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Tytut pracy: Znaczenie wybranych aminokwasdéw i ich metabolitéw w ocenie ryzyka
kardiometabolicznego u kobiet w srednim wieku

Promotor: dr hab. n. med. Anna Stefariska, prof. UMK
Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej

Obserwowane na przestrzeni ostatnich dziesiecioleci zmiany spoteczno-ekonomiczne,
zwigzane ze wzrostem gospodarczym i uprzemystowieniem, wraz z towarzyszaca modyfikacjg
stylu zycia, legly u podstaw lawinowego rozwoju chordb uktadu krazenia u ludzi. Ryzyko
globalnego rozpowszechnienia wymienionych schorzen wigze sie bowiem z — bedacymi czesto
efektem niewtadciwych zachowari zywieniowych — otytoscia, dyslipidemia, nadci$nieniem
tetniczym, cukrzycy, insulinoopornosciy czy ogdlnoustrojowym stanem zapalnym. Wéréd
czynnikéw majacych wielce prawdopodobny zwigzek z rozwojem chordb kardiometabolicznych
wymienia sig aminokwasy o rozgatgzionych taicuchach (BCAA, branched-chain amino acid) oraz
aromatyczne. Wskazuje sig, ze podwyzszone stezenia wymienionych zwigzkdw organicznych we
krwi koreluja z otytoécig i zwiekszonym ryzykiem insulincopornodci i cukrzycy typu 2 (T2D, type
2 digbetes). Z uwagi na powyisze oraz na fakt, ze zapadalno$¢ i émiertelnoéc zwigzana
z zaburzeniami uktadu sercowo-naczyniowego (CVD, cardiovascular disease), rozpoznawanymi
u coraz mtodszych pacjentéw, szczegdlnie ptyci zeriskiej, stale roénie, procedury diagnostyczne
| terapeutyczne dedykowane CVD s3 obecnie niezaspokojong potrzeba kliniczna. Stad tez,
badania, pod wspdlng nazwa: ,Znaczenie wybranych aminokwaséw i ich metabolitéw w ocenie
ryzyka kardiometabolicznego u kobiet w $rednim wieku”, prowadzone przez Panig magister
Justyne Kuback, pod opiekg Pani dr hab. n. med. Anny Stefariskiej, prof. UMK, wpisujace sie
W powyzszy nurt badan naukowych, uwazam za niezwykle interesujace, zaréwno ze wzgledéw
naukowych, jak i potencjalnie klinicznych.

Rozprawa doktorska mgr Justyny Kubackiej, ktérej celem byto oszacowanie znaczenia
wybranych BCAA oraz tryptofanu i jego metabolitéw w ocenie ryzyka kardiometabolicznego
u kobiet w wieku $rednim, o typowym uktadzie dla opracowan naukowych z dziedziny nauk
medycznych, zostata przygotowana na podstawie monotematycznego cyklu czterech publikacji,
ktorych teksty stanowig integralny element dysertacji.
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Poprzedza je kilkudziesieciostronicowe, polskojgzyczne wprowadzenie, obejmujace migdzy innymi: wykaz
skrétow, wstep i cel pracy, metody badawcze, podsumowanie i omoéwienie wraz z dyskusjg wynikow,
ograniczenia prac oryginalnych, wnioski z implikacjami praktycznymi, jak i streszczenia.

Prace, bedace podstawg rozprawy, zostaty opublikowane w latach 2020 — 2022, dwie z nich
o charakterze prac pogladowych, jako czeéci monografii (Wydawnictwo Naukowe TYGIEL), zas dwie
oryginalne na tamach czasopism: Nutrients i Metabolities. We wszystkich pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem, za$ jej wiodacy udziat w powstaniu tych prac wigzat sie z analizg literatury naukowe;
wtasciwej dla ich przedmiotu, opracowaniem koncepcji prac, wspétuczestniczeniem w doborze oséb do grup
badanych, wykonywaniem oznaczen, analiza i interpretacjg uzyskanych wynikdéw, oraz przygotowaniem
manuskryptow zgodnie z wymaganiami technicznymi wydawcy. Pozostali wspétautorzy — zgodnie
z zamieszczonymi oswiadczeniami — wyrazili zgode na przedtozenie tych prac przez Panig mgr Justyne
Kubacka, jako czesci sktadowych Jej rozprawy doktorskiej, przygotowanej w formie spéjnego tematycznie
zbioru artykutdw.,

Nalezy podkreéli¢, ze dwie z omawianych prac zostaty opublikowanych w wymienionych wyzej,
prestizowych czasopismach naukowych, indeksowanych w interdyscyplinarnej bazie Journal Citation Reports,
o facznej wartosci wskaznika oddziatywania (IF, impact factor) wynoszacym 12,287. Punktacja Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa dla tych prac wynosi 240.000, podczas gdy liczba punktéw — 280.000 odnosi sie do
wszystkich czterech artykutow wspéttworzacych rozprawe. Powyisze wskazuje, ze przedmiotowe prace,
bedgce podstawg ubiegania sie o stopieri naukowy doktora, zostaty wczeéniej poddane wysoce
wymagajacym procesom recenzji i spetnity wymagania stawiane w swiatowych, renomowanych
czasopismach naukowych.

Nadrzedny, wspomniany wyzej, cel pracy doktorskiej zostat osiggnigty przez Autorke poprzez
realizacje kolejnych, logicznie powigzanych celdw podrzednych, obejmujacych ocene zaleznosci pomiedzy
catkowitym surowiczym stezeniem BCAAs a czynnikami ryzyka kardiometabolicznego u kobiet w wieku
okotomenopauzalnym, cechujgcych sie normoglikemia lub dysglikemia, oraz oceng zwigzku tryptofanu i jego
metabolitdw z szlaku kinureninowego z wystepowaniem T2D i metabolicznymi czynnikami omawianego
ryzyka u otytych kobiet w srednim wieku.

Na przeprowadzenie badan, stanowigcych powyzsze cele pracy, wyrazita zgode Komisja Bioetyczna
przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy (numer zgody KB 392/2018, pismem z dnia
25.05.2018r.).

Pierwsze dwie publikacje noszace tytuly odpowiednio: ,Znaczenie wybranych aminokwasow
w zaburzeniach metabolicznych” oraz “Znaczenie aminokwasdw rozgatezionych (BCAA) w insulinoopornosci
i cukrzycy typu 2", bedace przegladem i analizg aktualnej literatury naukowej, wskazujg na role
nieprawidtowych przemian aminokwaséw, w tym — leucyny, izoleucyny, waliny, glicyny, tryptofanu, czy
argininy i glutaminy, w rozwoju zaburzen gospodarki weglowodanowej i lipidowej, stanowigcych ogniwo
patogenetycznych zmian prowadzacych do ujawnienia sie choréb sercowo-naczyniowych. Co wigcej,
Doktorantka sugeruje, ze ocena stezert aminokwasdw rozgatezionych i aromatycznych, jak i metabolitow tych

zwigzkdw moze zostad zastosowana jako potencjalny wskaznik przewidywania ryzyka rozwoju omawianych
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patologii. Zatem tematyka tych prac doskonale wprowadza czytelnika w zakres badan prowadzonych przez
Doktorantke a opisanych w kolejnych eksperymentalnych pracach.

| tak w pierwszej pracy oryginalnej noszacej tytut: , The association between branched-chain amino
acids (BCAAs) and cardiometabolic risk factors in middle-aged caucasian women stratified according to
glycemic status”, Doktorantka w grupie 184 kobiet z normoglikemig (NG) i 165 z dysglikemig (DG, tj. z T2D,
z nieprawidtowa glikemia na czczo, z wartoscig wskaznika insulinoopornosci HOMA-IR < 2.3) ocenita zwigzek
catkowitego stezenia BCAAs (leucyny, izoleucyny i waliny) z wybranymi czynnikami ryzyka
kardiometabolicznego. Wsrdd tych czynnikdéw oszacowata parametry wskazujgce na: hiperlipidemie,
nadciénienie tetnicze, nasilony stan zapalny, stfuszczenie watroby i obnizony szacowany wspoétczynnik
przesaczania ktebuszkowego (eGFR, estimated glomerular filtration rate), a ponadto hiperkalcemie. Wyniki
powyzszych analiz potwierdzity znany zwigzek pomiedzy BCAA a insulinoopornoécig i cukrzyca, bowiem
Autorka wykazata istotnie wyzsze wartoéci stezet BCAAs we krwi kobiet z dysglikemia. Ponadto,
przeprowadzona — po uwzglednieniu wartosci BMI oraz wieku pacjentek majgcych istotny wptyw na
przemiany omawianych aminokwaséw — ocena zwiazku BCAAs z czynnikami ryzyka kardiometabolicznego
u kobiet z grupy DG, pozwolita na stwierdzenie istotnych zaleznosci z catkowitym stezeniem wapnia (TCa),
skorygowanym stezeniem wapnia (CCa), stezeniem hemoglobiny glikowanej (HbAlc), glukozy, wartodcia
HOMA-IR, stezeniem cholesterolu frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL-C, ujemna korelacja),
triacylogliceroli (TG) oraz TG/HDL-C. Co wiecej, u grupie kobiet z dysglikemig Doktorantka dowiodta, ze
wspétwystepowanie zaburzen gospodarki weglowodanowej z stezeniami BCAAs powyzej 475 pmol/L
(warto$é srodkowa) wigze sie z wyraznie wyzszymi stezeniami TCa, CCa, HbA1c i TG, czego nie obserwowano
u kobiet z wymienionej grupy u ktérych stezenie BCAAs byto nizsze. Surowicze stezenia BCAA byly istotnie
zwigzane z prawdopodobieristwem wystgpienia ocenianych czynnikdéw ryzyka kardiometabolicznego we
wszystkich grupach, z wyjatkiem TC/HDL-C > 4,5 (grupa DG) oraz TC/HDL-C > 4,5, TG > 1,7, HbAlc > 39 oraz
nadciénienia lub leczenia nadciénienia tetniczego (grupa NG), a kazdy wzrost stezenia analizowanych
aminokwasdw o 10 pmol/L zwiekszat to prawdopodobienstwo. Pani Magister wykazata takze, ze w grupie
kobiet z dysglikemia stezenie BCAA, TCa lub CCa oraz zmienna wiek byfy istotnie zwigzane ze stezeniem
HbAlc, niezaleznie od wartoéci BMI. Zdaniem Autorki, umiarkowanie podwyzszone wartosci stezeri BCAA
u chorych z hiperglikemia lub wzmozong aktywnoscig stanu zapalnego moga zaburzac przemiany glukozy,
lezace u podstaw dysfunkcji uktadu sercowo-naczyniowego, poprzez m. in. obnizanie progu fosforylacji
kinazy serynowo-treoninowej (mTOR, mammalian target of rapamycin), bedacej biatkiem regulujgcym
nasilenie wielu istotnych procesdow wewngtrzkomorkowych, w tym — transkrypcji, translacji czy organizacji
cytoszkieletu, jak i szklakow sygnalizacyjnych komérki zwigzanych z insuling i insulinopodobnymi czynnikami
wzrostu 1i2. Doktorantka zwigzata takze powyzsze patomechanizmy z wpfywami zaréwno reaktywnych form
tlenu (RFT), jak i hiperkalcemii. Wiadomo bowiem, ze nadmiar RFT sprzyja reakcji glikooksydacji, co moze
prowadzi¢ do zwiekszonej biosyntezy HbAlc i produktéw koricowych zaawansowanej glikacji, zas wysokie
stezenia wapnia moga sprzyjac dysfunkcji komaorek B trzustki, jak i modulowac ekspresje transportera glukozy
typu 4.

W drugiej publikacji oryginalnej, pt. ,The kynurenine pathway in obese middle-aged women with

normoglycemia and type 2 diabetes”, z uwagi na zalezne od stanu otyfosci oraz czynnikdw stymulujgcych
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proces zapalny przemiany tryptofanu (Trp), Doktorantka, poddata ocenie zwigzek wymienionego
aminokwasu i jego metabolitéw z szlaku kinureninowego (KP, kynurenine pathway) z czynnikami ryzyka
kardiometabolicznego oraz T2D, u 128 otytych kobiet, w tym — 65 kobiet z normoglikemia (NG) i 63 kobiet z
T2D. Czg$¢ badan stanowigcych cel omawianej pracy wykonanc, metods ultrawysokosprawnej
chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig mas z jonizacjg przez elektrorozpylanie (UHPLC-ESI-
MS/MS, ultrahigh performance liquid chromatography—electrospray ionization tandem mass spectrometry),
we wspotpracy z Pracownig Zastosowan Metod Separacji i Spektroskopii Katolickiego Uniwersytetu
Lubelskiego w Lublinie. Sposréd ocenianych metabolitéw tryptofanu, tj. kinureniny (Kyn, kynurenine),
3-hydroksykinureniny (3HKyn, 3-hydroxykynurenine), kwasu kinurenowego (Kyna, kynurenic acid) i kwasu
chinolinowy (QA, guinolinic acid), stezenia samego zwigzku macierzystego, tj. Trp, i Kyna byly istotnie wyzsze
we krwi kobiet z T2D w pordwnaniu do stezenia cechujacego pacjentki z NG. Co wiecej, w przebiegu cukrzycy
Autorka stwierdzita wystgpowanie istotnie wyzszych wartosci stosunkéw Kyna/QA oraz Kyna/3HKyn
odzwierciedlajacych zachwianie réwnowagi miedzy kinureninami, w przeciwierstwie do poréwnywalnych do
grupy z NG wartosci stosunkéw: Kyn/Trp (KTR) — ktéry odzwierciedla aktywnoéé¢ IDO (indoleamine 2,3-
dioxygenase), Kyna/Kyn (KAT) — ktéry odzwierciedla aktywnoéé KAT (kynurenine aminotransferase),
3HKyn/Kyn (KMO) - ktéry odzwierciedla aktywno$é KMO (kynurenine-3-monooxygenase). Co wiecej,
stgzenia Trp i Kyna oraz wartos¢ stosunku Kyna/3Hkyn byty zdaniem Doktorantki najsilniej zwigzane
z wystgpowaniem T2D, natomiast bardziej nasilone zwigzki pomiedzy stezeniem ocenianego aminokwasu
i jego metabolitéw a wartoscig BMI cechowaty kobiety z normoglikemia. Jednakze, zdziwienie budzi brak
zwigzku pomigdzy Trp oraz wszystkimi jego pochodnymi a stezeniem HbAlc u badanych kobiet z obu grup.
Stad, uprzejmie zapytuje Doktorantke o prawdopodobna przyczyne takiego zjawiska. Powyzsze zapytanie
wynika z faktu, ze obie publikacje eksperymentalne wchodzace w skiad analizowanej dysertacji sa ubogacone
w przemyslane dyskusje, w ktérych Pani Magister nie odnosi swoich rezultatéw badari wytacznie do wynikdw
innych autoréw, lecz stawia odwazne, cho¢ wywazone hipotezy. Zatem lektura tych prac, ktére zostaty
opatrzone w liczne tabele i ryciny, stanowi dla czytelnika znaczng przyjemno$é. Wydaje sie jednakze, ze
~wzmocnieniem” wynikéw pracy bytoby podzielenie grupy kobiet z cukrzycg na podgrupy uwzgledniajace
zaréwno czas trwania choroby (z opisu kryteriéw wtgczenia wnioskujg, ze byty wérdd kobiet chorych osoby
ze swiezo rozpoznang cukrzyca na podstawie dwdch niezaleznych pomiaréw glikemii na czczo, jak i osoby
z cukrzyca juz leczone), jak i stosowane leczenie (zwigzek metforminy z przemianami aminokwaséw zostat
opisany — doi.org/10.1016/ j.molmet.2023.101750, doi:10.1016/j.metabol.2013.07.003).

Pani mgr Justyna Kubacka podsumowuje rezultaty swoich badari wskazujac, e oznaczanie stezenia
tryptofanu, metabolitéw szlaku kinureninowego oraz aminokwaséw o rozgatezionych taricuchach we krwi,
mogg zostac wykorzystane jako potencjalne narzedzia diagnostyczne, prognostyczne lub rokownicze
zaburzers kardiometabolicznych, w tym — cukrzycy typu 2 u kobiet w érednim wieku. Jakie nalezy zatem
wdrozy¢ dziatania, aby ocena ilosciowa wymienionych parametréw, w tatwo dostepnym materiale

biologicznym jakim jest krew, weszta do praktyki medycyny laboratoryjne;j?

W podsumowaniu o$wiadczam, ze przedtozona mi do recenzji dysertacja doktorska pt.: ,Znaczenie

wybranych aminokwaséw i ich metabolitéw w ocenie ryzyka kardiometabolicznego u kobiet w érednim
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wieku” jest oryginalnym, samodzielnym dorobkiem naukowym Pani mgr Justyny Kubackiej, Kandydatki do
stopnia naukowego doktora nauk medycznych. W recenzowanej pracy Doktorantka podjeta bardzo aktualng
i istotng — z punktu widzenia postepowania diagnostycznego w chorobach cywilizacyjnych jakimi sg cukrzyca
typu 2 i zaburzenia sercowo-naczyniowe — tematyke, wykazata sie wiedza teoretyczng, znajomoscig
warsztatu badawczego, technik analizy statystycznej i umiejetnoscig krytycznej analizy uzyskanych wynikow.

Jednoczeénie potwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce. Z petnym przekonaniem przedktadam, Szanownym Czfonkem Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy, wniosek o dopuszczenie Pani
mgr Justyny Kubackiej do dalszych etapdw przewodu doktcrskiege.

Jednoczesnie, po wnikliwej analizie rozprawy doktorskiej, doceniajac nakiad pracy i wyjatkowe walory
poznawcze i praktyczne znaczenie otrzymanych przez Panig mgr Justyne Kubacka wynikéw badan, wnosze
do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy wniosek
o wyrdznienie przedmiotowej pracy doktorskiej.
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