyczny wskazują na silną korelację 

między dysbiozą jelita a rozwojem zmian miażdżycowych w tętnicach osób  

z chorobami sercowo-naczyniowymi. U osób z chorobą niedokrwienną serca 

obserwowany jest spadek liczebności Bacteroidetes. 

• Poziom endotoksyny w osoczu chorych był znacząco podwyższony w porównaniu 

do osób zdrowych (choć stężenie LPS u chorych nie przekroczyło 10 ng/ml), co  

w połączeniu z poziomem lipidów w surowicy chorych, wskazuje na metaboliczną 

endotoksemię. 

• Poziom indoksylu w surowicy badanych chorych, choć był dwukrotnie wyższy niż 

u osób zdrowych, nie wskazywał na zaburzenia czynności nerek, co było zgodne  

z faktem wykluczenia pacjentów cierpiących na schorzenia nerek. 

• Metabolity bakteryjne w stężeniach zastosowanych  w badaniach nie wpływały na 

żywotność i proliferację komórek śródbłonka, ani na ich morfologię.  

• Bezpośrednie i znaczące zwiększenie stresu oksydacyjnego oraz trombogenności 

komórek śródbłonka występowało przy stężeniach endotoksyny i indoksylu 

stwierdzonych w surowicy chorych, szczególnie po połączeniu obu metabolitów, 

co wskazuje na ich współtoksyczność. 
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• Badane metabolity znacząco zwiększały stres oksydacyjny  

i trombogenność śródbłonka także pośrednio, co wskazuje, że ich obecność  

w krążeniu, nawet w minimalnych stężeniach, aktywuje makrofagi i potęguje ich 

toksyczność. 
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9. WNIOSKI 

 

1. Chorobie niedokrwiennej serca towarzyszy dysbioza jelit, która promuje 

zmiany trombogenne śródbłonka naczyniowego. 

 

2. U chorych z chorobą niedokrwienną serca znamienny jest spadek liczebności 

Bacteroidetes oraz wzrost liczebności Proteobacteria w mikrobiomie jelit. 

Zmiany te stanowią czynnik promujący miażdżycę naczyń krwionośnych. 

 

3. Bakteryjne metabolity przeciekające z jelit do krwi w warunkach dysbiozy,  

w klinicznie nieistotnych stężeniach, wzajemnie potęgują swój toksyczny 

wpływ na śródbłonek naczyniowy. 

 

4. Zmiana diety, wpływając na profil mikrobioty jelit i jej aktywność metaboliczną 

może stanowić ważny element terapeutyczny w chorobach sercowo-

naczyniowych. 
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• ICAM-1- cząsteczka adhezyja wewnątrzkomórkowa-1 

• IL- interleukina 

• IS- siarczan indoksylu 

• LBP- białko wiążące LPS 

• LDL- lipoproteina o niskiej gęstości 

• LPS- lipopolisacharyd, endotoksyna 

• MCP-1- białko chemotaktyczne monocytów 

• NGS- sekwencjonowanie nowej generacji 

• Oxy-LDL- utleniona lipoproteina o niskiej gęstości 
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• PDGF- płytkopochodny czynnik wzrostu 
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• ROS- wolne rodniki tlenowe 

• SCFA- krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe 

• TLR- receptory toll-podobne 

• TMAO- N tlenek trimetyloaminy 

• TNF-α- czynnik martwicy nowotworów alpha 

• VCAM-1- cząsteczka adhezyjna śródbłonka naczyniowego-1 


