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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ

Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Angeliki Manterys, pt.: ,,Ocena przeciwmiazdzycowego
dzialania witaminy K2 podawanej w formie syntetycznej oraz produktu zywnosciowego -

natto u myszy ApoE/LDLR-/-",

Przedstawiona do oceny praca posiada typowy dla rozprawy doktorskiej ukfad. Liczy 165
stron, zawiera 18 tabel, 42 ryciny i 371 pozycji pismiennictwa. Praca przygotowana jest

przejrzyscie i nowoczesnie.

Witamina K do niedawna kojarzona byla jedynie z regulacjg uktadu krzepniecia.
Termin witamina K odnosi si¢ do grupy rozpuszczalnych w tluszczach zwigzkéw
chemicznych wsréd ktérych wyrdzni¢ mozna witaming K, (filochinon) oraz witamine Ka
(menachinony), na ktérg skfada si¢ kilka form pochodnych, réznigcych sie¢ dlugoscia
bocznego lancucha izoprenoidowego. Wzrost zainteresowania dziataniem biologicznym tych
zwigzkow pojawit si¢ w momencie odkrycia, ze witamina K wplywa na procesy kalcyfikacji
zarowno kosci, jak i tkanek migkkich. Proces kalcyfikacji naczyfn krwionosnych czgsto
towarzyszy miazdzycy, przez co zasadnym wydaje si¢ zbadanie wplywu witaminy K, na
proces rozwoju miazdzycy.

Wyniki badafi wykazaly negatywng korelacje pomiedzy spozyciem witaminy Kz a
umieralno$cig z powodu choroby niedokrwiennej serca. Jednoczeénie zalezno$é taka nie
zostata zaobserwowana w przypadku spozycia witaminy K.

Dane zywieniowe dotyczace spozycia witaminy K wskazuja, ze z tzw. dietg zachodnia
(charakterystyczng dla mieszkancéw Europy i Ameryki Péinocnej) dostarczana jest gtownie
witamina K, stanowigc 90% catkowitej podazy tej witaminy. Ze wzgledu na fakt, ze
witamina K (za wyjatkiem pochodnej MK-4) powstaje w wyniku syntezy bakteryjnej,
produktami bedgcymi najbogatszym Zrédtem tych zwigzkéw dla Europejezykéw moga byé

sery dojrzewajace oraz w mniejszym stopniu kiszonki spozywane w Europie Srodkowo-



Wschodniej. Mimo to, stezenia menachinonéw w organizmie mieszkancow Europy sa
kilkukrotnie nizsze w poréwnaniu do Japonczykéw. Zmienno$¢ ta wynika z faktu czestego
spozywania w Japonii fermentowanej soi natto, dla ktorej zawartos¢ menachinonu-7 jest
okolo dziesieciokrotnie wigksza w poréwnaniu do spozywanych w Europie serdéw
podpuszczkowych.

Duza zawarto$é witaminy K w soi fermentowanej warunkowana jest przez
wykorzystywane w czasie produkcji kultury bakterii Bacillus subtilis natto. Dodatkowo
proces fermentacji powoduje zmiany w skladzie chemicznym nasion soi oraz pojawienie si¢

w koficowym produkcie bioaktywnych skiadnikéw nieodzywezych takich jak nattokinaza.
Tytul pracy jest zgodny z trescig rozprawy.

Wistep jest dobrze uzasadniony merytorycznie. Stanowi on wartosciowy element rozprawy i

wprowadzenie do badanych w pracy zagadnien.

Cele pracy sg przedstawione klarownie i jednoznacznie, a ich wybér jest dobrze uzasadniony
z punktu widzenia poznawczego.

Celem niniejszej rozprawy bylo okredlenie dziatania witaminy K w procesie rozwoju i
progresji blaszki miazdzycowej ze szczegdlnym uwzglgdnieniem dtugotanicuchowego
menachinonu-7 podawanego w formie syntetycznej, jak i produktu zywno$ciowego natto.
Dokonano réwniez oceny wptywu zwigkszonego spozycia witaminy K2 na czynniki istotne w
przebiegu aterogenezy, takie jak metabolizm lipidowy i procesy antyoksydacyjne.

W oparciu o dotychczasowe dane literaturowe postawiono  hipotez¢ 0
przeciwmiazdzycowym dziataniu witaminy Ka. Weryfikacje hipotezy przeprowadzono na
podstawie trzech do$wiadczen zywieniowych w mysim modelu miazdzycy, pozwalajgcych
okresli¢:

1. wplyw wybranych form witaminy K na progresj¢ zmian miazdzycowych i
strukture blaszki miazdzycowej u dorostych myszy ApoE/LDLR™,

2. wplyw syntetycznej witaminy K» MK-7 na rozwéj zmian miazdzycowych
u rosngeych myszy ApoE/LDLR™,

3. wplyw zwickszonej podazy produktu zywnosciowego natto, bedacego zrodlem
witaminy K> MK-7, na rozwdj zmian miazdzycowych u rosngcych myszy

ApoE/LDLR™.



W ramach realizacji trzeciego zadania badawczego przeprowadzono ocene skladu

chemicznego oraz aktywnosci antyoksydacyjnej soi fermentowanej natto.

Metodyka — jest opisana bardzo przejrzyscie.

Gtownym celem niniejszej rozprawy byto okreslenie dziatania VK w procesie rozwoju i
progresji blaszki miazdzycowej ze szczegélnym uwzglednieniem diugolancuchowego
menachinonu-7 (MK-7) podawanego w formie syntetycznej, jak i produktu zywnosciowego
natto. Weryfikacje hipotezy o przeciwmiazdzycowym dzialaniu VK, wykonano na podstawie
trzech doswiadczen zywieniowych na zwierzgcym modelu miazdzycy — myszach
ApoE/LDLR™,

W doswiadezeniu [ zastosowano o$miotygodniows suplementacj¢ wybranymi formami
VK (VKi, MK-4 i MK-7) w dawce 10 mg/kg m.c. u dorostych (24 tygodniowych) myszy.
Kolejne IT doswiadczenie prowadzono na zwierzetach rosngecych (16 tygodniowych) stosujac
suplementacj¢ VK2 MK-7 w dawkach 0,05 i | mg/kg m.c.

W doswiadczeniu II1 przeprowadzono fermentacje nasion soi bakteriami Bacillus subtilis
natto w celu uzyskania produktu o duzej zawartosci VK2 MK-7, ktérym nastgpnie zywiono
rosngce myszy ApoE/LDLR” przez okres o$miu tygodni. [loé¢ soi fermentowanej w dietach

odpowiadata dawkom MK-7 zastosowanym w doswiadczeniu I1.

Opis analizy statystycznej dowodzi dobrego opanowania metod analitycznych przez
Doktorantke. Dobor metod statystycznych pozwala na wiasciwg interpretacje uzyskanych

wynikéw.

Wiyniki stanowia wartosciowg czesc pracy.

1) Suplementacja witaming K2 powoduje istotng redukcje masy ciala dorostych myszy
ApoE/LDLR™. Brak wplywu VK, na przyrosty masy ciata wskazuje na mechanizm

zalezny od stopnia nienasycenia fancucha bocznego naftochinonu.

2) Suplementacja witaming K, K MK-4, K; MK-7 w dawce 10 mg/kg m.c. przyczynia
siec do poprawy parametréw profilu lipidowego dorostych myszy ApoE/LDLR7,

wyrazonej zmniejszonym stosunkiem cholesterolu catkowitego do frakcji HDL.



3)

4)

5)

6)

7)

8)

Powierzchnia ~zmian miazdzycowych, oceniana metodg cross-section, byta
najmniejsza, sposréd badanych grup, u dorostych myszy ApoE/LDLR™
suplementowanych witaming K MK-7 w dawce 10 mg/kg m.c. Dodatkowo parametr
ten byt istotnie mniejszy w poréwnaniu do suplementacji witaming K; MK-4, co
wskazuje na réznice w dzialaniu poszczegdlnych form witaminy Ko, zalezne od
dlugosei faficucha bocznego menachinonu. Jednoczednie, niezaleznie od formy,
suplementacja witaming K nie wplywa istotnie na strukture blaszki miazdzycowej w

poczatkowym odcinku aorty wstepujacej odcinku.

Witamina K, MK-7 podawana w dawce 1 mgkg m.c. wykazuje dziatanie
hipocholesterolemiczne w osoczu rosngeych myszy ApoE/LDLR™ obnizajgc poziom
cholesterolu frakeji LDL. Suplementacja ta witaming przyczynia sie réwniez do zmian
profilu kwaséw tluszezowych w tkance tluszczowej oraz tkance watrobowej m.

in. zwigkszajgc udziat nieparzystych kwaséw ttuszczowych.

Suplementacja witaming K> MK-7 w dawce 0,05 oraz | mg/kg m.c. nie wykazata
Jednoznacznego wplywu na rozwdj zmian miazdzycowych u rosngcych myszy
ApoE/LDLR™", Uzyskane wyniki nie pozwalaja na potwierdzenie hipotezy o

przeciwmiazdzycowym dziataniu suplementacji witaming Ko MK-7.

Fermentacja bakteriami Bacillus subtilis natto powoduje istotne zwiekszenie
zawartosci witaminy K> MK-7, wody, biatka oraz tluszczu surowego w nasionach soi.
Dodatkowo w czasie fermentacji nastepuje zwiekszenie zawartosci polifenoli ogdtem

w produkcie, jednak bez wplywu na potencjat antyoksydacyjny nasion soi.

Zwigkszona podaz natto nie ma wplywu na masg ciata, metabolizm lipidowy oraz

potencjat antyoksydacyjny osocza i tkanki watrobowe;.

Osmiotygodniowe podawanie natto w ilosci 19% diety hamuje rozwdj zmian
miazdzycowych w proksymalnym odcinku pnia ramienno-glowowego rosnacych

myszy ApoE/LDLR™,



Dyskusja jest prowadzona jasno i kompetentnie. Dowodzi ona swobodnego poruszania si¢
Autorki w do$é zlozonym dotychczasowym dorobku $wiatowym w tej materii, a zarazem

umieszcza uzyskane przez siebie wyniki we wlasciwym $wietle.

Witamina K odgrywa istotng role w regulacji proceséw zakrzepowych oraz w
procesach przebudowy kosci, poprzez mechanizmy regulowane przez biatka zalezne od
witaminy K (VKD). Ostatnie badania epidemiologiczne wskazuja, ze spozywanie witaminy
K2 — wywierajgcej gtéwnie skutki pozawatrobowe (ale nie witaminy K1- wywierajace]
gtéwnie skutki watrobowe) — zmniejsza $miertelno$é sercowo-naczyniows i catkowity
$miertelno$é. Tego efektu nie mozna wyttumaczy¢ znanymi dzisiaj mechanizmami dzialania

witaminy K2.

Na podstawie otrzymanych wynikéw nie stwierdzono wplywu o$miotygodniowego
podawania VK MK-7, zarébwno w dawce 0,05, jak | mg/kg m.c. na potencjal
antyoksydacyjny osocza oraz tkanki watrobowej myszy ApoE/LDLR™.

Podsumowujac przedstawione wyniki, mimo korzystnego wplywu VK: MK-7 na
profil lipidowy, mase ciata oraz profil kwasoéw tluszczowych w tkance tluszczowej i
watrobowe]j nie mozna potwierdzi¢ istotnego wptywu podawania tego zwigzku w okresie
o$miu tygodni na rozwdj oraz struktur¢ zmian miazdzycowych u myszy ApoE/LDLR™.
Obiecujace oraz stwarzajace pole do dalszych badan wydaje sig¢ natomiast dziatanie VK2 MK-
7 w zakresie metabolizmu lipidowego szczegélnie, w kontekscie czgstodci wystgpowania

choréb metabolicznych.

Wyniki uzyskane po 8 tygodniowym podawaniu soi fermentowanej naifo nie
potwierdzily korzystnego wplywu fermentacji bakteriami Bacillus subtilis natto na
zwiekszenie potencjalu antyoksydacyjnego w osoczu oraz tkance watrobowej myszy
ApoE/LDLR”, Obserwacje te wynika¢ mogg z opisanego wczesniej braku wplywu
fermentacji na potencjal antyoksydacyjny surowcéow uzytych do przygotowania diet. Co
ciekawe, poréwnujac wyniki pod katem ilosci zastosowanego dodatku soi do diety, rowniez
nie zaobserwowano réznic miedzy badanymi grupami. Wskazuje to zatem na brak wptywu

fermentacji, ale takze samej soi, na potencjat antyoksydacyjny organizmu.

Warto dodaé w tym miejscu, ze wstepne wyniki badan Pana Profesora Chlopickiego i
wsp. wskazujg na to, ze witamina K2 podawana w malej dawce poprawia czynnosc

$rédbtonka u myszy z miazdzyca. Sadzg oni, ze uposledzenie endogennej syntezy witaminy



K2 w érodbtonku przyczynia si¢ do rozwoju dysfunkcji $rodbtonka w miazdzycy, a
suplementacja witaminy K2 odwraca deficyt endogennej witaminy K2 w $rédblonku, a w
konsekwencji poprawia status karboksylacji biatek zaleznych od witaminy K i1 czynno$¢

$rodblonka.
Whioski: sg zgodne z wynikami pracy i prawidlowo opisane

Pismiennictwo jest bardzo obszerne, adekwatne i aktualne, a jego dobdr potwierdza dobrg

znajomos$¢ dostepnej i aktualnej literatury, dotyczacej tematéw poruszanych w rozprawie.

Uwagi:

Na str. 56: Na podstawie analizy preparatébw barwionych ORO oceniono, ze
najbardziej reprezentatywna dla poczgtkowego odcinka aorty wstepujacej dorostych myszy
jest czes¢ srodkowa, z tego wzgledu analize¢ parametréw jakosciowych prowadzono dla
preparatow z wysokosci 400, 500 i 600 pm od pojawienia si¢ platkéw zastawki aortalnej.
Wynikiem koAcowym ocenianych parametréw dla poszczegdlnych zwierzat byla $rednia

arytmetyczna z trzech wymienionych wysokosci.

Jest to odejscie od kanonicznego postgpowania, bioracego pod uwage 10 kolejnych
przekrojow tzw. ,,korzenia aorty” — od jego poczgtku do konca, obejmujac w ten sposob caly
1 mm dlugosci ,korzenia aorty”. Taka zmiana metodyki mogla odbi¢ si¢ na precyzji

otrzymanych wynikow.

Praca zawiera kilka bledéw literowych:

- na str. 21 powinno byé¢:
prawidiowej
ezetymibu

area under the curve

- str. 22:

remnanty



Podsumowanie

Prezentowana praca stanowi oryginalne doniesienie eksperymentalne na temat

przeciwmiazdzycowego dziatania witaminy K2.

W mojej ocenie rozprawa mgr. inz. Angeliki Manterys spelnia warunki stawiane
pracom na stopien doktora nauk rolniczych.

W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Technologii Zywnosci
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona KoHgtaja w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie jej

Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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