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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Jolanty Samulak
pt.: ,,Stezenie N-tlenku trimetyloaminy (TMAQO) w osoczu krwi ludzkiej w warunkach

fizjologicznych i patologicznych”

1.Formalna podstawa opracowania recenzji

Formalng podstawe opracowania recenzji stanowi Uchwala nr 1 Rady Naukowej
Akademii Wychowania Fizycznego i Sportu w Gdansku z dnia 16 grudnia 2021r. w sprawie

powolania recenzentéw w przewodzie doktorskim mgr Joanny Samulak.

2. Ocena merytoryczna rozprawy

2.1 Trafnos¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Choroby cywilizacyjne o etiologii miazdzycowej, do ktérych nalezg m.in. choroba
wiencowa, udar mézgu, choroby tetnic obwodowych, stenoza zastawki aortalnej, stanowig
jedno z najwigkszych wyzwan wspodlczesnej medycyny. Réwnoczesnie z rozwijaniem
zaawansowanych metod medycyny naprawczej, ktérej sukcesy przekladajg si¢ na poprawe
rokowania pacjentow obcigzonych chorobami serca 1 naczyn, poszukuje si¢
niefarmakologicznych metod prewencji pierwotnej i prewencji wtérnej tych choréb, do ktérych
naleza m.in.: stosowanie optymalnej diety, zwigkszenie aktywnos$ci fizycznej, rzucenie
palenia, interwencje psychospoteczne, nauka metod radzenia sobie ze stresem. W praktyce, w
prewencji wtornej chorob uktadu sercowo-naczyniowego (ang. CVD, cardiovascular disease)
stosuje si¢ programy kompleksowej rehabilitacji kardiologicznej, realizowane w warunkach
stacjonarnych, w o$rodku dziennym lub jako kardiologiczna telerehabilitacja hybrydowa
(HCTR, hybrid cardiac telerehabilitation) obejmujgca faze I prowadzong w warunkach

stacjonarnych lub w warunkach ambulatoryjnych w osrodku/na oddziale dziennym, a nast¢gpnie



faze II realizowang w warunkach domowych, w miejscu zamieszkania przy wykorzystaniu
technologii transmisji danych.

W ostatnich latach uwage naukowcow zwrocily wyniki badan, w ktérych wykazano pozytywny
zwigzek metabolitow mikrobiomu z rozwojem chordb cywilizacyjnych, takich jak nadcisnienie
tetnicze, miazdzyca tetnic, niewydolno$¢ serca, choroby neurodegeneracyjne, a takze
insulinooporno$¢ i cukrzyca. Jak pokazaly liczne eksperymenty na zwierzetach, jednym z
metabolitéw produkowanych przez mikrobiom jest trimetyloamina (TMA), ktéra w watrobie,
na skutek reakcji katalizowanej przez flawinomonooksygenaze 3, ulega przemianie do N-
tlenku trimetyloaminy (TMAO).

W 2011 roku Wang i1 wsp. zasugerowali w swojej pracy, ze TMAO moze uczestniczy¢ w
rozwoju miazdzycy, tj. poprzez zmniejszenie odwrotnego transportu cholesterolu TMAO
zwigksza wychwyt cholesterolu w $cianie naczynia, co prowadzi do tworzenia komoérek
piankowatych pochodzacych gléwnie z makrofagdw obcigzonych cholesterolem i rozwoju
zmian miazdzycowych. Najpewniej TMAO wplywa na zmniejszenie odwrotnego transportu
cholesterolu podnoszac wychwyt cholesterolu w $cianie naczynia, prowadzac do tworzenia
komorek piankowatych i rozwoju zmian miazdzycowych. W ostatnich meta-analizach
wykazano, ze u 0s6b z wysokim stezeniem TMAO w osoczu czesto$¢ wystepowania
powaznych niepozadanych incydentéw sercowo-naczyniowych (ang. MACE, major adverse
cardiovascular events) jest znacznie wyzsza niz u pacjentéw z niskim stezeniem TMAO.

W kontekscie powyzszych informacji podjgcie przez mgr Joanne Jolante Samulak tematu:
»Stezenie N-tlenku trimetyloaminy (TMAO) w osoczu krwi ludzkiej w warunkach
fizjologicznych i patologicznych”” wydaje si¢ by¢ niezmiernie istotne z klinicznego punktu
widzenia i stanowi wazny wklad do badan nad metodami profilaktyki choréb na podiozu
miazdzycowym.

Doktorantka przyjeta w swojej pracy trzy gtoéwne cele badawcze:

1) okreslenie, czy stezenie TMAO w osoczu krwi jest modyfikowane podczas dlugotrwatej
suplementacji karnityna i po jej zaprzestaniu oraz czy wywiera to wptyw na wybrane wskazniki
stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego u zdrowych ludzi,

2) ustalenie, czy 24-tygodniowy trening oporowy zmienia stezenie TMAO w osoczu oraz w
jakim stopniu wigczenie suplementacji karnityng do procesu treningowego wplynie na zmiang
stezenia TMAO,

3) okreslenie, czy stezenie TMAO w osoczu u 0s6b z chorobg sercowo-naczyniowg roézni si¢
od tego zwigzku u oséb zdrowych.

Do badania wigczono kobiety w wieku 43-91 lat, bez rozpoznanej trimetyloaminurii.



We Wstepie rozprawy Doktorantka przedstawita definicje zdrowia, omdwita role aktywnosci
fizycznej 1 prawidlowo skonstruowanej, zbilansowanej diety na zmniejszenie ryzyka zgonu z
przyczyn sercowo-naczyniowych.
Podkreslita role metabolitow mikrobiomu jelitowego, w tym- trimetyloaminy, na modulacje
stanu zdrowia zywiciela, w tym- wspomniang wyzej produkcje TMA, ktéra w watrobie ulega
przemianie do TMAO. W dalszej czgsci oméwiona zostata rola TMAO, w tym- znaczenie w
osmoregulacji u ryb morskich poprzez wptyw na przepuszczalnos$¢ blony komoérkowej. TMAO
réwniez hamuje tworzenie agregatéw biatkowych, mogac odgrywaé istotng role w rozwoju
chordéb neurodegeneracyjnych.
Wazng czgscig ,,Wstgpu” jest omdéwienie korzystnego wplywu systematycznego treningu
fizycznego wytrzymato$ciowego, jak réwniez, co wiadomo z pracy przegladowej z 2011r.
(Strasser i Schobersberger), treningu oporowego, na zapobieganie stresowi oksydacyjnemu,
redukceji stanu zapalnego i w konsekwencji miazdzycy. Ponadto w tej czgsci rozprawy znalezé
mozna wartosciowe informacje naukowe na temat m.in. wplywu tzw. diety
srédziemnomorskiej na zmniejszenie ryzyka chorob uktadu sercowo-naczyniowego. Wstep jest
napisany w sposob logiczny, wyczerpujacy, bez bledéw merytorycznych.

W rozdziale ,,Material i metody” przedstawila opis trzech badan, w ramach ktorych
dokonywano oznaczen we krwi ludzkiej kobiet w przedziale wiekowym 43-91 lat. Material
zostal pobrany w latach 2016-2019. Protokoty badan zostaly zatwierdzone przez Niezalezna

Komisj¢ ds. Badan przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym.

W pierwszym badaniu osoby badane przez 24 tygodnie (n=11 kobiet) otrzymywaly
doustnie L-karnityne. Do grupy kontrolnej witaczono 9 kobiet.

W badaniu 1 B oceniano wplyw zaprzestania suplementacji na badane wskazniki w
osoczu- po 12 miesigcach od zakonczenia podazy L-karnityny.

W drugim badaniu uczestniczki podzielono na trzy grupy: I- grupa trenujaca kontrolna

uczestniczaca w protokole bez zadnej suplementacji; grupa II- otrzymujaca suplementacje L-
leucyny, grupa III- otrzymujgca suplementacje L-leucyny i L-karnityny. Treningi odbywaly si¢
w grupach do 12 oséb, dwa razy w tygodniu, na sitowni komercyjne;j.

W trzecim badaniu kryterium wigczenia pacjentéw z ChSN byta kwailfikacja do angiografii

wiencowej, z ktérej to populacji wyselekcjonowano 3 grupy kobiet: I- z ostrym zespotem
wiencowym (OZW) —n=23; II- ze stabilng chorobg wiencowa, kwalifikowanych do elektywne;
koronarografii — n= 25; III- z niskim ryzykiem choroby wiencowej, n=35.

Wyniki z badan Doktorantka przedstawita w rozdziale nr 4, wskazujac, ze pod wplywem

suplementacji karnityng stezenie TMAO w osoczu krwi ludzkiej zwigkszylo sie, co jednak nie



wigzato si¢ ze zmianami w profilu lipidowym oraz w wybranych wskaznikach stanu zapalnego
1 stresu oksydacyjnego. Wyniki stezen TMAO w osoczu grup placebo oraz otrzymujacych L-
karnityng przedstawita na wykresach, natomiast wyniki w zakresie oceny stezen biomerkerow
stanu zapalnego, metabolitow lipiddw w surowicy, markeréw stanu zapalnego, liczbe
krazacych biatych krwinek, czgstotliwo$¢ spozycia ryb, spozycie energii i sktadnikow
odzywczych w diecie w grupach badanych i kontrolnych — w postaci tabel.

Istotnych zmian w stezeniu TMAO nie stwierdzono natomiast po 24. tygodniach treningu
oporowego; nie zaobserwowano takze zmian pomigdzy stezeniem TMAO w osoczu krwi kobiet
z chorobg sercowo-naczyniowg a grupg kobiet zdrowych. Zaobserwowano jednak réznice w
stezeniu trimetyloaminy (TMA) pomiedzy osobami z CVD a zdrowymi, co wskazuje m.in. na
konieczno$¢ dalszych badan celem ustalenia potencjalnych korzysci lub szkodliwego dziatania
metabolitéw mikrobiomu jelitowego.

Rozdzial ,Dyskusja” wskazuje na- umiejetno$¢ Doktorantki przeprowadzenia
krytycznej analizy naukowej uzyskanych wynikoéw i przedyskutowania ich z wynikami innych
autoréw. Ujawnita zdolno$¢ Autorki do przeanalizowania wynikéw badan nad TMAO na
przestrzeni lat, zaczynajac od postrzegania TMAO w ubieglym stuleciu jako stabilizatora biatek
w warunkach stresu srodowiskowego, przede wszystkim w warunkach wysokiego ci$nienia
hydrostatycznego. W kolejnych badaniach kilkukrotnie wykazano, ze zastosowanie
suplementacji L-karnityng podwyzsza poziom TMAO w osoczu. W badaniu przeprowadzonym
przez Doktorantke 10-krotny wzrost TMAO w osoczu, wywolany suplementacjg L-karnityna,
nie wptynagt na stezenia markerow zapalnych, tj. ICAM, VCAM, L-selektyne, P-selektyne,

biatko C-reaktywne, czynnik martwicy nowotworu i interleuing-6.

2.2 Oryginalnos¢ podejmowanej tematyki badawczej, ocena uzyskanych rezultatow

i ich znaczenie dla nauki i praktyki.

Pomimo przeprowadzonych na $wiecie licznych badan klinicznych na temat wptywu
treningu fizycznego i1 diety $rédziemnomorskiej na ryzyko rozwoju chordéb sercowo-
naczyniowych o podtozu miazdzycowym, badania oceniajace efekty interwencji zwigzanych
ze stylem zycia a poziomem TMAO sg w literaturze przedmiotu bardzo skape. Na podstawie
tych badan wiadomo, ze w niektérych populacjach o0séb starszych, otylych, z
insulinooporonoscig, indukowane dietg ograniczenie spozycia kalorii potaczone z treningiem
fizycznym na biezni ruchome;j lub cykloergometrze, moze w wigkszym stopniu wpltywaé na

zmiany poziomu TMAO w poréwnaniu z dietg eukaloryczng i aktywno$cig fizyczng. Poniewaz



TMAO jest sugerowany jako istotny czynnik rozwoju i progresji stanéw patologicznych na
podlozu miazdzycy, a L-karnityna jest wcigz stosowana jako suplement diety, Doktorantka
podjeta si¢ wyjasnienia zagadnienia, czy dlugotrwate stosowanie L-karnityny oraz czy
zwiekszona aktywno$¢ fizyczna wplywaja na stezenie TMAO w osoczu ludzi zdrowych oraz
w osoczu 0s6b z przewleklym zespolem wiencowym lub po ostrym zespole wiencowym.
Oryginalno$¢ podjetej tematyki badawczej przejawia si¢ rowniez w ocenie, czy w/w dziatania
wywierajg istotny wpltyw na wybrane wskazZniki stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego we
krwi badanych oséb. Cenne dla nauki byto utworzenie grupy badanej jedynie z kobiet, ktére sa
populacjg przez lata ubogo reprezentowang w badaniach nad chorobg wiencows. Recenzent
docenia rowniez zastosowanie treningu oporowego do oceny wpltywu wysitku na modyfikacje
stezenia TMAO w osoczu, gdyz wigkszos¢ naukowcoOw skupia swoja uwage na treningu
wytrzymaltosciowym, traktujac go jako najkorzystniejszy rodzaj wysitku sugerowanego w
prewencji miazdzycy. Gléwne korzysci z treningu oporowego obejmujg zmiang sktadu ciala,
mobilizacje trzewnej i podskornej tkanki thuszczowej, obnizenie spoczynkowego ci$nienia

krwi, poprawe profilu lipidowego oraz lepszg kontrole glikemii.
W wyniku badan Doktorantka wyciggnela nastepujace wnioski:

1) Suplementacja karnityng w sposob istotny, ale nie trwaly, podwyzsza stezenie TMAO w
0soczu, przy czym zmiany te nie wywieraja wptywu na profil lipidowy oraz wybrane wskazniki

stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego badanych

2) 24-tygodniowy trening oporowy nie jest czynnikiem wplywajgcym na modyfikacje stezenia
TMAO w osoczu

3) Obecnos¢ choroby sercowo-naczyniowej nie powoduje zmian stgzenia TMAO w osoczu

krwi, niemniej jednak zaobserwowano réznice w stezeniu TMA pomiedzy grupami.

Analizujgc wyniki i wyciagajac wnioski z pracy Doktorantka podkreslata informacje z badan
innych autoréw, ze karnityna i TMAO wywierajg przeciwstawne dziatanie w kontekscie
rozwoju miazdzycy: karnityna cechuje si¢ dzialaniem przeciwzapalnym i antyoksydacyjnym,
natomiast TMAO- dzialaniem prozapalnym i prooksydacyjnym. Doktorantka prawidlowo, w
sposob krytyczny, przedyskutowala to zagadnienie w rozdziale ,,Wnioski”, wskazujac na
potrzebe prowadzenia dalszych badan i poglebiania wiedzy w celu okreslenia potencjalnych

korzysci lub szkodliwego dziatania mikrobiomu jelitowego.



Umiejetnie 1 merytorycznie opisata réznice w wynikach badan r6znych autor6w nad TMAO
i L-karnityna, wykazujac zrozumienie dla r6znicy w opiniach naukowcow. Uzyskane wyniki
maja duze znaczenie dla nauki i praktyki, gdyz — pomimo dynamicznego rozwoju medycyny
naprawczej 1 badan nad czynnikami ryzyka choréb uktadu sercowo-naczyniowego, zdarzenia
sercowo-naczyniowe nadal stanowig gléwng przyczyne zgonéw w krajach wysoko
rozwinietych. Uzasadniajg potrzebg prowadzenia dalszych badan w celu okreslenia roli TMAO

w warunkach fizjologicznych i patologicznych.

2.3 Uktad pracy, poprawnos¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna.

Przedstawiona rozprawa doktorska liczy 88 stron, w tym 15 tabel i 21 rycin. Wykaz skrotéw
zamieszczono na koncu rozprawy. Zostala napisana z zachowaniem typowego ukladu
redakcyjnego. W rozprawie zachowano prawidlowe proporcje tresci i zawarto$¢ rozdziatdw.
Praca jest napisana w sposob przemyslany, dobrze zorganizowany i zrozumiaty.

Praca jest napisana poprawnie pod wzgledem formalno-jezykowym, nie znaleziono
réwniez bledéw ortograficznych. Celem udoskonalenia tekstu wartosciowe mogloby by¢
unikanie skrétow myslowych i dookreslanie informacji o badanych wskaznikach, np.
»obserwowano korelacje migdzy stezeniem TMAO a CRP” zamiast ,,obserwowano korelacje
miedzy TMAO a CRP”, ,,10-krotny wzrost stezenia TMAO w osoczu” zamiast ,,10-krotny

wzrost TMAO w osoczu”, itp. Doktorantka nie ustrzegla si¢ réwniez niewielkich bledow
literowych 1 stylistycznych, np. zdanie na str. 60 o waznym }adunku merytorycznym jest
niekompletne: ,,Jako ze w wyniku suplementacji L-karnityng zwigksza si¢ st¢zenie kragzacego
TMAO, nalezaloby zaobserwowany negatywny wplyw suplementacji L-karnityng w
dotychczasowych badaniach”, czy ,na str. 61 ,,ze dieta oséb bioragce udzial w naszych
badaniach”. Sg to natomiast subtelne niedoskonatosci, ktére w zaden sposob nie umniejszajg

wartosci rozprawy.

3. Ocena metodologiczna

3.1 Poprawnos¢ dobrania grupy badanej, formulowania probleméw i zatozen badawczych.

Doktorantka prawidlowo dobrata zaréwno grupy badane jak i kontrolne, wilasciwie

sformutowata cele pracy. Zastosowana liczba pacjentdw w grupie pozwolita na wyciagnigcie



wigzacych wnioskow z pracy, natomiast zwigkszenie liczebnosci badanej populacji w

badaniu 1. i 2. niewatpliwie jeszcze bardziej podniostoby wartos¢ naukowag rozprawy.

3.2 Trafnos¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejegtnosci ich zastosowania

Doktorantka trafnie dobrata i wykorzystala metody oraz narz¢dzia badawcze. Przed
rozpoczgciem badan wszyscy chetni zostali zapoznani z procedurg badawcza i wyrazili
pisemng, $wiadomg zgode¢ na uczestniczenie w badaniach. W sposéb obrazowy przedstawita
schematy interwencji pobierania probek krwi we wszystkich trzech badaniach. Metody badan
opisala wystarczajaco precyzyjnie, z uwzglednieniem szczeg6élowych opiséw pobierania
probek krwi do badan, przechowywania materiatu do analizy, przeprowadzania oznaczen
biochemicznych, co umozliwia powtérzenie badania przez inny zesp6l badawczy, gdyby

zaistniala taka potrzeba. Prawidtowo dobrala narzedzia statystyczne.

Za bardzo przydatne Recenzent uwaza zamieszczenie rycin z ilustracjg pozycji wyjsciowej
i pozycji koncowej ¢wiczen realizowanych podczas 24-tygodniowego programu treningu
oporowego zgodnie z protokolem szczegétowo opisanym w tekscie. Doktorantka podjeta
stuszng decyzje wiaczenia do analizy tylko tych kobiet, ktére uczestniczylty w minimum 80%
zaje¢. Rozprawa doktorska potwierdza umiejetnosci Doktorantki w zakresie samodzielnego

prowadzenia badan naukowych.

3.3 Dobor literatury, umiejetnos¢ wykorzystania zrodel

Spis pismiennictwa umieszczony jest typowo - na koncu pracy, i utozony w kolejnosci
alfabetycznej. Literatura zostata dobrana i wykorzystana prawidtlowo, z uwzglednieniem
najnowszego pi$miennictwa na temat m.in. TMAO, stresu oksydacyjnego i biomarkeréw
chorob na podtozu miazdzycy.

Doktorantka wykazala si¢ umiejetnoscig wykorzystania w pracy badawczej anglojezycznych
zrédet naukowych. Na uwage i wyrdznienie zashuguje fakt opublikowania przez Doktorantke,
bedaca pierwszym autorem dwdch wykorzystanych w rozprawie publikacji, czesci wynikow w
czasopismach naukowych, tj. ,,L-carnitine supplementation increases trimethylamine-N-oxide
but not markers of atherosclerosis in healthy aged women™ w Annals of Nutrition and
Metabolism w roku 2019 oraz Nutrients, robwniez w roku 2019. Byta réwniez wspdtautorem

cytowanych w rozprawie doktorskiej artykuléow opublikowanych w renomowanych



czasopismach naukowych na temat TMAO, suplementacji L-karnityny oraz czynnikéw ryzyka
chordb uktadu sercowo-naczyniowego, m.in. w artykule pt. Mitochondrial DNA copy number
and trimethylamine levels in the blood: New insights on cardiovascular disease biomarkers,
opublikowanym w FASEB J. — Federation of American Societes for Experimental Biology

Journal, opublikowanym w zesztym roku.

4. Wniosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Joanny
Jolanty Samulak pt.: ,,Stezenie N-tlenku trimetyloaminy (TMAO) w osoczu krwi ludzkiej
w warunkach fizjologicznych i patologicznych” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Potwierdza umiejetnos¢ Doktorantki w zakresie samodzielnego prowadzenia
badan naukowych. Praca doktorska miesci si¢ w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauk o kulturze fizyczne;j.
W oparciu o powyzsze, rozprawe doktorskg oceniam pozytywnie i wnosze do Wysokiej Rady
Naukowej Akademii Wychowania Fizycznego i Sportu im. Jedrzeja Sniadeckiego w Gdansku
o dopuszczenie mgr Joanny Jolanty Samulak do dalszych etapdw przewodu doktorskiego celem
nadania Doktorantce stopnia doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauk o kulturze fizycznej. Roéwnoczesnie, biorge pod uwage wage kliniczng podjetej
tematyki badawczej, ponadstandardowa ilo$¢ pracy wilozonej przez Doktorantke do
przeprowadzenia badan, wyrdzniajacg si¢ sposrod innych rozpraw doktorskich umiejgtnosé
przeprowadzenia dyskusji naukowej i niezmiernie staranne przygotowanie rozprawy, wnosze

0 jej wyrdznienie.
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