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1 WYKAZ SKROTOW UZYTYCH W PRACY

3HAA

3HAO

3Kyn

AA

AGEs

ALT

BCAAs

BMI

CCa

CRP

CVvD

DG

eGFR

FLI

GGT

GSIS

HbA1c

kwas 3-hydroksyantranilowy (3-hydroxyanthranilic acid)

3,4 dioksygenaza kwasu 3-hydroksyantranilowego

(3-hydroxyanthranilic acid dioxygenase)

3-hydroksykinurenina (3-hydroxykynurenine)

kwas antranilowy (anthranilic acid)

Zaawansowane produkty glikacji (advanced glycated end products)

aminotransferaza alaninowa (alanine transaminase)

aminokwasy o rozgatezionym tancuchu alifatycznym (branched chain amino

acids)

wskaznik masy ciata (body mass index)

wapn skorygowany wzgledem albuminy (albumin-corrected calcium)

biatko C-reaktywne (C-reactive protein)

choroby sercowo- naczyniowe (cardiovascular diseases)

grupa z dysglikemia (dysglycemic group)

szacunkowy wskaznik filtracji ktebuszkowe] (estimated glomerular filtration

rate)

wskaznik sttuszczenia watroby (fatty liver index)

gamma-glutamylotransferazy (gamma glutamyltransferase)

wydzielanie insuliny stymulowane glukozg (glucose-induced insulin secretion)

hemoglobina glikowana (glycated hemoglobin)



HOMA-IR

HDL-C

IDO

KAT

KMO

KTR

KP

Kyn

Kyna

KYNU

mTOR

NAD+

NAmM

NG

NMDA

QA

TCa

T2D

TDO

wskaznik insulinoopornosci (homeostasis model assessment - insulin

resistance)

cholesterol frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci (high-density lipoprotein

cholesterol)

2,3- dioksygenaza idoloaminy (indoleamine 2,3-dioxygenase)

aminotransferaza kinureninowa (kynurenine aminotransferase)

hydroksylaza kinureninowa (kynurenine-3-monooxygenase)

wspotczynnik kinurenina/tryptofan (kynurenine/tryptophan ratio)

szlak kinureninowy tryptofanu (kynurenine pathway)

kinurenina (kynurenine)

kwas kinureninowy (kynurenic acid)

kinureninaza (kynureninase)

ssaczy cel rapamycyny (mammalian target of rapamycin)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (nicotinamide adenine dinucleotide)

nikotynamid (nicotinamide)

grupa z normoglikemia (normoglycemic group)

receptor N-metylo-D-asparaginowy (N-methyl D-aspartate)

kwas chinolinowy (quinolinic acid)

wapn catkowity (total calcium)

cukrzyca typu 2 (type 2 diabetes)

2,3 dioksygenaza tryptofanu (tryptophan 2,3- dioxygenase)



Trp tryptofan (tryptophan)

TSH hormon tyreotropowy (thyroid-stimulating hormone)

XA kwas ksanturenowy (xanturenic acid)
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3  WSTEP

Otytos¢, dyslipidemia, zaburzenia gospodarki weglowodanowe;j i nadcis$nienie tetnicze naleza
do czynnikdéw zwiekszajgcych ryzyko rozwoju chordéb sercowo- naczyniowych (cardiovascular
disease, CVD). Zaburzenia te czesto wspotwystepujg razem stanowigc jedng z gtdwnych
przyczyn $miertelnosci na catym Swiecie. Stan taki okredlany jest mianem zespotu

kardiometabolicznego.

Badania ostatnich lat wskazujg na rosngce zainteresowanie rolg aminokwaséw rozgatezionych
(takich jak BCAA) i aromatycznych, w tym w szczegdlnosci tryptofanu (Trp), w rozwoju
zaburzen kardiometabolicznych. Tryptofan przeksztatcany jest w kilka aktywnych biologicznie
metabolitdw, z ktérych najbardziej znanym jest serotonina. Jednak tylko niewielki procent Trp
metabolizowany jest do serotoniny. Ponad 95% catkowitej puli dostepnego tryptofanu
w ustroju przeksztatcane jest na drodze szlaku kinureninowego (kynurenine pathway, KP,
Ryc. 1) w kinurenine (Kyn) i produkty jej rozpadu, czego kulminacjg jest wytwarzanie
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD+), waznego komdrkowego zrédta energii [1].
Dowiedziono, ze stezenie tryptofanu w surowicy, kinureniny i dalszych jego metabolitow
powstatych na drodze niniejszego szlaku, miedzy innymi takich jak: kwas kinureninowy (Kyna),
3-hydroksykinurenina (3HKyn), kwas chinolinowy (QA), moga by¢ zwigzane z wystepowaniem
zaburzen metabolicznych. Rozregulowany szlak KP zostat powigzany z wieloma jednostkami
chorobowymi, w tym m.in. z zaburzeniami neurodegeneracyjnymi, stwardnieniem rozsianym,
depresjg, schizofrenia oraz zaburzeniami czynnosci nerek i watroby. Z tego powodu
metabolity i enzymy KP stanowig potencjalne cele farmakologiczne i diagnostyczne zaréwno
w stanie homeostazy jak i w stanie jej zaburzenia [2-8]. Nieréwnowage poziomdw krazgcych
metabolitéw KP odnotowano réwniez w otytosci i zaburzeniach metabolicznych zwigzanych
z otytoscig, takich jak choroby sercowo-naczyniowe (cardiovascular disease, CVD) i cukrzyca
typu 2 (type 2 diabetes, T2D) [9,10]. Podobne obserwacje poczyniono w przypadku
aminokwasow takich jak: leucyna, izoleucyna i walina, okreslanych mianem aminokwasow
o rozgatezionym tancuchu alifatycznym (branched chain amino acids, BCAAs). Poza dobrze
znang rolg BCAAs w metabolizmie biatek miesniowych, w ciggu ostatniej dekady obserwuje
sie wzrost zainteresowania rolg tych aminokwaséw w zaburzeniach kardiometabolicznych,

zwtaszcza w otytosci, insulinoopornosci i T2D. Dotychczasowe doniesienia sugerujg, ze
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podwyzszony poziom krazgcych BCAAs koreluje z otytoscig i zwiekszonym ryzykiem
insulinoopornosci oraz cukrzycy typu 2 zaréwno w modelach ludzkich, jak i zwierzecych [11-
13]. Stwierdzono réwniez, ze BCAAs przyczyniajg sie do rozwoju insulinoopornosci zwigzanej
z otytoscig [13]. Podwyzszone stezenie tych aminokwaséw moze pojawié sie nawet na kilka lat
przed rozwojem petnoobjawowej cukrzycy typu 2 [14]. Jednak zwigzek miedzy BCAAs a innymi

czynnikami ryzyka kardiometabolicznego jest mniej znany.

W zwigzku z powyzszym, celem niniejszej pracy byta ocena znaczenia wymienionych
aminokwasow i ich metabolitéw w ocenie ryzyka kardiometabolicznego. Skoncentrowano sie
na konwencjonalnych czynnikach ryzyka CVD, takich jak hiperlipidemia, nadcisnienie tetnicze,
stan zapalny, sttuszczenie watroby i obnizony szacowany wspétczynnik przesgczania
ktebuszkowego (eGFR). Poniewaz homeostaza wapnia odgrywa role w metabolizmie glukozy
i aminokwasow [15,16], a takze jest uznawana za czynnik ryzyka kardiometabolicznego [17],
zbadano réwniez zwigzek miedzy stezeniem wapnia we krwi a BCAAs w odniesieniu do stanu
glikemii. W zwigzku z tym, ze niekorzystne zmiany kardiometaboliczne sg szczegdlnie czesto
obserwowane u kobiet w okresie okotomenopauzalnym i pomenoauzalnym, w niniejszej pracy
zdecydowano sie na analize aminokwaséw i ich metabolitow w grupie kobiet w sSrednim wieku

od 40 do 60 lat .

Wykrycie zmian w metabolizmie aminokwasdw, na wiele lat przed wystgpieniem objawdéw
chorobowych, moze mie¢ kluczowe znaczenie dla wczesnej diagnozy i opracowania nowych,
skutecznych interwencji terapeutycznych. Bardziej szczegdtowe zrozumienie tych
mechanizmow moze pomdc w identyfikacji nowych biomarkeréw, ktére mogg wspieraé
zaréwno obserwacje, jak i leczenie pacjentéw z zaburzeniami kardiometabolicznymi, w tym

zT2D.
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l
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Ryc.1 Schematyczne przestawienie szlaku przemian tryptofanu na drodze szlaku kinureninowego. 1DO-2,3-
dioksygenaza idoloaminy; TDO-2,3 dioksygenaza tryptofanu; KAT- aminotransferaza kinureninowa; KMO-

hydroksylaza kinureninowa; 3HAO-3,4 dioksygenaza kwasu 3-hydroksyantranilowego; KYNU- kinureninaza.
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4 CEL PRACY

Celem zasadniczym niniejszej pracy byta ocena zaleznosci pomiedzy stezeniem aminokwaséow
rozgatezionych (BCAA) i tryptofanu oraz wybranych metabolitow tryptofanu z uznanymi
kardiometabolicznymi czynnikami ryzyka u kobiet z normoglikemiag i dysglikemig, w tym

z cukrzycg typu 2.

W kazdej z publikacji sktadajgcych sie na przedstawiong dysertacje postawiono cele

szczegbdtowe.

4.1 Publikacjanr1

Dokonanie przegladu i analizy aktualnej literatury naukowej na temat znaczenia
aminokwasow takich jak: tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina, glicyna, arginina glutamina oraz
aminokwasy rozgatezione BCAA, w zaburzeniach metabolicznych prowadzacych do rozwoju

chordéb sercowo- naczyniowych.

4.2 Publikacja nr 2

Dokonanie przeglagdu i analizy aktualnej literatury naukowej na temat roli leucyny, izoleucyny

i waliny (BCAAs) w rozwoju insulinoopornosci i cukrzycy typu 2.

4.3 Publikacjanr3

Przedstawienie zaleznosci miedzy catkowitym stezeniem aminokwaséw rozgatezionych
(BCAAs) w surowicy krwi a czynnikami ryzyka kardiometabolicznego w grupie 349 kobiet

w $rednim wieku podzielonych na dwie podgrupy w zaleznosci od statusu glikemicznego.

4.4 Publikacjanr4

Ocena zwigzku tryptofanu i jego metabolitbw z szlaku kinureninowego
z wystepowaniem T2D i kardiometabolicznych czynnikdw ryzyka w grupie 128 otytych kobiet

w Srednim wieku.
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5 METODY BADAWCZE ZASTOSOWANE W PRACACH ORYGINALNYCH

5.1 Materiat badany

5.1.1 Publikacjanr3

Materiat badany stanowity prébki krwi, pozyskane od 349 kobiet w wieku od 40 do 60 lat.
Badane kobiety podzielono na dwie podgrupy: grupe z normoglikemia (NG, n = 184) i grupe
z dysglikemia (DG, n = 165).

5.1.2 Publikacja nr 4

Materiat badany stanowity prébki krwi, pozyskane od 128 otytych kobiet w wieku od 41 do 60
lat. Badane kobiety podzielono na dwie podgrupy: grupe z normoglikemig (NG,

n =65) i grupe z cukrzyca typu 2 (T2D, n = 63).

5.2 Metody badawcze

We wszystkich prébkach surowicy oznaczono parametry biochemiczne takie jak: stezenie
tréjglicerydow (TG), cholesterolu HDL (HDL-C), kreatyniny, biatka C-reaktywnego (CRP),
aminotransferazy alaninowej (ALT), gamma-glutamylotransferazy (GGT), insuliny, hormonu
tyreotropowego (TSH). Osocze wykorzystano do oznaczenia stezenia glukozy, a krew petnag
EDTA do oznaczenia hemoglobiny glikowanej (HbAlc). Obliczono wskaznik HOMA-IR.

Wskaznik eGFR obliczono za pomocg wzoru CKD-EPI.

Na potrzeby publikacji 3, w probkach surowicy oznaczono réwniez stezenie wapnia
catkowitego (TCa). Obliczono wskaznik sttuszczenia watroby (FLI) oraz stezenie wapnia
skorygowanego wzgledem albuminy (CCa). Oznaczenie stezenia catkowitych BCAAs
(suma L-leucyny, L-izoleucyny i L-waliny) wykonano testem enzymatycznym z odczytem

kolorymetrycznym.

Na potrzeby publikacji 4 we wspodtpracy z Katolickim Uniwersytetem Lubelskim
w Lublinie, w surowicy oznaczono stezenia tryptofanu (Trp), kinureniny (Kyn),

3-hydroksykinureniny (3-HKyn), kwasu kinureninowego (Kyna) i kwasu chinolinowego (QA),

14



ktére analizowano za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczcowej w potgczeniu
z jonizacjg elektrorozpylajgcg/ potrdjng kwadrupolowg spektrometriag mas (UHPLC-ESI-
MS/MS). Stezenia tryptofanu i poszczegdlnych metabolitéw KP wykorzystano do obliczenia
nastepujacych stosunkow: stosunek Kyn/Trp (KTR), ktéry odzwierciedla aktywnos$¢ enzymu
IDO; stosunek Kyna/Kyn (KAT), ktory odzwierciedla aktywno$¢ enzymu KAT; stosunek
3HKyn/Kyn (KMO), ktéry odzwierciedla aktywnos¢ enzymu KMO oraz stosunek Kyna/3HKyn
i stosunek Kyna/QA, ktére odzwierciedlajg brak réwnowagi pomiedzy poszczegdlnymi

metabolitami szlaku KP.

W obu pracach oryginalnych wykorzystano réwniez dane dotyczagce pomiarow
antropometrycznych: wzrostu, masy ciata, obwodu talii i bioder. Zmierzono dwukrotnie

skurczowe i rozkurczowe cisnienie krwi oraz obliczono wskaznik masy ciata BMI.

Kryteria wykluczenia byty nastepujace: cukrzyca typu 1 w wywiadzie, choroba uktadu krazenia
(CVD) w wywiadzie oraz ciezka lub umiarkowana przewlekta choroba nerek. Wszystkie badane

kobiety miaty stezenie CRP < 10mg/I, TSH < 4,94ulU/ ml i eGFR > 60ml/min/1,73m?>.

Dane dotyczace wieku, palenia tytoniu, nawykéw zywieniowych, aktywnosci fizycznej, stanu
menopauzy i przyjmowanych lekéw uzyskano za pomoca szczegdtowej ankiety. Cukrzyce typu
2 rozpoznano na podstawie pomiaru stezenia glukozy na czczo w osoczu = 126mg/dl
(27,0mmol/l) powtarzanego przez dwa kolejne dni lub stezenia hemoglobiny glikowanej
>6,5% (48mmol/mol) lub wedtug samodzielnego zgtoszenia na podstawie diagnozy lekarskiej,
w ktdrej rozpoznano cukrzyce oraz zastosowano leki hipoglikemizujgce. Normoglikemie
zdefiniowano jako stezenie glukozy na czczo < 5,6mmol/l (100mg/dl). Kategorie otytosci
zostaty sklasyfikowane na podstawie obliczenia wskaznika BMI. Klasa 1: BMI od 30 do < 35;

klasa 2: BMI od 35 do < 40; klasa 3: BMI > 40 kg/m?.

5.3 Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono metodami szczegdétowo opisanymi

w oryginalnych anglojezycznych wersjach publikacji 3 i 4.

15



6 PODSUMOWANIE PRAC POGLADOWYCH

6.1 Publikacjanr1

W pierwszej pracy przegladowej omoéwiono znaczenie wybranych aminokwaséw
w zaburzeniach metabolicznych, ktére sg modulatorami wydzielania insuliny. Pokrétce
zdefiniowano pojecie i zakres zaburzen, ktére wspodtistniejgc razem, w znacznym stopniu
zwiekszajg czestos¢ wystepowania chordb sercowo-naczyniowych. Zwrécono uwage na
aminokwasy, takie jak: glicyna, arginina, glutamina oraz grupy aminokwaséw, takie jak
aminokwasy rozgatezione (BCAA) i aromatyczne (tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina), ktére sg
Scisle zwigzane z otytoscig i zaburzeniem gospodarki weglowodanowej. Cukrzyca typu 2
zwigzana jest z ogdlnoustrojowym rozregulowanym srodowiskiem metabolicznym, ktére,
mimo, iz koncentruje sie gtéwnie na glukozie, wyraznie obejmuje rowniez kwasy ttuszczowe
i aminokwasy. Coraz wiecej dowoddéw naukowych pojawiajacych sie w ostatnich latach
sugeruje, ze powyzsze aminokwasy mogg regulowac rozmaite procesy metaboliczne, w tym

metabolizm glukozy i lipidéw.

6.2 Publikacja nr 2

Celem drugiej pracy przeglagdowej byto przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
znaczenia aminokwasoéw rozgatezionych BCAA w rozwoju insulinoopornosci i cukrzycy typu 2.
Omoéwiono pokrétce budowe i metabolizm aminokwaséw rozgatezionych BCAA. Opisano
zwigzek BCAA z tkankg ttuszczowg, ktéra bedac zrédtem hormondw i cytokin prozapalnych
zostata uznana za waziny element rozwoju insulinoopornosci indukowanej otytoscia.
Omoéwiono réwniez aspekt suplementacji BCAA i jej zwigzku z insulinoopornoscig oraz
przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat roli BCAA w insulinoopornosci i cukrzycy typu

2.
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7 PODSUMOWANIE WYNIKOW PRAC ORYGINALNYCH

7.1 Publikacjanr3

Przeprowadzone analizy statystyczne wykazaty, ze:

1. Stezenie catkowitych BCAAs w surowicy byto istotnie wyzisze w grupie kobiet
z dysglikemig (p<0,0001), nawet po dostosowaniu analizy statystycznej do wieku, BMl i statusu

menopauzalnego (Tabela 1 w zrédtowym manuskrypcie nr 3 ).

2. Adjustowana do wieku i BMI analiza korelacji wykonana oddzielnie w grupach kobiet
NG i DG wykazata stabe (0.2> wspdtczynnik korelacji < 0.4) lecz istotne statystycznie korelacje
pomiedzy stezeniem BCAAs a wartosciami TCa, CCa, HbAlc, glukozy, HDL-C i wskaZnika
TG/HDL-C tylko w grupie DG. Rowniez wykazaliSmy istotne korelacje z CRP, HDL-C, TG, FLI i
eGFR, ale zaleznosci te staty sie nieistotne statystycznie po adjustacji do wieku i BMI.
Poréwnanie wspoétczynnikdw korelacji pomiedzy grupg NG i DG wykazato statystycznie istotnie
wyzsze wspofczynniki korelacji dla zaleznosci pomiedzy BCAAs i TCa, CCa, HbA1c, glukozg oraz
HOMA-IR w grupie DG w poréwnaniu do grupy NG (Tabela 2 w zrédtowym manuskrypcie
nr 3).

3. Modele analizy dwuczynnikowej ANOVA wykazaty, ze wspdétwystepowanie stanu
dysglikemii (DG) z wartosciami BCAAs powyzej mediany zwigzane sg istotnie statystycznie
z wyzszymi stezeniami TCa (p=0,00031), CCa (p=0,007) , i HbAlc (p=0,00038) oraz

z wystepowaniem hipertriglicerydemii (p=0,033) (Rycina 1 w zrédtowym manuskrypcie nr 3).

4. Adjustowana do wieku i BMI analiza regresji logistycznej wykazata, ze wzrost stezenia
BCAAs o 10 umol/L istotnie zwieksza szanse wystgpienia stezenia powyzej 75-tego percentyla
dla TCa (> 2.45 mmol/L), CCa (> 2.38 mmol/L) i HbAlc (> 39 mmol/mol) oraz stezenia HDL-C
ponizej 45 mg/dL w grupie DG. Podobnych istotnych zaleznosci nie zaobserwowano w grupie

NG (Tabela 3 w zZrédtowym manuskrypcie nr 3).

5. Analiza krzywych ROC wykazata, ze stezenie BCAAs ma dobrg warto$é prognostyczna
dla wystepowania CCa > 2.38 mmol/L w grupie DG i wystepowania wartosci FLI > 60 w grupie

NG. Dodatkowo, wartosci krzywych AUC wskazaty na zadawalajgcg wartosé prognostyczna dla
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podwyzszonego stezenia HbAlc, TCa i FLI w grupie DG oraz CRP w grupie NG. Wartosci AUC
byty statystycznie istotnie wyzsze w grupie DG w poréwnaniu do grupy NG dla predykcji TCa i

CCa powyzej 75-tego percentyla (Tabela 4 w zrédtowym manuskrypcie nr 3).

6. Z uwagi, iz w przeprowadzonych analizach statystycznych stezenia BCAAs wykazaty
istotny zwigzek z TCa, CCa i HbAlc, ocenilismy zaleznosci pomiedzy stezeniem wapnia i HbAlc.
Analiza korelacji Spearmana wykazata istotne statystycznie korelacje pomiedzy TCa, CCa
i HbAlc tylko w grupie DG [TCa (r = 0.40, p < 0.0001) i CCa (r = 0.46, p < 0.0001)]. Zwigzek
HbA1c ze stezeniem BCAA, TCa i CCa byt niezalezny od wieku i BMI w grupie DG, co wykazano
w modelu regresji wieloczynnikowej (opis wynikdw strona 9 w zrédtowym manuskrypcie

nr3).

W podsumowaniu catos¢ przedstawionych wynikoéw wskazuje przede wszystkim na istotny
zwigzek, niezalezny od wieku i BMI, pomiedzy stezeniem catkowitych BCAAs z TCa, CCa, HbA1C
oraz parametrami gospodarki lipidowej, w grupie z dysglikemia, w ktorej stezenia BCAAs s3

istotnie wyzsze.

7.2 Publikacjanr 4

Przeprowadzone analizy statystyczne wykazaty, ze:

1. Podstawowe poréwnanie badanych grup otytych kobiet z normoglikemig (NG) i T2D
wskazato, iz obie grupy istotnie statystycznie rdznity sie wiekiem, parametrami gospodarki
weglowodanowej, lipidowej, aktywnoscia enzymdéw watrobowych i eGFR. Natomiast obie
grupy byty ujednolicone wobec wskaznika BMI, kategorii otytosci, aktywnosci fizycznej
i spozywania alkoholu oraz statusu menopauzalnego. Zbilansowanie grup szczegdlnie
w zakresie BMI wydaje sie szczegdlnie istotne z uwagi na wptyw masy ciata na szlak KP (Tabela

1 w Zzrédtowym manuskrypcie nr 4).

2. W grupie otytych kobiet z wspétistniejgcg cukrzyca typu 2 (T2D) odnotowano istotnie
ststystycznie wyzsze wartosci Trp, Kyna, Kyna/QA i Kyna/3HKyn w poréwnaniu z grupa kobiet

otytych z normoglikemig (Tabela 2 w Zrédtowym manuskrypcie nr 4).
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3. Analiza regresji logistycznej wykazata, ze stezenia Trp i Kyna oraz wartosci stosunku
Kyna/3HKyn byly najsilniej zwigzane z wystepowaniem T2D, nawet po uwzglednieniu
czynnikow zaktdcajgcych. Model regresji z Trp i stosunkiem Kyna/3HKyn jako zmiennymi
niezaleznymi ttumaczyt 20% zmiennosci dla wystepowania T2D (Tabela 4 w Zrédtowym

manuskrypcie nr 4).

4. Analiza  korelacji  Spearman  wykonana  oddzielnie w  grupie  kobiet
z normoglikemig i T2D, wykazata rézny wzér istotnych korelacji, co szczegdlnie znalazto
odzwierciedlenie w wyzszych wspétczynnikach korelacji pomiedzy Trp i jego metabolitami
a wartoscia BMI w grupie z normoglikemig w poréwnaniu do grupy z T2D (Tabela 5

w zrédtowym manuskrypcie nr 4).

W podsumowaniu cato$¢ przedstawionych wynikdw wskazuje, ze wzrost stezenia Trp
i Kyna wraz z towarzyszgcym wzrostem wartosci wskaznika Kyna/3HKyn zwigzany jest

z wystepowaniem cukrzycy typu 2 u otytych kobiet w srednim wieku.
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8 OMOWIENIE | DYSKUSJA

Zaburzenia kardiometaboliczne oraz choroby sercowo- naczyniowe (ang. cardiovascular
disease, CVD) stanowig coraz wieksze wyzwanie zdrowotne na catym Swiecie ze wzgledu na
ich systematycznie zwiekszajgcg sie czestos¢ wystepowania, zwitaszcza wsrdd kobiet [18].
Kardiometaboliczne czynniki ryzyka takie jak: otyto$¢, nadci$nienie, zaburzenia regulacji
metabolizmu glukozy i dyslipidemia, okreslane mianem zespofu metabolicznego, s3
szczegoblnie czesto obserwowane u kobiet po menopauzie [19,20]. Zespét kardiometaboliczny
wigze sie réwniez z podwyzszonym ryzykiem zdarzen sercowo-naczyniowych. Z tego wzgledu
wcigz poszukuje sie nowych biomarkeréow, ktére umozliwityby szybszg i doktadniejsza
identyfikacje oséb z grupy zwiekszonego ryzyka zachorowania, a takze umozliwiajgcych
monitorowanie indywidualnego ryzyka metabolicznego, jak réwniez miatyby potencjalne

znaczenie terapeutyczne.

Obie prace przeglagdowe wigczone w skfad niniejszej dysertacji miaty na celu omdwienie na
podstawie aktualnej wiedzy znaczenia wybranych aminokwaséw w tym aminokwasow
rozgatezionych BCAAs i aromatycznych np. tryptofanu w zaburzeniach metabolicznych takich

jak otytos$é, insulinoopornos¢ czy T2D.

W ostatnich latach, niezaleznie od siebie, wzrasta zainteresowanie rolg aminokwasdow
rozgatezionych BCAAs oraz tryptofanu i jego metabolitédw pochodzacych ze szlaku
kinureninowego (KP) w zaburzeniach kardiometabolicznych, zwtaszcza w kontekscie rozwoju
otytosci, insulinoopornosci i T2D. Zaréwno BCAAs (leucyna, izoleucyna i walina) jak i tryptofan
nalezg do aminokwaséw egzogennych, dostarczanych wraz z dietg. Uwaza sie jednak, ze to nie
sama ilo$¢ spozywanych aminokwasow, ale przede wszystkim zmiany w ich metabolizmie sg
przyczyng zwigzku z zaburzeniami kardiometabolicznymi. Ogdlnoustrojowy stan zapalany
o niskim stopniu nasilenia oraz otytos¢, zwigzane sg z przekierowaniem szlaku kinureninowego
w kierunku wytwarzania metabolitow tryptofanu nizszego rzedu. Metabolity te ostabiajg uktad
odpornosciowy na rdozne sposoby [21,22] i biorg udziat w patologicznych mechanizmach
bedacych podstawg choréb metabolicznych. Dostepne dane literaturowe dotyczace
aktywnosci réznych gatezi KP sg ograniczone i prawdopodobnie ich proporcje rdznig sie
w zaleznosci od tkanki i typu komérek, zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i w réznych
stanach chorobowych. Dowiedziono, ze stezenie tryptofanu i jego metabolitéw w surowicy,
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miedzy innymi takich jak: kinurenina, kwas kinureninowy, 3-hydroksykinurenina, kwas
chinolinowy, mogg by¢ zwigzane z wystepowaniem cukrzycy typu 2, jednak dostepne dane
literaturowe w tym zakresie sg niespdjne. Podobne obserwacje poczyniono w przypadku
innych aminokwasoéw, takich jak: leucyna, izoleucyna i walina, okreslanych mianem BCAAs
(ang. branched chain amino acids). Poza dobrze znang rolg BCAAs w metabolizmie biatek
miesniowych, w ciggu ostatniej dekady obserwuje sie wzrost zainteresowania rolg tych
aminokwaséw w insulinoopornosci i cukrzycy typu 2. Badania wskazujg, ze rodzaj
przyjmowanej diety i jej kaloryczno$¢ nie wptywajg istotnie na zwigzek BCAAs
z insulinoopornoscig i cukrzycg [13,23,24]. Zwigzek ten gtéwnie determinujg zmiany w ich
metabolizmie, takie jak np. zmniejszony katabolizm tych aminokwasow w otytosci
i insulinoopornosci, co skutkuje ich akumulacjag w organizmie [25,26]. Zwigzek BCAAs
z otytoscig i insulinoopornoscig zostat udokumentowany w wielu pracach, jednak nadal
poszukuje sie czynnikdw metabolicznych zwigzanych z kardiometabolicznym oddziatywaniem

BCAAs.

W celu pogtebienia wiedzy w zakresie zwigzku aminokwasdéw rozgatezionych BCAA oraz
tryptofanu i jego metabolitdow pochodzacych ze szlaku KP z zaburzeniami
kardiometabolicznymi, przebadano grupe kobiet w s$rednim wieku. Na potrzeby pracy
o zwigzku BCAAs z czynnikami kardiometabolicznym badang grupe kobiet podzielono na dwie
podgrupy: grupe z normoglikemia i grupe z dysglikemia. Natomiast na cele pracy dotyczacej
tryptofanu i jego metabolitéw, skupiono sie na kobietach wytgcznie otytych z normoglikemia
i T2D. Do badan zakwalifikowano kobiety w srednim wieku poniewaz w tym przedziale
wiekowym kobiety wchodzg w okres okoto i pomenopauzalny, ktéry sprzyja zaburzeniom
kardiometabolicznym. Ponadto wczesniejsze badania sugerujg, iz zwigzek BCAAs
z zaburzeniami metabolicznymi zalezy od pfci i u kobiet jest stabszy [27,28], a stezenia
metabolitdw KP sg nizsze u kobiet i zmieniajg sie w rézinych kategoriach wiekowych,

szczegblnie przed 40 rokiem zycia i po 60 roku zycia [29,30].

Wyniki pierwszej publikacji oryginalnej, oceniajacej stezenie BCAAs wskazujg, ze stan
dysglikemii predysponuje kobiety w srednim wieku do wystepowania niezaleznego od BMI
i wieku, istotnego zwigzku pomiedzy stezeniem catkowitych BCAAs a stezeniem wapnia,
HbA1lc i glukozy. Zaobserwowano réwniez istotne korelacje z CRP, HDL-C, TG, FLI i eGFR, ale
zaleznosci te zostaty czesciowo wyjasnione przez BMI i wiek badanych, z wyjatkiem korelacji
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z HDL-C. Wyniki te réwniez zostaty potwierdzone w analizie regresji logistycznej, gdzie wzrost
stezenia BCAAs o 10 umol/L istotnie zwiekszat szanse wystgpienia stezenia powyzej 75-tego
percentyla dla TCa, CCa i HbAlc oraz stezenia HDL-C ponizej 45 mg/dL grupie DG. Podobnych
istotnych zaleznosci nie zaobserwowano w grupie NG. Dodatkowo wykazano, ze
wspotwystepowanie dysglikemii z warto$ciami BCAAs powyzej mediany zwigzane jest
z istotnie wyzszymi stezeniami wapnia, HbAlc oraz wystepowaniem hipertriglicerydemii.
Dane literaturowe potwierdzajg zaleznosci pomiedzy BCAAs a  czynnikami
kardiometabolicznymi takimi jak otytos¢ [31,32], insulinoopornos¢, T2D [13,23,27,31,33,34-
36], dyslipidemia [37-39], sttuszczenie watroby [40-43] czy stany zapalne [44,45]. Jednak
zgodnie z naszg najlepszg wiedzg, nowatorska w przedstawionej pracy wydaje sie obserwacja
dotyczaca zwigzku pomiedzy stezaniem BCAAs a poziomami wapnia w potgczeniu
z podwyzszonym stezeniem glukozy, HbAlc i w stabszym stopniu z poziomem parametréw
lipidowych. Struktura niniejszej pracy nie jest w stanie wyjasni¢ zaleznosci przyczynowo
skutkowej. Mozemy jedynie opiera¢ sie na danych literaturowych, w ktdérych badano
mechanizmy zwigzane z udziatem BCAAs w stanach fizjologii i patofizjologii. Zwigzek BCAAs
z zaburzeniem gospodarki weglowodanowej z jednej strony ttumaczony jest ograniczonym
enzymatycznym katabolizmem BCAAs towarzyszgcym otytosci i insulinoopornosci, co
powoduje akumulacje tych aminokwaséw [25,10]. Z drugiej strony sugeruje sie mechanizmy
wskazujgce, iz same BCCAs mogg promowac insulinoopornos$é poprzez aktywacje kompleksu
1 kinazy mTOR (mTORC1) z nasilong fosforylacjg substratu - biatka rybosomalnego S6 kinazy 1
(S6K1). Nasilona aktywacja szlaku mTORC1/S6K1 wzmaga insulinoopornosé¢, poprzez
blokowanie sygnalizacji insuliny [46-48]. W niniejszej pracy zaobserwowano takze, ze
wspotwystepowanie dysglikemii z podwyzszonymi stezeniami BCAAs zwigzane jest z istotnie
wyzszymi stezeniami HbAlc, co moze by¢ po czesci ttumaczone faktem, iz przewlekle
podwyzszone stezenia BCAAs generujg stres oksydacyijny, ktéry w potgczeniu z hiperglikemia
moze przyczynic sie do wzrostu stezenia HbAlc i koncowych produktdw zawansowanej glikacji
(AGEs) [49,50]. Kolejng obserwacjg w pracy byto wykazanie istotnego zwigzku pomiedzy
stezeniem BCAAs a stezeniem wapnia w surowicy, zarowno oznaczonego jako wapn catkowity
oraz w przeliczeniu na wapn catkowity skorygowany o stezenie albuminy. Istotnie wyzisze
stezenia wapnia, jaki i HbAlc zaobserwowano przy wspotwystepowaniu dysglikemii
z podwyzszonymi wartosciami BCAAs. W kolejnych analizach zaobserwowano, iz stezenie

wapnia koreluje dodatnio z HbAlc tylko w grupie kobiet z dysglikemig. Jednoczesnie w modelu
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regresji wieloczynnikowej w grupie kobiet z dysglikemia, wykazano, ze stezenie HbAlc istotnie
dodatnio koreluje z BCAA i stezeniem wapnia, niezaleznie od BMI i wieku. Podobnych
zaleznosci nie zaobserwowano w grupie kobiet z normoglikemia. Dane literaturowe wskazuja,
na zwigzek pomiedzy podwyzszonym stezeniem krgzgcego wapnia a wystepowaniem ryzyka
T2D, co zostato podsumowane w metaanalizie Zhu i wsp. [51]. Wykazano rowniez zwigzek
stezenia wapnia z insulinoopornoscig i uposledzong tolerancjg glukozy [52,53]. Jednak
niektore badania nie potwierdzajg tych zaleznosci [54,55], jak rowniez sg niezgodne co do
relacji pomiedzy HbAlc a stezeniem wapnia [56-58]. Zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem krgzgcego
wapnia a gospodarka weglowodanowa jest najczesciej ttumaczona poprzez zalezny od
receptorow wapniowych (CaR) mechanizm regulujgcy sekrecje insuliny indukowanej glukozg
przez komoérki beta trzustki [15,59-61]. Cytowane prace naukowe odnoszg sie oddzielnie do
zwigzku pomiedzy stezeniem BCCAs lub wapnia z zaburzong gospodarka weglowodanowa.
Jednak wedtug naszej najlepszej wiedzy nie ma badania, ktdre faczytoby oba te parametry
W powigzaniu ze statusem glikemicznym. W celu wyjasnienia zaobserwowanych dodatnich
zaleznosci pomiedzy dysglikemig, stezeniem HbAlc, BCAAs oraz wapniem, dokonano
przegladu literatury, na podstawie ktdrej mozna jedynie zasugerowaé pewng hipoteze, ktora
wskazuje na udziat szlaku mTOR. Jak wspomniano powyzej, wysokie stezenia BCAAs aktywujg
szlak kinazy mTORC1/S6K1, powodujgc insulinoopornos¢. Zaobserwowano réowniez, ze do
aktywacji szlaku mTORC1/S6K1 w odpowiedzi na aminokwasy, zwtaszcza leucyne ,wymagane
sg jony wapnia (Ca2+). Mercan i wsp. wykazali, ze aktywacja S6K1 przez leucyne w mioblastach
szkieletowych wymaga mobilizacji wewnatrzkomérkowego wapnia (Ca2+), w ktédrym
posredniczy biatko fosfataza tyrozynowa SHP-2 w sposéb zalezny od inozytolu-1,4,5-
trifosforanu. Co ciekawe, wzrost Ca2+ jest specyficzny dla leucyny, poniewaz izoleucyna nie
indukowata Ca2+ w podobnych warunkach eksperymentu [62]. Inne badania wskazujg, ze
dodanie leucyny do S$rodowiska reakcji nasila regulacje syntetazy ATP, glukokinazy
i cytozolowych jondw wapnia [63]. Wydaje sie zatem, ze BCAAs mogg regulowac metabolizm
glukozy w procesach zaleznych od jondéw wapnia, cho¢ jak zaznaczajg autorzy, mechanizmy te
jeszcze nie sg do konca wyjasnione. Wyniki niniejszej pracy wskazujg réwniez na istotny
ujemny zwigzek pomiedzy BCAA a HDL-C, ktéry byt niezalezny od wieku, BMI i statusu
glikemicznego, jak réwniez zaobserwowano dodatni zwigzek pomiedzy hipertryglicerydemia
a wspotwystepowaniem dysglikemii z podwyzszonymi stezeniami BCCA. Otrzymane wyniki sg
po czesci spdjne z obserwacjami innych autoréw, ktorzy rowniez wykazali zwigzek pomiedzy
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podwyzszonymi stezeniami BCAAs a poziomami TG i HDL-C, zaréwno w populacji europejskiej,
japonskiej czy chinskiej [37-39]. Zaleznosci pomiedzy dyslipidemia a stezeniem BCAA mogg by¢
ttumaczone za pomocg kilu mechanizméw zaproponowanych przez innych autoréw

i opisanych w manuskrypcie Zzréodtowym [64-67].

Wyniki drugiej publikacji oryginalnej dotyczacej zwigzku tryptofanu i jego metabolitow
z kardiometabolitycznymi czynnikami ryzyka i T2D u otytych kobiet w srednim wieku wskazuja,
ze otyte kobiety z cukrzycg typu 2 majg istotnie wyzsze stezenia tryptofanu (Trp), kwasu
kinureninowego (Kyna) oraz wskaznikdw Kyna/QA i Kyna/3HKyn. Analiza regresji logistyczne;j
wykazata, ze stezenia Trp, Kyna i wskaZnika Kyna/3HKyn byly najsilniej zwigzane
z wystepowaniem T2D nawet po uwzglednieniu potencjalnych czynnikéw zaktdcajacych. Taka
kombinacja wynikdw moze sugerowac, ze metabolizm Trp jest przesuniety w kierunku Kyna,
z jednoczesnym wzrostem stosunku Kyna/ 3HKyn. Analizy statystyczne wskazaty rowniez, ze
model z Trp i stosunkiem Kyna/3HKyn ttumaczy w 20% zmiennos$¢ wystepowania T2D.
Wczesniejsze publikacje, zaréwno kliniczno-kontrolne [68-71] jak i prospektywne [9,68,72,73]
czesto dawaty niespdjne wyniki w tym temacie. Przyczyng takich rozbieznosci, szczegdlnie
w przypadku badan z matg wielkoscig proby, mégt by¢ brak ujednolicenia badanych grup
wobec czynnikdéw zaktdcajgcych, szczegdlnie wskaznika BMI. Dlatego nasze grupy badane
z normoglikemig i T2D nie rdznity sie istotnie wartoscig BMI, jak rowniez innymi potencjalnymi
czynnikami zaktécajgcymi np. statusem menopauzalnym. Podobnie jak w poprzedniej pracy
oryginalnej, skupiono sie na kobietach w srednim wieku, gdyz ten okres zycia u kobiet sprzyja
zaburzeniom kardiometabolicznym. Dodatkowo do badania wtgczono wytgcznie kobiety otyte,
gdyz potaczenie otytosci z okresem okoto i pomenopauzalnym szczegdlnie naraza kobiety na
ryzyko powiktarn metabolicznych. Ponadto w danych literaturowych znaleziono tylko jedng
prace, ktora odnosita sie wytgcznie do kobiet otytych w srednim wieku z populacji europejskiej,
jednak w tej pracy kobiety byty znacznie bardziej otyte, a autorzy nie zaobserwowali réznicy
w stezeniu Trp i jego metabolitdw pomiedzy grupg z T2D i bez [68]. Wyniki innych doniesien
literaturowych sg po czesci zgodne z naszymi obserwacjami, wskazujgcymi, ze stezenie Trp
[72] i Kyna [29,69-71] sg wyzsze u 0oséb z T2D. W innych pracach nie zaobserwowano réznicy
w stezeniu Trp [29,70,71] lub jego stezenia byty istotnie nizsze [69]. Wzrostowi Kyna u kobiet
z T2D towarzyszyt spadek 3HKyn, co zostato odzwierciedlone we zroscie wartosci stosunku

Kyna/3HKyn. W danych literaturowych nie ma informacji odnoszgcych sie do wskaznika
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Kyna/3HKyn w kontekscie cukrzycy. Wystepujg jedynie doniesienia wskazujgce na wyzsze
stezenia 3HKyn w cukrzycy [29,69,71] lub brak zwigzku tego metabolitu z cukrzyca [70]. W celu
wyjasnienia naszej obserwacji mozna jedynie hipotetycznie zatozyé, ze wzrost stosunku
Kyna/3HKyn jest konsekwencjg przesuniecia metabolizmu Trp w kierunku Kyna lub wynika
z nasilonego katabolizmu 3HKyn do kwasu ksanturenowego (XA), ktéry ma potwierdzone
dziatanie diabetogenne [69,70]. Niespodziewanie w niniejszej pracy nie zaobserwowano
istotnych réznic miedzy grupami w wartosciach kynreniny (Kyn) i stosunku Kyn/Trp (KTR),
ktéry odzwierciedla aktywnos$¢ enzymu IDO-1. Szczegdlnie dobrze udokumentowane sg
podwyzszone wartosci wskaznika KTR u pacjentéw otytych [68,74,75] czy ze zdarzeniami
sercowymi [72]. Natomiast znaczenie KTR u pacjentéw z T2D jest mniej jasne. W kilku
badaniach réwniez nie zaobserwowano réznicy w wartosciach KTR u 0séb z T2D w poréwnaniu
do osdb nie obcigzonych T2D [68,70]. W badaniu norweskim wykazano, ze ocena KTR
wyliczonego na podstawie pomiaru metabolitdw w moczu jest lepszym predyktorem T2D niz
wynikajgce z pomiaréw w osoczu [9]. Brak réznicy w wartosciach KTR pomiedzy grupami moze
rowniez wynika¢ z faktu, iz grupy byty ujednolicane pod katem BMI czy stezenia markeréw

stanu zapalnego.

Jak wskazano powyzej, w niniejszej pracy zaobserwowano istotny zwigzek z wystepowaniem
T2D dla trzech parametrow: Trp, Kyna i stosunku Kyna/3HKyn. W celu wyjasnia mechanizméw
tych zaleznosci postuzono sie danymi literaturowymi, ktére wskazuja, ze zaréwno Trp jak i Kyn
i Kyna regulujg sekrecje insuliny indukowang glukozg (GSIS) przez komorki beta trzustki oraz
synteze glukozy w watrobie, a te regulacje mogg zosta¢ zaburzone np. w stanie zapalnym
[76,77]. Ponadto Trp wptywa na metabolizm lipidéw [78]. Dane literaturowe wskazujg na
pozytywny zwigzek pomiedzy Trp i insulinoopornoscig, jak i innych czynnikéw, tj. stezenie TG
czy ciSnienie krwi. W niniejszej pracy zaobserwowano réwniez zalezno$¢ miedzy Trp i TG,
a zwigzek ten byt silniejszy u kobiet z T2D. Ponad 95% spozywanego Trp jest metabolizowane
w szlaku KP. Pierwszym metabolitem w tym szlaku jest kynurenina (Kyn), ktéra reguluje wiele
procesdow metabolicznych, bedac endogennym ligandem dla receptora weglowodoréw
aromatycznych (AHR). W niniejszej pracy zaobserwowano jedynie stabe korelacje pomiedzy
enzymami watrobowymi i stezeniem Kyn. Brak zwigzku Kyn z T2D moze po czes$ci wynikaé
z faktu, iz wiekszo$¢ badanych kobiet z T2D byta leczona metforming, ktéra moze obnizaé

stezenie Kyn [79,80]. Kyn nastepnie metabolizowana jest do trzech kolejnych metabolitéw,
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z ktérych badano dwa: Kyna i 3HKyn. Wedtug literatury 3HKyn jest metabolitem
prooksydacyjnym, procukrzycowym oraz o funkcji neurotoksycznej. W niniejszej pracy
niespodziewanie stezenia 3HKyn byty nizsze w grupie T2D, jednak rdwnoczesnie w tej grupie
wykazywaty tendencje do dodatnich korelacji z HOMA-IR oraz neopteryng. Analiza korelacji
pomiedzy metabolitami KP wykazata ujemne zaleznosci miedzy 3Hkyn a Kyna i QA, co moze
wspierac hipoteze, ze u otytych kobiet dochodzi do przesuniecia szlaku KP w kierunku Kyna
z obnizeniem syntezy QA. Rola wzrostu stezenia Kyna jest rdwniez nie korica jasna. Kyna jest
antagonistg lub agonistg kilku receptoréw w tym receptora N-metylo-D-asparaginowego
(NMDA), receptora sprzezonego z biatkiem G 35 (GPR35) i receptora AHR. Ponadto reguluje
GSIS. Cho¢ badania z udziatem zwierzat wskazujg na przeciwcukrzycowe, przeciwzapalne
i neuroprotekcyjne dziatanie Kyna [81-84], to w badaniach z udziatem ludzi stwierdzany jest
pozytywny zwigzek pomiedzy Kyna a insulinoopornoscig [69-71]. W niniejszym badaniu
stezenia Kyna byty wyzsze u kobiet otytych z T2D i wykazywaty stabg tendencje do dodatniej
korelacji z HbAlc. Natomiast u otytych kobiet z normoglikemig zaobserwowano ujemne

korelacje Kyna z BMI i CRP, co moze wskazywac na jej protekcyjne dziatanie.
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9 OGRANICZENIA PRAC ORYGINALNYCH

Najwazniejszym ograniczeniem oby prac oryginalnych jest mata wielkos¢ grup badanych, co
uniemozliwito wykonanie wieloczynnikowych adjustacji analiz statystycznych. Oba badania
ukazaty statystyczne zaleznos$ci miedzy badanymi parametrami, natomiast struktura tych
badan nie pozwalata ocenié¢ zaleznosci przyczynowo skutkowej. Zaproponowano jedynie
pewne potencjalne mechanizmy wyjasniajgce zaobserwowane zaleznosci na podstawie
przegladu literatury. Do oznaczenia BCAAs wykorzystano metode enzymatyczng, ktéra mierzy
catkowite BCAAs bez podziatu na poszczegdlne aminokwasy (waline, izoleucyne i leucyne).
Jednak wedtug danych literaturowych stezenia catkowitych BCAAs zwigzane sg z czynnikami
metabolicznymi w podobnym stopniu lub silniej w poréwnaniu do poszczegdlnych
sktadkowych aminokwaséw [74]. Ponadto metoda enzymatyczna wykazywata silng korelacje
z metodg HPLC [75]. Obok stezenia wapnia nie oznaczono stezenia witaminy D i parathormonu
(PTH), jednakze jak wskazuje literatura, zwigzek pomiedzy stezeniem wapnia a parametrami
gospodarki weglowodanowej pozostawat istotny po adjustacji do tych parametréw. Innym
ograniczeniem byt brak oznaczenia wszystkich metabolitéw szlaku KP, a szczegdlnie kwasu
ksanturenowego (XA) oraz aktywnej formy witaminy B6 (fosforan pirydoksalu (5-P-5).
Zatozono jedynie, ze poziom witaminy B6 nie réznit sie istotnie miedzy grupami, z uwagi na
brak réznicy w nawykach zywieniowych, masie ciata oraz w nasileniu stanu zapalnego

pomiedzy grupami.
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10 WNIOSKI

1. Stan dysglikemii predysponuje kobiety do istotnych pozytywnych zwigzkéw pomiedzy
catkowitym stezeniem BCAAs a poziomem wapnia i HbAlc niezaleznie od wskaznika BMI
i wieku. Wykazano réwniez stabsze lecz istotne statystycznie zwigzki pomiedzy stezeniem

BCAAs a parametrami lipidowymi, tj. stezenie HDL-C i hipertriglicerydemia.

2. Ukazane zaleznosci moga potencjalnie odzwierciedla¢c mechanizmy zalezne od stezenia

wapnia faczgce BCAAs z zaburzeniami metabolicznymi.

3. Wzrost stezenia Trp i Kyna wraz z towarzyszgcym wzrostem wartosci wskaznika Kyna/3HKyn

zwigzany jest z wystepowaniem cukrzycy typu 2 u otytych kobiet w srednim wieku.

4. Rézne wzorce korelacji miedzy kinureninami a czynnikami metabolicznymi u otytych kobiet
w grupie NG i T2D znajdujg odzwierciedlenie przede wszystkim w silniejszym zwigzku miedzy

BMI i metabolitami KP u kobiet z normoglikemia.

4. Przedstawione wyniki z prac oryginalnych i poglagdowych wskazujg na istotny udziat
aminokwaséw rozgatezionych i aromatycznych oraz ich metabolitéw w zaburzeniach

kardiometabolicznych u kobiet w srednim wieku.

28



11 IMPLIKACJE PRAKTYCZNE

Wyniki wskazujgce na zwigzek pomiedzy stezeniami wybranych aminokwaséw i ich
metabolitéw z czynnikami ryzyka kardiometabolicznego moga mieé znaczenie w aspekcie
terapeutycznym i diagnostycznym. Modyfikacja szlaku kinureninowego moze by¢
potencjalnym celem terapeutycznym cukrzycy typu 2 u otytych kobiet. Ponadto oznaczania
stezenia tryptofanu, metabolitdw szlaku KP oraz aminokwasdw rozgatezionych BCAA mogg
stuzy¢ jako potencjalne narzedzie diagnostyczne, prognostyczne lub rokownicze zaburzen

kardiometabolicznych, w tym cukrzycy typu 2 u kobiet w sSrednim wieku.
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13 STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Zaburzenia kardiometaboliczne oraz choroby sercowo- naczyniowe (ang. cardiovascular
disease, CVD) stanowig coraz wieksze wyzwanie zdrowotne na catym swiecie ze wzgledu na
ich systematycznie zwiekszajacg sie czestos¢ wystepowania, zwtaszcza wsrod kobiet. Z tego
wzgledu wcigz poszukuje sie nowych biomarkerdw, ktére umozliwityby szybszg i doktadniejsza
identyfikacje oséb z grupy zwiekszonego ryzyka zachorowania, a takze umozliwiajgcych
monitorowanie indywidualnego ryzyka metabolicznego, jak réwniez miatyby potencjalne

znaczenie terapeutyczne.

Celem zasadniczym niniejszej pracy byta ocena zaleznosci pomiedzy stezeniem aminokwaséw
rozgatezionych (BCAAs) i tryptofanu oraz wybranych metabolitéw tryptofanu z uznanymi
kardiometabolicznymi czynnikami ryzyka u kobiet z normoglikemia i dysglikemig, w tym

z cukrzycg typu 2.

W sktad niniejszej dysertacji wchodzg cztery opublikowane artykuty naukowe. Celem dwdch
pierwszych publikacji, bedgcych pracami przegladowymi, byta analiza i oméwienie na
podstawie aktualnej wiedzy znaczenia wybranych aminokwaséw, w tym aminokwaséw
rozgatezionych BCAAs i aromatycznych, m.in. tryptofanu, w zaburzeniach metabolicznych
takich jak otytos$¢, insulinoopornos¢ i cukrzyca typu 2, prowadzgcych do rozwoju choréb

sercowo- naczyniowych.

Celem pierwszej z prac oryginalnych byto przedstawienie zaleznosci miedzy catkowitym
stezeniem aminokwaséw rozgatezionych BCAAs w surowicy krwi a czynnikami ryzyka
kardiometabolicznego w grupie 349 kobiet w wieku od 40 do 60 lat podzielonych na dwie
podgrupy w zaleznosci od statusu glikemicznego: grupe z normoglikemig (NG, n = 184) i grupe
z dysglikemig (DG, n = 165). Oznaczono stezenie catkowitych BCAAs (suma L-leucyny,
L-izoleucyny i L-waliny) oraz wapnia catkowitego (TCa). Obliczono wskaznik sttuszczenia

watroby (FLI) oraz stezenie wapnia skorygowanego wzgledem albuminy (CCa).

W obu pracach oryginalnych w prébkach krwi oznaczono rowniez parametry biochemiczne
takie jak: stezenie trdjglicerydéw (TG), cholesterolu HDL (HDL-C), kreatyniny, biatka
C-reaktywnego (CRP), aminotransferazy alaninowej (ALT), gamma-glutamylotransferazy
(GGT), insuliny, hormonu tyreotropowego (TSH), glukozy, hemoglobiny glikowanej (HbAlc).
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Obliczono wskaznik HOMA-IR oraz eGFR. Zmierzono dwukrotnie skurczowe i rozkurczowe

cisnienie krwi oraz obliczono wskaznik masy ciata BMI.

Wyniki analizy statystycznej wykazaty, ze stezenie catkowitych BCAAs w surowicy byto istotnie
wyzsze w grupie kobiet z dysglikemig (p<0,0001). Analiza regresji logistycznej adjustowana do
wieku i BMI wykazata, ze wzrost stezenia BCAAs o 10 umol/L istotnie zwiekszat szanse
wystgpienia stezenia powyzej 75-tego percentyla dla TCa, CCa i HbAlc oraz stezenia HDL-C
ponizej 45 mg/dL grupie DG. Podobnych istotnych zaleznosci nie zaobserwowano w grupie
NG. Na podstawie uzyskanych wynikdw wnioskowano, ze stan dysglikemii predysponuje
kobiety do istotnych zwigzkéw pomiedzy catkowitym stezeniem BCAAs a poziomem wapnia,
HbAlc i wybranymi parametrami lipidowymi niezaleznie od wskaznika BMI i wieku. Ukazane
zaleznosci mogg odzwierciedla¢ potencjalne mechanizmy faczace BCAA z zaburzeniami

metabolicznymi, zalezne od stezenia wapnia.

Celem drugiej pracy oryginalnej byta ocena zwigzku tryptofanu i jego metabolitow
z szlaku kinureninowego (KP) z wystepowaniem cukrzycy typu 2 i kardiometabolicznych
czynnikéw ryzyka w grupie 128 otytych kobiet w wieku od 41 do 60 lat podzielonych na dwie
grupy: grupe z normoglikemiag (NG, n = 65) i grupe z cukrzycg typu 2 (T2D, n = 63). W surowicy
oznaczono stezenia tryptofanu (Trp), kinureniny (Kyn), 3-hydroksykinureniny (3-HKyn), kwasu
kinureninowego (Kyna) i kwasu chinolinowego (QA). Obliczono stosunki: Kyn/Trp (KTR),
Kyna/Kyn (KAT), 3HKyn/Kyn (KMO), Kyna/3HKyn oraz Kyna/QA. W grupie otytych kobiet
z wspotistniejgcy cukrzyca typu 2 odnotowano znacznie wyzsze wartosci Trp, Kyna, Kyna/QA
i Kyna/3HKyn w porédwnaniu z grupy kobiet otytych z normoglikemig. Analiza regresji
logistycznej wykazata, ze stezenia Trp i Kyna oraz wartosci stosunku Kyna/3HKyn byty najsilniej
zwigzane z wystepowaniem T2D, nawet po uwzglednieniu czynnikdow zaktdcajgcych. Model
regresji z Trp i stosunkiem Kyna/3HKyn jako zmiennymi niezaleznymi ttumaczyt 20%
zmiennosci dla wystepowania T2D. Na podstawie uzyskanych wynikdw wnioskowano, ze
wzrost stezenia Trp i Kyna wraz z towarzyszgcym wzrostem wartosci wskaznika Kyna/3HKyn

zwigzany jest z wystepowaniem cukrzycy typu 2 u otylych kobiet w srednim wieku.

Przedstawione wyniki z prac oryginalnych i pogladowych wskazuja na istotny udziat

aminokwasOw rozgatezionych i aromatycznych oraz ich metabolitébw w zaburzeniach
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kardiometabolicznych u kobiet w $rednim wieku, co moze mie¢ znaczenie w aspekcie

terapeutycznym i diagnostycznym.
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14 STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM/ SUMMARY

Cardiometabolic disorders and cardiovascular disease (CVD) are an increasing health
challenge worldwide due to their steadily increasing prevalence, especially among women.
For this reason, new biomarkers are still being searched for, which would facilitate faster and
more accurate identification of people at increased risk of developing the disease, make it
possible to monitor the level of individual metabolic risk, and which may be of potential

therapeutic importance.

The main aim of this study was to assess the relationship between the concentration of
branched-chain amino acids (BCAAs), tryptophan, selected tryptophan metabolites, and
recognized cardiometabolic risk factors among women with normoglycemia and dysglycemia,

including type 2 diabetes.

This dissertation consists of four scientific papers. The purpose of the first two papers
(available as review articles), was to analyze and discuss, based on current knowledge, the
role of selected amino acids, including branched-chain and aromatic amino acids, e.g.
tryptophan, in metabolic disorders such as obesity, insulin resistance, and type

2 diabetes, leading to the development of cardiovascular diseases.

The aim of the first of the two original papers was to present the relationship between the
total concentration of branched-chain amino acids (BCAA) in the blood serum and
cardiometabolic risk factors in a group of 349 women aged 40 to 60 divided into two
subgroups depending on the glycemic status: the group with normoglycemia (NG, n = 184)
and the dysglycemic group (DG, n = 165). The concentration of total BCAAs (sum of L-leucine,
L-isoleucine and L-valine) and total calcium (TCa) was determined. Fatty Liver Index (FLI) and

albumin-corrected calcium (CCa) were calculated.

In both original papers, biochemical parameters such as triglycerides (TG), HDL cholesterol
(HDL-C), creatinine, C-reactive protein (CRP), alanine aminotransferase (ALT),
gamma-glutamyltransferase (GGT), insulin, thyroid stimulating hormone (TSH), glucose,
glycated hemoglobin (HbAlc) were also determined in blood samples. HOMA-IR and eGFR
were calculated. The systolic and diastolic blood pressures were measured twice and the body
mass index (BMI) was calculated.
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It was observed that serum total BCAA concentrations were significantly higher in the group
of women with dysglycaemia (p<0.0001). Logistic regression analysis, adjusted for age and
BMI showed that an increase in BCAA concentrations by 10 umol/L significantly increased the
chance of occurrence of concentrations above the 75th percentile for TCa, CCa and HbA1c,
and HDL-C concentrations below 45 mg/dL in the DG group. Similar significant relationships
were not observed in the NG group. Based on the obtained results, it was concluded that the
state of dysglycemia predisposes women to significantly relationships between the total
concentrations of BCAA and the level of calcium, HbAlc and selected lipid parameters,
regardless of BMI and age. The relationships shown may reflect the potential mechanisms

linking BCAAs with metabolic disorders, depending on the concentration of calcium.

The aim of the second original paper was to assess the relationship between tryptophan and
its metabolites from the kynurenine pathway (KP) , and the occurrence of type 2 diabetes and
cardiometabolic risk factors in a group of 128 obese women aged 41 to 60 divided into two
groups: a group with normoglycemia (NG, n = 65) and the group with type 2 diabetes (T2D, n
= 63). Tryptophan (Trp), kynurenine (Kyn), 3-hydroxykynurenine (3-HKyn), kynurenine (Kyna)
and quinolinic acid (QA) concentrations were determined in the serum. Following ratios were
calculated: Kyn/Trp (KTR), Kyna/Kyn (KAT), 3HKyn/Kyn (KMO), Kyna/3HKyn and Kyna/QA.
Significantly higher values of Trp, Kyna, Kyna/QA and Kyna/3HKyn were observed in the group
of obese women with concomitant type 2 diabetes, compared to the group of obese women
with normoglycaemia. Logistic regression analysis showed that Trp and Kyna concentrations
and Kyna/3HKyn ratio values were mainly related to the occurrence of T2D, even after
adjusting for confounding factors. The regression model with Trp and Kyna/3HKyn ratio as
independent variables explained 20% of the variance of T2D incidence. Based on the obtained
results, it was concluded that the increase in Trp and Kyna concentrations, along with the
accompanying increase in the value of the Kyna/3HKyn index, is associated with the

occurrence of type 2 diabetes among middle-aged obese women.

The presented results from both original and review papers indicate the significant role of
branched and aromatic amino acids and their metabolites in cardiometabolic disorders among

middle-aged women, which may be of therapeutic and diagnostic importance.
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Znaczenie aminokwasow rozgal¢zionych (BCAA)
w insulinoopornosci i cukrzycy typu 2

1. Wstep

Aminokwasyrozgalezione (BCAA—branched-chain amino acid)toaminokwasyposiadajace
w swojej strukturze rozgaleziony boczny lancuch alifatyczny. Naleza do nich: leucyna,
izoleucyna 1 walina. ktore nie tylko sa skladnikami bialek, ale tez reguluja wiele procesow
fizjologicznych w organizmie czlowieka. Poza dobrze znana rola BCAA w metabolizmie bialek
miesniowych, w ciggu ostatniej dekady obserwuje sie wzrost zainteresowania rola BCAA takze
w insulinoopornosci 1 cukrzycy.
2. Cel pracy i metody

Celem pracy jest przyblizenie akfualnego stanu wiedzy na temat znaczenia aminokwasow
rozgalezionych BCAA w rozwoju insulinoopornosci 1 cukrzyey typu 2, ktore stanowia
powszechny problem zdrowotny zaré6wno w Polsce jak 1 na swiecie. Podejmowany temat jest
wazny przez wzglad na obserwowany wzrost zachorowalnosci na cukrzyce typu 2 oraz trudnosci
we wezesnej identyfikacji czynnikéw przyczyniajacych sie do rozwoju insulinoopornosei.

W niniejszej pracy dokonano przegladu i analizy aktualnej literatury naukowej na temat roli
leucyny, izoleucyny 1 waliny w rozwoju insulinoopornoscei 1 cukrzyey typu 2.

3. Aminokwasy rozgalezione (BCAA — branched amino acid)

Aminokwasy rozgalezione w organizinie ludzkim wystepuja gléwnie w tkance migsniowej,
stanowiac 14 — 18% wszystkich aminokwasow budujacych bialka tej tkanki. BCAA naleza
do grupy aminokwasow egzogennych, co oznacza, ze organizm ludzki nie potrafi ich
syntetyzowac, powszechnie uznaje sie¢ wiec, ze musza by¢ dostarczane wraz z pozywieniem
[2]. Niemniej nowe doniesienia sugeruja, ze niewielkie ilosci tych aminokwasow moga
by¢ takze syntetyzowane przez mikrobiom jelit [1]. Calkowita koncentracja aminokwasow
rozgalezionych w krwiobiegu wynosi 0.3—0.4 mM/dl i w poréwnaniu z innymi aminokwasami
jest relatywnie wysoka. Zapotrzebowanie doroslego czlowieka na leucyne ksztaltuje si¢ na
poziomie 40 mg/ kg masy ciala, na waline 17-25 mg/kg masy ciala, na izoleucyne okolo
19 mg/ kg masy ciala/ dobe. BCAA obecne sa w surowcach i produktach spozywczych
zawierajacych bialko [2] stanowiac srednio od 2 do 5% energetycznosci diety [1]. Niedobory
tych aminokwaséw odnotowuje si¢ niezwykle rzadko. Dotycza one osob nie spozywajacych
wystarczajacej ilosci bialek pokarmowych przez dluzszy czas oraz przewlekle chorujacych,
zwlaszcza osob dotknietych chorobami nerek 1 watroby. Przewlekle niedobory aminokwasow
rozgalezionych w diecie prowadzi¢ moga do katabolizmu bialek miesniowych, zahamowania
wzrostu oraz odbudowy tkanek [2]. W ostatniej dekadzie pojawia si¢ coraz wigcej
dowodow naukowych sugerujacych, ze opormos¢ na insuling 1 cukrzyca typu 2 sa
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rowniez zwigzane z rozregulowaniem metabolizmu aminokwasow rozgalezionych
(BCAA), co powoduje zwiekszenie BCAA w krwiobiegu [3].

3.1. Znaczenie BCAA

Podstawowa rola BCAA jest udzial w syntezie bialek, a takze neuroprzekaznikow.
Ponadto BCAA, glownie leucyna, wykazuja funkcje regulatorowe. Szczegdlng
role pelnia BCAA w migsniach szkieletowych, sa bowiem nie tylko substratami do
syntezy bialek, ale réwniez nasilajg ich synteze oraz hamujg ich degradacj¢. Zarowno
nadmiar, jak 1 niedobor BCAA moze prowadzi¢ do zaburzenia funkcjonowania
ustroju. Homeostaza BCAA jest regulowana na etapie ich katabolizmu, poprzez
zmiany aktywnosci kluczowego enzymu, kompleksu dehydrogenazy rozgalezionych
a-ketokwasow (BCKD) [6].

Aminokwasy rozgalezione sg wykorzystywane bezposrednio w migsniach. Sa
niezbedne do budowania, oraz odbudowy bialek migsniowych stanowiagc okolo
25% puli tych bialek [2]. Pomocne w zapobieganiu destrukeji tej tkanki podczas
treningu, sa substratem energetycznym dla migsm w przypadku wyczerpania si¢
glikogenu migsniowego. Spozyte przed treningiem pomagaja w zmniejszeniu zespolu
opoznionego bolu migsniowego [4].

3.2. Metabolizm BCAA

BCAApochodzace zdiety lubuwalniane zrozpadubialek pojawiajg siewkrwiobiegu,
gdzie nastepnie sg transportowane do tkanek, w ktorych moga by¢ utlenione lub
wlaczone do nowo zsyntetyzowanego biatka. W zdecydowanej wigkszosci BCAA sa
metabolizowane w migsniach szkieletowych, a ich katabolizm obejmuje dwa wazne
etapy. Pierwszy z nich stanowi odwracalna reakcja transaminacji przeksztalcajaca
BCAA w ketonokwasy o rozgalezionym lancuchu (BCKA). W tej reakcji wazna
role odgrywa rozgaleziony enzym o nazwie aminotransferaza aminokwasowa
(BCAT). Kolejmy etap katabolizmu BCAA jest nieodwracalny 1 posredniczy w nim
mitochondrialny kompleks dehydrogenazy ketonowe] o rozgalezionym lancuchu
(BCKD). Ten etap enzymatyczny skutkuje oksydacja BCKA, prowadzac do produkeji
NADH, CO, 1 mnych produktéw koncowych [23, 24]. Zmiany w BCAT 1 BCKD mogg
mie¢ znaczacy wplyw na katabolizm BCAA. Z powodu zmienionego metabolizmu
tych aminokwasow niektore potencjalnie toksyczne zwigzki posrednie w szlaku
katabolicznym BCAA moga si¢ kumulowac, co prowadzi do uposledzenia funkcji
komorek, a nawet calych narzadow [25].

Metabolizm BCAA jest znany jako istotny element patofizjologii wielu choréb
wieloczynnikowych, takich jak zespol metaboliczny, nowotwory 1 choroby
watroby [23]. Liczne badania wykazaly, ze zwigkszone stezenia krazacych BCAA,
prawdopodobnie zwiazane z dysfunkcja BCKD, sa zwiazane takze z otyloscia
1 cukrzyca typu 2 u ludzi [18, 19].

4. Insulinoopornos¢ i cukrzyca typu 2

Insulina jest hormonem anabolicznym wydzielanym przez komorki beta wysp
trzustkowych. Powoduje migdzy mnymi odkladanie glikogenu w watrobie 1 migsniach
szkieletowych, zwigksza wychwyt aminokwasoéw przez tkanki 1 nasila synteze
bialka. Zaburzenie transmisji sygnatu komorkowego isuliny stanowi molekulame
podloze rozwoju insulinoopornosci (IR — insulin resistance), czyli stanu uposledzonej
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odpowiedzi biologiczne] tkanek na insuling. W wyniku insulinoopornosci w réznych
tkankach wystepuja zaburzenia metaboliczne, stanowi ona tez glowny czynnik
patogenetyczny cukrzycy typu 2 [27].

Cukrzyca (diabetes mellitus) definiowana jest jako grupa choréb metabolicznych
charakteryzujaca si¢ hiperglikemig (podwyzszonym poziomem glukozy we krwi)
wynikajaca z defektu produkeji lub dziatania insuliny. Przewlekla hiperglikemia wigze
sig z uszkodzeniem, zaburzeniem czynnosci 1 niewydolnoscig réoznych narzadow,
szczegolnie oczu, nerek, nerwow, serca 1 naczyn krwionosnych [5].

Szacuje sig, ze na cukrzyce choruje w Polsce blisko 2,97 min doroslych osob,
a liczba chorych z kazdym rokiem wzrasta. Swiatowa Organizacja Zdrowia donosi, ze
na swiecie liczba chorujgevch wzrosta ze 108 mln w 1980 r. do 422 mln os6b w 2014
r. [4].

4.1. BCAA w insulinoopornosci i cukrzycy typu 2

Po raz pierwszy podwyzszone stezenie leucyny, izoleucyny 1 waliny w osoczu
pacjentow z zaburzeniami sygnalizacji insulinowe] opisano w latach 70. [10]. Szereg
opublikowanych badan potwierdzilo t¢ zaleznosc¢ [11,12].

W ostatnich latach potwierdzono silny zwigzek miedzy podwyzszonym poziomem
BCAA w osoczu a opornoscig na imsuling zarowno w modelach ludzkich jak
1 zwierzecych [7,8]. Mechanizm takiego oddzialywania nie zostal dotad poznany.
Sugeruje sie, ze krazace aminokwasy moga bezposrednio promowac opornosé
na insuling, prawdopodobnie przez zaklocenie sygnalizacji insuliny w migsniach
szkieletowych [13]. Obecnie uwaza si¢, ze zwigkszone poziomy BCAA moga
stanowi¢ potencjalny marker wezesnego wykrywania insulinoopornosci, a nastepnie
ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2 [14,21]. Wzrost tych aminokwasow w osoczu
zaobserwowano na wiecej niz 10 lat przed rozwinieciem cukrzycy [13]. Allam-Ndoul
1 wsp. dowiedli, ze stezenia BCAA w osoczu moga shuzy¢ jako lepszy marker IR niz
poziom glukozy w osoczu [32].

Oprocz msulinoopornosci kluczowa role w patogenezie cukrzycy typu 2 odgrywa
takze uposledzone wydzielanie insuliny. W tym kontekscie nalezy zauwazyc, ze wiele
aminokwasow, zwlaszcza aminokwasy o rozgalezionym lancuchu, s3 modulatorami
wydzielania insuliny. W zwigzku z tym, innym mozliwym mechanizmem, dzieki
ktoremu wzrost stezenia BCAA w krwiobiegu moze promowac rozwoj cukrzycy, jest
hiperinsulinemia prowadzaca do wyczerpania komorek beta trzustki [13].

Mozliwosc 1dentyfikacji osob znajdujacych si¢ w grupie ryzyka rozwoju cukrzycy
w przyszlosci jest szczegodlnie istotna ze wzgledu na mnogos¢ powiklan zwiazanych
z tym schorzeniem oraz istnienie skutecznych rozwiazan profilaktycznych. Mimo, ze
tradycyjne czynniki ryzyka takie jak wzrost BMI (body mass index), st¢zenia glukozy
na czczo oraz czynniki genetyczne moga dostarczy¢ kluczowych informacji na temat
zwigkszonego ryzyka rozwoju pelnoobjawowe] cukrzycy, to jednak nie u wszystkich
osob choroba ta sie rozwinie. Zauwazono, ze ryzyko rozwoju cukrzycy zwiazane
z podwyzszonym poziomem BCAA bylo porownywalne lub wyzsze niz ryzyko
zwigzane z wyzszym wiekiem, poziomem glukozy na czczo lub wskaznikiem masy
ciala BMI [13]. Co wiece], poziom BCAA w ustroju dodatnio koreluje z parametrami
klinicznymi opornosci na insuline 1 homeostazy glukozy, takimi jak BMI, obwaod
tali, wskazmk HOMA-IR, hemoglobma glikowana (HbA ) oraz stgzenie glukozy we
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krwi na czczo. Wyzsze poziomy leucyny, izoleucyny 1 waliny w krwiobiegu zostaly
rowniez powiazane z bezposrednim wyzszym rvzykiem kardiometabolicznym [30].
W badaniu z udzialem prawie 3000 ochotnikéw populacyi japonskie] wykazano silng
dodatnia korelacje migdzy poziomem BCAA a iloscia trzewne] tkanki tluszczowe;,
HOMA-IR oraz poziomem insuliny na czczo [15]. W badanmu liczacym blisko
szescdziesiat kobiet, Boulet 1 wsp. wykazali, Ze w porownaniu z waling 1 izoleucyna,
leucyna wykazala najwyzsza korelacje z HOMA-IR [22]. Nie bez znaczenia jest takze
ple¢ badanych. U otylych mezczyvzn czescie) obserwowano wyzszy poziom BCAA
1 silniejszy pozytywny zwiazek z IR w poréwnaniu z kobietami.

4.1.1. Zwiazek BCAA z tkanka tluszczowa

Istotng rolg w metabolizmie BCAA odgrywa rowniez tkanka tluszczowa, ktora
bedac zrédlem hormondw 1 cytokin prozapalnych zostala uznana za wazny element
rozwoju nsulinoopornosci indukowanej otyloscia [16]. Zaburzenia metaboliczne
zwiazane z utlenianiem glukozy 1 kwasow tluszczowych spowodowane poborem
nadmiaru pokarmu lub otyloscig prowadza do dysfunkcji mitochondriow, wplywajac
na rozwoj insulinoopornosci. Ograniczenie utleniania kwasow thuszczowych
w tkance tluszczowe] wiaze si¢ ze zwiekszonym katabolizmem BCAA w migsniach
szkieletowych 1 gromadzeniem lipidowych zwigzkéw posrednich, takich jak
acylokarnityny, ktore zaklocaja dzialanie insuliny. Stad poziomy acylokamnityn
w surowicy lub osoczu takze moga by¢ uznane za marker IR [31]. W badaniach
obserwacyjnych przeprowadzonych z udzialem ludzi zaobserwowano ujemna
korelacje miedzy poziomem hormonu tkanki thuszczowe] — adiponektyng, wykazujace]
miedzy innymi dzialanie zwiekszajace insulinowrazliwosc tkanek, a poziomem BCAA
w surowicy [17]. Pomimo zmienionego poziomu BCAA w krazeniu obwodowym,
metabolizm BCAA takze w tkance docelowej, takiej jak podskorna tkanka thuszczowa
(SAT) 1 trzewna tkanka thuszczowa (VAT), wykazuje znaczace zmiany u pacjentow
otylych 1 opornych na insuline [22]. U 0s6b otylych obserwuje sie zwykle zwiekszony
poziom BCAA w krwiobiegu [17]. Z kole1 utrata masy ciala u osob otylych powoduje
mtensywny spadek poziomu leucyny, izoleucyny 1 waliny w krwiobiegu, a takze
poprawe odpowiedzi na insuling [33].
4.1.2. Zwiazek miedzy suplementacja BCAA a insulinoopornoscia

Zastanawiajace Jest takze czy suplementacja aminokwasami BCAA zaburzy
dodatkowo metabolizm glukozy, niemniej wplyw wzorcow zywieniowych na poziom
leucyny, 1izoleucyny 1 waliny w ustroju réwniez nie zostal w pelni poznany. Przez dlugi
czas prezentowano korzystny wplyw suplementacji na regulacj¢ masy ciala, synteze
bialek migsniowych 1 homeostaze glukozy zaréwno u ludzi jak 1 zwierzat, u ktorych
zastosowano suplementacje BCAA lub dietg obfitujaca w te aminokwasy [26].
W niektorych badaniach wykazano, Zze suplementacja BCAA wplywala korzystnie
na profil metaboliczny badanych. Niemniej nadmieme spozycie BCAA wraz z dieta,
podobnie jak wyzsze poziomy BCAA w krwiobiegu, zostaly powigzane z rozwojem
nsulinoopornosci [40]. Zwigkszona podaz BCAA w diecie moze nieznacznie wplywac
na zwiekszony poziom BCAA w ustroju, co najczescie] thumaczy sig wlasciwosciami
msulinotropowymi aminokwasow lub zmniejszonym obciazeniem glikemicznym
diet wysokobialkowych. Poréownujgc lecucyne, izoleucyne 1 waling, najwigksza
efektywnos¢ suplementacji obserwowana jako wzrost stezemia w krwiobiegu
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obserwuje sie w przypadku leucyny [20]. Co ciekawe, wzbogacenie diety wylacznie
w leucyne (z pominigciem waliny 1 1zoleucyny) powodowalo poprawe wrazliwosci
msulinowej [26].

W badaniach przeprowadzonych na gryzoniach zauwazono, ze suplementacja
BCAA u zwierzat karmionych dieta wysokothuszczowa wywoluje podobny stopien
oporno$ci na insuline w poréwnaniu do zwierzat karmionych wylacznie dieta
wysokotluszczowa. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze szkodliwe dzialanie BCAA
wymaga obecnosci diety wysokotluszczowej. Potwierdza to obserwacja, ze karmienie
gryzoni wysokotluszczowsa dieta z BCAA powoduje takze akumulacje¢ niecalkowicie
utlenionych wspomnianych wczesnie] metabolitow — acylokarnityn lipidowych, ktore
mogg przyczynia¢ si¢ do wzrostu opornosci na insuling w poréwnaniu ze zwierzetami
karmionymi standardowa dieta z BCAA [11].

Woo 1 wsp. badali dwanascie otylych osob (w stanie przedcukrzycowym) w trakcie
1 po suplementacji aminokwasami BCAA w ilosci 20g przez okres czterech tygodni.
Suplementacja aminokwasow rozgalezionych nie wplywala na metabolizm glukozy
u 0sob otylych w stanie przedcukrzycowym [9]. Z kolei badania epidemiologiczne
dostarczaja mformacji, ze wyzsze spozycie BCAA wraz z dieta jest odwrotnie
zwiazane z ryzykiem otylosci [28, 29], zwlaszcza typu wisceralnego, a takze ryzykiem
kardiometabolicznym u mezczyzn w srednim wieku [8].

Zwiazek migdzy dieta, poziomem BCAA w ustroju 1 IR nie jest jednoznaczny
1 wymaga dalszych badan.

5. Podsumowanie

Do tej pory zdecydowana wiekszos¢ literatury naukowe] koncentrowala sie na
analizie roli oraz suplementacji BCAA w kontekscie metabolizmu 1 budowania masy
migsniowe]. Tymczasem w ostatnich latach coraz wigksza uwage zwraca sie na inny
aspekt oddzialywania BCAA w ustroju — zwiazek pomiedzy wzrostem poziomow tych
aminokwasow a zaburzeniami metabolicznymi. Liczne badania z udzialem zarowno
ludzi jak 1 zwierzat wykazaly, ze zwigkszone stgzenia aminokwasow rozgalezionych
(BCAA)zaréwno w osoczu jak 1w moczu sa dodatnio zwigzane z opornoscig na insuline
1moga przewidywac rozwoj pelnoobjawowe] cukrzycy w przyszlosci. Zaobserwowano,
ze zwiekszone stezenie tych aminokwasow w ustroju moze pojawi¢ si¢ nawet na
kilkanascie lat przed rozwojem pelnoobjawowe] cukrzycy typu 2. Jednak to, czy
podwyzszone poziomy BCAA w krwiobiegu sa przyczyna, czy wtoma konsekwencjg
msulinoopornosciicukrzycy typu 2, pozostaje niejasne. Stad przypuszczenia, ze BCAA
by¢ moze beda mogly w przyszlosci stanowic¢ potencjalny marker przewidywania
ryzyka rozwoju insulinoopornosci 1 cukrzycy typu 2. W przyszlosci konieczne wydaje
si¢ by¢ prowadzenie dalszych prac naukowych pozwalajacych zglebi¢ znaczenie
1 wykorzystanie tych ammokwasoéw w przewidywaniu ryzyka pojawienia sie zaburzen
metabolicznych 1 tym samym zastosowanie adekwatne] profilaktyki. Niniejsza
praca stanow1 probe usystematyzowania aktualnego stanu wiedzy 1 podsumowania
najnowszych dostepnych badan naukowych w tym zakresie tematycznym. Wydaje
sig¢ by¢ takze uzasadnione, aby w przyszlych badaniach wyraznie oddzieli¢ dzialanie
kazdego z BCAA, poniewaz obecne dane wskazujg, ze nie wszystkie sg w takim
samym stopniu powigzane 7 kardiometabolicznymi czynnikami ryzyka.
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Znaczenie aminokwasow rozgalezionych (BCAA) w insulinoopornosci

i cukrzycy typu 2

Streszczenie

Aminokwasy rozgalezione (BCAA — branched-chain amino acid) to aminokwasy posiadajace w swojej
sttukturze rozgaleziony boczny lancuch alifatyczny. Naleza do nich: leucyna. izoleucyna i walina.
ktore nie tylko sa skladnikami bialek, ale tez regulujg wiele procesow fizjologicznych w organizmie
czlowieka. BCAA naleza do grupy aminokwasoéw egzogennych, co oznacza. ze organizm ludzki nie
potrafi ich syntetyzowaé, musza wiec by¢é dostarczane wraz z pozywieniem. Zrédlem pokarmowym tych
aminokwasow sa pokarmy zawierajace bialka, glownie migso i nabial. Poza dobrze znang rola BCAA
w metabolizmie bialek migsniowych, w ciagu ostatniej dekady obserwuje sie wzrost zainteresowania
rola BCAA takze w cukrzycy. Pomimo pozytywnego wplywu aminokwasow rozgalezionych na zdrowie
metaboliczne, zaobserwowano. ze podwyzszenie poziomu BCAA w osoczu koreluje ze wzrostem ryzyka
insulinoopornosci i cukrzycy typu 2. Ponadto opisalo zwiazki wyzszych poziomow izoleucyny, leucyny
i waliny z upoéledzona tolerancja glukozy i otyloscia.

Stowa kluczowe: aminokwasy rozgalezione, BCAA, cukizyca

The importance of branched chain amino acids (BCAAs) in insulin resistance
and type 2 diabetes

Abstract

Branched chain amino acids (BCAA) are amino acids having a branched aliphatic side chain in their
structure. These include: leucine, isoleucine and valine, which are not only components of proteins, but
also regulate many physiological processes in the human body. BCAAs belong to the group of exogenous
amino acids, which means that the human body is not able to synthesize them, so they must be supplied
with food. The food source of these amino acids are foods containing proteins, mainly meat and dairy
products. In addition to the well-known role of BCAA in muscle protein metabolism, there has been
an increase in interest in the role of BCAA in diabetes over the past decade. Despite the positive effect
of branched chain amino acids on metabolic health. it has been observed that an increase in plasma
BCAA levels correlates with an increased risk of insulin resistance and type 2 diabetes. In addition, it
has described relationships between higher levels of isoleucine, leucine and valine with impaired glucose
tolerance and obesify.

Keywords: branched chain amino acids, BCAAs, diabetes
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Znaczenie wybranych aminokwasow
w zaburzeniach metabolicznych

1. Wprowadzenie

Aminokwasy (ang. amino acids, AA) definiowane sa jako substancje organiczne
zawierajace w swoje] budowie zardéwno grupy amimokwasowe, jak 1 kwasowe. Ze
wzgledu na réznice w lancuchach bocznych, AA maja znaczaco rézne wlasciwosci
1 funkcje biochemiczne [1]. Ammokwasy sg podstawowymi elementami syntezy bialek,
biora udzial w biosyntezie czasteczek sygnatowych, takich jak neuroprzekazniki 1 hor-
mony peptydowe. Odgrywaja réwniez role w syntezie wielu mnych czasteczek, takich
jak nukleotydy, poliaminy, glukozaminy, kreatyna i pokrewne weglowodany [2].
Poniewaz aminokwasy sa powszechnie zaangazowane w rozne szlaki metaboliczne,
wyczerpanie lub akumulacja ich metabolitéw, obserwowane w niektérych chorobach
metabolicznych, prawdopodobnie aktywuje rozne patomechanizmy [3].

2. Zaburzenia metaboliczne

Zaburzenia metaboliczne stanowia coraz wigksze wyzwanie zdrowotne na calym
swiecie ze wzglgdu na ich systematycznie zwigkszajaca si¢ czgstos¢ wystepowania.
Stanow1a one grupe zaburzen, w ktorych nagromadzily sie roime wspolzalezne stany
patologiczne, obejmujace otylos¢, niealkoholowa stluszczeniows chorobg watroby
(ang. non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), dyslipidemig, nietolerancje glukozy,
msulinoopomos¢ (ang. insulin resistance, IR), nadcisnienie 1 cukrzyce typu 2 (ang.
type 2 diabetes, T2D), ktore wspolistniejac razem, w znacznym stopniu zwiekszaja
czestos¢ wystgpowania chordb sercowo-naczyniowych (ang. cardiovascular disease,
CVD) [4, 5]. Czgstos¢ zachorowania na te zaburzenia wzrasta z kazdym rokiem, zardwno
w krajach rozwinietych, jak 1 rozwijajacych sie. Choroby sercowo-naczyniowe sa
gldéwna przyczyna umieralnosci na swiecie, odpowiadajac za prawie jedna trzecia
wszystkich zgondow [6].

3. Aminokwasy w zaburzeniach metabolicznych

Obecne badania nad patogenezg zaburzen metabolicznych koncentrujg sie glownie
na otylosci brzusznej, lipotoksycznosci 1 insulinoopomosci. Zaburzenia metaboliczne
wi1az3 si¢ takze ze zmiang w metabolizmie niektorych aminokwaséw. Cukrzyca typu 2
zwigzana jest z ogolnoustrojowych rozregulowanym srodowiskiem metabolicznym,
ktore, cho¢ koncentruje sie gldwnie na glukozie, wyraznie obejmuje rowniez kwasy
thuszczowe 1 aminokwasy. Ostatnie badania metabolomiczne 1 lipidomiczne wykazaly,
ze poziomy niektorych aminokwasow w osoczu mogg wzrosnac podezas msulinoopor-
nosci. W szczegolnosci aminokwasy rozgalezione 1 aromatyczne, takie jak leucyna,

! justynkakubacka@wp.pl, Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej. Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum
im. Ludwika Rydgiera w Bydgoszczy Uniwersytet Mkolaja Kopernika w Toruniu.
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1zoleucyna, walina 1 tyrozyna, sa scisle zwigzane z ryzykiem rozwoju otylosci trzewnej,
mmsulinoopomosci 1 cukrzycy typu 2 w przyszlosci [7, 8]. Innym z aminokwasow, na
ktory takze zwrocono uwage w tym aspekcie w ostatnich latach jest glicyna nalezaca
do grupy aminokwasow alifatycznych, ktorej znacznie obnizone poziomy w msulino-
opornosci, cukrzycy typu 2 1 otylosci, zaobserwowano zaréwno w badaniach z udzia-
lem ludzi, jak 1 zwierzat [9-12]. W obszemym prospektywnym badaniu z 7-letnim
okresem obserwac]1, wykazano zwiazek z wystgpieniem 12D nie tylko dla wybranych
amimokwasow (np. fenyloalanina), ale rowniez dla niektorych cukrow 6-weglowych,
jak 1 kwasow thuszezowych [13].

Zmiany w profilu aminokwaséw w osoczu we wezesnym stadium chordb, spowo-
dowane sa glownie otyloscig 1 stanem zapalnym zwigzanym z nsulinoopomoscia,
dlatego w wiekszosci przypadkow zmiany te moga by¢ odwracalne poprzez zastoso-
wanie odpowiednich interwencji (m.in. zywieniowych, farmakologicznych lub chirur-
gicznych), zwigkszajacych msulinowrazliwos¢.

3.1. Glicyna

Glicyna jest endogennym aminokwasem tworzacym bialko o najmniejsze] masie
czasteczkowe]. Fizjologiczne stezenie glicyny w osoczu waha sie miedzy 200 a 300
pmol/L. Poza rolg budulcowsa uczestniczy ona w ekspresji genow oraz jest niezbedna
do syntezy glutationu [14]. Niektore doniesienia sugeruja, ze glicyna moze by¢ warun-
kowo niezbedna, poniewaz jej ilos¢ syntetyzowana m vivo w okreslonych warunkach
bywa niewystarczajaca do zaspokojenia potrzeb metabolicznych organizmu. Glicyna
odgrywa kluczowsa role w wielu procesach fizjologicznych zwigzanych z chorobami
metabolicznymu, a jej przewlekly niedobor moze w dluzsze) perspektywie wplywac na
rozwo] tych zaburzen [15]. Analiza dostepnej literatury sugeruje, ze kluczowe szlaki
metaboliczne glicyny mogg si¢ rozni¢ w zaleznosci od rodzaju zaburzenia metabolicz-
nego [16]. W badaniach obserwacyjnych obnizone stezenia glicyny w osoczu powiazano
migdzy innymi z T2D, NAFLD 1 otyloscig [12, 17-19]. W badanmu grupy doroslych
Japonczykow zaobserwowano, ze stezenie glicyny bylo dodatnio skorelowane z insulino-
wrazliwoscia 1 odwrotnie skorelowane z insulinoopormoscia [20]. Glicyna miala rowniez
najwickszy zwiazek ze zmiana wrazliwoscl na insuling, mierzong za pomoca klamry
hiperinsulinowo-euglikemiczne; u 399 osob bez cukrzycy [21]. Obnizone stezenie
glicyny w osoczu moze stanowi¢ silny czynnik predykcymy mecydentow nietolerancji
glukozy 1 T2D [22]. Stwierdzono takze, ze poziomy glicyny w osoczu sa 0 9 do 13%
nizsze u pacjentdw z NAFLD, niezaleznie od tego, czv u badnych wystepowala otylosé¢
[17]. Co wigce], w ostatnich latach wskazano na uzytecznos¢ wskaznika GSG (gluta-
minian-servna-glicyna), ktory laczy trzy amimokwasy zaangazowane w synteze glutationu
jako potencjalnego biomarkera NAFLD. Zaobserwowano, ze wskaznik ten jest w znacz-
nym stopniu podwyzszony u dorostych osob z NAFLD potwierdzonym biopsja w po-
réwnaniu z grupg kontrolng oraz, ze wskaznik ten jest zwiazany z enzymami watrobo-
wymi 1 insulinoopomoscia watroby [17]. Wskazmik GSG moze byc¢ rowniez uzyteczny
w wykrywaniu NAFLD w populacji pediatrycznej o zwiekszonym ryzyku zachorowania
niezaleznie od tradycvjnych czynnikow ryzyka [23]. Sugeruje si¢, ze obnizone stezenie
glicyny w osoczu moze by¢ spowodowane kilkoma potencjalnymi mechanizmami:
zmniejszeniem wchlaniaia jelitowego, zmniejszong biosynteza oraz zwigkszonym kata-
bolizmem lub wydalaniem wraz z moczem [16]. 7 kolel interwencje majace na celu
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poprawe homeostazy glukozy, takie jak ¢wiczenia fizyczne 1 chirurgia bariatryczna,
wigzaly si¢ ze wzrostem poziomu glicyny [18, 24]. Rowniez suplementacja glicyng
wplywa na poprawe metabolizmu glukozy [25]. Metabolizm ludzkiej glicyny jest zmie-
niony u 0sob z otyloscia, cukrzyca 1 NAFLD, a te zaburzenia moga miec¢ kluczowe
maczenie dla wyjasnienia podwyzszonego ryzyka sercowo-naczyniowego zwigzanego
z tymi schorzeniami. Glicyna jest obecnie uznawana za istotny marker osocza zaburzen
metabolicznych, jednak nadal nie jest jasne, czy spadek poziomu glicyny jest przy-
czynowo zwigzany z ich patogeneza.

3.2. Aminokwasy rozgalezione (ang. branched chain amino acid, BCAA)

Aminokwasy rozgalezione, do ktorych zalicza si¢ leucyne (Leu), izoleucyne (lle)
1waling (Val), s aminokwasami niezbednymi, to znaczy, ze musza by¢ dostarczane
wraz z pozywieniem. Glownymi producentami tych aminokwasow sa bakterie jelitowe,
zwlaszcza Escherichia coli [26]. Oprocz dobrze znanej roli BCAA w metabolizmie
bialek migsniowvch, w ciagu ostatnich lat wyraznie wzroslo zainteresowanie rola BCAA
w chorobach kardiometabolicznych, zwlaszcza w kontekscie otylosci, msulmoopor-
nosci 1 cukrzycy. Zaobserwowano, ze zarowno aminokwasy rozgalezione, jak 1 aroma-
tyczne sa dodatnio skorelowane ze wskaznikiem masy ciala (body mass index, BMI),
obwodem talii, trzewng tkanka tlhuszczowsa, skurczowym cisnieniem krwi (systolic
blood pressure, SBP), rozkurczowym cisnieniem krwi (diastolic blood pressure, DBP),
dysglikemia oraz poziomamu msuliny 1 tréjglicerydow [27-29]. Stwierdzono rowniez, 7e
podwyzszone poziomy krazacych BCAA koreluja z otyloscia 1 zwiekszonym ryzykiem
msulinoopomosci oraz cukrzycy typu 2 zarowno w modelach ludzkich, jak 1 zwie-
rzgeych [30,31].

Dowiedziono, ze u pacjentow z T2D stezenia aminokwasow rozgalezionych moga
by¢ 1,5-krotnie lub nawet 2-krotnie wyzsze niz u osob zdrowych [32.33], a podwyz-
szone stezenie tych aminokwasow moze pojawic si¢ nawet na kilka lat przed rozwojem
pelnoobjawowe) cukrzycy [34]. Podwyzszone stezenie aminokwasow aromatycznych
1 rozgalezionych zaobserowano zarowno u pacjentow z cukrzyca typu 1, jak 1 typu 2
[35, 30]. Zmienione poziomy BCAA odnotowano takze w przypadku otylosci. Newgard
1 wsp. (2009) [7], wykazali zwigkszone stgzenie tych aminokwasow 1 ich metabolitow
u 0s0b otylych w porownaniu z osobami szczuplymi. Autorzy stwierdzili, ze zwiazek
ten prawdopodobnie wynika z nadmiemego poboru BCAA wraz z dieta oraz ze
zwiekszonego przepltywu ich metabolitow przez szlaki kataboliczne. W mnym badanmu
zaobserwowano zmniejszong ekspresje 1 aktywnos¢ enzymow odpowiadajgcych za
rozklad BCAA w tkance tluszczowe] u 0sob otylych, z T2D 1 IR 1 wigzalo si¢ to
7 zaburzeniami metabolicznymi, ktore ulegly poprawie po utracie masy ciala [36].
Osoby niezdrowe metabolicznie, w porownaniu z osobami metabolicznie zdrowymi,
mialy istotnie nizsza ekspresj¢ genow zwigzanych z katabolizmem BCAA [37].

Przez wiele lat nie bylo jasne, czy podwyzszone stezenia BCAA sa przyczyna czy
wtoma konsekwencja msulinoopomosci. Dostepne dane potwierdzajg jednak hipoteze,
7e wzrost BCAA w osoczu najprawdopodobniej jest konsekwencja insulinoopomosci.
Niedawno opublikowany raport randomizacji Mendla réwniez potwierdza t¢ hipoteze,
wskazujac, ze wskaznik HOMA-IR jest zwiazany przyczynowo z wyzszymi pozio-
mami BCAA na czczo [38]. Dobrze udokumentowano, ze otylosc¢ 1 msulinoopomos¢
sa zwigzane ze zmniejszonym katabolizmem BCAA spowodowanym obnizona aktyw-
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noscia kompleksu dehydrogenazy rozgalezionych a-keto-kwasow (BCKDC), co skutkuje
akumulacja BCAA 1ketokwasow rozgalezionych [39]. Lacznie, obecne dowody sugeruja,
ze podwyzszone poziomy BCAA we krwi moga by¢ wcezesnymi sygnalami pogor-
szenia kontroli glikemii 1 wrazliwosci na msuling [40].

3.3. Aminokwasy aromatyczne (ang. aromatic amino acid, AAA)

Aminokwasy aromatyzne obejmujg fenyloalaine (Pfe), tyrozyng (Tyr) 1 tryptofan
(Trp). Aktualnie istnieje zapotrzebowanie na identyfikacje nowych biomarkerow zabu-
rzen metabolicznych, ktore umozliwityby wczesne wyodrebnienie osob z najwiekszym
ryzykiem wystgpienia chorob kardiometabolicznych, a takze umozliwiajacych monito-
rowanie indywidualnego rvzyka metabolicznego, tak, by mozliwe bylo opracowanie
1wdrozenie odpowiednich strategii interwencyjnych. Aktualne dowody pochodzace
z badan roznych srodowisk etnicznych przemawiaja za zastosowaniem profilu amino-
kwasow rozgalezionych 1 aminokwasow aromatycznych jako biomarkerow okreslaja-
cych zdrowie metaboliczne. Podobnie jak w przypadku BCAA, wykazano scisly zwiazek
migdzy zmianami profili AAA a cukrzyca typu 2, chorobami ukladu sercowo- naczy-
niowego, msulinoopormnoscig 1 otyloscia [41, 42]. Podwyzszone poziomy tych amino-
kwaséw w osoczu sa zwigzane ze zwickszeniem mediatorow prozapalnych 1 po-
gorszeniem ogolnego stanu metabolicznego [43]. Obszeme badanie obserwacyjne
Framingham Offspring Study prowadzone z udzialem ponad dwoch tysigcy osob przez
okres 12 lat wykazalo, 7e poziomy BCAA 1 AAA s3 istotnie zwigzane z przyszlym
rozwojem cukrzycy [34], a takze 7z rozwojem choroby sercowo-naczyniowej [44].
Potencjalnym mechanizmem lezacym u podstaw zwigzku miedzy AAA 1 msulino-
opomoscia moze by¢ metabolizm AAA do katecholamin, ktore zmieniajg czynnosé
watroby prowadzac do hipermsulinemn 1 dyslipidemii [45]. Obserwacje te sugeruja, ze
niektore zaburzenia w metabolizmie AAA mogg by¢ czescig wezesnveh, jeszeze nie
w pelni poznanych zmian metabolicznych poprzedzajacych rozwo) zaburzen kardio-
metabolicznych. To sprawia, ze zarowno AAA., jak 1 BCAA moga stanowi¢ poten-
cjalne, nowe 1 wczesne biomarkery tych zaburzen.

Jednym z AAA na ktory w ostatnim czasie zwrocono szczegolng uwage w kon-
tekscie zaburzen metabolicznych jest tryptofan, poniewaz badania z ostatniej dekady
ujawnily zlozone 1 sprzeczne dzialanie tego aminokwasu 1 jego metabolitow w regu-
lacy1 funkej1 uktadu sercowo-naczyniowego [46]. Szlak kimurenmowy (ang. kynurenine
pathway, KP) stanowi gléwnga droge kataboliznu tryptofanu, odpowiadajac za blisko
90% jego degradacji w watrobie [47]. Szlak ten jest inicjowany przez 2,3-dioksyge-
naz¢ indoloaminy (ang. indoleamine 2,3-dioxvgenase, 1DO) 1 2,3-dioksygenaze trypto-
fanu (ang. tryptophan 2,3-dioxygenase, TDO), enzymy, ktore katalizuja konwersje Trp
do kinureniny (ang. kynurenine, Kyn). Kyn jest dalej przeksztalcana w nastepujace
metabolity KP (kinureniny): kwas kimureninowy (Kyna), 3-hvdroksykinurening (3HKyn),
kwas antranilowy (AA) 1 kwas chmolinowy (QA). 3Hkyn moze by¢ enzymatycznie
przeksztalcany w kwas ksanturenowy (XA) [47]. Przez wiele lat rozregulowanie szlaku
kinureninowego bylo badane glownie w kontekscie zaburzen depresyjnych 1 neurode-
generacyjnych, jednak dopiero w ostatnich latach zwroécono uwage, ze zarowno enzymy,
jak 1 metabolity tego szlaku moga wplywac takze na zwigkszenie czestoscl wystepo-
wania choréb sercowo-naczyniowych poprzez regulacje stanu zapalnego 1 zwickszenie
aktywacji immunologicznej. Brak réwnowagi w poziomach krazacych metabolitow
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KP odnotowano réwniez w otylosci, chorobie sercowo-naczyniowe] 1 cukrzycy typu 2
[48, 49]. Jednak dane dotyczace tych metabolitow w odniesieniu do T2D sg skape
1 czesto sprzeczne w badaniach na ludziach [50, 51], stad potrzeba dalszych badan wy-
jasniajacych mozliwe mechanizmy zwiazku kinurenin z zaburzeniami metabolicznymi.

3.4. Arginina

Na przestrzeni lat wiele badan potwierdzilo znaczenie argininy w promowaniu
zdrowia ukfadu krazenia poprzez wytwarzanie gazowego tlenku azotu (NO) przez enzym
syntaze NO (ang. NO synthase, NOS). Uwalnianie NO przez komorki srodblonka
reguluje przeplyw krwi 1 cisnienie krwi poprzez hamowanie napiecia tetniczego. Ponadto
NO lagodzi rozwo6) miazdzycy poprzez blokowanie odpowiedz1 zapalne; w obrebie
sciany naczynia. W przeciwienstwie do leucyny, ktéra hamuje wytwarzanie NO przez
srodblonek, wysokie stezenia argininy w osoczu zwiekszaja dostepnos¢ NO 1 popra-
wiajg wrazliwos¢ naczyn na msuling. Takze homoarginina, pochodna argininy, wykazuje
korzyste dzialanie w ukladzie krazenia. Niski poziom homoargininy moze by¢ nieza-
leznym czynnikiem prognozujacym smiertelnos¢ z powodu chorob ukladu krazenia,
podczas gdy wysoki jej poziom wigze si¢ ze zmniejszong smiertelnoscia. Mechanizm
ochronnego oddzialywania homoargininy nie jest znany, ale najprawdopodobniej
obejmuje jej zdolnos¢ do stymulowania wytwarzania NO poprzez bycie substratem dla
NOS [52-54].

Coraz wiece] dowoddw klinicznych wskazuje, ze suplementacja argininy moze
7mniejszy¢ otylosé, obnizyc cisnienie tetnicze krwi, przeciwdzialac utlenianmu 1 norma-
lizowac dysfunkcje srodblonka, aby doprowadzi¢ do remisji cukrzycy typu 2. Suple-
mentacja diety argining powoduje obnizenie stezenia glukozy 1 homocysteiny w osoczu
jednoczesnie poprawiajac relaksacje zalezna od srodblonka (wskaznik funkcji sercowo-
-naczyniowe]) w obu modelach cukrzycy; typu 1 1 typu 2 [55]. Leczenie argining
zmniejszylo poziom biale) tkanki thuszczowe), zwigkszajac jednoczesnie masg brunatne;
tkanki thiszezowe) u szczurow Zucker z T2D 1 szezurdéw z otyloscia wywolanych dieta.
Argimina vlub jej metabolity (NO 1 poliaminy) moga nasilac proliferacjg, roznicowanie
1 funkcje brazowych adipocytow. Ponadto, zaréwno masa miesni szkieletowych, jak
1 wrazliwosc na insuling zostaly wzmocnione w odpowiedzi na suplementacje argininy
poprzez mechanizmy obejmujace wzrost sygnalizacji mTOR 1 NO w migsniach [52].
Podobne obserwacje poczyniono w badaniu z udzialem ludzi, gdzie dlugotrwale doustne
podawanie argininy spowodowalo obnizenie masy thiszczowej u dorostych osob
otylych z cukrzyca typu 2 [56]. Zatem suplementacja diety argining moze potencjalnie
stanowi¢ jeden z elementow wspomagania leczenia zaburzen metabolicznych.

3.5. Glutamina

Glutamina to najobficie] wystepujacy 1 najbardziej wszechstronny aminokwas
wystepujacy w organizmie [57]. Jest ona waznym substratem niezbednym do syntezy
bialek, lipidow, puryn, pirymidyn, aminocukrow, fosforanu dinukleotydu nikotynamido-
adenmmowego (NADPH), glukozammy, przeciwutleniaczy 1 wielu mnych szlakow bio-
syntetycznych zaangazowanych w regulacje funkcji komorek. Jednak pomimo dobrze
manego wplywu glutamimy na stan zdrowia, jej oddzialywanie na uklad sercowo-
-naczyniowy zostalo udokumentowane stosunkowo niedawno [58]. We wspomnianym
wezesnie], przelomowym badaniu kohortowym autorstwa Cheng S. 1 wsp. (2012) [28],
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doniesiono, ze stosunek glutaminy do glutaminianu w osoczu jest ujemnie skorelowany
ze wskaznikiem masy ciala (ang. body mass index, BMI), triglicerydami, insuling
1 cisnieniem krwi oraz dodatnio skorelowany z lipoproteinami o wysokie] gestosci
(ang. high-density lipoprotein, HDL), co wiaze si¢ z nizszym ryzykiem zachorowania
na cukrzyce typu 2. Tymczasem stezenia glutaminianu 1 BCAA w osoczu zostaly
w tym badaniu powigzane z niekorzystnymi parametrami metabolicznymi [28].

Pozytywne oddzialywanie glutaminy obejmujace m.in. obnizenie skurczowego
cisnienia krwi 1 stezenia glukozy na czczo, odnotowano takze stosujac suplementacje
uosob z T2D przez okres 6 tygodni [59]. Za potencjalne mechanizmy korzystmego
oddzialywania glutaminy na zdrowie kardiometaboliczne uwaza sie przede wszystkim
Je] zdolnos¢ do stymulacji uwalniania msuliny przez komorki 3 trzustki, transkrypeje
genow nsulinozaleznych 1 zwigkszona dyspozycje msuliny oraz zwigkszone uwalnianie
peptydu glukagonopodobnego 1 [60].

4. Podsumowanie

Coraz wigce] dowodow sugeruje, ze niektore amimokwasy moga regulowac rozme
procesy metaboliczne, w tym metabolizm glukozy 1 lipidow. Dane pochodzace zarowno
z populacji amerykanskich, europejskich, jak 1 azjatyckich wiaza glicyne, BCAA
1 AAA z insulinoopomoscia, T2DM 1 ryzykiem kardiometabolicznym. Jednak pomimo
wielu przeprowadzonych do tej pory badan romego rodzaju z udzialem zaréwno
zwierzat, jak 1 ludzi pochodzacych z roznych populacji, mechanizm zmienionego me-
tabolizmu amimokwasow w patologiach zwiazanych z zaburzeniami metabolicznymi
nie jest jeszcze w pelni poznany. Wiele dowodow wskazuje na to, ze anunokwasy
odgrywaja fundamentalng role w ukladzie sercowo-naczyniowym, niektoére z nich na
poziomie etiopatologii zaburzen metabolicznych, mne zas (m.in. glutamina 1 glicyna),
mogg stanowic potencjalne elementy wspomagania leczenia tych zaburzen. Z pewno-
sc1g patogeneza zaburzen metabolicznych jest wieloczynnikowa 1 zlozona, dlatego
potrzeba wieksze) 1losci danych celem poglebienia 1 uzupelnienia obecne) wiedzy na
temat najlepszych mterwencji shuzacych do leczenia rozregulowanego srodowiska
metabolicznego. Dotychczasowe wyniki sugeruja, 7ze zmiany stezen aminokwasow
rozgalezionych 1 aromatycznych zidentyfikowane przy uzyciu technik metabolomicz-
nych, jak rowniez koleme metabolity tych aminokwasow, moga by¢ przydatne
w identyfikacji nowych biomarkerow kardiometabolicznych.
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Znaczenie wybranych aminokwasow w zaburzeniach metabolicznych

Streszczenie

Zaburzenia metaboliczne stanowia grupe zaburzen obejmujacych rézne wspolzalezne stany patologiczne
do ktorych naleza: otylos¢. niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby, dyslipidemia, nietolerancja glu-
kozy. insulinoopormos$¢. nadeisnienie i cukrzyca typu 2. ktore wspolwystepujac razem. w znacznym stopniu
zwiekszajq czestos¢ wystepowania chordb sercowo-naczyniowych. Dotychczasowe doniesienia wskazuja,
ze aminokwasy odgrywaja fundamentalng role w fizjologii i patologii ukladu sercowo-naczyniowego.
Aminokwasy s podstawowymi elementami syntezy bialek. biora tez udzial migdzy innymi w biosyntezie
czgsteczek sygnalowych, takich jak neuroprzekazniki i hormony peptydowe. Liczne doniesienia naukowe
potwierdzily znaczenie argininy w promowaniu zdrowia naczyn poprzez wytwarzanie gazowego tlenku
azotu. Niedawno wykazano rowniez, ze aminokwasy aromatyczne i rozgalezione moduluja funkcje naczyn
poprzez tworzenie licznych metabolitéw, w tym gazéw (amoniak, tlenek wegla, siarkowoddr i dwutlenek
siarki). Te aminokwasy i ich metabolity zachowuja homeostaze naczyn poprzez regulacje krytycznych
procesow komorkowych. w tym proliferacje. migracje. réznicowanie, apoptoze, kurczliwo$c i starzenie.
Ponadto niektére z nich wywierajg silne dzialanie przeciwzapalne i przeciwutleniajace w ukladzie krazenia
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oraz blokuja akumulacje lipidéw w $cianach tetnic. Jednak w niektérych przypadkach metabolizm tych
aminokwasdw poprzez dyskretne szlaki skutkuje wytwarzaniem zwiazkow, ktore sprzyjaja chorobom naczyn.
Slowa kluczowe: zaburzenia metaboliczne. cukizyca typu 2, kardiometaboliczne czynniki ryzyka, amino-
kwasy rozgalezione, aminokwasy aromatyczne

The importance of selected amino acids in metabolic disorders

Abstract

Metabolic disorders are a group of disorders including various interdependent pathological conditions,
including obesity, non-alcoholic fatty liver disease, dyslipidemia, glucose intolerance, insulin resistance,
hypertension and type 2 diabetes. which together significantly increase the incidence of cardiovascular
diseases. Previous reports indicate that amino acids play a fundamental role in the physiology and patho-
logy of the cardiovascular system. Amino acids are the basic elements of protein synthesis, they also take
part in the biosynthesis of signaling molecules such as neurotransmitters and peptide hormones. Numerous
scientific reports have confirmed the importance of arginine in promoting vascular health through the
production of nitric oxide gas. Aromatic and branched amino acid have also recently been shown to
modulate vessel function by forming numerous metabolites, including gases (ammonia, carbon monoxide,
hydrogen sulfide, and sulfur dioxide). These amino acids and their metabolites maintain vascular homeo-
stasis by regulating critical cellular processes including proliferation, migration, differentiation, apoptosis,
conftractility. and aging. In addition. some of them exert a strong anti-inflammatory and antioxidant effect
in the circulatory system and block the accumulation of lipids in the artery walls. In some cases, however,
the metabolism of these amino acids via discrete pathways results in the production of compounds that
promote vascular disease.

Keywords: metabolic disorders, type 2 diabetes, cardiometabolic risk factors. branched chain amino acid,
aromatic amino acid
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Abstract: We examined the glycemic status-stratified relationships between total serum branched-
chain amino acid (BCAA) concentrations and cardiometabolic risk factors in middle-aged Caucasian
women. The study included 349 women divided into 2 subgroups: a normoglycemic group (NG,
n = 184) and a dysglycemic group (DG, n = 165). Blood samples, anthropometric parameters,
and blood pressure were measured. HOMA-IR, albumin-corrected calcium (CCa), and fatty liver
index (FLI) were calculated. BCAA concentrations were higher in the women with dysglycemia.
BCAAs moderately correlated with BMI and FLI in the NG group and with BMI, FLI, total calcium
(TCa), CCa, HbAlc, TG/HDL-C, and HDL-C in the DG group. After adjusting for age and BMI,
correlations for TCa, CCa, HbAle, HDL-C, and TG/HDL-C remained significant. The coexistence of
increased BCAAs with dysglycemic status was associated with markedly higher concentrations of
TCa, CCa, HbAlc, and TG, which were not observed in the DG women with low level of BCAAs.
Multiple regression showed that TCa or CCa, age and BCAAs were significantly associated with
HbAIlc independently of BMI only in the DG group. We conclude that dysglycemia in particular
predisposes women to a significant relationship between total BCAAs and circulating calcium and
HbAlgc, and that these relationships are independent of BMI and may reflect the pathophysiological
calcium-dependent mechanisms connecting BCAAs with metabolic disturbances.

Keywords: branched chain amino acids; cardiometabolic risk factors; glycated hemoglobin;
circulating calcium

1. Introduction

Branched-chain amino acids (BCAAs) possess a branched aliphatic side chain in their
structure. This group of amino acids includes leucine, isoleucine, and valine, which are
not only components of proteins, but also regulate many physiological processes in the
human body [1]. BCAAs are mainly found in muscle tissue, constituting 14-18% of all
amino acids that build the proteins of this tissue. They belong to the group of exogenous
amino acids that must be supplied to the body through the diet [2]. BCAAs are present
in raw materials and food products containing both vegetable and animal proteins. The
main food sources with the highest BCAA contents are meat, fish, grains, dairy products,
vegetables, and eggs [2,3]. Nevertheless, some reports suggest that a small number of
these amino acids can also be synthesized by the gut microbiome [4,5]. In addition to
the well-known role of BCAAs in the metabolism of muscle proteins, there has been an
increasing interest in the role of BCAAs in cardiometabolic diseases, especially in the
context of obesity, insulin resistance, and diabetes. It has been found that elevated levels
of circulating BCAAs correlate with obesity, and an increased risk of insulin resistance
(IR), and type 2 diabetes mellitus (T2DM) in both human and animal models [6-8]. It
was also found that BCAAs contribute to the development of obesity-associated insulin
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resistance [8]. An increased concentration of these amino acids may even appear several
years before the development of full-blown type 2 diabetes [9]. However, whether BCAAs
are simply markers of insulin resistance or directly contribute to insulin resistance remains
uncertain. It has been suggested that circulating BCAAs increase negative feedback (by
activating the target mammalian rapamycin) to the insulin receptor 1 substrate, which
promotes insulin resistance and impairs glucose metabolism [8]. The relationship between
BCAAs and other cardiometabolic risk factors is less well known. Yang et al. found that
BCAA concentrations are positively associated with the risk factors of coronary artery
disease (CAD), e.g., carotid intima-media thickness (cIMT), BMI, blood pressure, fasting
blood glucose, TG, apoB, apoB/apoAl ratio, and CRT, and negatively with HDL-C [10]. A
recent study has suggested that BCAAs could present lipid-related cardiovascular (CVD)
risks to some extent by affecting lipid metabolism in the Chinese population [11]. It was
found that the association between BCAAs and CVD risk is much more pronounced in
women who developed T2DM prior to a CVD event and the authors conclude that impaired
BCAA metabolism may represent a pathway underlying the pathophysiology that links
the risks of T2D and CVD [12]. Mels et al. also observed that BCAAs are independently
related to blood pressure and cIMT in individuals with high HbAlc levels, which may
suggest that BCAAs play a role in cardiovascular health, especially in the conditions of
hyperglycemia [13].

Because of previous evidence suggesting that the glycemic status of subjects may
be related with the cardiometabolic effects of BCAASs, we aim to evaluate the association
of total BCAA concentrations with selected cardiometabolic risk factors in women with
normoglycemic and dysglycemic status. We focused on the conventional risk factors for
CVD, such as hyperlipidemia, hypertension, increased inflammatory state, fatty liver,
and decreased estimated glomerular filtration rate (eGER). As calcium homeostasis plays
a role in glucose and amino acid metabolism [14,15], as well as being recognized as a
cardiometabolic risk factor [16], we also examined the relationship between circulating
calcium concentration and BCAAs in relation to glycemic status. We studied a group
of middle-aged women because this group is especially exposed to an increased risk of
developing an unfavorable cardiometabolic profile. Moreover, some earlier studies suggest
that the relationship between BCAAs and glycemic status is weaker in women than in
men [17,18]. Therefore, we hypothesized that a dysglycemic state is associated with the
cardiometabolic effect of BCAAs in middle-aged women.

2. Materials and Methods
2.1. Participants

The study included 349 Caucasian women. The women were selected from a group
of women who had previously participated in a cardiometabolic risk factors study at the
Department of Laboratory Medicine of the Nicolaus Copernicus University in Bydgoszcz,
Poland between 2016 and 2019. The exclusion criteria were as follows: history of CVD,
diabetes mellitus type 1, familial hypercholesterolemia, severe or moderate chronic kid-
ney disease (CKD), and thyroid and parathyroid disorders. All the women had serum
CRP < 10 mg/L, and thyroid stimulating hormone (TSH) < 4.94 uIU/mL, TC < 8 mmol/L,
GFR > 60 mL/min/1.73 m?. Age, smoking habits and physical activity, menopausal status,
medical history, and medications were investigated using a medical questionnaire. Height
(cm), weight (kg), and waist circumferences (WC, cm) were measured using standard
methods. Systolic and diastolic blood pressures were measured twice in accordance with
standard procedures, in the sitting position after at least 10 min of rest. Postmenopausal
status was defined as the permanent cessation of menstruation for at least 12 months.
Smoking status was classified as current smoker, ex-smoker, and nonsmoker. Physi-
cal activity was classified as never (0 point), sporadically (1 point), more than once a
month (2 points), once a week (3 points), 3 to 4 times a week (4 points), and every day
(5 points). Hyperlipidemia was defined as triglycerides > 150 mg/dL (1.7 mmol /L) total
cholesterol > 190 mg/dL (5.0 mmol/L), LDL-cholesterol > 115 mg/dL (3.0 mmol/L) and
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HDL-cholesterol <45 mg/dL (1.2 mmol/L) or use of lipid-lowering medications due to a
previous diagnosis. Hypertension was defined as >>140/90 mmHg or use of hypertension
treatment [13]. Type 2 diabetes was diagnosed according to a fasting glucose level in
plasma > 126 mg/dL (>7.0 mmol/L) repeated on two consecutive days, or HbAlc above
or equal to 6.5% (48 mmol/mol) or self-reported, physician-diagnosed diabetes and the
use of glucose-lowering medications for diabetes. Impaired fasting glucose (prediabetes)
was indicated by a fasting glucose level in plasma of 5.6-6.9 mmol/L (100-125 mg/dL)
and a normal fasting glucose of <5.6 mmol/L (100 mg/dL) [19]. An insulin-resistant state
was diagnosed in women with HOMA-IR > 2.3 [20]. The median cutoff value for BCAAs
was used [475.0 umol/L (422.8-566.4); n = 349]. The 75th percentile cutoff values for
total calcium (TCa), albumin-corrected calcium (CCa) and glycated hemoglobin (HbAlc)
were used [2.36 mmol /L (2.27-2.45); 2.26 mmol /L (2.20-2.38); 37.0 mmol/mol (33.0-39.0)
n = 349, respectively].

The study participants continued their normal omnivorous diet regimen. None of
them followed an elimination or high-protein diet. Dietary supplements, including BCAAs,
calcium, vitamin D and protein supplements (e.g., whey, casein), were not used either.

The women were divided into 2 groups. A normoglycemic group (NG, 1 = 184): women
with a normal fasting glucose, without a history of diabetes, and with HOMA-IR <2.3. A
dysglycemic group (DG, n = 165): women with at least one of the following criteria:
diabetes, prediabetes, HOMA-IR > 2.3.

2.2. Blood Sampling & Laboratory Analyses

Blood samples were collected in the early morning (7.00-9.00 a.m.) after an overnight
fast (12 h). The serum was assayed for TC, LDL-C HDL-C, TG, creatinine, CRE, gamma
glutamyltransferase (GGT), total calcium, and albumin, and the plasma was measured
for glucose (Horiba ABX Pentra 400), and TSH (ARCHITECT ci8200, Abbott Diagnos-
tics). The serum insulin concentration was determined using a sandwich ELISA method:
Insulin: DRG MedTek, with intra-assay precision of 2.8-4.0%, and inter-assay precision
of 2.6-3.6%; BCAAs were assayed using a colorimetric enzyme test (Kit Immundiagnos-
tik AG, Bensheim, Germany for the in vitro determination of total BCAAs as a sum of
L-leucine, L-isoleucine and L-valine in serum) with intra-assay precision of 4.2-5.5%, and
inter-assay precision of 3.7-8.9%. The EDTA blood samples were analyzed for glycated
hemoglobin (HbA1c) using a Bio-Rad VARTANT II turbo (HPLC). The HOMA-IR value
was calculated by dividing the fasting insulin concentration (mU/L) and the glucose
concentration (mmol/L) by 22.5 [20]. The estimated glomerular filtration rate (eGFR)
was calculated using the CKD-EPI creatinine equation. A normal eGFR was defined as
greater than 90 mL/min/1.73 m? [21]. The fatty liver index (FLI) was calculated using the
following formula:

FLI = (e0.953 x loge(triglycerides) + 0.139 x BMI + 0.718 x loge(GGT) + 0.053 x waist
circumference — 15.745) /(1 + e0.953 x loge(triglycerides) + 0.139 x BMI + 0.718 x loge(GGT)
+ 0.053 x waist circumference — 15.745) x 100.

High risk for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) was defined as FLI > 60 [22].

Albumin-corrected calcium was calculated using the formula: corrected calcium
(mmol/L) = serum total calcium + 0.02* (40 — serum albumin (g/L) [23].

The study protocol was approved by the Bioethics Committee at the Nicolaus Coperni-
cus University in Torun, Collegium Medicum in Bydgoszcz, and written informed consent
was obtained from all the women.

2.3. Statistical Analysis

The data were presented as means £ standard deviation SD (Gaussian distribution) or
medians and 25th and 75th percentiles (non-Gaussian distribution). The Shapiro-Wilk test
was applied to test the Gaussianity. The variables were compared using the Student’s #-test
(Gaussian) or the Mann-Whitney U test (non-Gaussian). To test for the significance of dif-
ference between two percentages or correlation coefficients we used the chi-square (Fisher
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exact) test. Significant differences between groups were also tested with the analysis of
covariance (ANCOVA) with adjustment for BMI, age, and menopausal status. Parameters
with non-Gaussian distribution were normalized by natural log transformation. Pear-
son and partial correlation coefficients were computed to assess the associations between
BCAAs and various parameters (log-transformed variables). In multiple linear regression
analysis, BMI, age, BCAAs, TCa or CCa were assayed as independent variables and HbAlc
as a dependent variable. We applied two-way ANOVA models to evaluate the association
between values of the dependent variables (cardiometabolic risk factors) and the quali-
tative factors: NG or DG group and BCAA concentrations above or below their median.
Logistic regression was applied to examine the associations of BCAA concentration with
cardiometabolic risk factors. In all the logistic models, BCAAs were included, and odds
ratios (ORs) were calculated for a 10 unit increase in BCAAs. Additional logistic regression
models were adjusted for age and BML The significance of BCAA coefficients in the logistic
models was tested using Wald chi-squared statistics. The goodness of fit of the models
was evaluated using the Hosmer and Lemeshow chi-square test. Additionally, ROC curves
were constructed for single laboratory parameters and the area under each curve was
calculated with a 95% confidence interval (AUC, 95% CI; thresholds with sensitivity and
specificity). A comparison of independent ROC curves was performed. During sample size
determination, a significance level of 0.05 was applied for parametric two-tailed t-Student
tests with a power level of 0.9. For nonparametric Mann-Whitney tests, the minimum sam-
ple size required was increased by 15%. According to the pilot study, BCAA concentrations
for the first 63 women in the DG group and for the first 59 in the NG group were 556 £ 93
and 452 & 80 umol/ L, respectively. Based on these results, we calculated that enrolment of
184 women in the NG group and 165 women in the DG group would provide a power of
100% to show a significant difference in BCAA concentrations. We decided to obtain such
a high power to be able to perform credible multivariate analyses. The level of statistical
significance was set as 0.05 (Statistica 13.3, StatSoft or MedCalc statistical software).

3. Results

The basal characteristics of the groups are shown in Table 1. BCAA concentrations
were significantly higher in the women with dysglycemia in comparison to those with
normoglycemia. This difference was still significant after adjusting for BMI, age, and
menopausal status (Table 1).

Table 1. Clinical characteristics of the women.

Women with Women with

Parameters Normoglycemia Dysglycemia 4
n =184 n =165

BCAAs [pmol/L] 433.0 (407.2-493.8) 545.0 (468.1-620.9) $ <0.0001
Age [years] 484 6.0 51.2£55 <0.0001
BMI [kg/m?] 24.1(21.9-28.4) 31.2(25.8-37.7) <0.0001
WC [cm] 82.5(76.5-91.5) 98.0 (87.0-110.0) <0.0001
Glucose [mmol /L] 5.1 (4.8-5.2) 5.8 (5.4-6.9) <0.0001

TC [mmol,/L] 56+1.0 55+1.2 0.18

LDL-C [mmol/L] 35+09 34+10 0.06
HDL-C [mmol/L] 1.6 (1.4-1.9) 1.4 (1.2-1.7) <0.0001
TG [mmol/L] 1.0 (0.8-1.3) 1.5 (1.1-2.0) <0.0001
TG/HDL-C 3.4 (3.0-4.0) 3.7 (3.3-4.5) <0.0001

Creatinine [mg/dL] 0.76 +0.11 0.78 +£0.12 0.11

eGFR [ml/min/1.73 m?] 94.1 (84.8-101.7) 89.6 (78.5-100.4) 0.008
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Table 1. Cont.

Women with

Women with

Parameters Normoglycemia Dysglycemia p
n =184 n =165
CRP [mg/L] 0.82 (0.33-1.76) 1.70 (0.77-4.23) =<0.0001
HbAlc [mmol/mol] 36.0 (33.0-37.0) 39.0 (36.0-44.5) <0.0001
TSH [mlIU/L] 1.4 (1.1-2.0) 1.4(1.0-2.1) 0.8
Insulin [pIU/mL] 5.1 (3.7-6.9) 10.0 (6.3-13.0) <0.0001
HOMA-IR 1.11 (0.79-1.56) 2.6 (1.9-3.6) <0.0001
TCa [mmol/L] 2.32(2.26-2.40) 2,40 (2.30-2.51) «<0.0001
CCa [mmol/L] 2.24 (2.18-2.32) 2.33 (2.22-2.44) <0.0001
Albumin [g/L] 440 (42.9-45.6) 437 (42.4-45.9) 0.40
FLI 16.0 (8.1-37.7) 64.4 (30.4-93.5) <0.0001
GGT [U/L] 17.4 (13.8-21.9) 22.4 (16.4-33.3) =<0.0001
SBP [mmHg] 118 (109-130) 130 (120-140) <0.0001
DBP [mmHg] 78 (71-84) 80 (78-88) <0.0001
Postmenopausal status [%] 38 56 0.0004
Lipid lowering therapy [%] 11 28 0.0001
Hypertension treatment [7] 13 45 <0.0001
Diabetes [%] 0 43 <0.0001
Obesity [BMI > 30%] 30 70 <0.0001
Current smoker [%] 17 20 0.47
Physically active: never 31 0 0.84

or sporadically [%]

Notes: Means =SD or medians (25th and 75th percentiles) or percentage; WC—waist circumference; SBP—Systolic blood pressure;
DBP—Diastolic blood pressure; eGFR—estimated glomerular filtration rate (CKD-EPI); FLI—Fatty Liver Index; $ Difference in BCAA
concentration was still significant after adjusting for BMI, age and menopausal status (p < 0.0001); CCa—albumin-corrected calcium;

TCa—total calcium.

As shown in Table 2, all parameters were statistically significantly correlated (p < 0.05)
with BCAA concentrations, except the DBP values in all the women. After adjustment for
BMI and age, the correlations with LDL-C, TC/HDL-C, eGFR, FLI, CRT, and SBP became
statistically insignificant. After considering the glycemic status, BCAA concentration was
moderately (0.4 < r < 0.6) correlated with BMI and FLI in the NG group and with BMI, FLI,
TCa, CCa, HbAlc, and TG/HDL-C in the DG group in unadjusted models. The unadjusted
and adjusted correlation coefficients for TCa, CCa, HbAlc, HOMA-IR, and glucose were
significantly higher in the DG group in comparison to the NG group (p < 0.0001; p = 0.002;
p=0.004, p=0.05, p = 0.05 respectively; Table 2). Because BCAA concentrations are very
strongly associated with BMI and tend to increase with age, we adjusted all the correlations
to BMI and age. After adjustment, we observed that most of the correlations became
statistically insignificant or were still significant but with very weak correlation coefficients
(r < 0.2), especially in the NG group. Adjusted correlation coefficients were classified as
weak (0.2 < r <0.4) and were still statistically significant for eGFR (NG group), TCa, CCA,
HbA1lc, glucose, HDL-C, and TG/HDL-C (DG group) (Table 2).
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Table 2. Unadjusted and adjusted correlation coefficients between BCAAs and cardiometabolic risk factors.

Total Grou Women with Women with P
Parameters 050 p Normoglycemia Dysglycemia Unadjusted
rl/rl * r2/r2* rlvs. 12
Age 0.24/- 0.17/- 0.25/- ns
BMI 0.61/- 0.49/- 0.54/- ns
TCa 0.37/0.17 0.05 " /- 0.46/0.31 <0.0001
CCa 0.47/0.21 0.23/0.06 ™ 0.51/0.33 0.002
HbAlc 0.47/0.27 0.12ns 0.41/0.30 0.004
HOMA-IR 0.41/0.18 0.07 ™ 0.27/0.16 0.05
Glucose 0.40/0.32 0.10m 0.30/0.26 0.05
TC —0.22/-0.13 —0.17/-0.18 —0.22/-0.09" ns
LDL-C —0.20/ -0.09 ¢ —0.121n8/- —0.19/-0.07 »¢ ns
HDL-C —0.46/-0.20 —0.33/-0.17 —0.46/-0.26 ns
TG 0.38/0.14 0.19/0.07 "¢ 0.33/0.14 7% ns
TG/HDL-C 0.47/0.20 0.28/0.12™ 0.43/0.21 ns
TC/HDL-C 0.28/0.10 = 0.18/0.04 1 0.28/0.15 "= ns
eGFR —0.29/ 011" —0.28/-0.22 —0.23/-0.02 " ns
FLI 0.57/0.10™ 0.49/0.008 "* 0.48/0.10™ ns
CRP 0.44/0.08 0.36/0.17 0.35/0.04 ™ ns
SBP 0.18/0.004 "= 0.06 M= /- 0.08 s /- ns
DBP 0.07 /- —0.027/- —0.09 " /- ns

Notes: r—correlation coefficient; All correlations were statistically significant p < 0.05 except for correlations flagged with ns; ns—not
significant; CCa—albumin-corrected calcium; TCa—total calcium; 10, r1, r2—unadjusted correlation coefficients; r0 *, r1 %, r2 * correlation
coefficients adjusted for age and BML

We applied two-way ANOVA models (Figure 1) to evaluate the association between
values of the cardiometabolic risk factors, e.g., corrected Ca, total Ca, and CRP etc. with
glycemic status (NG or DG group) and BCAA concentrations above or below their median
(475 umaol/L). This analysis aims to examine how the coexistence of NG or DG status
with an elevated BCAA concentration affects the values of cardiometabolic risk factors. In
summary of the comparisons of the NG and DG women after defining subgroups according
to the values of BCAAs, we observed that the differences in values of TCa, CCa, and HbAlc,
and the occurrence of hypertriglyceridemia were statistically significantly higher between
the NG and DG groups when the women had BCAA concentrations above 475 pmol/L in
comparison to women with BCAA concentrations below 475 pmol/L. In other words, these
results may suggest that the coexistence of increased BCAA values (above the median) with
dysglycemic status is associated with markedly higher concentrations of TCa, CCa, HbAlc,
and TG (p for difference between NG and DG in women with BCAAs > 475 pmol/L: all
p < 0.0001), which was not observed in women with BCAA values below the median (p for
difference between NG and DG in women with BCAAs < 475 umol/L: 0.90; 0.71; 0.01; 0.16;
respectively), while the increases in the values of HOMA-IR, CRP, and FLI, the occurrence
of hypertension or HDL-C < 45mmol/L or their treatment, or a decrease in eGFR in the
DG group were not statistically different between BCAA subgroups (Figure 1).
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Figure 1. Results of cardiometabolic risk factors in relation to glycemic status (NG, DG) and BCAA concentrations above
or below their median (475 pmol/L) in the women. Two-way ANOVA; the glycemic status and BCAA subgroups as
the qualitative factors, and total Ca, corrected Ca, HbAlc, HOMA-IR, CRP, FLI, eGFR, hypertension or hypertension
therapy, and dyslipidemia (HDL < 1.2 mmol/L, TG > 1.7 mmol/L or lipid-lowering treatment) as dependent variables.
NG—normoglycemic group, DG—dysglycemic group.

To assess the association between BCAAs and cardiometabolic risk factors in to-

tal, and in both NG and DG groups separately, we performed logistic regression- and
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ROC curve- analyses. As shown in Table 3, the BCAA serum levels were significantly
associated with the probability of all cardiometabolic risk factors in all groups, except
TC/HDL-C > 4.5 (DG group) and TC/HDL-C > 4.5, TG > 1.7, HbAlc > 39 and hyperten-
sion or hypertension treatment (NG group). In the unadjusted models, each 10 pmol/L
increase in BCAA concentrations increased the probability of cardiometabolic risk fac-
tors between 2% for TC/HDL-C > 4.5 in the DG group and 19% for FLI > 60 in the NG
group. We observed higher associations of BCAA concentration with CCa > 2.38 mmol /L,
TCa > 2.45 mmol/L, and HbAlc > 39 mmol/mol in the DG group in comparison to the
NG group in the crude models, while the associations between BCAAs and FLI > 60 or
CRP > 3.0 mg/L were stronger in the NG group. After adjusting for BMI and age, models
for HbAlc > 39 mmol/mol (in total and DG group), CCa > 2.38 mmol/ L (in total and DG
group), TCa > 2.45 mmol/L (in total and DG group), eGFR < 90 (in total and NG group),
HDL < 1.2 mmol/L (in total and DG group), and TG > 1.7 mmol/L (in total) were still statis-
tically significant (Table 3). After additional adjustment for glycemic status (in total group),
models for CCa > 2.38 mmol/L (OR 95%CI 1.07 (1.03-1.12)), TCa > 2.45 mmol/L (OR
95%CI 1.05 (1.01-1.09)), HbAlc > 39 mmol/mol (OR 95%CI 1.04 (1.0-1.09)) and eGFR < 90
(OR 95%CI 1.04 (1.0-1.07)) were still statistically significant (p < 0.05).

Table 3. Associations of BCAAs with cardiometabolic risk factors in logistic regression models.

Cardiometabolic

Risk Factor Total Group NG Group DG Group Total Group NG Group DG Group
Unadjusted ORs (95%CI) per10 unit increase in Adjusted for age and BMI
BCAAs ORs (95%CI) per10 unit increase in BCAAs
CCa=>238 115 111 1.16 1.09 1.03 1.13
[mmol /L] (L11-1.19) % (1.04-1.18) & (L10-1.22) (L05-1.14) $ (0.96-1.11) (1.07-1.19) $
TCa>245 1.11 1.07 1.12 1.07 101 1.10
[mmeol /L] (1.08-1.15) % (L.01-1.13) = (LO7-1.17) $ (1.03-1.11) & (0.94-1.07) (1.05-1.15) §
HbAlc > 39 1.10 1.03 111 1.10 1.03 1.09
[mmaol/mol] (1.07-1.13) $ (0.97-1.10) (1.06-1.15) $ (1.06-1.15) $ (0.95-1.10) (1.04-1.14) &
FLI > 60 117 1.19 1.13 1.04 1.06 0.98
(1.13-1.21) % (1.15-1.25) % (1.08-1.17) $ (0.97-1.09) (0.95-1.15) (0.90-1.04)
eGFR <90 1.06 1.09 1.06 1.04 1.08 1.02
mL/min/1.73 m? (1.03-1.09) % (1.04-1.15) & (1.03-1.09) * (1.0-1.07) * (1.02-1.15) * (0.97-1.06)
1.06 1.03 1.04 1.04 0.98 1.03
TG>17 [mmol/L] (1.04-1.09) $ (0.98-1.09) (1.07-1.08) * (1.0-1.07) * (0.92-1.04) (0.99-1.07)
1.09 1.09 1.07 1.05 1.04 1.05
HDL <1.2 [mmol/L] (1.06-1.12) % (1,04-1.16) & (1.03-1.12) * (1.01-1.08) & (0.97-1.12) (1.10-1.09) *
1.10 1.12 1.07 1.0 0.90 0.99
CRP>3.0 [mg/L] (L07-1.13) % (1.05-1.20) & (1.03-1.11) & (0.96-1.05) (0.91-1.07) (0.95-1.04)
1.05 1.03 1.02 1.01 0.97 1.01
TC/HDLC > 45 (1.02-1.07) & (0.98-1.08) (0.99-1.06) (0.98-1.04) (0.92-1.0) (0.97-1.05)
Hypertension or 1.07 1.03 1.04 1.02 0.98 0.99
therapy (1.04-1.10) $ (1.0-1.08) (L.0-1.10) * (0.98-1.05) (0.92-1.05) (0.96-1.04)

Notes: ORs—odd ratios, CI—confidence interval; * p < 0.05; & p < 0.001; $ p < 0.0001; CCa—albumin-corrected calcium; TCa—total calcium;
eGFR—estimated glomerular filtration rate; FLI—Fatty Liver Index; NG—normoglycemic group, DG—dysglycemic group.

ROC curve analyses revealed that BCAAs had good diagnostic accuracy for predic-
tion of the occurrence of CCa > 2.38 mmol/L (DG; AUC (95CI) 0.84 (0.76-0.89); sensitiv-
ity 89% and specificity 73%) and FLI > 60 (NG; AUC (95CT) 0.85 (0.79-0.91); sensitivity
81% and specificity 75%), according to the AUC value in the ROC analysis, and fair
diagnostic accuracy for the prediction of the occurrence of TCa > 2.45 mmol/L (DG),
HbA1lc > 39 mmol/mol (DG), FLI > 60 (NG), CRP > 3.0 mg/dL (NG) (Table 4).
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Table 4. AUC values for associations between BCAAs and cardiometabolic risk factors according to glycemic status.

. R Total Grou NG Grou DG Grou )
Cardiometabolic Risk Factor AUC (95% CF;) AUC (95% gn AUC (95% gl) NG vls. DG
CCa > 2.38 mmol/L 0.81 (0.76-0.85) 0.67 (0.59-0.74) 0.83 (0.76-0.89) 0.043
TCa > 2.45 mmol /L 0.75 (0.69-0.79) 0.61 (0.54-0.69) 0.77 (0.69-0.83) 0.048
HbAlc> 39 mmol/mol 0.76 (0.70-0.80) 0.60 (0.52-0.68) 073 (0.63-0.78) 0.115
FLI> 60 0.84 (0.79-0.88) 0.85 (0.79-0.91) 0.75 (0.68-0.82) 0111
eGFR < 90 mL/min/1.73 m> 0.65 (0.60-0.71) 0.67 (0.59-0.74) 0.65 (0.59-0.71) 0.621
TG > 1.7 mmol/L 0.69 (0.63-0.74) 0.57 (0.47-0.63) 0.63 (0.55-0.77) 0273
HDL < 1.2 mmol/L 0.75 (0.69-0.79) 0.67 (0.59-0.74) 0.68 (0.60-0.75) 0.874
CRP > 3.0 mg/L 0.77 (0.72-0.81) 0.79 (0.71-0.84) 0.68 (0.60-0.76) 0.191
TC/HDL-C > 4.5 0.65 (0.59-0.70) 0.58 (0.49-0.65) 0.57 (0.50-0.66) 0.817
Hypertension or therapy 0.67 (0.61-0.72) 0.54 (0.46-0.62) 0.60 (0.51-0.67) 0.487

Notes: Area under the curve (AUC), confidence interval (CI), CCa—albumin-corrected calcium; TCa—total calcium; eGFR—estimated
glomerular filtration rate; FLI—Fatty Liver Index; NG—normoglycemic group, DG—dysglycemic group.

As our previous results showed that dysglycemic status has the biggest impact on the
relationship between BCAAs and serum calcium or HbAlc concentrations, we decided
to evaluate the additional correlation and multiple regression analyses between these
parameters. We found that HbAlc did not correlate significantly with TCa (r = 0.09 p = 0.25)
or CCa concentrations (r = 0.14, p = 0.06) in the normoglycemic group, while we observed
a significant relationship between HbAlc and TCa (r = 0.40, p < 0.0001) or CCa (r = 0.46,
p < 0.0001) in the dysglycemic group.

In order to examine which parameters are most strongly related to values of HbAlc,
we analyzed the multiple regression between HbAlc (dependent variable) and BCAAs,
serum calcium (CCa or TCa), BMI and age (independent variables) in the DG group. We
observed that BCAAs, TCa or CCa, and age were significantly associated with HbAlc
concentration independently of BMI values (BMI was insignificant in these models) in the
dysglycemic group (model with TCa: R2 = 0.28 p < 0.0001; TCa beta 0.21, p = 0.017; BCAAs
beta = 0.3, p = 0.0008; age beta = 0.18, p = 0.03) or (model with CCa: R2 = 0.28 p < 0.0001;
CCa beta = 0.29 p = 0.0009; BCAAs beta = 0.23 p = 0.005; age beta = 0.16, p = 0.03).

4. Discussion

The main finding of this study is that dysglycemic status predisposed individuals to
a significant positive association between concentration of total BCAAs and circulating
calcium, HbAlc, glucose, and HOMA-IR, and these relationships were independent of
BMI and age. We also found significant correlations with CRI, HDL-C, TG, FLI, and
eGFR, but these relationships were partially explained by BMI and age, except for HDL-C,
which correlated with BCAAs independent of BMI and age. The relationships between
BCAA concentrations and conventional cardiometabolic risk factors like dysglycemia,
dyslipidemia, fatty liver disease, and inflammation have been shown by other authors.
However, to the best of our knowledge, the relationship between concentration of BCAAs
and serum calcium in combination with glycemic status has not been studied so far.

4.1. The Relationship of BCAAs with the Assessments of Glycemic Status

In this study, the total BCAA concentrations were significantly higher in the DG
women even after adjusting for BMI and age, which suggests that dysglycemic status
per se was associated with higher concentrations of BCAAs. The relationship between
BCAAs and insulin-resistance and diabetes is well known [8,17,24-27]. We also observed
statistically significant correlations between BCAAs and glucose, HbAlc and HOMA-IR
values in all the studied women. Some earlier studies found that the concentrations of
BCAAs are lower in women than in men and the relationship between glycemic status
and insulin resistance is weaker in women in comparison to men, especially at a young
age and with a normoglycemic status [17,18]. On the other hand, the positive relationship
between BCAAs and HOMA-IR, regardless of gender, age, T2DM, or BMI, has been shown



Nutrients 2021, 13, 3307

10 of 18

by other authors [24,25]. In this study, we found that the relationship of total BCAAs to
HOMA-IR was significantly weaker in normoglycemic middle-aged women in comparison
to dysglycemic women, and this relationship persisted after adjustment for BMI and age
in the dysglycemic state. Contrary to our correlation results, Wiklund et al. found that
normoglycemic women with high HOMA-IR (above median HOMA-IR > 1.56) had higher
serum BCAA concentrations in comparison to low HOMA-IR normoglycemic women and
the authors concluded that this insulin resistance was associated with increased serum
BCAA levels in the normoglycemic state [27]. This difference may be partially explained by
the fact that our normoglycemic women had the more efficient glucose metabolism (a lower
median of HOMA-IR), which could weaken the pathophysiological relationships between
BCAAs and insulin resistance. Moreover, the results of two-way ANOVA showed that the
NG women with high BCAA concentrations had only slightly higher HOMA-IR, which may
suggest that in the normoglycemic condition without insulin resistance (HOMA-IR < 2.3)
increased BCAA concentrations have a weaker association with glucose metabolism.

In this study, the relationship between BCAAs and HbAlc was stronger in the dysg-
lycemic group of women than in the normoglycemic one. The probability of a high HbAlc
with each 10 umol/L increase in BCAA concentration was about 4 times lower in the NG
group in comparison to the DG group (3% vs. 11%). Moreover, the coexistence of increased
BCAA values with dysglycemic status was associated with markedly higher concentrations
of HbAlc. Although previous studies have extensively described the relationship between
BCAAs and HOMA-IR, so far only individual, isolated studies have also considered the re-
lationship between BCAAs and HbAlc. Fiehn et al. observed that concentrations of leucine
and valine increased with an increase in HbAlc in obese African American women [28]. In
2017, Barcelo et al. observed that isoleucine levels were associated with HbAlc even more
strongly than with HOMA-IR in subjects with morbid obesity and sleep apnea [29]. Mels
etal. observed that, in individuals with impaired glucose metabolism and elevated levels of
glycated hemoglobin (HbAlc > 5.6%), BCAA concentrations were significantly higher than
in the group with low HbATc levels [13]. Therefore, our results are consistent with other
observations which have been performed in obese and dysglycemic women. To the best
of our knowledge, the relationship between BCAA and HbAlc values in normoglycemic
Caucasian women without insulin resistance has not been studied so far. However, our
results for HbAlc seem to be consistent with our results for HOMA-IR.

4.2. Potential Pathophysiology Linked BCAAs with Dysglycemia

Various factors are involved in the regulation of circulating concentrations of BCAAs.
The most important of these are dietary, genetic, and metabolic factors. With regard to
dietary factors, we know that dietary proteins and amino acids are important modulators
of glucose metabolism and insulin sensitivity [30]. The consumption of certain protein
products, such as increased consumption of processed red meat in particular, which is also
a source of BCAAs, has been linked to biomarkers of inflammation, the development of
type 2 diabetes, and cardiovascular disease [31,32]. It is worth noting, however, that among
the total pool of amino acids contained in red meat, BCAAs do not exceed 16%; the rest
are other essential and non-essential amino acids, especially large neutral amino acids, the
intake of which, along with the daily diet, significantly exceeds the intake of BCAAs [33].
It is of note that amino acids other than BCAAs that are found in food proteins may also be
connected to insulin secretion or insulin resistance as well as having a potential influence
on BCAA metabolism and utilization. For this reason, it would be important to analyze the
plasma concentrations of other amino acids, e.g., glutamine, to understand this complex
issue [34-36]. Our women continued their normal omnivorous diet regimen. None of them
tollowed an elimination or high protein diet or took BCAA protein supplements. There
are also reports suggest that protein intake and total calories do not significantly affect the
relationship between BCAAs and insulin resistance or diabetes risk [9,37]. In the longitu-
dinal Nurses’ Health Study, high total dietary BCAA intake was associated with a risk of
T2DM only among women with high plasma BCAA concentrations at baseline, which may
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suggest that factors other than dietary intake may determine plasma BCAA levels [38]. It is
a very controversial issue whether BCAAs are a cause or consequence of insulin resistance.
There is much evidence supporting the hypothesis that an increase in plasma BCAAs may
be a consequence of insulin resistance. It is well-documented that obesity and insulin-
resistance are associated with reduced catabolism of BCAAs caused by lowered activity
of the branched-chain a-keto-acid dehydrogenase complex (BCKDC), which results in
accumulation of BCAAs and branched-chain-ketoacids [39,40]. In 2013, Lackey et al. found
that metabolically unhealthy obese humans had lower BCAA catabolic enzyme expression
in white adipose tissue (WAT) in comparison to obese healthy subjects and improvement in
glucose utilization in adipocytes was associated with higher expression of BCAA catabolic
enzymes in adipocytes and WAT [41]. A recently published Mendelian randomization
report also supports this hypothesis, indicating that HOMA-IR is causally related to higher
circulating fasting BCAA levels according to genetic risk score analysis [42]. It was also
found that therapies with BCAAs did not raise the concentrations of glucose in patients
with liver cirrhosis [43,44] and prolonged essential amino acid supplementation (with 62%
BCAAs) did not decrease insulin sensitivity in healthy older adults with moderate protein
intake [45]. Moreover, BCAA levels were decreased with improvement in HbAlc values
after glucose-lowering therapies in T2DM patients [46]. On the other hand, other studies
suggest that accumulation of BCAAs may have a negative effect on insulin sensitivity and
can play a causal role in the development of insulin resistance and T2DM. One possible
mechanism is that BCAAs promote insulin resistance by activating the mammalian target
of the rapamycin 1 complex (mTORC1) and ribosomal protein S6 kinase 1 (S6K1). High
concentrations of BCAAs activate the mTORC1/56K1 kinase pathway, resulting in insulin
resistance through the phosphorylation of insulin receptor substrate 1 (IRS-1), leading
to blocked insulin signaling [47,48]. Moreover, Saha et al. observed that incubation of
rat skeletal muscle with moderately elevated concentrations of leucine or glucose sup-
presses 5’ AMP-activated protein kinase (AMPK) activation and concomitantly increases
mTORC1/S6K1 signaling and protein synthesis and leads to insulin resistance [49]. The re-
sults of our two-way ANOVA suggest that DG status is mainly associated with an increase
in HOMA-IR values with a lower impact of high BCAAs, while an increase in the concentra-
tion of HbAlc is statistically stronger when dysglycemia coexists with high BCAA values.
We hypothesize that this may be explained by the fact that chronic exposure to moderately
elevated BCAA values added to hyperglycemia or pro-inflammatory conditions could
decrease the threshold of mTOR phosphorylation and increase reactive oxygen species
(ROS) formation [50]. The accumulation of ROS results in the induction of a glycoxidation
reaction, which may lead to the elevated endogenous production of HbAlc and advanced
glycation end-products (AGEs) [51]. We also observed that, even after adjustment for age,
BMI and glycemic status, the association between BCAAs and HbAlc persisted, which
may suggest that different mechanisms regulate this relationship.

4.3. The Association between BCAAs and Serum Calcium Concentration in Relation to Glycemic Status

As our results showed that dysglycemic status has the biggest impact on the rela-
tionship between BCAAs and serum calcium or HbAlc concentrations, we decided to
evaluate more precisely the relationship between these parameters. We found higher
concentrations of serum calcium in the DG group in comparison to the NG group. HbAlc
concentrations were significantly positively related with serum calcium concentrations
independently of BMI and age in the dysglycemic women, while we did not observe such
a relationship in the normoglycemic group. The concentration of serum calcium may be
used as a cardiometabolic risk factor because many studies have confirmed the positive
association of circulating calcium levels with a higher risk of vascular disease and death,
which was presented in a meta-analysis of Reid et al. However, as the authors of this
meta-analysis emphasize, the determination of causality in this relationship is difficult [16].
Many studies have provided evidence that higher circulating calcium levels are associated
with an increased risk of T2DM, which was recently summarized in a meta-analysis of
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Zhu et al. [52]. It has also been found that elevated serum calcium concentrations are asso-
ciated with insulin resistance and impaired glucose tolerance [53-55]. But the results of
some case—control and cross-sectional studies do not support these observations [56,57].
Additionally, the data on the correlation between serum calcium concentration and HbAlc
values are inconsistent. Akter et al. found that serum calcium levels are positively associ-
ated with HbAlc among apparently healthy Japanese adults [58]. In contrast, Hassan et al.
and Marshnil et al. observed a negative relationship between serum calcium and HbA1c in
T2DM patients [59,60]. These differences may be partially explained by the use of different
calcium measurements or heterogeneous study populations. The concentration of serum
calcium may be analyzed as total calcium, albumin-corrected calcium, or ionized calcium.
The measurement of ionized calcium seems to be the best form because it represents the
physiologically active proportion of calcium in the serum, but the method of its measure-
ment is difficult and for that reason it is not routinely used, even in research studies [61].
In this study, we analyzed total calcium and albumin-corrected calcium. The adjustment of
calcium concentration for albumin is advisable because approximately 40% of Ca in the
serum is bound to albumin [62]. Nevertheless, our results for total calcium and albumin-
corrected calcium are generally consistent, although the correlation coefficient values for
total calcium and BCAAs were weaker than for albumin-corrected calcium, especially in
the normoglycemic women. Differences were also observed among both sexes and ethnic
groups [63,64]. The pathophysiological connection between serum calcium concentration
and glucose metabolism is mainly explained by the function of the calcium-sensing recep-
tor (CaR), which is expressed in pancreatic islets of Langerhans [65]. Glucose-dependent
insulin secretion from the pancreatic [3-cells is a process that is regulated by the calcium-
dependent signaling pathway [14,66,67] and a high calcium concentration may induce
-cell dysfunction [63]. Moreover, it was observed that calcium status impacts insulin
sensitivity and glucose transport in adipocytes and skeletal muscle through regulating the
glucose transporter type 4 (GLUT4) expression [68,69].

As mentioned above, the relationships between insulin-resistance or diabetic state
and BCAAs or serum calcium have been presented by other authors but, to the best of our
knowledge, there is no evidence concerning the relationship between serum calcium and
BCAA concentrations in relation to the assessment of glycemic status.

Our results show that the coexistence of increased BCAA values with dysglycemic
status is associated with markedly higher concentrations of serum calcium, which is not
observed in dysglycemic women with BCAA values below the median. These results may
suggest that the coexistence of elevated BCAA levels with a dysglycemic state is closely
related with circulating calcium concentration. In the normoglycemic women, we did not
observe such differences between BCAA subgroups. Moreover, our multiple regression
analysis showed a positive association between HbAlc and serum calcium and BCAAs
independently of BMI only in the dysglycemic women.

4.4. Potential Pathophysiology Linked BCAAs Metabolism with Circulating Calcium Concentration

We hypothesize that the mTOR signaling pathway may have linked the BCAAs to
calcium and glucose metabolism. However, the results of our study are not able to establish
a cause-and-effect relationship between these factors. As mentioned above, high concen-
trations of BCAAs may activate the mTORC1/S6K1 kinase pathway, resulting in insulin
resistance. It has also previously been observed that calcium ions (Ca2*) are required
for mTORC1 and S6K1 activation in response to amino acids, especially leucine. Mercan
et al. showed that activation of S6K1 by leucine requires the mobilization of intracellu-
lar calcium (Ca?*), which is mediated by the protein tyrosine phosphatase SHP-2 in an
inositol-1,4,5-trisphosphate-dependent manner in skeletal myoblasts. Interestingly, the
increase in Ca®" is specific to leucine since isoleucine did not induce a Ca?" response under
similar conditions [70]. However, a thorough understanding of how amino acids control
Ca”*-mediated activation of S6K1 has yet to be fully attained. Therefore, our findings may
suggest that a dysglycemic state with elevated BCAAs and serum calcium concentrations
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may reflect the increased mTORCT activation. Moreover, it was also found that prolonged
culture with leucine upregulates ATP synthase, glucokinase, and cytosolic Ca?* and results
in glucose-induced insulin secretion in rat (-cell islets [71]. Glucose also inhibits leucine’s
effects on insulin secretion via allosteric inhibition of glutamate dehydrogenase [72]. Thus,
it seems that leucine and glucose in calcium-dependent processes may regulate metabolism
using different mechanisms which are not fully understood. In this study, we measured
serum calcium, but most of the above-mentioned reactions involve cytosolic calcium. There
is some evidence which links serum calcium to its cytosolic level. The elevated concentra-
tion of serum calcium reflects its extracellular level, which may be related with impairment
of voltage-gated calcium channels, which are necessary for insulin secretion [73]. Moreover,
Aoki et al. observed that an increased serum calcium concentration led to calcium influx
into arterial smooth muscle, which increases cytosolic calcium [74].

4.5. The Relationship of BCAAs with Other Conventional Cardiometabolic Risk Factors

In our study, we also observed a statistically significant negative correlation between
total BCAAs and HDL-C concentration and positive correlations between BCAAs and TG or
TG / HDL-C values in all the women even after adjustment for age and BMI. Additionally,
our results suggest that the relationship between total BCAAs and HDL-C is independent
of BMI, age, and glycemic status, while the relationship with TG is stronger in dysglycemic
conditions and is mainly explained by obesity. Moreover, our two-way ANOVA showed
that the coexistence of elevated BCAA values with dysglycemia particularly predisposes
women to significantly higher concentrations of TG. Our findings are partially consistent
with previous reports. Two prospective studies showed that increased serum BCAA con-
centrations are associated with an increased risk of elevated TG concentration in European
and Japanese populations [75,76]. Another Chinese study showed that total BCAA con-
centrations are associated not only with elevated TG levels but also with lowered HDL-C
levels, independent of fasting blood glucose, and the ORs for reduced HDL-C and raised
TG were higher in a high HbA1c group in comparison to a low HbAlc group [11]. In 2019,
Fukushima et al. observed similar relationships between BCAAs and lipids in subjects
without T2DM in a cross-sectional study of the Asian population [66]. We also found
negative weak correlations of total BCAAs with TC and LDL-C. The data on TC and LDL-C
association with BCAA concentrations are inconsistent. One study found positive weak
correlations and another a lack of such a relationship [11,76,77]. Therefore, both our results
and the results of other authors suggest that an increased concentration of BCAAs may be
associated with dyslipidemia. The relationship between dyslipidemia and BCAAs may be
explained by several potential mechanisms. The products of BCAA catabolism are involved
in the biosynthesis of lipids. Leucine can be degraded to 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA,
which is one of the intermediates of the cholesterol synthesis pathway [78,79]. There is also
a hypothesis that an increase in isoleucine degradation is associated with the accumulation
of odd chain fatty acids (propionyl-CoA, a product of isoleucine degradation, might be
a substrate for odd chain fatty acid synthesis) [78]. It was also reported that leucine in
the mTOR signaling pathway promotes lipid synthesis by activating the sterol regula-
tory element-binding transcription factor-1, which is a master transcriptional regulator of
insulin-stimulated fatty acid synthesis [80-82]. Additionally, high concentrations of BCAAs
impair glucose metabolism and are positively associated with NAFLD risk, which impairs
lipid homeostasis leading to upregulation of hepatic de novo lipogenesis and accumulation
of triglycerides [83,84].

We also demonstrated a positive correlation between BCAAs and FLI values which
was independent of glycemic status but became significantly attenuated after adjusting for
BMI and age. We observed a similar tendency for a relationship between CRI’ and BCAAs.
The results of our logistic regression and ROC analyses showed that these relationships
were even stronger in the normoglycemic than the dysglycemic women. FLI is a simple
algorithm based on waist circumference, BMI, TG, and GGT for the prediction of NAFLD
risk [22]. Therefore, loss of statistical significance after adjustment for BMI may be explained
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simply by the fact that both these parameters, BCAAs and FLI values, are strongly related
to BML The relationship between FLI and BCAAs has recently been observed by Berg et al.
In this large-scale study among a Caucasian population without T2DM at baseline, FLI was
related to total BCAAs independently of many factors, including insulin-resistance and 3-
cell function (the authors did not adjust for BMI) [84]. The pathophysiological mechanism
of the relationship between liver dysfunction and BCAAs is complex, bidirectional, and
linked to obesity and insulin resistance, and these relationships have been widely described
by others [85-89]. Our results also suggest that the relationship between CRP and BCAA
concentrations is independent of glycemic status and is mainly explained by BMI values.
Most recently, Hamaya et al. showed a positive relationship between CRI and BCAAs
which was independent of established CVD risk factors, including BMLI, in a cross-sectional
analysis of 19,472 women without a history of T2DM, CVD [90]. On the other hand, Sun
et al. did not observe a relationship between BCAAs and CRP or II-6 in a Chinese cohort
(317 men and 294 women) [91]. In vitro studies showed that in cultured human peripheral
blood mononuclear cells (PBMC), high BCAA concentrations promote oxidative stress from
NADPH oxidase and mitochondria, the release of pro-inflammatory cytokines mediated by
the activation of the nuclear transcription factor-«B (NF-kB), and the migration of PBMC via
the activation of the mammalian target of rapamycin (mTORC1) axis [50]. Taken together,
it seems that obesity related chronic diseases like insulin-resistance, NAFLD, inflammation,
and dyslipidemia are linked to elevated circulating BCAAs, and these relationships may be
explained by different mechanisms and, what is more, the cause-and-effect relationship is
complex and not fully understood.

Our study has some limitations. The first limitation is the small size of the study
groups. For this reason, we could not perform multifactor adjustments of our analyses.
The second is the use of the enzymatic method for BCAAs, which measured only total
BCAAs (as a sum of leucine, isoleucine, and valine). As was previously observed, the
correlation between total BCAA concentrations measured by HPLC and by enzymatic
analysis was excellent [92]. The enzymatic method for BCAAs is easy to perform, fast, and
relatively cheap and does not require any highly specialized equipment, so it would be
used in most clinical laboratories. Moreover, most previous studies have shown that the
concentration of total BCAAs is associated with metabolic factors to a similar extent as
individual BCAAs or even that this relationship is stronger [12]. Another limitation of our
study is the lack of measurement of parathyroid hormone (PTH), phosphorus, and vitamin
D, which are involved in the regulation of circulating calcium concentration. However,
it was observed that an association between elevated serum calcium concentration and
glucose, insulin resistance, or T2DM remained significant even after adjusting for these
parameters [63]. Moreover, our study is not able to establish the biological mechanisms
or causality responsible for the relationship between circulating calcium and BCAAs. We
only showed the statistical relationships between these parameters and suggested some
potential mechanisms based on the literature review.

5. Conclusions

In conclusion, total BCAA concentrations are associated with dysglycemia, dyslipi-
demia, inflammation, and NAFLD risk. The dysglycemic state in particular strongly
predisposes women to significant positive relationships between total BCAAs and circu-
lating calcium and HbAlc independent of BMI, and these relationships may potentially
reflect the pathophysiological calcium-dependent mechanisms connecting BCAAs with
metabolic disturbances.
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Abstract: We examined the relationships of tryptophan (Trp) and the metabolites of the kynurenine
pathway (KP) to the occurrence of type 2 diabetes (T2D) and metabolic risk factors in obese middle-
aged women. The study included 128 obese women divided into two subgroups: a normoglycemic
group (NG, n = 65) and a T2D group (n = 63). The concentrations of serum tryptophan (Trp),
kynurenine (Kyn), 3-hydroxykynurenine (3HKyn), quinolinic acid (QA), and kynurenic acid (Kyna)
were analyzed using ultra-high-performance liquid chromatography coupled with electrospray
ionization/triple quadrupole mass spectrometry. Blood biochemical parameters and anthropometric
parameters were measured. The women with T2D had significantly higher Trp, Kyna, Kyna/QA
ratio, and Kyna/3HKyn ratio values than the NG women. Logistic regression analysis showed that
the concentrations of Trp and Kyna and the values of the Kyna/3HKyn ratio were most strongly
associated with T2D occurrence, even after controlling for confounding factors. The model with
Trp level and ](yna,/ 3HKyn ratio accounted for 20% of the variation in the presence of T2D. We
also showed a different pattern of correlations between kynurenines and metabolic factors in the
NG and T2D women, which was mostly reflected in the stronger relationship between BMI and KP
metabolites in the NG obese women. An increase in Trp and Kyna levels with an accompanying
increase in Kyna/3HKyn ratio value is associated with the occurrence of T2D in obese middle-aged
women.

Keywords: tryptophan; kynurenine pathway; type 2 diabetes; obese women; kynurenic acid;
3-hydroxykynurenine

1. Introduction

Tryptophan (Trp) is an aromatic essential amino acid that plays an important role in
the metabolic processes of the human body. The main food sources with the highest Trp
contents are meat, fish, chocolate, eggs, and legumes [1]. The kynurenine pathway (KP) is
the major route of Trp catabolism. This pathway is initiated by indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) and tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO), the enzymes that catalyze the conversion
of Trp to kynurenine (Kyn). Kyn is further converted into the following KI’ metabolites
(kynurenines): kynurenic acid (Kyna), 3-hydroxykynurenine (3HKyn), anthranilic acid
(AA), and quinolinic acid (QA). 3Hkyn can be enzymatically converted to xanthurenic acid
(XA) [2,3] (Figure 1). A dysregulated KI” has been linked to various diseases, including
neurodegenerative disorders, multiple sclerosis, depression, schizophrenia, cancer, and
renal or hepatic disorders. For this reason, KP metabolites and enzymes are potential
pharmacological and diagnostic targets for disease control and homeostasis [2,4-9]. An
imbalance in the levels of circulating KP’ metabolites has also been reported in obesity
and obesity-related metabolic disorders, such as cardiovascular disease (CVD) and type 2

Metabolites 2022, 12, 492. https: / /doi.org/10.3390/ metabo12060492

https: / /www.mdpi.com/journal /metabolites

82



Metabolites 2022,12, 492

20f12

diabetes (T2D) [10,11]. It is well known that obesity and inflammatory states are associated
with a redirection of the KP in favor of the breakdown of Trp into downstream products
reflected by increased serum Kyn levels [12-15]. The concentration of serum Trp and its
metabolites, such as Kyn, Kyna, XA, 3HKyn, QA, and KP enzymes, were found to be
associated with T2D [16-18]. However, the data on these metabolites in relation to T2D are
often contradictory in human studies [19,20]. It is also known that the regulation of KI’
is affected by many factors, e.g., body mass, age, gender, and inflammatory state [12,21].
These different covariates may influence the results of human studies, especially in those
with small sample sizes. For this reason, we decided to compare two groups of middle-aged
obese women with T2D and normoglycemia (NG), which were matched for body mass
and other possible confounding factors. We evaluated obese middle-aged women because
they are more likely to have metabolic disturbances that increase the risk of T2D, which
is partially associated with aging and the menopause [22]. Hormonal changes during
the menopause are associated with the redistribution of adipose tissue accompanied with
inflammatory changes that may affect the KP. The loss of estrogens may also affect the
concentrations of Trp and KP metabolites [6]. Moreover, some earlier studies suggest that
the serum concentrations of KP metabolites are lower in women and differ across different
age categories, especially those below 40 and above 60 [23,24]. To the best of our knowledge,
only one study has been published that refers to obese middle-aged European women
from the ABOS cohort (Biological Atlas of Severe Obesity) [13]. In this study, however,
the women presented with more severe obesity than in our group. We hypothesized that
the concentrations of Trp and its KP metabolites are associated with the occurrence of
T2D and metabolic risk factors in middle-aged obese women. A better understanding of
the kynurenine pathway may be helpful in the assessment of diagnostic and therapeutic
usefulness of the components of this pathway for cardiometabolic disturbances in middle-
aged obese women.

L-tryptophan

[s]e] l TDO

Kynurenic — Kynurenine 3-Hydroxykynurenine
acid (Kyna) (Kyn) (3HKyn)

KYNU l
KYNU

Anthranilic KAT
acid (AA)

Xanturenic
3-Hydroxyanthranilic acid (XA)
acid (3HAA)

3HAO l

Quinolinic
acid (QA)

!

’ NAD+

Nicotinamide
{NAm)

Figure 1. Schematic illustration of some major steps, metabolites, and substrates involved in the
kynurenine pathway (KP). IDO—indoleamine 2,3-dioxygenase; TDO—tryptophan 2,3-dioxygenase;
KAT—kynurenine aminotransferase; KMO—kynurenine-3-monooxygenase; 3HAO—3-hydroxyanthranilic
acid dioxygenase; KYNU—kynureninase.
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2. Results

The characteristics of the study participants are shown in Table 1. The groups of
women with and without T2D were matched for BMI, WC obesity categories, physical activ-
ity, menopausal status, smoking habits, and alcohol consumption but differed significantly
in terms of age. Neither group differed significantly in terms of TSH or concentrations of
proinflammatory markers (CRE, neopterin). Statistically significant differences in the values
of glucose, HbAlc, HOMA-IR, HDL-C, TG, ALT, AST, GGT, and eGFR were observed
between the groups.

Table 1. The basal characteristics of obese normoglycemic (NG) and T2D women.

Parameters NG Women n = 65 T2D Women n = 63 p
Age (years) 50.0+5.0 532450 <0.001
BMI (kg/m?) 36.5£6.2 36.6 £ 6.3 0.91
WC (cm) 106.8 + 16.4 107.7 £ 13.9 0.76
Glucose (mmol/L) 5.2 (4.8-5.4) 7.0 (5.9-8.1) <0.0001
HDL-C (mmol/L) 1.4(1.2-1.7) 1.2 (1.0-1.4) 0.001
TG (mmol/L) 1.3 (0.9-1.6) 17 (1.3-2.2) 0.0001
ALT (U/L) 18.7 (14.2-23.8) 22.7 (17.8-30.4) 0.009
GGT (U/L) 20.7 (14.6-25.8) 25.2 (18.9-33.7) 0.011
Creatinine (mg/dl) 0.76 (0.72-0.88) 0.81 (0.73-0.89) 0.23
eGFR (mL/min/1.73 m?) 91.9 (80.2-96.4) 83.1(71.7-92.4) 0.04
CRP (mg/L) 2.3(1.0-3.9) 3.3 (1.3-5.9) 0.08
HbAlc (mmol/mol) 37.0 (34.0-38.0) 45.0 (42.0-58.0) <0.0001
Insulin (uIU/mL) 9.0 (6.7-12.1) 10.5 (5.8-15.0) 0.29
TSH (mIU/L) 1.48 (1.14-2.10) 1.34 (1.01-2.05) 0.31
HOMA-IR 2.0 (1.6-2.9) 3.3(1.9-5.5) 0.0005
Neopterin (nmol/L) 7.0(5.0-8.9) 7.3(42-10.4) 0.61
SBP (mmHg) 130 (120-140) 130 (120-140) 0.69
DBP (mmHg) 80 (80-90) 80 (80-85) 0.45
Lipid-lowering treatment (%) 16 43 0.0008
Hypertension treatment (%) 33 62 0.01
Metformin treatment (%) 0 76 <0.0001
Menopausal status
(% postmenopausal) 0 62 ol
Physical activity 22 a5 072
(% never or sporadically)
Alcohol Consumptlcm o4 o5 0.80
(% never or sporadically)
Smoker (% current) 12 19 0.27
Obesity categories 1/2/3 (%) 54/18/28 45/31/24 0.67

Means + SD or medians (25th and 75th percentiles) or %.

The concentrations of Trp and KP metabolites are shown in Table 2. The levels of Trp
and Kyna and the values of Kyna/QA and Kyna/3HKyn ratios were significantly higher in
the women with T2D. All statistically significant differences in the values of KP metabolites
remained significant after controlling for age.

Table 3 shows Spearman correlation coefficients between Trp and its KI” metabolites
(kynurenines), and the metabolic factors. We observed only weak or very weak correlations
between the analyzed parameters. The Trp concentration correlated significantly with
TG. The kynurenines and their ratios most strongly correlated with BMI, TG, ALT, GGT,
creatinine, and eGFR. We also analyzed the correlation between Trp and KP metabolites in
the overall study group. We found statistically significant (all p < 0.05) correlations between
Trp and 3HKyn (r = 0.30), Kyn and QA (r = 0.34), 3HKyn and QA (r = —0.41), and Kyna
and 3HKyn (r = —0.25).
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Table 2. The values of tryptophan and KP metabolites in obese NG and T2D women.

Parameters NG Women n = 65 T2D Women n = 63 P P
Trp (umol/L) 55.0 (50.0-58.5) 59.2 (51.6-70.8) 0.009 0.033
Kyn (umol/L) 1.39 (1.20-1.84) 1.53 (1.17-1.86) 0.76 0.76
Kyna (umolL) 0.097 (0.078-0.117) 0.110 (0.093-0.128) 0.01 0.033
3HKyn (umol/L) 0.30 (0.21-0.44) 0.28 (0.18-0.41) 0.04 0.08
QA (umol/L) 0.16 (0.10-0.37) 0.15(0.10-0.24) 0.36 0.40
KTR 24.9 (20.6-33.6) 22,6 (18.8-35.2) 0.30 0.38
KMO 0.20 (0.13-0.32) 0.20 (0.10-0.31) 0.22 0.31
KAT 0.060 (0.048-0.088) 0.072 (0.052-0.097) 0.11 0.18
Kyna/QA 0.54 (0.29-0.87) 0.72 (0.45-1.13) 0.02 0.05
Kyna/3HKyn 0.32 (0.14-0.48) 0.47 (0.34-0.77) 0.008 0.033
Means £ SD or medians (25th and 75th percentiles); Trp (tryptophan); Kyn (kynurenine); Kyna (kynurenic
acid); 3HKyn (3-hydroxykynurenine); QA (quinolinic acid); KMO (3HKyn/Kyn ratio); KAT (Kyna/Kyn ratio);
p *—corrected; p-value after applying Benjamini-Hochberg correction.
Table 3. The Spearman rank correlation coefficients in all the women.

Parameter  Trp Kyn Kyna  3HKyn QA KTR  KMO KAT Kéf" 3]§1y12;i
Age - - - - - - - - - -
BMI 021+ - —0.18* 03158  _034%@ - 0.23*% —0.20%  023*®  _p26%@
WwC - - —0.22+ 0.22* —0.29%@ - 0.10% —0.18* 0.18% —0.22+%

Glucose - - - - - - - - - -

HOMA-IR 0.18% - - - - - - - - -

HDL-C - - - - - - - - - -

TG 0.30 %2 - - - —028%  —0.21~ - - 0.28*® -
ALT - 0.27 %@ - - - - - ~0.25%@ - -
GGT 0.18% 0.24% —0.19+ - - - - —-0.31%@ - -

HbAlc 0.18% - 0.23* - - - - 0.20% 0.19% 0.22%
CRP - - - - —0.19+ - - - - -

Neopterin - - - - - - - - - -

Creatinine 0.22# - 0.20* - —0.26%2 - - - 0339 -

eGFR —0.247% - —0.18* - 0.28 %@ - - - —035%  0.20%

(-) not statistically significant before correction; * p < 0,05; # p<0.01; $ p < 0.001; @—statically significant after
applying Benjamini-Hochberg correction.

The association between Trp and its metabolites with T2D was also examined in
the logistic regression models (Table 4). The KP’ metabolites and their ratios that were
significantly different between the NG and T2D women were included separately in logistic
regression models as independent variables. We found that all unadjusted models were
statistically significant. The values of Trp, Kyna, Kyna/3HKyn ratio, and Kyna/QA ratios
were positively associated with T2D occurrence.

The models for Trp, Kyna, and Kyna/3HKyn were statistically significant after adjust-
ing for age, BMI, eGFR values, GGT concentration, and hypertriglyceridemia. According to
the Negelkerke R-squared, Trp accounted for 7.4% of the variation in the presence of T2D
in the unadjusted model. Kyna, Kyna/3HKyn ratio, and Kyna/QA ratio had values of the
Negelkerke R-squared in the unadjusted models of 7.5%, 8.3%, and 6.1%, respectively. The
models with Trp (p = 0.006) and Kyna (p = 0.01) as independent variables accounted for
15% of the variation in the presence of T2D according to the Negelkerke R-squared, while
the model with Trp (p = 0.001) and Kyna/3HKyn ratio (p = 0.001) accounted for 20% of the
variation in the presence of T2D.

Finally, we analyzed the Spearman correlation coefficients separately in the NG and
T2D obese women to evaluate if the relationship between KI’ metabolites and metabolic
factors depends on glycemic status (Table 5). We observed a different pattern of correlations
in the NG and T2D women.
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Table 4. The associations between Trp and KP metabolites with T2D in logistic regression models.

Odds Ratios (95% CI) per 15D Increase in Value of Independent Variable

Independent
Variables

Model Model Adjusted ~ Model Adjusted  Model Adjusted  Model Adjusted ~ Model Adjusted
Unadjusted for BMI for Age for eGFR for GGT for Hipertg&
T 181~ 1.81+ 1.68 % 178+ 173 175
P (1.13-2.88) (1.12-2.90) (1.02-2.74) (1.09-2.91) (1.11-3.0) (1.06-2.88)
Kvna 2.50# 2.37# 248% 1.99% 2.51% 227%
¥ (1.28-4.70) (1.24-4.53) (1.27-4.84) (L07-3.71) (1.29-4.92) (1.89-4.33)
Kyna/ 1.92% 1.83% 1.90* 1.75% 191* 1.66 %
3HKyn (1.21-2.70) (1.19-2.80) (1.23-2.92) (1.15-2.65) (1.25-2.98) (1.10-2.51)
Kyna/QA 1.81* 1.82+% 1.69 1.62 1.81* 1.69
Y (1.08-3.04) (1.08-3.08) (0.98-2.91) (0.94-2.79) (1.07-2.99) (0.99-2.87)
& hypertriglyceridemia: TG > 150 mg/dL and/or lipid-lowering treatment; CI (confidence interval). All models
achieved statistical goodness of fit. * p < 0.05; # p < 0.01. Nagelkerke R-squared of unadjusted models: Trp (.073;
Kyna 0.075; 3HKyn 0.052, Kyna/3HKyn ratio 0.083, Kyna/QA ratio 0.061; the statistically significant associations
remained significant after applying Benjamini-Hochberg correction.
Table 5. The Spearman rank correlation coefficients between Trp, KP metabolites, and metabolic
factors according to glycemic status.
NG Correlation Coefficients/T2D) Correlation Coefficients
Parameter Kyna/ Kyna/
yn v
Trp Kyn Kyna 3HKyn QA KTR KMO KAT OA 3HKyn
BMI 0.29/- -/- ~043%/-  066%/- —060%/- —034%/- 060°/-  —029/- 0419/~ 0637/
WC 0.24/- o -040%/-  046%/- -050%/- —036%/- 0489/  —034%/- 0329/-  —048%/-
Glucose -/- -/- —0.26/- -f- -f- -f- -/~ /- -/-
HOMA-IR -/ -/- -/- -/0.30 -/- /- -/- -/- -/- -/—0.28
HDL-C -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
TG -/0.29 -/- —0.24/-  031%/- —033%/-  -/-027 0.26/- -/- —0.29/-
. —0.3
ALT /- oz -/- -/- -/ -/ -/ e /- -/-
_035®@
GGT /- 0 -em -/- -/ -/ -/ 03 -/-
HbAlc -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/-
CRP -/- -/- 0349/~ 035%/- —0.30/- -/- 0.34%/- -/- -/- —0.379/-
Neopterin -/ -/- -/- -/0.32 -/- -/- -/- -/- -/0.32 -/—0.26
Creatinine 0.29/- -/- -/- -/- —0.27/- /- A A @90332\9 -
—0.26/- - /- /- /- - - 2 —0.32%/ -
eGFR 0.26/ / / / 029/ / / / —0.28 /

(-) not statistically significant before correction; NG (normoglycemic women); T2D (type 2 diabetes
women). @—Statically significant after applying Benjamini-Hochberg correction; text in bold /italic means T2D
correlation coefficients.

The values of BMI and WC were only significantly correlated with individual KP
metabolites in the NG women. The CRP concentration correlated with Kyna and 3HKyn
in the NG women, while the neopterin concentration had a tendency to correlate with
3HKyn in the T2D women. We also analyzed correlations between Trp and KP metabolites
separately in the NG and T2D women. We found statistically significant correlations (all
p < 0.05) between Trp and 3HKyn (r=0.50) in the T2D women and Kyna and 3HKyn
(r= —0.47) in the NG group. 3HKyn also correlated with QA in both the NG and T2D
groups (r = —0.50; r = —0.38, respectively).

3. Discussion
3.1. The Relationship of Trp and Individual KP Metabolites with T2D

Our results showed that the obese T2D women had significantly higher Trp, Kyna,
Kyna/QA ratio, and Kyna/3HKyn ratio values than the obese NG women. Our logis-
tic regression analysis showed that the concentration of Trp and Kyna and values of
Kyna/3HKyn ratio were most strongly associated with T2D occurrence, even after control-
ling for confounding factors. This combination of results may suggest that the Trp metabolic
pathway shifts towards Kyna with an accompanying increase in Kyna/3HKyn ratio value
in obese middle-aged women with T2D. The model with Trp level and Kyna/3HKyn ratio
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accounted for 20% of the variation in the presence of T2D. Additionally, we showed a
different pattern of correlations between KP metabolites and metabolic factors in the NG
and T2D obese women.

In previous case—control [13,17-19] and prospective studies [10,13,16,25], the most
well-documented relationship was the one between T2D and Trp, while KP metabolites
have been analyzed much less often. The results of these prospective and case—control
studies are inconsistent and were performed across different populations. Moreover,
the case—control studies were often performed on small groups without adjustment for
BMI, age, or gender. The association of KP metabolites with T2D with larger cohorts of
prediabetes and T2D patients was also analyzed. These studies were statistically controlled
for confounding factors and were focused on an evaluation of the relationship between
KP metabolites and the risk of diabetes-related disorders, e.g., acute myocardial infarction,
cognitive impairment, and all-cause mortality [23,26]. In this study, we matched the groups
to BMI and obesity categories as well as to other possibly confounding factors. It seems
that the exclusion of these confounding factors, especially the difference in BMI between
groups, is absolutely essential for a better evaluation of the relationship between T2D and
KP in a study with a small sample size.

Our results are partially in line with the results of other authors. Like them, we found
higher concentrations of Trp [16] and Kyna [17-19,23] in T2D individuals. Some studies
found no difference in Trp [18,19,23] or even lower Trp concentrations in diabetic patients,
which was usually explained by the fact that Trp is metabolized to a greater extent in T2D
patients than in nondiabetic subjects [17]. So far, only one study has been published that
refers to obese European women from the ABOS cohort [13]. In this study, the authors did
not show the differences in Trp, Kyn, KTR, Kyna, XA, or QA levels between obese women
with and without diabetes [13].

Along with higher Kyna values, we observed a very weak tendency for 3HKyn concen-
trations to decrease, which was reflected in a significant increase in the Kyna/3HKyn ratio
in the T2D obese women. Our finding that the Kyna/3HKyn ratio increases in T2D subjects
has not been reported in the literature so far. As mentioned above, few studies have ana-
lyzed only 3HKyn, and three studies showed higher concentrations of it in T2D [17,19,23],
whereas one did not show the difference in 3HKyn between diabetic and non-diabetic
subjects [18]. To explain our results, we can only hypothesize that this increase in the
Kyna/3HKyn ratio may be a consequence of the shift to Kyna or the enhancement of 3HKyn
metabolism towards XA, which is recognized as a pro-diabetogenic metabolite [17,18].

Unexpectedly, we did not find any differences in Kyn and KTR values between the
groups, which was also the case in the obese women from the ABOS cohort [13]. However,
in some studies, higher levels of Kyn were observed in the T2D individuals [18,19]. The
lack of differences in Kyn concentration may also be related to the fact that out of our T2D
women, 79% were on metformin therapy. It was found that metformin might elevate the
plasma levels of Trp and inhibit TDO expression in the liver, which may decrease the levels
of Kyn in T2D women [27,28]. The higher activity of IDO-1 (KTR) is well-documented in
obese subjects [12-14] and patients with cardiac events [16], and it is positively associated
with inflammation [29], but the association between KTR and diabetes is less clear. A
Norwegian study showed that KTR in the urine, but not in the plasma, was a strong
predictor of T2D occurrence during 7 years of follow-up [10]. Other studies such as ours
did not find an association between KTR and the occurrence of T2D [13,18]. It seems
that the lack of difference in KTR may have partially been caused by the fact that our
groups were matched for BMI and concentration of neopterin and CRP. Moreover, although
the serum/plasma Kyn/Trp ratio (KTR) is commonly used to measure IDO activity, the
enzyme activity indirectly calculated by the ratio of the product to the substrate is not
perfect. Importantly, this ratio reflects not only IDO activity, but also TDO. Moreover,
it was observed that Kyn undergoes almost complete reabsorption at very low plasma
concentrations, but it is excreted to a greater extent via the renal route at the elevated
serum levels that may occur in T2D. For this reason, a Norwegian prospective study
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concluded that urine KTR may potentially represent a more sensitive indicator of systemic
Trp degradation than serum/plasma KTR [10].

3.2. The Relationship between Tryptophan and KP Metabolites with the Cardiometabolic Risk Factors

Along with Kyn and Kyna, Trp regulates glucose-induced insulin secretion (GSIS)
in the pancreatic beta-cells and hepatic glucose production, and these processes may be
altered when inflammation occurs [30]. The exposure of pancreatic islets to IFN-y increased
the levels of IDO and Kyn and potentiated GSIS by the normal islets [31]. It was also
observed that moderate intakes of Trp affect fatty acid and triglyceride metabolism under
physiological conditions and may be involved in the control of lipid metabolism in a variety
of metabolic states [32]. Some human studies have shown that Trp and its metabolites
are positively related to insulin resistance and other metabolic risk factors such as TG
concentration and blood pressure [13,16,25]. In this study, we observed only a weak
positive correlation between Trp and TG concentration, and this relationship was stronger
in the T2D women.

More than 95% of dietary Trp is degraded in the KD, partially to QA, which is converted
further to individual kynurenines, which are bioactive in different tissues. Kyn is the first KI’
metabolite. Kyn is an endogenous ligand for the human aryl hydrocarbon receptor (AHR),
which regulates many genes and metabolic pathways, including immune response and
glucose metabolism [31,33]. Recent animal studies have found that the Kyn-activated AHR
caused an increase in body mass, adiposity, hepatic lipid deposition, and the disruption
of glucose homeostasis, and can regulate GSIS in beta cells [34]. Human studies have
indicated that Kyn correlated with BMI and decreased after bariatric surgery in T2D
patients [35,36]. In this study, we did not observe significant correlations between Kyn and
BMI or carbohydrate parameters, but we showed a weak correlation between Kyn and the
activity of the liver enzyme ALT.

Kyn is further metabolized into the three downstream metabolites: Kyna, 3HKyn,
and anthranilic acid (AA). We analyzed the first two because alterations were observed in
them in T2D [3]. 3HKyn is recognized as being a pro-diabetogenic, pro-oxidant metabolite
with a neurotoxicity function [4,19,37-39]. In this study, we only observed a weak positive
tendency towards a correlation between 3HKyn and HOMA-IR and neopterin in the T2D
women and positive correlations between BMI and CRP in the NG group.

Analysis of the correlations between kynurenines showed that 3HKyn correlated
negatively with Kyna and QA, which may support the hypothesis that Kyna weakens the
pathway toward 3HKyn synthesis, and that the formation of NAD from QA is impaired
when the 3HKyn concentration increases in obese women. Moreover, the positive cor-
relation between Trp and 3HKyn may suggest that K’ is more shifted towards 3HKyn
synthesis in obese T2D women with higher concentrations of Trp.

The role of increased levels of Kyna in T2D is still unclear. Kyna is recognized as an
antagonist of the N-methyl-d-aspartate receptor (NMDAR) and as an endogenous agonist
of the G-protein-coupled receptor 35 (GPR35) and AHR [2,40,41]. The effects of Kyna
on NMDAR are associated with a neuroprotective function and may be associated with
anti-diabetic properties through an increase in f-cell function and survival [42,43]. Kyna
regulates GSIS and glucagon secretion [33,44]. Moreover, it was found that Kyna increases
energy utilization by activating GPR35, which stimulates lipid metabolism and thermo-
genic and anti-inflammatory gene expression in adipose tissue. This suppresses weight
gain in animals fed a high-fat diet and improves glucose tolerance [45]. All these animal
studies support the theory that Kyna may have anti-diabetic properties. In humans, a
positive relationship between Kyna and insulin resistance has been suggested [17-19], and
the prooxidant properties of Kyna were observed in patients with proliferative diabetic
retinopathy [19]. In this study, we only observed a very weak tendency towards a pos-
itive correlation between Kyna and HbAlc in the whole group of women and negative
correlations between Kyna and BMI and CRP in the NG women.
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The strength of this study is that our NG and T2D women were middle-aged and from
a European population, as well as being matched for BMI, WC, concentration of inflamma-
tory markers, physical activity, alcohol consumption, smoking habits, and menopausal sta-
tus, and were also free of CKD, CVD, and acute inflammation (CRP < 10 mg/L). Because our
groups differ in terms of age, eGFR, and GTT, we additionally adjusted our results to these
parameters. Adjustment to confounding factors seems to be important as the concentration
of Trp and its metabolites could be affected by many factors [6,12-14,21]. For example, the
serum concentrations of KP metabolites were higher in men [21,23]; were lower in juvenile
males; increased with age in adults, especially those above 60 years old [12,24,46,47]; and
differed between ethnic groups, e.g., lower Kyna was observed in Caucasian women [6].
Additionally, liver and kidney function are associated with Trp metabolism [7,8].

As a limitation of the present study, we have to mention the small sample size. For this
reason, we could not perform multifactor adjustments of our analyses. Another limitation is
the lack of determination of the remaining metabolites of the KT, especially XA. Additionally,
we did not measure the plasma concentrations of vitamin B-6 (pyridoxal 5-phosphate; PSP),
but we only hypothesize that the concentration of P5P was not statistically different between
the groups since both of them presented similar inflammation status and dietary patterns.
Moreover, our study does not allow us to establish the biological mechanisms or causality
responsible for the relationship between circulating KP metabolites and glycemic status.
We only showed the statistical relationships between these parameters and suggested some
potential mechanisms based on the literature review. Because we analyzed a selected group
of obese women, our results are not fully representative of the general population. Further
investigation is warranted and will include a larger cohort and additional KP metabolites.

4. Materials and Methods
4.1. Participants

The study included 128 obese Caucasian women between the ages of 41 and 60. These
women were selected from a group included in a previous cardiometabolic risk factor
study performed at the Department of Laboratory Medicine of the Nicolaus Copernicus
University in Bydgoszcz, Poland, in the years from 2016 to 2019. The exclusion criteria were
as follows: history of diabetes mellitus type 1, history of cardiovascular disease (CVD),
and severe or moderate chronic kidney disease (CKD). All the women were obese with a
BMI > 30 kg/m? and had serum C-reactive protein (CRP) < 10 mg/L, thyroid stimulating
hormone (TSH) < 4.94 pTU/mL, and eGFR > 60 mL/min/1.73 m2. Age, smoking status,
alcohol consumption habits and physical activity, menopausal status, medical history,
and medications were investigated using a medical questionnaire. Height (cm), weight
(kg), waist circumferences (WC, cm), and systolic (SBP) and diastolic (DBP) blood pres-
sures were measured using standard methods. Postmenopausal status was defined as
the permanent cessation of menstruation for at least 12 months [48]. Smoking status was
classified as current smoker, ex-smoker, and non-smoker. Physical activity and alcohol
consumption were classified as never (0 point), sporadically (1 point), more than once a
month (2 points), once a week (3 points), 3 to 4 times a week (4 points), and every day
(5 points). Obesity categories were classified as class 1: BMI of 30 to <35; class 2: BMI of
35 to <40; class 3: BMI > 40 kg/m?. T2D was diagnosed according to a fasting glucose
level in plasma > 126 mg/dL (>7.0 mmol/L) repeated on two consecutive days, or HbAlc
above or equal to 6.5% (48 mmol/mol), or self-reported, physician-diagnosed diabetes
and the use of glucose-lowering medications for diabetes. The normoglycemic state was
indicated by a fasting glucose level in plasma < 5.6 mmol/L (100 mg/dL) [49]. The study
participants continued their normal omnivorous diet regimen. None of them followed
an elimination or high-protein diet. Dietary supplements, including vitamin B complex,
Trp, 5-hydroxytryptophan (5-HTP), and protein supplements (e.g., whey, casein) were not

used either.
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The obese women were divided into two groups: (1) a normoglycemic group (NG;
n = 65): women with normal fasting glucose, without a history of diabetes, and (2) a T2D
group (T2D; n = 63).

4.2. Blood Sampling and Laboratory Analyses

Fasting venous blood samples were collected in the early morning for all parameters.
The parameters of triglycerides (TG), HDL-cholesterol (HDL-C), creatinine, CRE, alanine
aminotransferase (ALT), gamma glutamyltransferase (GGT), insulin, and TSH were mea-
sured in the serum, while the plasma was used for glucose measurement, and EDTA whole
blood was used to determine glycated hemoglobin (HbA1c) as previously described [50].
The HOMA-IR value was calculated [51]. The estimated glomerular filtration rate (eGFR)
was calculated using the CKD-EPI creatinine equation [52]. Hypertriglyceridemia was de-
fined as triglycerides > 150 mg/dL (1.7 mmol/L) or the use of lipid-lowering medications
due to a previous diagnosis [53]. Trp and KP metabolites were analyzed in previously
deep-frozen serum samples using ultra-high-performance liquid chromatography coupled
with electrospray ionization/triple quadrupole mass spectrometry (UHPLC-ESI-MS/MS)
as described by Sadok et al. [5] with some modifications (Supplementary Materials).

The concentrations of Trp and individual KI” metabolites were used to calculate the
following ratios: the Kyn/Trp ratio (KTR), which reflects IDO activity; the Kyna/Kyn ratio
(KAT), which reflects KAT activity; the 3HKyn/Kyn ratio (KMO), which reflects KMO
activity; and the Kyna/3HKyn ratio and the Kyna/QA ratio, which reflect the imbalance
between kynurenines.

The study protocol was approved by the Bioethics Committee at the Nicolaus Coper-
nicus University in Torun and Collegium Medicum in Bydgoszcz, and written informed
consent was obtained from all the study participants (approval number KB 392/2018).

4.3. Statistical Analysis

The data were presented as means =+ standard deviation SD (Gaussian distribution)
or medians and 25th and 75th percentiles (non-Gaussian distribution). The Shapiro-Wilk
test was applied to test the Gaussianity. The variables were compared using Student’s
t-test (Gaussian) and the Mann-Whitney U test (non-Gaussian). To test for the significance
of difference between the percentages, we used the chi-squared test. Parameters with
non-Gaussian distribution were normalized by natural log transformation. The Spearman
rank correlation coefficients were computed. Logistic regression based on variables trans-
formed to z-scores was applied. Goodness of fit was evaluated by Hosmer and Lemeshow
chi-square. Trp and individual KP metabolites and their ratios were included separately in
logistic regression models as independent variables, with T2D as the dependent variable.
All logistic regression models were adjusted for age, BMI, eGFR, GGT, and hypertriglyc-
eridemia. The significance of the logistic models was tested by the Wald chi-squared
statistic. To correct p-values, the Benjamini-Hochberg procedure was applied to risk fac-
tor results to reduce the potential for type 1 error. During sample size determination, a
significance level of 0.05 was applied for parametric two-tailed Student’s t-tests with a
power level of 0.9. For nonparametric Mann-Whitney tests, the minimum sample size
required was increased by 15%. According to the pilot study, we calculated that enrolment
of 65 women in the NG group and 63 women in the T2D group would provide a power of
94% to show a significant difference in Trp concentrations. We decided to obtain such a
high power to be able to perform credible multivariable analyses. The level of statistical
significance was set as 0.05 (Statistica 13.3, StatSoft or MedCalc statistical software).

5. Conclusions

T2D occurrence is mainly associated with an increase in Trp and Kyna concentrations
with an accompanying increase in the Kyna/3HKyn ratio value. The different patterns of
correlations between kynurenines and metabolic factors in the obese NG and T2D women
are mostly reflected in the stronger relationship between BMI and KP metabolites in the NG
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women. These results may support the hypothesis that a modification in the kynurenine
pathway may be a potential therapeutic target for diabetes in obese women. Moreover,
KP metabolites may serve as a potential diagnostic tool for cardiometabolic disturbances
and T2D in obese women. However, future studies are required to verify our findings in a
larger group of obese middle-aged women.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /metabo12060492 /51, File: Quantitative analysis of Trp and KP
metabolites in serum samples and preparation of serum and calibration standards for UHPLC-ESI-
MS/MS analysis; Table S1: DMRM acquisition parameters DMRM acquisition parameters.
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16 ZGODA KOMISJI BIOETYCZNE)J

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 392/2018 Bydgoszez. 22.05.2018 r.

Dzialajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z pozniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja
1999 1w sprawie szczegolowych zasad powotywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych
(Dz.UNr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z p6zn. zm. w sprawie
powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(skfad podano w zalaczeniu). na posiedzeniu w dniu 22.05.2018 r. przeanalizowala wniosek.
ktory zlozyla Kierownik badania:

dr hab. n. med. Anna Stefanska
Katedra i Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej

Collegium Medicum w Bydgoszezy

7 zespolem w skladzie:

- prof. dr hab. n. med. Grazyna Odrowgz-Sypniewska, dr hab. n. med. Anna
Stefanska, lek. Roma Szezepanska-Mikolajewska, mgr Paulina Cembrowska, mgr
Justyna Kubacka,

w sprawie badania:

wZwigzek szlaku Kkatabolizmu tryptofanu z zaburzeniami depresyjnymi
i zwickszonym ryzykiem kardiometabolicznym.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjela
Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

W sprawie przeprowadzenia badan, w zakresie okreslonym we wniosku pod warunkiem:

e poinformowania uczestnikow badania o celu oraz zakresie badan i uzyskania od kazdego z nich osobnej.
pisemnej, swiadomej zgody na udzial w badaniu. zgodnie z obowiazujacymi przepisami, datowanej
najpozniej na moment rozpoczecia badania a nie wezedniej niz data uzyskania z Komisji Bioetycznej zgody
na takie badanie:

e sachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych pacjentow, umozliwiajacych ich
identyfikacje w ewentualnych publikacjach:

e sapewnicnia, ze osoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nie sa ubezwlasnowolnione. nie sa
zolnierzami sluzby zasadniczej. nie sa osobami pozbawionymi wolnosci. nie pozostaja w zaleznosci
sluzbowej. dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanie;

e sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacja o badaniu, lub sporzadzenie formularza
informacji i swiadomej zgody na udzial w badaniu na jednej kartce.

Jednoczesnie informujemy. iz . Zgoda na udzial w badaniu™ winna zawiera¢ m.in.: imi¢ i nazwisko badanej

osoby: Nr historii choroby pacjenta (L.ks.gl. Oddzialu/Poradni) oraz date i podpis badanej osoby. a takze
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klauzule. Ze uczestnik badania wyraza zgode na przetwarzanie danych osobowych dotyczacych realizacji tematu

badawczego, z wyjatkiem publikacji danych osobowych.

Kierownik badania zobowigzany jest do przechowywania wszystkich dokumentow dotyczacych badania przez

okres dwudziestu lat.
Zgoda obowigzuje od daty posiedzenia (22.05.2018 r.) do korica 2021 r.

Wydana opinia dotyezy tvlko rozpatrywanego wniosku = wwzglednieniem przedstawionego projekin:
kazda zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odr¢bnej opinii. Wnioskodawea zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, kiére moglyby mie¢ wphw na opini¢ Komisji oraz poinformovania o
zakonczeniu badania.

Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajgcy przeprowad=ié¢ ekspervment medvezny, kierownik zakiadu
opieki zdrowotnej, w kiérej ekspervment medyczny ma byé przeprowadzony, moga wniesé¢ odwolanie do
Odwolawezej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetyeznej przy
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Prof. dr hab. med.(Karol Sliwka
\

\

Przewodniczacy Komisji Bioetyczne;
.

\»\‘
Otrzymuje: S )
dr hab. n. med. Anna Stefanska
Katedra i Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Lista obecnosci

na posiedzeniu Komisji

Bioetycznej

w dniu  22.05.2018 r.
Lp. ! Imie i nazwisko Funkcja Podpis
| |
L. Prof. dr hab. med. Karol Sliwka Przewodniczacy J/
. Z-ca
2. Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas )
przewodniczacego
3. | Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska /n OW
1
-
[ 4 Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Boron
5. Prof. dr hab. med. Marek Grabiec
6 Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk X
: o A
\"!) o
7. | Drhab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osinska. prof. UMK ‘ O &\/lQ,
8. Dr hab. n med. Maria Kiopocka
i
]
0. Ks. dr hab. Wojciech Szukalski. prof. UAM Jm
, ( i
10. Dr n. med. Radoslawa Staszak-Kowalska %

Mgr prawa Patrycja Brzezicka

Mgr farm. Aleksandra Adamczyk

Mgr Lidia Iwinska-Tarczykowska
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17 OSWIADCZENIE AUTORA ROZPRAWY DOKTORSKIE)

Bydgoszcz, 14.02.2023r.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj wktad w powstawanie prac przeglagdowych pt.: Znaczenie wybranych
aminokwaséw w zaburzeniach metabolicznych, W: Choroby XXI wieku: diagnostyka,
prewencja i leczenie / Danielewska Alicja, Motdoch-Mendori Izabela (red.), 2022, Lublin oraz
Znaczenie aminokwasow rozgatezionych (BCAA) w insulinoopornosci i cukrzycy typu 2, W:
Najnowsze metody profilaktyki, rozpoznawania i leczenia choréb / Macigg Kamil, Talarek K.
(red.), 2020, Lublin, polegat na sporzadzeniu przegladu i analizy aktualnej literatury
naukowej oraz przygotowaniu manuskryptéw oraz dostosowaniu manuskryptéw do

wymogoéw technicznych wydawcy.

M@dj wkiad w przygotowanie prac oryginalnych pt.: The Association between Branched-
Chain Amino Acids (BCAAs) and Cardiometabolic Risk Factors in Middle-Aged Caucasian
Women Stratified According to Glycemic Status; Nutrients 2021, 13, 3307 oraz The
Kynurenine Pathway in Obese Middle-Aged Women with Normoglycemia and Type 2
Diabetes; Metabolites 2022, 12, 492, polegat na udziale w opracowaniu koncepcji pracy,
wspotuczestniczeniu w kompletowaniu grupy badanej oraz wykonywaniu oznaczer
wybranych biomarkerdw, przygotowaniu manuskryptu w tym interpretacji wynikéw i
opracowanie wnioskéw, oraz dostosowaniu manuskryptéw do wymogdw technicznych

wydawcy.

Justyna Kubacka

Y #2750 2N / i
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18 OSWIADCZENIE WSPOtAUTOROW ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Prof. dr hab. Grazyna Sypniewska Bydgoszcz, 10.02.2023r
Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej
Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Oswiadczenie o wspotautorstwie

Oswiadczam, ze moéj wkiad w powstawanie prac oryginalnych

1.The Kynurenine Pathway in Obese Middle-Aged Women with Normoglycemia and Type 2
Diabetes; Kubacka J., Staniszewska M., Sadok I., Sypniewska G., Stefarska A.

Metabolites 2022, 12, 492

2.The Association between Branched-Chain Amino Acids (BCAAs) and Cardiometabolic Risk
Factors in Middle-Aged Caucasian Women Stratified According to Glycemic Status. Kubacka
1., Cembrowska p, sypniewska G., Stefaniska A.

Nutrients 2021, 13, 3307

polegat na udziale w wizualizacji oraz akceptacji koricowych wersji manuskryptow.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedfozenie w/w artykutdéw przez mgr Justyne Kubacka
jako czesci rozprawy doktorskiej w formie cyklu prac opublikowanych w czasopismach
naukowych.

Pieczqtlka-i podpis

97



Lublin, 08.02.2023

dr hab. Magdalena Staniszewska prof. KUL
Instytut Nauk o Zdrowiu

Wydzial Medyczny

Katolicki Umwersytet Lubelski Jana Pawla IT
ul. Konstantynow 1 J, 20-708 Lublin

tel. 81-454-5621

email: magdalena.staniszewska(@kul.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, ze moj) wklad w powstanie niniejszej pracy:

Kubacka, J.; Staniszewska, M.; Sadok, 1.; Sypniewska, G.; Stefanska, A. The Kynurenine
Pathway in Obese Middle-Aged Women with Normoglycemia and Type 2 Diabetes.
Metabolites 2022, 12, 492

obejmowal nadzor nad wykonaniem analizy poziomu tryptofanu 1 jego metabolitow w
probkach surowicy za pomoca metody UHPLC-ESI-MS/MS, opracowane] w Pracowni Metod
Separacji 1 Spektroskopii w Interdyscyplinarnym Centrum Badan Naukowych KUL oraz
korekte merytoryczna na etapie przygotowania manuskryptu do druku.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie w/w artykulu przez mgr Justyne Kubacka jako
czesci rozprawy doktorskiej w formie cyklu prac opublikowanych w czasopismach naukowych.

Magpabue Wothasluo-

dr hab. Magdalena Staniszewska. prof. KUL
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dr hab. Anna Stefaniska, prof. UMK Bydgoszcz, 14.02.2023r.
Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej
Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Collegium Medicum im. Ludwika Rydgiera w Bydgoszczy

Oswiadczenie o wspoétautorstwie

Oswiadczam, ze mdj wktad w powstawanie obu prac pogladowych:

1) Znaczenie wybranych aminokwaséw w zaburzeniach metabolicznych, W: Choroby XXI
wieku: diagnostyka, prewencja i leczenie / Danielewska Alicja, Motdoch-Mendori Izabela
(red.), 2022, Lublin,

2) Znaczenie aminokwasdw rozgatezionych (BCAA) w insulinoopornosci i cukrzycy typu 2, W:
Najnowsze metody profilaktyki, rozpoznawania i leczenia choréb / Macigg Kamil, Talarek K.
(red.), 2020, Lublin, polegat na nadzorze merytorycznym oraz ocenie ostatecznej wersji
manuskryptow.

Oswiadczam, ze moéj wktad w powstawanie obu prac oryginalnych:

1) The Kynurenine Pathway in Obese Middle-Aged Women with Normoglycemia and Type 2
Diabetes; Metabolites 2022, 12, 492

2) The Association between Branched-Chain Amino Acids (BCAAs) and Cardiometabolic Risk
Factors in Middle-Aged Caucasian Women Stratified According to Glycemic Status; Nutrients
2021, 13, 3307, polegat na udziale w opracowaniu koncepcji pracy, nadzorowaniu projektu
badawczego, analizie statystycznej wynikéw, pomocy w wykonaniu oznaczen wybranych
markeréw oraz pomocy w przygotowaniu manuskryptu, ocenie merytorycznej oraz ocenie
ostatecznej wersji manuskryptow.

Jednocze$nie wyrazam zgode na przedtozenie w/w artykutéw przez mgr Justyne Kubacka
jako sktadowych rozprawy doktorskiej w formie cyklu prac opublikowanych w czasopismach
naukowych.

Pieczatka i podpis

ADIUNKT

Katedry D agnostyki-taberatoryjnej
5 (/ Q
ARCT

dr hab, Stefanska, prof. UMK
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dr n. med. Paulina Cembrowska t6dz, 10.02.2023r.
Synevo Sp. 0.0.
Laboratorium Medyczne Synevo tédz

ul. Krakusa 28 £6dz

Oswiadczenie o wspdtautorstwie

Oswiadczam, ze mdj wkiad w powstawanie pracy pt.: The Association between Branched-
Chain Amino Acids (BCAAs) and Cardiometabolic Risk Factors in Middle-Aged Caucasian
Women Stratified According to Glycemic Status; Nutrients 2021, 13, 3307, polegat na
udostepnieniu danych antropometrycznych oraz biochemicznych dla wybranych grup kobiet
oraz udostepnieniu wczesniej pozyskanych przeze mnie prébek materiatu biologicznego w
celu wykonania dodatkowych oznaczen.

Jednoczes$nie wyrazam zgode na przedtozenie w/w artykutu przez mgr Justyne Kubacka jako
czeéci rozprawy doktorskiej w formie cyklu prac opublikowanych w czasopismach
naukowych.

13408

p.o/ KIEROWNIKA

Labgra(or'll,l

&CQL(ZOZS

Medyczne SYNEVO £6dz
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Lublin, 10.02.2023r.
dr llona Sadok

Katedra Chemii

Instytut Nauk Biologicznych

Wydziat Medyczny

Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta I
ul. Konstantynéw 1J, 20-708 Lublin, Polska

ilona.sadok@kul.p!

Oswiadczenie o wspdétautorstwie

Osdwiadczam, ze méj wktad w powstawanie pracy pt.: The Kynurenine Pathway in
Obese Middle-Aged Women with Normoglycemia and Type 2 Diabetes; Metabolites 2022,
12, 492, polegat na oznaczeniu stezenia tryptofanu i jego metabolitéw za pomoca
zoptymalizowanej i zwalidowanej metody UHPLC-MS/MS z wykorzystaniem aparatury
dostepnej w KUL.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedfozenie w/w artykutu przez mgr Justyne
Kubacky jako czeéci rozprawy doktorskiej w formie cyklu prac opublikowanych w
czasopismach naukowych.
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