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Wplyw kwasu mastowego oraz kwasu walerianowego
na regulacje cisnienia tetniczego

wykonanej w Zakladzie Fizjologii i Patofizjologii Eksperymentalnej, Wydzialu
Lekarsko-Stomatologicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Uwaza sig, ze krotkolaficuchowe kwasy thiszczowe (KKT) Jjako produkty
metabolizmu bakterii na wiele sposobow odpowiadaja za utrzymanie homeostazy
w organizmie czlowieka. Powstajg one w wyniku fermentacji niestrawionych
polisacharydéw - to gléwne, a jednoczesnie koncowe, produkty metabolizmu
bakterii bytujgcych w swietle jelita grubego. Tak wiec manipulacja skladem
bakterii jelitowych (mikrobioty jelitowej), a tym samym poziomem KKT, moze
si¢ sta¢ narzedziem w leczeniu wielu chorob.

Dotychczas najwigeej badan dotyczyle roli KKT w regulacji
prawidiowego funkcjonowania ukladu pokarmowego, czy tez ich wplywu
na uktad odpornosciowy gospodarza mikrobioty jelitowej. W ciggu ostatnich lat
wzroslo zainteresowanie wplywem KKT na uklad krgzenia. Mikrobiota jelitowa
i wplyw jej metabolitdw na cinienie tetnicze krwi stanowi od wielu lat obszar
zainteresowan zespohu, w ktérym doktorant prowadzit swoje badania.

W przedstawionej do oceny dysertacji doktorant podjal si¢ oceny
znaczenia wybranych krétkolanicuchowych kwaséw thuszezowych, pochodzacych
od bakterii jelitowych w regulacji krazenia ustrojowego. Celem pracy doktorskiej
bylo ustalenie wplywu kwasu mastowego (BA, ang. butyric acid) i kwasu
walerianowego (VA, ang. valeric acid) na ciénienie tetnicze (BP) u szczuréw,
zbadanie mechanizméw zwiazanych z oddziatywaniem tych zwiazkéw na uklad
krazenia; ponadto dostarczenie nowych danych na temat fizjologicznych stezen
kwasu maslowego i walerianowego w tkankach oraz ocena stopnia przenikania
tych KKT przez barierg jelito-krew. Jednoczesnie prébowano ustalié czy efekty
tych kwasow na BP mogg by¢ zwigzane z dzialaniem kardiotoksycznym.
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W badaniach dotyczacych KKT zwierzgta dobiera si¢ gloéwnie ze wzgledu na objetosé
Jelita grubego, zwiaszcza jego proporcje do calego przewodu pokarmowego. U szczuréw
wynosi ona 61%, dlatego tez wydaja si¢ one dobrze dobranym przez doktoranta modelem
do tego typu badan. Moze nalezaloby to uwzglgdnié w tytule dysertacji, z ktorego nie wynika,
ze badania dotycza tylko modelu zwierzecego.

Rozprawa dokiorska obejmuje igcznie 75 stron w tym m.in. wykaz skrotow oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, zestawienie publikacji stanowigcych prace
doktorskg ich krotkie omowienie, podsumowanie wynikéw i wnioski oraz o$wiadczenia
wspoltautoréw publikacji.

Forma przedstawienia rozprawy doktorskiej jest zgodna z ustawa oraz regulacjami
WUM dotyczacymi nadawania stopni naukowych i nie moze budzi¢ zastrzezeh. Trzon
dysertacji stanow1 spojny tematycznie zbior artykuléw opublikowanych w jezyku angielskim
w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym. Taka forma rozprawy, w postaci zestawienia
(»spinki”) juz wydrukowanych publikacji, nadal nie jest powszechna. Wczesniejsze
opublikowanie wynikéw doktoratu jest pewng forma weryfikacji jego poziomu naukowego,
jednakze przy ocenie calosci nalezy tez wzia¢ pod uwagg, ze kazda publikacja jest
recenzowana przez czasopismo jako dzielo osobne, a nie zbidr, czy nawet element zbioru.
Niemniej, dysertacja w formie juz wydrukowanych publikacji jest bardzo wartoiciowa
i zastuguje na uznanie.

Na marginesie. Ostatnio redakcje wielu czasopism zachecajg lub wrecz zmuszaja do
zamieszczania materialéw dodatkowych do zaakceptowanych do druku publikacji. Wobec
tego moze nalezaloby rozwazy¢ czy recenzenci dysertacji nie powinni otrzyma¢ takze tych
materialéw (np. w osobnym pliku, jako zalacznik do dysertacii).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. M. Onyszkiewicza to zbior
opublikowanych migdzy listopadem 2019 r. a marcem 2020 r. trzech prac w czasopismach
o wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF, impact factor), powyzej 3,000 - odpowiednio:
3,139; 3,158; 3,263 (zgodnie z informacja na stronie czasopisma w sierpniu br.), z ktdrych
dwie to oryginalne prace doswiadczalne.

Zbiér sklada si¢ z nizej wymienionych publikacji:

1. Onyszkiewicz, M. i wsp. Short chain fatty acids and methylamines produced by gut
microbiota as mediators and markers in the circulatory system.
Experimental Biology and Medicine 2020; 245: 166-175.
DOI: 10.1177/1535370219900898

2. Onyszkiewicz, M. i wsp. Butyric acid, a gut bacteria metabolite, lowers arterial blood
pressure via colon-vagus nerve signaling and GPR41/43 receptors.
Pflugers Archiv - European Journal of Physiology 2019; 471; 1441-1453,
DOI: 10.1007/500424-019-02322-y

3. Onyszkiewicz, M. i wsp. Valeric acid lowers arterial blood pressure in rats.
European Journal of Pharmacology 2020; 877.
DOI: 10.1016/j.ejphar.2020.173086
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Prace sq wieloautorskie (od trzech do o$miu autordow) z afiliacjami 1gcznie trzech
warszawskich osrodkéw badawczych. We wszystkich publikacjach doktorant jest pierwszym
autorem, a promotor autorem korespondencyjnym. Z dotaczonych do dysertacji odpowiednich
oswiadczenn wspolautoréw wynika, Ze rola doktoranta w prowadzonych badaniach,
opracowaniu wynikow i przygotowania manuskryptéw byla znaczaca i wynosila co najmniej
50%. Jego indywidualny wklad zostal jasno okreslony i polegat na: opracowaniu koncepcji,
metodologii badan, foermutowaniu wnioskow, pracach analitycznych, przeprowadzeniu badan
u narkotyzowanych zwierzat oraz przeprowadzeniu analizy statystycznej wynikow z tych
badaf, wykonaniu wigkszosci rycin zawartych w tych publikacjach. Wszyscy autorzy
wyrazili zgod¢ na wykorzystanie tych prac w dysertacji doktorskiej lek. Maksymiliana
Onyszkiewicza.

Rozprawa doktorska w formie zbioru publikacji to dowod na przygotowanie
doktoranta do dalszej samodzielnej pracy naukowej. Opublikowanie wynikéw swoich prac
eksperymentalnych wymagato od doktoranta przejscia przez kolejne etapy zwigzane z praca
naukowg: poczawszy od opracowania koncepcji projektu badan, az do przygotowania
otrzymanych wynikow pracy do$wiadczalnej i laboratoryjnej do publikacji, jak rowniez
wymagalo umiejetnosct wspotpracy z innymi badaczami.

Pierwszg w zbiorze jest praca opublikowana w styczniu 2020 r., (IF 3,139), w ktorej
dokonano przegladu dotychczasowych wynikow badan dotyczacych metabolitéw mikrobioty
jelitowe), w tym niektorych krétkolancuchowych kwasow thuszczowych (KKT), mogacych
wplywa¢ na ustrojowy uklad krazenia. Niestety nie wiadomo dlaczego nie uwzgledniono
w przegladzie roli kwasu walerianowego i kapronowego. Poniewaz od czasu powstania
tej pracy przeglagdowej uplyngt rok, ciekaw jestem czy pojawily si¢ nowe publikacje,
dotyczace roli KKT w regulacji krazenia, ktore moglyby byé pomocne w interpretacji
wynikow doktoratu.

Kolejne dwie prace ,spinki” (IF 3,158; 3,263) dotycza roli dwdch wybranych
krétkolancuchowych kwasow tluszczowych, mastowego i walerianowego. Kazda publikacja
poswigcona jest badaniu jednego zwigzku. Doktorant wykazal, ze jelito grube jest
najwazniejszym miejscem odzialywania tych kwasow, skad moga szybko przenikaé przez
barierg jelito-krew i dociera¢ do organéw odpowiedzialnych za regulacje cisnienia tetniczego.
Juz dwu lub trzykrotne zwigkszenie st¢zenia tych kwaséw w okreznicy wywolalo znaczacy
efekt hipotensyjny za posrednictwem receptoréw GPR 41/43. W badaniach prowadzonych
przez doktoranta uzyto tylko nieselektywnego antagonisty dla tych receptorow, ktory
ograniczal dzialanie hipotensyjne obu kwaséw. (Dlatego tez na podstawie uzyskanych
wynikéw nie mozna bylo ustali¢, ktéry z tych receptorébw ma wieksze lub domnujace
znaczenie w efektach poszczegdlnych kwaséw). Natomiast tylko w przypadku kwasu
mastowego wykazano, ze obnizenie BP moze by¢ rowniez efektem wzmozonej impulsacji
aferentnej z jelita za posrednictwem nerwu blgdnego. Co wazne w kontekscie potencjalnych
zastosowan terapeutycznych badanych KKT, nie stwierdzono by ich efekty hipotensyjne byty
zwigzane z dziataniem kardiotoksycznym.

Z kolei w badaniach ex vivo wykazano, ze oba KKT mogg dzialaé bezposrednio
na naczynia obwodowe (badano te¢tnice krezkowa, MA i tetnice wyizolowang z migsnia
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smukiego, GMA). Interesujgce, ze mechanizm dzialania naczyniorozszerzajacego kazdeg
z badanych KKT byt rozny dla badanych naczyn. I tak np. rozkurcz naczyn za posrednitwem
GPR41/43 dla kwasu maslowwego wykazano w GMA, a dla kwasu walerianowego w MA.
Ciekawe, ze mimo niewielkie) roznicy w budowie kwasy te indukuja w tych samych
naczyniach odmienne mechanizmy prowadzace do rozkurczu.

Opisane wyzej wyniki prac skladajacych si¢ na niniejsza rozprawe zostaly wezesnie)
recenzowane 1 opublikowane w renomowanych miedzynarodowych czasopismach. To
zwalnia mnie z obowigzku szczegélowego recenzowania zalozen prac, poprawnosci ich
metodyki oraz uzyskanych wynikdw i sposobu ich interpretacji. Moge natomiast stwierdzi¢
jednoznacznie, ze badania zostaly przeprowadzone bardzo rzetelnie i poprawnie.

Mam kilka komentarzy 1 pytan. To niewaipliwie solidny doklorat, ale skorzystam
z okazji i zaznaczg, ze wolalbym recenzowaé go w formie klasycznej, ktora wymaga od
autora bardziej doglebnej analizy poréwnawcze] otrzymanych wynikéw i ich dyskusje.
Doktorant badat efekt hipotensyjny i jego mechanizmy dla kazdego z KKT osobno, a przeciez
w warunkach naturalnych powstaja one jednoczesnie, podlegaja zjawisku ,,cross-feedingu”
dzialajg za posrednictwem tych samych receptorow. Chodzi mi o zestawienie podobiefstw
i odmienno$ci w dzialaniu dwoéch réznych zwigzkéw na te same procesy. Tym bardziej, ze sa
to zwigzki o bardzo podobnej budowie. Brakuje ryciny podsumowujgcej mechanizmy
dzialania obu kwasow na BP, a sg one rozne. Jakie zdaniem doktoranta moga by¢ przyczyny
réznic w dynamice dziatania obu KKT?

Zardéwno zakres i trwalos¢ obnizenia BP po podaniu kwasu mastowego dookrezniczo
wydaja si¢ by¢ dawkozalezne (Pub. 2, Fig. 2), podczas gdy po podaniu dozylnie efekt
hipotensyjny utrzymywat si¢ najkrocej po iniekcji najwyzszej dawki (Pub. 2, Fig. 1), Zupetnie
inacze] niz w analogicznych badaniach z uzyciem kwasu walerianowego. Czy mogiby
doktorant, w $wietle dostepne;j literatury, wyjasni¢ co moglo by¢ przyczyng takiego efektu
kwasu mastowego?

Na koncu publikacji 2. zamieszczono rycine (Fig. 4), na ktérej w soséb schematyczny
przedstawiono potencjalne mechanizmy dziatania kwasu mastowego Chaociaz w pracy
wykazano, ze dookreinicze podanie BA podnosi stezenie kwasu w zyle wrotnej,
to na schemacie nie zaznaczono potencjalnego udziatu metabolitow watrobowych.

Ponadto brakuje wyjasnienia na jakiej podstawie doktorant przyjal zaloZenie, ze tlenek
azotu moze posredniczyc w efektach KKT i dlaczego badal tylke w odniesieniu do BA?

W konicu komentarz, ktéry by¢ moze wynika z mojej niewiedzy. W publikacjach
2. 1 3. autorzy uwazaja, ze jednym z ograniczen ich badan jest to, Ze nie przeprowadzili badan
z uzyciem antagonisty receptora OIlfr78. Jednakze nie przytoczyli zadnej pozycji
z. pismiennictwa wskazujacej na to, 7e hadane przez doktoranta KKT mogly potencjalnie
wplywaé na uktad krazenia za posrednictwem tych receptorow.

Podsumowujgc Doktorant uzyskal bardzo duzo wynikéw, ktore przyblizaja nas
do zrozumienia roli metabolitow mikrobioty jelitowej oraz mechanizméw ich dzialania
w regulacji uktadu krgzenia. Rozprawa zawiera zbior dobrze przemyslanych, spdjnych
tematycznie publikacji, przyczyniajacych sie do lepszego poznania omawianej tematyki,
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bedgc cennym uzupenieniem dostepnej literatury naukowej. Moje krytyczne komentarze
nie umniejszaja wartosci otrzymanych wynikéw, lecz powinny stanowié¢ dobry przyczynek
do dyskusji.

Przedstawiony mi materiat spelnia wymogi ustawowe stawiane rozprawom na stopief
doktora nauk medycznych. Doktorant wykazal si¢ duza erudycja i umiejetnoscia
przygotowania publikacji naukowej oraz nabyl szereg umiejetnosci niezbednych do pracy
ze zwierzgtami bedacymi w narkozie, poddanymi zabiegom chirurgicznym. Ponadto,
co rownie waime w dzialalnosci naukowej, doktorant wykazal sie umiejetnoscia pracy
w wieloosobowym, wieloosrodkowym zespole badawczym.

Reasumujac, przedlozona do oceny rozprawa doktorska lek. Maksymiliana
Onyszkiewicza poswiecona problemowi niezwykle istotnemu zaréwno z poznawczego, jak
tez praktycznego punktu widzenia spelnia warunki okreSlone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. 2018, poz. 1668).

Przedkladam Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego wniosek o dopuszczenie lek. Maksymiliana Onyszkiewicza do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuj¢ o wyréznienie recenzowanej pracy
doktorskiej. Zebrane w niej prace maja wysoki poziom merytoryczny i wnosza wiele nowych
informacji rozszerzajgcych nasza wiedze na temat mechanizmoéw dzialania metabolitéw
mikrobioty jelitowej na uklad krazenia. O wartosci zbioru publikacji skiadajacych sie
na dysertacj¢ lek. Maksymiliana Onyszkiewicza s$wiadcza wysokie sumy zaréwno
wskaznikéw oddziatywania (/F' > 9,5) oraz punktéw wg MNiSW (lacznie 200), ktére
przewyzszaja znacznie wymogi dla prac doktorskich.
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dr hab. Leszek Dobrowolski
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