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Ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Artura Nowiriskiego pt.
»Wplyw metabolitow bakterii jelitowych na regulacje ci$nienia tetniczego”

wykonanej w Zaktfadzie Fizjologii i Patofizjologii Eksperymentalnej, Wydziatu Lekarsko-
Stomatologicznego, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Rozprawa doktorska obejmuje 60 stron poprzedzonych spisem tresci, spisem rycin i tabel,
wykazem skrétéw oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Ukfad jest typowy dla prac
doswiadczalnych, posiada 7 podstawowych czesci; wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki,
dyskusja, wnioski (a wilasciwie podsumowanie wynikéw i wnioski) oraz spis pi$miennictwa
(138 pozycji). Zawiera 14 rycin, z ktérych ta umieszczona na poczgtku wstepu w syntetyczny sposéb
przybliza czytelnikowi najwazniejsze mechanizmy zwigzane z potencjalnym udziatem metabolitéw
bakterii jelitowych w regulacji uktadu sercowo-naczyniowego.

Wptlyw metabolitow mikrobioty jelitowej na cisnienie tetnicze krwi stanowi od wielu lat obszar
zainteresowan zespotu, w ktérym doktorant prowadzit swoje badania. W przedstawionej do oceny
dysertacji doktorant podjat sie zbadania znaczenia jednego spos$réd drugorzedowych kwaséw
26tciowych (KZ), ktére w odréznieniu od kwaséw pierwszorzedowych pochodza od bakterii
jelitowych, w regulaciji krazenia ustrojowego. Przedmiotem zainteresowania doktoranta byt wplyw
kwasu dezoksycholowego (DCA, ang. deoxycholic acid) na hemodynamike ogélnoustrojowq
u szczuréw, zbadanie mechanizméw zwigzanych z oddziatywaniem DCA na ukiad krazenia;
ponadto dostarczenie nowych danych na temat fizjologicznych stezers kwasu dezoksycholowego
we krwi oraz ocena tempa usuwania tego kwasu z osocza. Jednoczeénie probowano ustali¢
czy efekty tego kwasu na hemodynamike ogdlnoustrojowq, przede wszystkim ci$nienie tetnicze,
moga by¢ zwigzane z wptywem na funkcje serca.

Znaczenie badan podjetych przez doktoranta jest bardzo waine, poniewai dtugotrwale
podwyzszone ciénienie tetnicze (nadcisnienie) jest schorzeniem o charakterze spotecznym
obejmujacym duig cze$é populacji. Jest ono takze jednym z podstawowych czynnikéw ryzyka
rozwoju zmian patologicznych w uktadzie sercowo-naczyniowym, a takze przewlektej choroby
nerek. Dlatego celem leczenia jest nie tylko redukcja wartosci ci$nienia tetniczego, ale réwniez
zapobieganie rozwojowi powiktar w obrebie serca, czy tez naczyh mézgu oraz nerek, co zwieksza
szanse na wydtuzenie 2ycia oraz poprawe jego jakosci. Wobec tego podjecie przez doktoranta
badan, ktdre moga rozszerzy¢ naszg wiedze o wplywie metabolitdw bakterii jelitowych na ci$nienie
tetnicze krwi oraz funkcjonowanie serca, nalezy uznaé za w petni uzasadnione.

Hipoteza badawcza zaktadata, ze DCA, ktéry jest wytwarzany przez bakterie jelitowe, wywiera
istotny wplyw na ciénienie tetnicze i prace serca u szczuréw, a gidwnym celem byto ustalenie
efektéw DCA na hemodynamike ustrojowq po podaniu obwodowym (dozylnym) i o§rodkowym
(do komory bocznej mézgu). Cele szczegdtowe obejmowaty:
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1. Ustalenie fizjologicznego stezenia DCA i wplywu antybiotykéw na jego produkcje oraz ustalenie
tempa zmian stezenia kwasu w osoczu po podaniu dozylnym.

2. Zbadanie mechanizméw odpowiedzialnych za efekty hemodynamiczne DCA po podaniu
obwodowym.

3. Ustalenie wptywu DCA na o$rodkowq regulacje uktadu krazenia — po podaniu o$rodkowym.

W badaniach dotyczacych metabolitéw bakteryjnych zwierzeta dobiera si¢ gtéwnie ze wzgledu
na objeto$¢ jelita grubego, zwtaszcza jego proporcje do catego przewodu pokarmowego. U szczuréw
wynosi ona 61%, dlatego tez wydaja sie one dobrze dobranym przez doktoranta modelem do tego
typu badan. Moze nalezatoby to uwzgledni¢ w tytule dysertacji, z ktérego nie wynika, ze badania
dotycza tylko modelu zwierzecego. Tytut jest dos¢ ogdiny i dopiero po przeczytaniu streszczenia
zostajemy poinformowani, ze chodzi o jeden konkretny metabolit bakteryjny.

We Wstepie autor na poczatku przypomniat najwazniejsze mechanizmy zwigzane z potencjalnym
udziatem metabolitéw bakterii jelitowych w regulacji uktadu sercowo-naczyniowego. Omowit
dziatanie bariery jelito-krew (BJ-K), szlaki transportu miedzy swiattem jelit, a naczyniami
krwiono$nymi. Jednakze nie wspomniat o rdéwnie waznej jak transport paracelularny,
przezkomérkowej endocytozie. Z fizjologicznego punktu widzenia, to dwa istotne szlaki BJ-K
w kontekscie zaburzenia jej integralno$ci, tzw. ,nieszczelnego jelita” (ang. leaky gut). A jak pisze sam
autor, zmiany przepuszczalnoéci BJ-K mogg byé markerem dla chordb sercowo-naczyniowych (ChSN),
takich jak miazdzyca, czy niewydolnos$¢ serca. Prosze o wyjasnienie, co sktonito autora do pominigcia
tego szlaku w opisie funkcjonowania BJ-K?

Nastepnie doktorant oméwit udziat, zaréwno pozytywny, jak i negatywny, réznych metabolitow
bakterii jelitowych (mikrobioty) w patogenezie ChSN. Na koncu rozdziatu przedstawit aktualny stan
wiedzy na temat metabolizmu KZ i ich udziatu w regulacji homeostazy ustrojowej, ukladu sercowo-
naczyniowego. Podsumowujac, wiedza na temat roli poszczegélnych metabolitéw, mechanizmow
ich dziatania w poszczegélnych procesach jest nadal niewielka, to otwiera przestrzeri do prowadzenia
kolejnych badarn majacych na celu poszerzenie stanu wiedzy o roli KZ w patogenezie ChSN.

W rozdziale Metodyka przedstawiono w sposdb jasny i wystarczajaco doktadny przebieg ekspery-
mentéw oraz metodyke przeprowadzonych badah. Ze wzgledu na duig liczbe serii
eksperymentalnych Tabela 3 (,Podsumowanie serii eksperymentalnych — wstrzyknigcia DCA in vivo”)
stanowi duze utatwienie w §ledzeniu uzyskanych przez doktoranta wynikéw. Zwraca uwage fakt,
ze w doéwiadczeniach z wykorzystaniem zwierzat autor siegnat po metody pomiarowe inwazyjne
wymagajgce dobrego opanowania chirurgii matych zwierzat.

Do tej czesci pracy nasuwajg sie nastepujgce uwagi:

- w podrozdziale ,Zwierzeta” nie zamieszczono konkretnych informacji odnosnie paszy, ktorg byly
karmione zwierzeta. Nalezatoby poda¢, czy byta to pasza hodowlana czy bytowa, nazweg producenta
i sktadu paszy, choéby w odniesieniu do zawartosci w niej sodu;

- brakuje wyjasnienia dlaczego do badarn uzyto szczuréw Sprague-Dawley, chociaz na podstawie
zataczonego zezwolenia komisji etycznej wynika, ze wnioskowano o wykorzystanie w badaniach
szczuréw Wistar Kyoto;

- w podrozdziale , Wptyw antybiotykoterapii na stezenie DCA w osoczu” nie podano, czy probki krwi
pobierano po wczeéniejszym (jak diugim okresie) odstawieniu paszy? W praktyce klinicznej krew
w takim badaniu pobiera sie od pacjentéw na czczo.

A D.str. 2



Whyniki uzyskane podczas przeprowadzonych badan przedstawiono w rozdziale 4. na 15 stronach,
w tym 11 rycinach i dwdch tabelach. Rozdziat jest napisany w sposob przemyslany. Opis wynikdw jest
rzeczowy i przejrzysty.

Do najwazniejszych osiagnie¢ pracy nalezy wykazanie, ze zaréwno zakres i trwato$¢ zwigkszenia
ciénienia tetniczego krwi (BP) po dozylnym podaniu DCA byly zalezne od zastosowanej dawki(Fig. 2).
Efekt hipertensyjny, jego wielko$¢ i czas trwania narastaly wraz ze zwigkszeniem podawanej dawki
DCA, po podaniu najwiekszej dawki (36 mmol/kg masy ciata) wzrost BP byt najwyiszy i utrzymywat sie
do konca obserwacji (90 min od podania DCA), podczas gdy efekt hipertensyjny nizszych dawek 12 i 4
mmol/kg byt proporcjonalnie mniejszy i krétszy (odpowiednio po 30 i 10 min BP nie rdinito sie
od wartosci wyjéciowych). To samo dotyczyto wptywu DCA na HR (czesto$¢ skurczéw serca). Zmiany
BP i HR korelowaty z dynamikg stezenia DCA w osoczu. Nawet 90 min po podaniu najwiekszej dawki
DCA, stezenie kwasu w osoczu byto nadal znaczaco wyisze od wartosci wyjéciowej (podobnie jak BP
i HR), podczas gdy po dawce najmniejszej juz po 30 min byto podobne do wartosci wyjsciowej.
Wyniki te wskazujg wyraznie na zalezno$¢ efektu hemodynamicznego DCA od jego steienia we krwi.

Z kolei w badaniu echokardiograficznym wykazano, ze dozylnie podane DCA powodowato zwieksze-
nie pojemnosci minutowej serca bez istotnego wplywu na systemowy opér naczyniowy. Nawigzujac
do opisywanych powyzej obserwacji, mozna przypuszczaé, ze wzrost ci$nienia tetniczego byt zalezny
od zwiekszonej pojemnosci minutowej serca.

Zgodnie z oczekiwaniami zastosowana w badaniach antybiotykoterapia obnizyta stezenie DCA
w 0soczu ponizej czutoéci zastosowanej metody, co potwierdzito, ze endogennym Zrédtem kwasu
w organizmie jest mikrobiota jelitowa. Do badaniach efektéow metabolitéw bakterii jelitowych czesto
stosuje sie podawanie interesujgcej badacza substancji do okreznicy, w ten sposéb zwieszajac
jej stezenie w jelitach, oczekujgc nastepnie wzrostu w osoczu. Oczywiscie zaklada sie, ze samo
zwiekszenie stezenia w okreznicy bedzie czynnikiem wystarczajgcym, by wigcej metabolitu przeszto
do krwioobiegu. Prosze o wyjasnienie dlaczego autor w swojej pracy nie wykorzystat tej metody
podawania DCA?

W badaniach nad poszukiwaniem mechanizméw efektéw hipertensyjnych DCA ustalono, ze efekt
dozylnego podania tego KZ nie byt zalezny od pobudzenia receptoréw alfa i beta adrenergicznych,
muskarynowych, farnesoid X (FXR), aktywnosci kanatéw potasowych zaleznych od ATP (K-ATP),
czy teiz dehydrogenazy 11-hydroksysteroidowej typu 2 (11HSD2) wptywajacej na metabolizm
kortyzolu. Brak zmniejszenia odpowiedzi presyjnej wywotywanej przez DCA po zastosowaniu
odpowiednich antagonistéw i inhibitorow sugeruje, ze za obserwowane efekty odpowiedzialne
sg inne mechanizmy. Podczas dyskusji doktorant wysuwa przypuszczenie, e by¢ moie sg one
zwigzane ze specyficznymi receptorami dla DCA, ktérych dotychczas nie zidentyfikowano. Ciekawe
jaki typ receptoréw miat doktorant na mysli, i np. gdzie wg doktoranta mogtyby by¢ zlokalizowane.
Nalezy jednak zauwaiyé, ze chociaz liczba badanych przez autora potencjalnych mechanizméw byta
duza, to jednak nie objeta wszystkich znanych wptywajacych na ukfad krazenia. Chociazby zmiany
aktywnosci uktadu renina-angiotensyna-aldosteron, czy tez tlenku azotu.

Natomiast w badaniach z zastosowaniem podawania dokomorowego DCA nie udato sie wykaza¢
wplywu tego kwasu na o$rodkowa regulacje uktadu krazenia. Nie stwierdzono, by brak efektéw DCA
zalezat od aktywnosci receptoréw FXR oraz dehydrogenazy 11HSD2. Chciatbym, by doktorant rozwiat
moje watpliwosci dotyczace celowosci badania roli FXR, o ktédrym wiadomo, ze jego najwiekszg
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ekspresje wykazywano w watrobie. Co prawda jego naturalnymi ligandami sg Kz, ale najwazniejsza
funkcja tego receptora podczas jego aktywacji jest supresja syntezy KZ z cholesterolu, przez dziatanie
na enzym cholesterol 7-alfa hydroksylaze (CYP7A1). Czy w piémiennictwie sy dane wskazujgce
na inne efekty aktywacji FXR przez KZ (byé moze specyficzne dla OUN)?

Do tej czeéci rozprawy nasuwajg sie nastepujgce uwagi:

- brakuje ryciny z wynikami dotyczgcymi podawania DCA na tle glibenklamidu. Autor tylko wspomina,
ze uzyskane przez niego wyniki nie wskazywaty, by po podaniu inhibitora K-ATP efekt dozylnego
podania DCA byt hamowany i konsekwentnie nie odsyta do zadnej ryciny;

- w podrozdziale ,Wplyw antybiotykoterapii na stezenie DCA w osoczu” nie zamieszczono
konkretnych informacji - jaka byta czuto$¢ metody i jak byta obliczona znamienno$¢ statystyczna
miedzy grupami, skoro w jednej grupie wartoéci nie réznily si¢ od tla (,szuméw”) byly ponizej
wartosci minimalnych mozliwych do uzyskania zastosowang metoda pomiarowg;

- przydatne byloby zamieszczenie ryciny syntetyzujacej uzyskane wyniki, rodzaj graficznego
podsumowania uzyskanych wynikéw ufatwitoby czytelnikowi podgzanie za wywodami autora
w nastepnym rozdziale, wyrobienie sobie opinii o pogladzie autora na temat przyczyn efektow
hipertensyjnych DCA in vivo, wobec bezposéredniego efektu naczyniorozszerzajacego, wynikajgcego
z badaf ex vivo na tetnicy krezkowej oraz braku wptywu zabiegu podawania KZ dokomorowo
na efekty hemodynamiczne.

W Dyskusji, rozdziat 5. rozprawy, autor z nalezytym krytycyzmem omawia wtasne wyniki
w odniesieniu do danych z aktualnego pi$miennictwa wykazuje si¢ w tym rozdziale, podobnie jak we
wstepie, znajomoscig problematyki, ktdrej dotyczy praca oraz odpowiednig znajomoscig literatury
z tego zakresu. Ten fragment pracy $wiadczy o zdolnosci autora do odpowiedniego wykorzystania
posiadanej wiedzy w celu budowania wtasnych hipotez.

Po dyskusji nastepuje kolejny rozdziat pt. Wnioski. Na stronie 64 doktorant zawart zaréwno krotkie
podsumowanie wynikéw badar (co nie zostato jednak wyrdinione w tytule rozdziatu), jak tez
whnioski, co wg opinii wielu recenzentéw nie jest zbyt dobrym zabiegiem. Podsumowanie powinno
zawiera¢ prezentacje wiasnych wynikéw w skondensowanej formie. Natomiast wnioski to moiliwoé¢
poczynienia pewnych uogéinieri opartych na wiasnych wynikach.

Podsumowujac, wyniki przedstawionych przez doktoranta badarn poszerzaja wiedze i przybliZajg nas
do zrozumienia roli metabolitéw mikrobioty jelitowej w regulacji uktadu krazenia. Stanowig silng
przestanke do kontynuowania badan nad DCA, aby oceni¢ dtugoterminowe efekty dziatania tego
kwasu zdtciowego, mechanizmy dziatania oraz potencjat farmakoterapeutyczny modyfikacji jego
stezenia w plynach ustrojowych. Nalezy sie spodziewaé, ze korygowanie we krwi stgienia
pochodzgcego z metabolizmu bakterii jelitowych DCA mogloby w znaczacy sposob poprawic
efektywnoé¢ terapii nadciénienia tetniczego. Dlatego tez badania w tym obszarze nalezy uznac
za wazne dla rozwoju nauk medycznych.

Wykaz Piémiennictwa zamykajacy rozprawe obejmuje 138 odpowiednio dobranych anglojezycznych
pozycji, w tym, co warto podkresli¢, dwa artykuty, ktérych wspétautorem jest doktorant.

Uwagi koricowe. Wskazane bytoby wykazanie przez autora rozprawy wiekszej starannosci o jezykowa
i redakcyjng strone pracy. Ogranicze sie tylko do kilku przyktadéw. Np. w wykazie uzywanych skrotow
(str. 8) przytoczone skréty pochodzg z jezyka angielskiego i s przettumaczone na j. polski z wyjatkiem
kilku: MACE, NLRP3, SHR i SHRSP. To samo dotyczy legendy do tabeli 2.
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Natomiast we ,Wstepie” w podrozdziale o siarkowodorze, historycznym rysie badan nad zastoso-
waniem siarkowodoru w terapii, brak jest informacji o dacie wydania ksigzki De Morbis ...., co ostabia
historyczny wydiwiek tej czesci podrozdziatu.

W rozdziale ,, Wyniki":

- jednostki dla HR sg na rycinach podane w sposob niejednorodny, raz z j. angielskiego ,bpm”, innym

razem po polsku ,uderzeri/min”, chociaz czytelniej bytoby np. ,liczba uderzer/min” lub ,liczba

skurczéw/min”;

- Ryc. 9 — rozbiezno$é miedzy dawka DCA w tytule i legendzie (36 vs 12);

- Ryc. 10 osie rzednych - to nie sg zmiany parametrow, tylko wartosci pomiarowe parametréw;

- Ryc. 12 i 13 - tytuly powinny by¢ zmienione, obecne sugerujg, ze parametry hemodynamiczne
po podaniu dokomorowym rozpuszczalnika (kontrola) bedg ponownie umieszczone, chociaz
pokazano je juz wczesniej na Ryc.11 (str. 54);

Ryc. 14 - prosze wyjasni¢ co to znaczy ,,...n tetnic”? (str. 57).

Powyisze krytyczne uwagi majg charakter porzadkowy i nie zmniejszajg oceny merytorycznej
przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Powinny byé pomocne dla doktoranta przy
przygotowaniu manuskryptu do publikacji i wskazéwkg do wnikliwszej jego korekty redakcyjnej przed
wysfaniem do recenzji.

Reasumujac, przedtozona do oceny rozprawa doktorska lek. Artura Nowinskiego poswiecona
problemowi niezwykle wainemu zaréwno z poznawczego, jak tei praktycznego punktu widzenia
spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz.U. nr 65, poz. 595 z péin. zm.) w zwigzku
z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo
o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 z péin. zm.)”".

Przedktadam  Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego wniosek o dopuszczenie lek. Artura Nowinskiego do dalszych etapoéw przewodu
doktorskiego.

el Sbroo el

dr hab. Leszek Dobrowolski
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