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Doswiadczalnej Wydzialu Lekarsko-Stomatologicznego Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pt. ,Wplyw kwasu maslowego oraz kwasu walerianowego na regulacje

ciSnienia tetniczego” przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Marcina Ufnala

Badania ostatnich lat wskazujg na istotna role mikroty jelitowej zarowno w warunkach
fizjologicznych jak i w patogenezie wielu choréb, w tym chordb ukladu krazenia takich jak
nadcisnienie t¢tnicze, miazdzyca, choroba niedokrwienna serca. Jednym z mechanizmow
poprzez ktére mikrobiom jelitowy wptywa na funkcje odlegtych narzadéw jest produkcja przez
bakterie aktywnych biologicznie metabolitow dzialajacych zaréwno miejscowo w obrebie
przewodu pokarmowego jak rowniez po wchlonigciu do krwiobiegu bezposrednio na naczynia
krwionosne i inne odlegle narzady. Wigkszos¢ badan na temat mikrobioty jelitowego skupia sie
na ocenie jej skladu, wspolczesnie zwlaszcza metodami genomicznymi jak mikromacierze czy
sekwencjonowanie nowej generacji. Znacznie mniej uwagi po$wiecono znaczeniu metabolitow
bakterii jelitowych w regulacji funkcji fizjologicznych jak i w patogenezie choréb. Wynika to z
faktu, ze do niedawna nie zdawano sobie sprawy, ze metabolity te sg obecne w tkankach
gospodarza lub tez zakladano, ze w matych stgzeniach w jakich z reguty wystepuja nie moga

mie¢ istotnego znaczenia fizjologicznego.

Celem recenzowanej pracy doktorskiej byto badanie wplywu dwdch krétkotancuchowych
kwasow tluszczowych produkowanych przez bakterie jelitowe w wyniku fermentacji blonnika
pokarmowego, kwasu mastowego oraz kwasu walerianowego, na mechanizmy regulacji
cisnienia tgtniczego. Rozprawa doktorska jest oparta na 3 opublikowanych pracach: 1)
Onyszkiewicz, M., Jaworska, K., Ufnal, M. 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, 2) Onyszkiewicz, M., Gawrys-Kopczynska, M., Konopelski, P.,



Aleksandrowicz, M., Sawicka, A., Kozniewska, E., Samborowska, E., Ufnal, M. 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,
3) Onyszkiewicz M, Gawrys-Kopczynska M, Satagaj M, Aleksandrowicz M, Sawicka A,
Kozniewska E, Samborowska E, Ufnal M. Valeric acid lowers arterial blood pressure in rats.
European Journal of Pharmacology 2020, 877. Pierwsza z prac jest praca przegladows, a
pozostate dwie pracami oryginalnymi. Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich trzech

publikacji. Sumaryczny Impact Factor trzech publikacji wynosi ponad 10.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje 75 stron wydruku
komputerowego i obejmuje strong tytutowa, stowa kluczowe, podzigkowania, wykaz publikac;ji
stanowiacych prace doktorska, spis tresci, wykaz stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wstep uzasadniajacy potaczenie publikacji w jeden cykl, zakres i cel pracy,
kopie publikacji, podsumowanie i wnioski, kopie uchwat komisji etycznej oraz oswiadczenia
wspolautorow o ich udziale w realizacji kazdej z trzech prac. Uklad pracy jest typowy dla prac

doktorskich opartych na wynikach juz opublikowanych w czasopismach.

W publikacji przegladowej (praca nr. 1) przedstawiono znaczenie metabolitow bakterii
jelitowych w regulacji funkcji oraz chorobach uktadu krazenia. W pracy oméwiono kolejno
mechanizmy wspoétzaleznosci miedzy mikrobiotg uktadu pokarmowego i uktadem krazenia a
nastepnie skupiono si¢ na znaczeniu krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych w tym kwasu
octowego, propionowego, mastowego. W kolejnej czesci pracy oméwiono kontrowersyjne
wyniki badan nt. znaczenia trimetyloaminy (TMA) oraz tlenku trimetyloaminy (TMAO) w
patogenezie choréb uktadu krazenia oraz chor6b metabolicznych. Praca jest wyczerpujaca,
napisana w sposob ciekawy i dobrze wprowadza czytelnika w tematyke pracy doktorskiej. W
pracy zamieszczono trzy ryciny podsumowujgce mechanizmy omowione w tekscie.
Pismiennictwo liczy 174 pozycje. Opracowanie tej publikacji przegladowej swiadczy o bardzo

dobrym przygotowaniu doktoranta to wykonania badan bedacych podstawa pracy doktorskiej.

W publikacji nr. 2 przedstawiono wyniki badania wptywu kwasu mastowego na regulacje
cisnienia tetniczego. Badania wykonano in vivo u szczurow w znieczuleniu ogélnym oraz ex
vivo na izolowanych naczyniach oporowych. W badaniach in vivo oznaczano st¢zenie

endogennego kwasu mastowego w jelicie grubym, krwi zyly wrotnej oraz krwi obwodowe;.



Nastegpnie podawano egzogenny kwas mastowy w kilku dawkach dojelitowo lub dozylnie, a
nastgpnie monitorowano $rednie cisnienie t¢tnicze i akcj¢ serca metoda bezposrednia po
wprowadzeniu cewnika do tetnicy udowej podtaczonego do rejestratora BIOPAC MP160.
Jednoczes$nie monitorowano EKG w celu oceny skorygowanego odstepu QT jako wskaznika
ewentualnych zaburzen repolaryzacji. W celu zbadania mechanizmu dziatania kwasu mastowego
dodatkowym grupom szczuréw podawano: 1) antagoniste receptoréow dla krotkotancuchowych
kwasow tluszczowych GRP41/43, kwas 3-hydroksymastowy, 2) inhibitor syntazy tlenku azotu,
L-NAME, 3) bloker zwojoéw uktadu autonomicznego, heksametonium, 4) antagoniste receptorow
cholinergicznych, atroping. U niektérych zwierzat wykonywano podprzeponowa wagotomie w
celu oceny znaczenia sygnalizacji aferentnej za posrednictwem nerwu blednego w dzialaniu
dojelitowo podanego kwasu mastowego. Badania ex vivo wykonano na izolowanych tetnicach
krezkowych oraz tgtnicach migsnia smuklego. Tetnice oproznione z krwi umieszczano w plynie
wieloelektrolitowym i poddawano cisnieniu transmuralnemu w wysokosci S0 mmHg (tetnica
krezkowa) lub 80 mmHg (t¢tnica z migsnia smuktego). Badania reaktywnosci naczyn wykonano
oceniajgc ich rozmiar pod mikroskopem w warunkach bez przeptywu krwi po podaniu
odpowiednich substancji narzedziowych. W pierwszym etapie indukowano skurcz tetnic za
pomocg agonisty receptorow alfa-adrenergicznych, fenylefryny. Integralnos¢ srodblonka
oceniano mierzac dziatanie naczyniorozszerzajace acetylocholiny. Stezenie kwasu mastowego
oznaczano metodg ultrasprawnej chromatografii cieczowej 1 detektora masowego z potréjnym

kwadrupolem.

Badania wykonane w tej pracy wykazaly, ze stezenie kwasu masfowego jest znacznie
wigksze w jelicie grubym niz we krwi, z kolei we krwi jest wigksze w zyle wrotnej niz w we
krwi obwodowej, co jest zgodne z faktem, ze Zrodtem kwasu mastowego jest mikrobiom jelita
grubego. Kwas mastowy podany dozylnie powodowal zalezny od dawki przejsciowy spadek
sredniego cisnienia tetniczego, ale nie dochodzio do zmian czestosci akcji serca. Kwas 3-
hydroksymastowy nie wplywat na oceniane parametry hemodynamiczne, zmniejszat jednak
hipotensyjne dziatanie kwasu mastowego. Dozylne podanie inhibitora syntazy tlenku azotu, L-
NAME, powodowalo zgodnie z oczekiwaniami znaczny wzrost cisnienia tgtniczego, ale zwigzek
ten nie mial wpltywu na dziatanie hipotensyjne kwasu mastowego. Kwas mastowy podany do
Swiatfa jelita grubego powodowat zalezny od dawki dtugotrwaly spadek sredniego cisnienia

tetniczego, ktoremu towarzyszyto zwolnienie akcji serca. Kwas mastowy nie wplywal na



dtugos¢ skorygowanego odstgpu QT. Dziataniu kwasu mastowego podanego dojelitowo na
cisnienie tetnicze i akcje serca zapobiegata czesciowo podprzeponowa wagotomia lub podanie
heksametonium, ale nie zapobiegato podanie atropiny. Ponadto dziataniu dojelitowo podanego
kwasu mastowego na Srednie cisnienie tgtnicze oraz akcje serca zapobiegato dojelitowe podanie
kwasu 3-hydroksymastowego. Sam kwas 3-hydroskymastowy nie mial wptywu na cisnienie
tetnicze, ale powodowat spadek czgstosci akcji serca. Kwas mastowy rozszerzal tetnice badane
ex vivo. Kwas 3-hydroskymastowy zapobiegat dziataniu kwasu mastowego na tetnice migsnia

smuklego, ale nie miat wplywu na jego dziatanie na tgtnice krezkowa.

W pracy nr. 3 wykonano podobne badania w odniesieniu do kwasu walerianowego.
Wykazano, ze kwas walerianowy wystepuje w najwiekszym stezeniu w swietle jelita grubego, a
w znacznie mniejszych (mikromolarnych) stezeniach we krwi zyly wrotnej, krwi obwodowe;j i
tkankach (mdzg, watroba, nerki, serce, ptuca) oraz moczu. Po dojelitowym podaniu
znakowanego kwasu walerianowego pojawia si¢ on juz po kilku minutach w tkankach
obwodowych co swiadczy o efektywnym wchlanianiu. Dojelitowe podanie kwasu
walerianowego powoduje krotkotrwaly trwajacy okoto S minut spadek sredniego cis$nienia
tetniczego oraz czestosci akceji serca, jednak kwas walerianowy nie miat wptywu na dlugosc¢
skorygowanego odstgpu QT. Dziataniu hipotensyjnemu kwasu walerianowego zapobiegato
czesciowo wezesniejsze podanie kwasu 3-hydroksymastowego. Natomiast podprzeponowa
wagotomia nie wplywatla na dzialanie kwasu walerianowego. Zarowno wagotomia jak i
heksametonium wydtuzaly hipotensyjne dzialanie kwasu walerianowego. Ex vivo kwas
walerianowy rozszerzal tetnice krezkowe. Jego dziatanie na te¢tnice mig¢snia smuklego bylo
stabsze i wystgpowato w wigkszych stezeniach. Kwas 3-hydroskymastowy zmniejszal dziatanie
kwasu walerianowego na tetnice krezkowa, ale nie mial wptywu na jego dzialanie na tetnice
migsnia smuklego. Kwas walerianowy podawany dozylnie spowodowat krétkotrwaty spadek
cisnienia tetniczego, czemu nie towarzyszyto zwolnienie akcji serca. Natomiast podawanie
kwasu walerianowego w ciaglej infuzji wywotywalo efekt hipotensyjny przez caly czas jego

podawania.

Z wykonanych badan wyciagnigto nastgpujace trzy najwazniejsze wnioski: 1) W
warunkach fizjologicznych st¢zenie kwasu mastowego i kwasu walerianowego jest najwyzsze w
jelicie grubym, ktore jest glownym habitatem mikrobioty, 2) Kwas mastowy i kwas walerianowy

przedostaja si¢ z jelita grubego do uktadu krazenia powodujac istotny efekt hipotensyjny,



oddzialujac zaréwno poprzez uktad nerwowy, jak réwniez bezposrednio na naczynia, 3) Kwas
mastowy i kwas walerianowy sa waznymi mediatorami oddzialtywania pomigdzy mikrobiota

przewodu pokarmowego a uktadem krazenia.

Prace doktorska lek. med. Maksymiliana Marka Onyszkiewicza oceniam bardzo wysoko.
Stanowi ona kontynuacje¢ wieloletnich prac Promotora na temat znaczenia fizjologicznego i
znaczenia w patologii metabolitow mikrobioty jelitowej. Podjecie badan na temat znaczenia
krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych w regulacji cisnienia tetniczego jest w petni
uzasadnione. Kwasy te sg jednymi z najwazniejszych metabolitow bakterii jelitowych, przy
czym uwazane sg one za metabolity ,.korzystne” i produkowane przez korzystne dla zdrowia
gatunki bakterii. Ponadto zwigkszenie zawartosci btonnika w diecie jak i stosowanie pre- i
probiotykow wspomagajacych wzrost ,.korzystnych” gatunkow bakterii prawdopodobnie bedzie
zwiekszaé produkcje tych kwasoéw. Dotychczasowe badania na temat wplywu tych metabolitow
na naczynia krwionosne i regulacj¢ cisnienia tetniczego sg nieliczne i fragmentaryczne. W
badaniach wykonanych przez Doktoranta wykorzystano nowatorskie metody stosowane w
zespole naukowym kierowanym przez Promotora jak oznaczanie st¢zenia kwasu mastowego i
walerianowego w jelicie, krwi i tkankach, dojelitowe podawanie metabolitow oraz metoda
monitorowania parametréw hemodynamicznych. Wysoko nalezy oceni¢ wykonanie badan ex
vivo na izolowanych matych naczyniach oporowych, ktore sa znacznie trudniejsze ale tez
dostarczajg cenniejszych informacji niz tatwiejsze technicznie badanie duzych tetnic jak aorta,
ktore jednak majg mniejsze znaczenie w regulacji oporu obwodowego. Nalezy podkresli¢
pracochtonno$¢ wykonanych badan zaréwno in vivo jak i ex vivo. Badania wykonane przez
Doktoranta dostarczyly wielu nowatorskich informacji. W szczegdlnosci wykazano, ze zaréwno
kwas mastowy jak i walerianowy podane dojelitowo powoduja spadek ci$nienia t¢tniczego. W
dziataniu obu kwasow uczestniczg receptory GRP41/43, a w przypadku kwasu mastowego
aferentna sygnalizacja za posrednictwem nerwu blednego i hamowanie aktywnosci uktadu
wspolczulnego. Oba kwasy dzialaja rozszerzajaco na naczynia oporowe przy czym udzial

receptorow GRP41/43 jest uzalezniony od badanego kwasu i konkretnego naczynia.

W trakcie lektury pracy nasunely mi sie¢ pewne uwagi, ktore z obowiazku recenzenta

przytaczam.



[

2)

3)

4)

5)

Ograniczeniem ocenianej pracy jest badanie wplywu na cisnienie tegtnicze oraz akcje
serca w znieczuleniu ogélnym. Znieczulenie ogélne wptywa na aktywnos¢ uktadu
autonomicznego, co moze mie¢ wplyw na uzyskane wyniki. Lepszg metoda bylaby
telemetria. Trzeba jednak dodaé, ze metoda ta jest stosowana tylko w nielicznych
osérodkach ze wzgledu na wysokie koszty. Zastosowana przez autora metoda jest mimo

swoich ograniczen nadal powszechnie stosowana.

Wyniki uzyskane u zwierzat otrzymujacych dozylnie L-NAME sa trudne do interpretacji,
poniewaz w takim ukladzie doswiadczalnym zwigzek ten hamuje syntez¢ NO nie tylko w
$rédblonku, ale rowniez w innych narzadach istotnych dla regulacji cisnienia jak nerki
czy uktad nerwowy. L-NAME podany dozylnie wplywa nie tylko na funkcje srédbtonka
ale rowniez kurczliwos$¢ migsnia sercowego, transport sodu w kanalikach nerkowych,
aktywnos¢é uktadu wspotczulnego czy odruch z baroreceptorow, a obserwowane zmiany
ci$nienia s3 wypadkowa wszystkich tych dzialan. Szkoda, ze w celu oceny udziatu NO

autor nie zdecydowal si¢ na badanie wptywu inhibitora syntazy NO w uktadzie ex vivo.

Spadek cisnienia t¢tniczego po dozylnym podaniu kwasu mastowego i jednoczesnie brak
zmian czegstosci akeji serca sugeruje, ze kwas mastowy moze hamowac¢ odruch z
baroreceptorow. W przeciwnym razie spadek cisnienia tgtniczego powinien wywotaé

przyspieszenia akcji serca. Kwestia ta powinna zosta¢ oméwiona w dyskusji.

Whiosek o braku kardiotoksycznosci jest trochg ,, na wyrost”. Autor badat jedynie
dlugosc bezwzgledna oraz skorygowang odstepu QT. Na tej podstawie mozna co
najwyzej wyciagnac¢ wniosek o braku wplywu na proces repolaryzacji lub dziatania
proarytmicznego, chociaz scislej mowiac wymagatoby to oceny potencjatow
pojedynczych kardiomiocytow. natomiast w pracy nie badano innych aspektow

kardiotoksycznosci np. wptywu na kurczliwos¢ czy zywotnos¢ komorek.

W pracy nr. 2 uzyskano kilka wynikow, ktore warte sa przedyskutowania. Po pierwsze,
gdzie zlokalizowane sa receptory GRP41/43 na ktore dziata kwas mastowy podany
dojelitowo? Czy dziata on na receptory znajdujace si¢ w zakonczeniach nerwu blednego,
czy tez ma podwdjne dziatanie zaréwno na zakonczenia nerwu blgdnego jak i po
wchlonigciu bezposrednio na naczynia krwionosne? Po drugie, jezeli kwas 3-

hydroksymastfowy hamuje dzialanie kwasu mastowego na tg¢tnice z migsnia smuklego ale



6)

7)

8)

nie hamuje jego dzialania na tetnice krezkowe, to jakie receptory sg zaangazowane w tym
drugim przypadku? Wreszcie, chociaz kwas 3-hydroksymastowy zmniejszat dzialanie
kwasu mastowego to sam powodowal pewne zwolnienie akcji serca — jaki mechanizm

moze wyjasniac taki efekt?

Szkoda, ze autor nie pokusil si¢ o dalsze badania mechanizmu dziatania kwasow w
ukladzie ex vivo poprzez zastosowanie takich metod jak uszkodzenie srodbtonka,
podanie inhibitora syntazy NO lub innych mediatoréw pochodzenia srodblonkowego (np.
EDHF, ktory w malych naczyniach oporowych ma wigksze znaczenie niz NO),

inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklicznych nukleotydow itp.

Przedyskutowania wymaga inny wptyw kwasu 3-hydroksymastowego na dzialanie kwasu

mastowego i kwasu walerianowego na tgtnicg krezkowa i tetnice z miesnia smuklego.

Zastrzezenia budzi sposob prezentacji wnioskow na stronie 50-51 pracy doktorskiej. Na
stronie 50 podsumowano w 8 punktach najwazniejsze wyniki, natomiast na stronie 51
wymieniono 3 najwazniejsze wnioski. Niektore z punktow zawartych na stronie 50 maja
charakter wnioskow (np. punkt dotyczacy udziatu receptorow GRP41/43). Cze$é z
punktow na stronie 50 jest bardzo podobnych dla obu prac oryginalnych (dotyczacych
kwasu mastowego i kwasu walerianowego). Bardziej racjonalne wydaje si¢
przedstawienie wnioskow bez podziatu na ,,najwazniejsze wyniki” i ,,najwazniejsze
wnioski”. Ponadto autor mégt pokusi¢ si¢ o sformutowanie syntetycznych wnioskow na
podstawie wynikow przedstawionych w obu publikacjach z podkresleniem podobienstw i
réznic w dziataniu obu kwasow. Warto byloby tez umiesci¢ w pracy tabelg z
podsumowaniem najwazniejszych wynikéw z podkresleniem podobienstw i roznic w

dziataniu kwasu mastowego 1 walerianowego.

Przedstawione powyzej uwagi nie zmniejszaja wysokiej wartosci ocenianej pracy doktorskie;.
Jako osoba, ktdéra sama zajmuje si¢ badaniami doswiadczalnymi na zwierze¢tach zdaje sobie
sprawe, ze wykonanie sugerowanych dodatkowych badan wymaga duzego naktadu czasu i
srodkow finansowych. Nie bez znaczenia sg tez kwestie etyczne zwigzane z koniecznoscig
wykorzystania dodatkowych zwierzat. Dlatego uwagi te traktuje bardziej jako sugestie dalszych

badan niz krytyke przedstawionej pracy.



Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
wartosciowy wklad w rozwéj nauki. Podjecie badan na ten temat jest w pelni uzasadnione.
Badania wpisuja si¢ w kierunek konsekwentnie realizowany przez zesp6t Promotora od wielu
lat. Metody badawcze sa adekwatne do celu pracy. Wyniki maja istotne znaczenie poznawcze, a
potencjalnie takze praktyczne. Na podkreslenie zastuguje nowatorska tematyka pracy oraz fakt,
ze jej wyniki zostaly juz opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych. W zwiazku
z tym mam zaszczyt wnioskowac¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o dopuszczenie lek. med. Maksymiliana Marka

Onyszkiewicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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