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Recenzja rozprawy doktorskiej
lek. med. Maksymiliana Marka Onyszkiewicza ¢ Zakladu Fizjologii i Patofizjologii
Doswiadezalnej Wydzialu Lekarsko-Stomatologicznego Warszawskiego Uniwersytetn
Medyernego pt. .. Wplyw kwasu maslowego oraz kwasu walerianowego na regulacjy
cisnienia tgtniczego™ prevgotowanej pod Kierunkiem prof. dr hab. n. med. Marcina Ufnala

Badania ostatnich lat wskazujg na istotng rol¢ mikroty jelitowe) zardwno w warunkach
fizjologicznych jak | w patogenezie wielu chorob, w tym chordb ukladu krazenia takich jak
nadcisnienie iginicze, miazdiyca, choroba niedokrwienna serca. Jednym z mechanizmdow
poprzez kidre mikrobiom jelitowy wplywa na funkcjg odleghych narzadow jest produkeja przez
bakterie aktywnych biologicznie metabolitdw dzialajacveh zardwno migjscowo w obrebie
preewodu pokarmowego jak rownied po wehlonigeiu do krwiobiegu bezposrednio na naczynia
krwionosne | inne odlegle narzgdy. Wigkszodd badan na temat mikrobioty jelilowego skupia sig
na ocenie jej sklndu, wspdlezednie 2wlaszcza metodami genomicznymi juk mikromacierae cay
sckwencjonowanie nowej generacji. Znacznie mnigj uwagi podwiecono znaczeniu metabolitow
bakier jelitowych w regulacji funkcji fizjologicznych jak | w patogenezie choréh. Wynika to z
faktu, #e do niedawna nie zdawano sobie sprawy. ze metabolity te s obecne w tkankach
gospodarza lub tez zakladano, z¢ w malych stgzeniach w jakich z reguly wystepuja nie mogg
mied istotnego maczenia lzjologicenego,

Celem recenzowane) pracy doktorskiej bylo badanie wplywu dwach krotkolancuchowych
kwasow tuszczowyeh produkowanych preez bakterie jelitowe w wyniku fermentacji blonnika
pokarmowego, kwasu maslowego oraz kwasu walerianowego, na mechanizmy regulacii
cisnienia t¢tniczego. Rozprawa doktorska jest oparta na 3 opublikowanych pracach: 1)
Onyszkiewicz, M., Jaworska, K., Ufnal, M. Shorn chain fany acids and methylamines produced
by gut microbiota as mediators and markers in the circulatory system. Experimental Biology and
Medicine 2020, 245, | 66-175, 2) Onyszkiewlcz, M., Gawrys-Kopezynska, M., Konopelsk, P,



Aleksandrowicz, M., Sawicka, A.. Kozniewska, E., Samborowska, E_, Ufnal, M. Butyric acid. a
gut bacteria metabolite, lowers anerial blood pressure via colon-vagus nerve signaling and
GPR41/43 receptors. Pllugers Archiv - European Journal of Physiology 2019, 471, 1441-1453,
3) Onyszkiewicz M, Gawrys-Kopezynska M, Satagaj M, Aleksandrowicz M, Sawicka A,
Koiniewska E, Samborowska E, Ufnal M. Valeric acid lowers arterial blood pressure in rats,
Evropean Jounal of Pharmacology 2020, 877, Pierwsza z prac jest praca preegladows, a
pozostale dwie pracami orvginalnymi. Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich trzech
publikacji. Sumaryczny Impact Factor trzech publikacji wynosi ponad 10.

Preedstawiona do oceny rozprawa dokilorska obejmuje 75 stron wydruku
komputerowego | obejmuje strong tytulowa, slowa kluczowe, podzickowania, wykaz publikacyi
stanowigcych prace doktorsky, spis tresci, wykaz stosowanych skrdtdw, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wstgp uzasadniajacy polaczenic publikacji w jeden cykl, zakres i cel pracy,
kopie publikacji, podsemowanic 1 wnioski, kopie uchwal komisji etycznej oraz oswiadczenia
wipiHautordw o ich udnale w realizac)i kaidej z trzech prac. Uklad pracy jest typowy dla prac
doktorskich opartvch na wynikach juz opublikowanych w czasopismach,

W publikacyi przegladowej (praca nr. | ) preedstawiono znaczenie metabolitow bakterii
Jelitowych w regulacji funkeji oraz chorobach ukladu krgdenia. W pracy omdwiono kolejno
mechanizmy wspdlzalernosci miedzy mikrobioty ukladu pokarmowego | ukladem krazenia o
nastgpnie skupiono sig na znaczeniu krdtkolancuchowych kwasdw tluszczowych w tym kwasu
octowege, propionowego, maslowego. W kolegjnej czesci pracy omowiono kontrowersyjne
wyniki badan nt. Znaczenia trimetyloaminy ( TMA) oraz tlenku trimetvloaminy (TMAO) w
patogenezie chordb uklady krazenia oraz chordb metabolicanych. Praca jest wyczerpujgca,
napisana w spositb ciekawy i dobrze wprowadza czytelnika w tematyvke pracy doktorskie). W
pracy zamieszczono trzy ryveiny podsumowujgee mechanizmy omdwione w tekicie.
Pigmiennictwo liczy 174 poryeje. Opracowanie tej publikaci preegladowe) Swiadezy o bardzo
dobrvm przygotowaniu dokioranta to wykonania badan bedacych podstawa pracy doktorskie.

W publikacji nr. 2 przedstawiono wyniki badania wplywu kwasu maslowego na regulacje
cismienia t¢tniczego. Badania wykonano in vivo u szcrurdw w rnieczuleniu ogolnym oraz ex
vivo na izolowanych naczyniach oporowych. W badaniach i vive oznaczane sighenie
endogennego kwasu mastowego w jelicie grubym, krwi 2yly wrotnej oraz krwi obwodowej.



Nastgpnie podawano egzogenny kwas maslowy w kilku dawkach dojelitowo lub dozylnie, a
nasigpnic monitorowano srednie cidnienie igtnicze | akcjg serca metoda bezposrednia po
wprowadzeniv cewnika do tetnicy udowe) podlgczonego do rejestratora BIOPAC MP160,
Jednocrednie monitorowano EKG w celu oceny skorygowanego odsigpu QT jako wskaénika
ewentualnych zaburzen repolaryzac)i. W celu zbadania mechanizmu dzialania kwasu maslowego
dodatkowym grupom seczurdw podawano: 1) antagonistg receptordw dla krétkolancuchowych
kwasdw tuseczowych GRP41/43, kwas 3-hyvdroksymaslowy, 2) inhibitor svntazy tlenku azotu.
L-NAME, 3) bloker zwojdw ukladu sutonomicenego, heksametonium, 4) antagonisig receploniw
cholinergicanych, atroping. U niektdrych ewierzgt wykonywano podpraeponowa wagolomig w
celu oceny snaczenia sygnalizacji aferentnej za posrednictwem nerwu blednego w dzialaniu
dojelitowo podanego kwasu maslowego. Badania ex vivo wykonano na izolowanych tetnicach
krezkowych oraz tetnicach migsnia smuklego. Tetnice oprdznione z krwi umieszczano w plynie
wicloelekirolitowym i poddawano cisnieniu transmuralnemu w wysokosci 50 mmHg (1einica
krezkowa) lub B0 mmHg (Iginica z migénia smuklego). Badania reaktywnoscl naczyn wykonano
oceninjge ich mzmiar pod mikroskopem w warunkach bez preeplywu krwi po podaniu
dpowiednich substancji narzedmowych, W pierwsizym etapie indukowano skurcz igtnic za
pomocy agonisty receptordw alfa-adrenergicenych, fenylefryny. Integralnosc srodblonka
oceniano mierzge dziatanie naczymioroeszerrajgoe acetylocholiny, Stezenie kwasu mastowego
oznaczand metoda ulirssprawnej chromatografii cieczowe) 1 detekiora masowego # potrdjnym
kwadrupolem.

Badania wykonane w te] pracy wykazaly, de siezenie kwasu maslowego jest macenie
wighksze w jelicie grubym niz we krwi, 2 kolei we krwi jest wigksze w 2yle wrotnej ni w we
krwi obwodowe], co jest zgodne z fakiem, 2e drddlem kwasu maslowego jest mikrobiom jelita
grubego, Kwas maslowy podany doizylnie powodowal zaleiny od dawki przejsciowy spadek
srednicgo cisnienia tetniczego, ale nie dochodzilo do zmian czestosci akeji serca. Kwas 3-
hydroksymaslowy nie wplywal na oceniane parametry hemodynamiczne, amnicjszal jednak
hipotensyjne dzialanie kwass mastowego, Dozylne podanie inhibitora syntazy tlenku azotw, L-
NAME, powodowalo zgodnie 2 oczekiwaniami mnaceny wzrost cidnienin tginicrego, ale swigrck
ten ni¢ mial wplywu na dzialanie hipotensyjne kwasu maslowego. Kwas maslowy padany do
swiatla jelita grubego powodowal zaleiny od dawki dlugotrwaly spadek sredniego cidnienia
tetmiczego, kioremu towarzyszylo zwolnienie akcji serca. Kwas maslowy nie wphvwal na



diugosds skorvgowanego odstgpu Q1. Dzialaniu kwasu maslowego podanego dojelitowo na
cisnienie tgtnicze i akcje serca zapobiegala czesciowo podprzeponowa wagotomia lub podanie
heksametonium, ale nie zapobicgalo podanie atropiny. Ponadio drialaniv dojelitowo podanego
kwasu maslowego na drednie cisnienie igtnicae oz akcjg serca zapobiegalo dojelitowe podanie
kwasu 3-hydroksymaslowego, Sam kwas Y-hvdroskymaslowy nie mial wphywu na cisnienie
tgtnicze. ale powodowal spadek czstodei akeji serca. Kwas maslowy rozszerzal tetnice badane
ex vivo. Kwas 3-hvdroskymastowy zapobiegal driataniu kwasu maslowego na igtnice migsnia
smuklego, ale nie mial wplywu na jego dzialanie na tetnice krerkowa.

W pracy nr. 3 wykonano podobne badania w odniesieniu do kwasu walerianowego.
Wykazano, ze kwas walerianowy wysigpuje w najwigkszym stgzeniu w swietle jelita grubego, a
w nacznie mnicjszych (mikromolarnych) stgteniach we krwi yly wrotnej, krwi obwodowe) |
tkankach (moeg, watroba, nerki, serce, pluca) oraz moczu. Po dojelitowym podaniu
znakowanego kwasu walerianowego pojawia si¢ on juz po kilku minutach w tkankach
obwodowych co $wiadczy o efektywnym wehfanianiu. Dojelitowe podanie kwasu
walerianowego powoduje krdtkotrwaly trwajacy okolo 5 minut spadek Sredniego cisnienia
Wginiczego oraz czgstosct ako) serca, jednak kwas walerianowy nie mial wplywu na dlugodd
skorygowanego odstgpu QT. Dzialaniu hipotensyjnemu kwasu walerianowego zapobiegalo
crgsciown wezesniejsze podanie kwasu 3-hvdroksymastowego, Natomiast podprzeponowa
wagotomia nie wphvwala na dziatanic kwasu walerianowego. Zaréwno wagotomia jak i
heksametonium wydluzaty hipotensyjne dzialanic kwasu walerianowego. Ex vivo kwas
walerianowy rozszerzal tetnice krezkowe, Jego dzialanie na t¢tnice migsnia smuklego byvlo
slabsze | wystepowalo w wigkszych stgdeniach. Kwas 3-hydroskymaslowy amniejszal dzialanie
kwasu walerianowego na tgtnicyg krezkowy, ale nie misl wplywu na jego dzialanie na tgtnicg
migsnia smuklego. Kwas walerianowy podawany dozyinie spowodowal krdtkotrwaly spadek
cisnienia tgtniczego, czemu nie towarzyszylo zwolnienie akeji serca. Natomiast podawanie
kwasu walernianowego w ciaghej infuzji wywolywalo efekt hipotensyjny przez caly czas jego
podawania.

£ wykonanvch badah wyciagnieto nastepujace trzy najwainiejsze wnioskiz ) W
warunkach fizjologicznyeh stezenie kwasu maslowego | kwasu walerianowego jest najwyisee w
Jelicie grubym, kidre jest gldwnym habitatem mikrobioty, 2) Kwas mastowy i kwas walerianowy
preedostajg si 2 jelitn grubego do ukladu krgkenia powodujac istotny efekt hipotensyiny,



oddzistujac zardwno poprzez uklad nerwowy, jak rdwniez bezposrednio na naczynia, 3) Kwas
maslowy | kwas walerianowy s wainymi medistorami oddzialywania pomigdzy mikrobioty
praewodu pokarmowego o ukladem krazenia.

Prace doktorsky lek. med. Maksymilians Marks Onyszkiewicza oceninm bardzo wysoko,
Stanowi ona kontvnuacje wieloletnich prac Promotora na temal znaczenia fizjologicamego i
gnaczenia w patologii metabolitéw mikrobioty jelitowej. Podjecie badan na temat znaczenia
krotkolancuchowyech kwasow tuszczowych w regulacji cisnienia tetniczego jest w pefni
uzasadnione. Kwasy te sa jednymi z najwainiejszych metabolitow bakterii jelitowych. przy
CZYmM uwazane sg one za metabolity  korzyvsine” | produkowane przez korzysine dla zdrowia
gatunki bakierii. Ponadio zwigkszenie awartosci blonnika w diecie jak | stosowanie pre- i
probiotykiw wspomagajacych werost Jkorzysinyeh” gatunkdw bakierii prawdopodobnie bedzie
rwickszad produkeie tych kwasiw. Dotychczasowe badania na temat wplywu tych metabolitéw
na nacrynia krwionodne i regulacie cisnienia tgtniczego sg nieliczne i fragmentarycrne, W
badaniach wvkonanych przez Dokioranta wykorzystano nowatorskie metody stosowane w
zespole naukowym kierowanym przez Promotora jak oznaczanie stedenia kwasu maslowego i
walerinnowego w pelicie, krwi | tkankach, dojelitowe podawanie metabolitdw oraz metoda
moniterowania parametrow hemodvnamicenveh. Wysoko nalesy ocenié wyvkonanie badan ex
vivo na izolowanych malych naczyniach oporowych, ktore 53 znacznie trudniejsze ale tez
dostarczajg cenniejszych informacji niz latwiejsze technicznie badanie duzvch tgtnic jak aorta,
ktdre jednak maja mniejsze znaczenie w regulacji oporu obwodowego. Nalezy podkreslic
pracochionnosé wvkonanych badaf zaréwno in vivo jak i ex vivo. Badania wykonane przcz
Doktoranta dostarceyly wielu nowatorskich informacji. W sercregdinodei wykazano, ke zardwno
kwas mastowy jok | walerianowy podane dojelitowo powodujg spadek cidnienia tetniczego. W
dziataniu obu kwasdw uczesinicza receptory GRP41/43, a w przvpadku kwasu maslowego
aferenina sygnalizacja za posrednictwem nerwu blednego | hamowanie akiywnosci ukiadu
wspdlczulnego. Oba kwasy dzialajg rozszerzajaco na naczynia oporowe przy czym wdzial
receplorow GRP41/43 jest uzalezniony od badanego kwasu i konkretnego naczynia.

W trakeie lektury pracy nasungly mi si¢ pewne uwagi, ktore z obowigzku recenzenta

preyviaczam,



1)

2)

3}

4)

3)

Ograniczeniem oceniang] pracy jest badanie wplywu na cisnienie tetnicze oraz akgje
serca w znieczuleniv ogolnym. Znieczulenie ogdlne wplvwa na aktywnodé ukladu
autonomicamego, co moke mied wplyw na uzyskane wyniki. Lepsza metoda bylaby
telemetria. Treeba jednak dodad, e metoda la jest stosowana tylko w nielicznych
osrodkach re wagledu na wysokie koszty, Zastosowana preez autora metoda jest mimo
swoich ograniczen nadal powszechnie siosowana,

Wyniki uzyskane u zwierzat otrzymujacych dozylnie L-NAME sg trudne do interpretacii,
poniewaz w takim ukladzie dodwiadczalnym zwiazek ten hamuje synteze NO nie tylko w
srodblonku, ale rowniez w innyeh narzadach istotnych dla regulacji cisnienia jak nerki
czy uklad nerwowy, L-NAME podany dodylnie wplywa nie tylko na funkcje érddblonka
ale rdwniez kurczliwosd migdnia sercowego, transpont sodu w kanalikach nerkowych,
akiywnodd ukladu wspblezulnego czy odruch 7 barorecepiordw, a obserwowane zmiany
cidnienia sg wypadkowy wszysikich tych driatan, Szkoda, #e w celu oceny udziatu NO
autor nie 2decyvdowal si¢ na badanie wplywu inhibitora syatazy NO w ukladzie ex vivo.

Spadek cisnienia t¢tniczego po dozyinym podaniu kwasu maslowego i jednoczednie brak
zmian czestodei akcji serca sugeruje, 2e kwas maslowy mode hamowad odruch z
baroreceptordw. W przeciwnym razie spadek cisnienia tetniczego powinien wywolad
przyspieszenin akeji serca. Kwestia ta powinna zosiaé omowiona w dyskusji.

Wniosek o braku kardiotoksycznosci jest troche ., na wyrost”. Autor badal jedynle
dlugod berwzgledng ornz skorygowany odstgpu QT. Na 1) podstawie mozna co
najwyre] wyciggngd wniosek o braku wplywu na proces repolaryzacji lub dzialania
proarvimicenego, chociai scifle) mowige wymagaloby to oceny potenciatimw
pojedynczych kardiomiocytdw. natomiast w pracy nie badano innych aspektow
kardiotoksveznogei np. wpbywu na kurczliwosé czy zywotnosé komorek.

W pracy nr. 2 uzyskano kilka wynikow, kidre warte sg przedyskutowania Po pierwsze,
gdzie zlokalizowane sa receptory GRP41/43 na ktore dziala kwas maslowy podany
dojelitowo? Crzy dziala on na receptory snajdujace sig w zakonczeniach nerwu blgdnego,
cey tez ma podwijne dzislanie zardwno na zakoncrenia nerwu blgdnego jak i po
wehlonigciu bezposrednio na naczynia krwionodne? Po drugie, jezeli kwas 3-
hydroksymasiowy hamuje dzialanie kwasu maslowego na igtnice z migsnia smuklego ale



ni¢ hamuje jego dzialania na tetnice krezkowe, 1o jakie receplory sa zaangazowane w lym
drugim przypadku? Wreszcie, chociaz kwas 3-hydroksymaslowy zmniejszal dzialanie
kwasu maslowego to sam powodowal pewne zwolnienie akcji serca - jaki mechanizm
moze wyjadniad taki efckt?

6) Szkoda, ze autor nie pokusil sig o dalsze badania mechanizmu dzialania kwasdéw w
ukladzie ex vivo popreez zastosowanie takich metod jak uszkodzenie sradblonka,
podanie inhibitora syntazy NO lub innych mediatorow pochodzenia érodblonkowego (np.
EDHF, kidry w malych naczyniach oporowych ma wigksze znaczenie niz NO).
inhibitordw kinaz zaleinych od cyklicenych nukleotydow itp.

7) Preedyskutowania wymaga inny wplyw kwasu 3-hydroksymaslowego na dzistanic kwasu
maslowepo | kwasu walerianowego na 1¢tnice krezkows i tgtnice 2 migsnia smuklego.

8) Zastrzezenia budzl sposdb prezentacji wnboskdw na stronie 50-3] pracy doktorskic, Na
stronie 50 podsumowano w 8 punktach najwainiejsee wyniki, natomiast na stronic 5|
wymieniono 3 najwaimicjsze wnioski, Niektore 2z punktow zawartyeh na stronie 50 maja
charakter wnioskow (np. punkt dotyczacy udzialu receptordw GRP41/43). Caedd 2
punkiow na stronie 50 jest bardzo podobnych dla obu prac orvginalnych {(dotyczacych
kwasu maslowego | kwasu walerianowego). Bardziej racjonalne wydaje sig
przedstawienie wnioskiw bez podzialu na ..najwaznigjsze wyniki” i najwazniejsze
wnioski”, Ponadio autor mogl pokusic sig o sformulowanie syntetycznych wnioskdw na
podstawie wynikow przedstawionych w obu publikacjach z podkresleniem podobienstw i
ridnic w dzialaniu obu kwasdw. Warto byloby te? umicscid w pracy tabelg 2
podsumowaniem najwainiejszych wynikéw z podkredleniem podobicfistw i roznic w
dziataniu kwasu maslowego | walerianowego.

Przedstawione powyZej uwagi nie zmnigjszaja wysokiej wartosci ocenianej pracy doktorskiej.
Jako osoba, kiora sama zajmuje si¢ badaniami doswiadczalnymi na zwierzetach zdaje sobie
sprawg, ze wykonanie sugerowanych dodatkowych badan wymaga duzego nakladu czasu i
Srodkdw linansowych, Nie bez znaczenia sg tez kweslie elycene awiazane z koniecznosciy
wykorzystania dodatkowych swierzgl. Diatego uwagi te trakiuje bardzie] jako sugestie dalszych
badan nik krviyke preedstawione) pracy.



Podsumowujgc stwierdzam, 2e przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
wartosciowy wklad w rozwd) nauki. Podjecie badan na ten temat jest w pelni uzasadnione.
Badania wpisujg si¢ w kierunek konsekweninie realizowany przez zespol Promotora od wielu
lat. Metody badaweze sg adekwatne do celu pracy. Wyniki maja istoine znaczenie poznawcze, a
potencjalnie takie praktyveene. Na podkreslenie zastuguje nowatorska tematvka pracy oraz fakt,
ze jej wyniki zostaly jui opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych. W rwigzku
Z tym mam zaszczyvt wnioskowaé do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o dopuszczenie lek. med. Maksymiliana Marka
Onyszkiewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskicgo.
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