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Ocena merytoryczna rozprawy

Istnienie witaminy K jest znane od ponad 80 lat, lecz dopiero odkrycie licznych biatek
zaleznych od witaminy K, zwrécito uwage badaczy na jej role poza udzialem w procesach
krzepniecia krwi . Poznane sa, w réznym ‘stopniu, jej zwiazki z rozwojem i funkcja kosci,
przewlekla choroba nerek, niektérymi nowotworami, chorobami watroby, funkcja ukladu
odpormnosciowego, chorobami neurologicznymi i otyloscia a takze chorobami uktadu sercowo -
naczyniowego. Do gléwnych czynnikéw zaangazowanych w progresje tych ostatnich, zalicza
si¢ miedzy innymi stan zapalny oraz pogorszenie funkcji komérek sciany naczyn krwionosnych.
Naczynioprotekcyjne wiasciwosci witaminy K byly dotad przypisywane gléwnie witaminie K2,
cho¢ nieliczne prace donosza, ze niskie poziomy witaminy K1 korelujg ze zwigkszonym
ryzykiem sercowo- naczyniowym. Jednak wyniki badari dotyczacych roli witaminy K1 w
regulacji funkcji naczyn sa rozbiezne.

Problem rosnacej pomimo znaczacych postepéw farmakologii serca i naczymn,
zachorowalnosci i $miertelnogci w wyniku chordb uktadu sercowo-naczyniowego, znajduje sie
obecnie wsrdd najbardziej palacych zadan stojacych przed badaczami nauk podstawowych i
Klinicystami. Konieczne jest dalsze zrozumienie patomechanizméw zmian funkcji naczyn i
mozliwosciach ich prewencji oraz poprawy, takze farmakologicznej. Wobec powyzszego
aktualnosé i znaczenie poznawcze oraz aplikacyjne tematu badawczego w pelni uzasadnia
podjecie badan stanowigcych zakres rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kieroniskiej-Rudek.
Doktorantka stawia bowiem hipotez¢ o naczynioprotekcyjnym dziatanu witaminy K1 oraz
druga, réwnie frapujaca gloszaca, iz rozbieznosci wynikéw badan odziataniu tej witaminy w
obrebie Sciany naczyniowej moga by¢ efektem jej ograniczonej biodostepnosci.



Badania Pani mgr Anny Kieronskiej-Rudek znaczaco rozszerzajg prowadzone przez
zesp6t Pana Prof. Stefana Chiopickiego badania nad rola witaminy K w czynnosci srodblonka i
sa waznym glosem w dyskusji o roli witaminy K1iK2 w funkcji naczyn krwionosnych.

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystata bogaty warsztat, wyposazony w
uznane, nowoczesne i wysokospecjalistyczne techniki badawcze. W eksperymentach
zastosowata, miedzy innymi, metody z zakresu nanotechnologii, biologii molekularnej,
biochemii, obrazowania, preparatyki tkanek, immunohistochemi i proteomiki. By oceni¢
naczynioprojekcyjne efekty witaminy K1, w badaniach in vivo, uzyla doroste samce myszy,
zdrowe (C57BL/6]) i dyslipidemiczne (model myszy ApoE LDLR-/-, model APOE*3-Leiden
(E3L.CETP) karmione specjalnie skomponowang diete uboga lub wzbogacong w witamine K1.
W celu oceny poprawy efektywnoséci odwracania skutkéw niedoboru witaminy K1 Doktorantka
uzyla, specjalnie w tym celu zsyntetyzowane, hialuronowe nanakapsuly zwierajace witaming
K1. W uktadzie ex vivo i in vivo wykonata badania funkcjonalne czynnosci rozkurczowej naczyn
oraz ex vivo pomiar stezania witaminy K1 i K2 w wybranych tkankach w celu oceny wychwytu
witaminy K1 i produkcji endogennej witaminy K2 (ostatnie badanie takze w warunkach in
vitro). W uldadzie in vitro uzyla ludzkie komérki srédblonka aorty (HAEC), mysie komorki
miesni gladkich aorty (MOVAS), swinskie komorki srédblonka aorty (PAEC), ludzkie pierwotne
komérki miesniéwki gladkiej aorty oraz mysie komorki monocytéw i makrofagéw, ktore po
indukgji réznych modeli zapalenia i starzenia komérek, stuzyly do badania przeciwzapalnego i
przeciwstarzeniowego mechanizmu dzialania witamin K1 i K2. Zakres i dobér metod sg wielka
zaleta przedlozonej] mi do recenzji pracy doktorskiej Bardzo wysoko oceniam
interdyscyplinarnos¢ badan naukowych Doktorantki. Pragne w tym miejscu podkresli¢
ogromny wysilek Doktorantki przy prowadzeniu tak szeroko zaplanowanych badan, ktdre
moga by¢ wzorcowym przyktadem wspotpracy miedzyosrodkowej.

Zgodnie z hipoteza, Doktorantka potwierdzita dziatanie naczynioprotekcyjne witaminy
K1 i K2 obserwujac poprawe czynnos¢ srédbltonka naczyniowego w modelu izolowanej aorty ex
vivo, gdzie dysfunkcje srédblonka wywotano poprzez stymulacje zapalng przy uzyciu TNF oraz
in vivo w modelu dysfunkcji srédblonka u myszy ApoE/LDLR-/-. W modelach replikacyjnego
starzenia sie komdrek srédbtonka i komdrek miesniéwki gladkiej $ciany naczyn, wykazala, iz
naczynioprotekcyjne dziatanie witaminy K1, podobnie do witaminy K2, moze by¢ zwigzane z
dziataniem senolitycznym. Dowiodta, ze mechanizm senolitycznego dziatania jest zwigzany z
hamowaniem uszkodzenn DNA lub regulacja mechanizméw naprawy DNA w scianie naczynia.
Wykazata takze przeciwzapalne efekty witaminy K1, poréwnywalne do dziatania witaminy K2,
w makrofagach i komérkach srédblonka. Witaminy hamowaty szlaki zapalne obejmujace:
produkcje cytokin, ekspresje i aktywnos¢ NOS-2 i COX-2, ekspresje metaloproteinaz i molekut
adhezyjnych. Doktorantka wskazata, ze mechanizm przeciwzapalnego dzialania, ma zwiazek z
modulacjg aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB.

Kolejnym dowodem na udziat witaminy K1 w regulacji czynnosci srédblonka byly
badania, w ktérych dieta uboga w witaming K1 wywolata dysfunkcje srédblonka, ktéra ulegata
odwracaniu poprzez uzupelnienie niedoboru witaminy K1. Te doswiadczenia stanowiag dowéd
na to, ze witamina K1 dostarczana w diecie jest niezbedna do utrzymania czynnosci srédbtonka
w warunkach normo i dyslipidemii. Konkludujac ten etap badar, Doktorantka uwaza, ze



dziatanie witaminy K1 na $rédblonek jest determinowane przez wykorzystanie witaminy K1
jako substratu do produkgji endogennej witaminy K2(MK-4) w $cianie naczyn krwionoénych,
przy czym nie wyklucza takze bezposredniego dziatania witaminy K1 na srédblonek.

Kolejny etap badari Doktorantki dowiod}, Ze hialuronowe nanokapsuly o olejowym
rdzeniu zawierajace witamine K1 (K1-Oil-HyC12) sa skutecznym nosnikiem witaminy bowiem
zwigkszaja jej biodostepnosé ogdlnoustrojowa i dystrybucje do s$ciany naczynia u myszy
normolipidemiczych. Co wigcej, szybciej odwracaja dysfunkcje $rédblonka niz dieta
wzbogacona w witaming K1. Pojawia si¢ tu oczywiste pytanie, czy efektywnosé dziatania
nanokapsut bylaby réwnie zadawalajaca u zwierzat dyslipidemicznych? Badania Doktorantki
dowodza, ze efektywne dostarczanie witaminy K1 do $ciany naczynia i jej wysoka
biodostepnos¢ jest kluczowa do osiggniecia jej efektu terapeutycznego w érédblonku
naczyniowym i moga tumaczy¢ wczeéniejsze rozbiezne dane ograniczony biodostepnoscia
witaminy K1 w $cianie naczyn krwionosnych. -

Doktorantka stusznie konkluduje swoje odkrycia twierdzac, iz niedostateczne poziomy
witaminy K1 u o0s6b starszych i pacjentéw z chorobami serca naczyn sa zwiazane z ryzykiem
rozwoju chorob sercowo-naczyniowych a analiza zaleceri zywieniowych dotyczacych spozycia
witaminy K1 jest zagadnieniem istotnym. Moje zainteresowanie budzi kwestia wplywu wieku
zwierzat na efekty naczynioprotekcyjne witamin K1 i K2, ktére moglaby stanowi¢ interesujacy
cel dalszych eksperymentéw. Zaréwno to patofizjologiczne modyfikujace stan éciany naczyt
jak i fizjologiczne procesy starzenia, poprzez wplyw na biodostepnosci zwiazkéw egzogennych
i ich przemiany metaboliczne, moga potencjalnie modyfikowaé dzialanie badanych witamin.
Doktorantka zwraca tez uwage na kolejng warto$¢ translacyjng swoich badan, sugerujac, ze
zaburzenia profilu lipidowego wystepujace u pacjentéw z dyslipidemia, jak mutacja APOE*3-
Leiden moga ogranicza¢ transport witaminy K1, a w konsekwendji przyczyniaé si¢ do rozwoju
dysfunkgji srédbtonka.

Pragne podkredli¢, iz o duzej wartoéci pracy $wiadcza liczne nowatorskie wyniki
uzyskane w toku badan oraz projekt przygotowania zgtoszenia patentowego.

Ocena formalna rozprawy
Praca zostala wykonana w ramach s$rodowiskowych studiéw doktoranckich

~Interdyscyplinarnoé¢ dla medycyny innowacyjnej InterDokMedPOWR.03.02.00-00-1013/16"
Finasowanie badan zapewnily projekty: PRELUDIUM No.2018/31/N/NZ7/03900, kétrego
kierownikiem byla Pani Mgr Anna Kieroniska-Rudek oraz OPUS No.2018/29/B/NZ7/01684,
kierowany przez Pana Prof. Stefana Chlopickiego.

Rozprawe doktorska stanowia w wigkszosci oryginalne, niepublikowane wyniki. Praca
liczaca 103 strony zostata napisana w postaci monografii o strukturze typowej dla tego typu
opracowania. Pragne podkresli¢ duza przejrzystosé¢ rozprawy i uporzadkowany wywéd
naukowy. Rozprawg podzielono na rozdziaty, rozpoczynajac od 17-stronicowego wstepu, w
ktorym Doktorantka bardzo merytorycznie i zajmujaco w ogdlnym zarysie pisze o roli witaminy
K2 i K1, podkreslajac jednoczesnie brak jednoznacznych danych o wplywie K1 na funkde
naczyni. Zawiera wszystkie istotne elementy, tym uzasadnienie wyboru tematyki pracy,
zalozenia metodyczne (cele, pytania badawcze) z trafnym uzasadnieniem podjecia badar.



Wstep do pracy jest dowodem bardzo dobrego przygotowania Doktorantki do badar nad
tezami rozprawy dokiorskiej oraz umiejetnosci krytycznej oceny tekstu naukowego i
formutowania hipotez. W rozdziale ,CEL PRACY” Doktorantka przedstawia precyzyjnie
sformutowane, spdjne z hipotezami i zaplanowanymi badaniami plany badawcze w formie celu
gléwnego i czterech celéw szczegbtowych. Kolejny rozdziat ,MATERIAL I METODY" liczacy
24 strony, zawiera szczeg6towy opis metod i protokotéw badan. Najdhuzszy rozdziat rozprawy
- ,WYNIKI” liczy 31 stron. Wyniki badan opisane sa bardzo szczegélowo oraz graficznie
przedstawione na 16, w wigkszosci ztozonych, panelowych rycinach i w 5 tabelach. Dobrym
zabiegiem jest, w Swietle tak rozbudowanej czeSci eksperymentalnej pracy, merytoryczne
wprowadzenie rozpoczynajace kazdy z gléwnych podrozdziatéw, w ktérym Doktorantka
wyjasnia cel kolejnego etapu badania i warsztat ktéry wybrala do jego realizacji.
Przeprowadzona analiza statystyczna jest adekwatna do rodzaju analizowanych zmiennych.
Rozdziat ,DYSKUSJA, liczy 20 stron i jest podzielony tematycznie na koriczace sie
podsumowaniem podrozdzialy. Doktorantka w sposob dojrzaty omawia. rezultaty badan,
dobrze wpisujac je w kontekst wilasnych hipotez badawczych i dotychczasowych danych.
Pragne zwréci¢ szczegdlng uwage na krytyczng analize wynikéw oraz zwrécenie uwagi na
ograniczenia metodologiczne. Dowodzi to wiedzy merytorycznej Doktorantki i umiejetnosci
spojrzenia na prace badawcza z nalezng rozwaga. W kolejnym rozdziale - ,WNIOSKI”
Doktorantka umiescita pieé, trafnie wysnutych i nie wybiegajacych poza cele badan,
koricowych wnioskéw. Warto jest w tym miejscu podkreslié, ze zaréwno wnioski, jak i
znajdujace sie w czesci dyskusyjnej rozprawy propozycje kierunkéw dalszych badan sg bardzo
dojrzate i zastuguja na dostrzezenie. W rozdziale ,LITEATURA”- znajduje sie¢ 158 starannie
dobranych merytorycznie pozycji bibliograficznych. Zamykajacy rozprawe rozdziat
L OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW PUBLIKAC]I ” zawiera zgody wspétautoréw publikacji
pt. ,Exogenous Vitamins K Exert Anti-Inflammatory Effects Dissociated from Their Role as Substrates
for Synthesis of Endogenous MK-4 in Murine Macrophages Cell Line , na jej przedlozenie jako czesci
rozprawy doktorskiej. Ten rozdzial konczy ,Spis publikacji doktorantki” w zawierajacy 15
pozycji powstalych w latach 2018-2022 (3 prace sa na etapie recenzowania badz
przygotowywania manuskryptéw). Dotychczasowy dorobek publikacyjny charakteryzuje
Doktorantke jako rozwijajacego sie dynamicznie naukowca a wyniki badan, w ktdérych
uczestniczyta opublikowano w czasopismach o ustalonej pozycji i zasiggu migdzynarodowym.

Rozprawa jest edytowana starannie. Jak w kazdym tego typu opracowaniu, mozna
znalez¢ drobne usterki jezykowe i redakcyjne, co nie zmienia merytorycznego znaczenia tekstu.
Uwazam, ze niedogodnoscia dla czytelnika jest niezamieszczenie spisu skrétow.

Konkluzja i wniosek o wyrdéznienie rozprawy

Bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska mgr Anny Kieronskiej-Rudek pt. ,Badania
nad mechanizmami naczynioprotekcyjnego dziatania witaminy K1”. Do mocnych stron rozprawy
doktorskiej zaliczam: postawienie interesujagcych hipotez, dobrze zaprojektowane plany
badawcze, imponujaca, z racji na jej zakres jak i nowoczesnos¢ metodologie badan, nowatorskie
wyniki badann oraz potencjat translacyjny badan. Wyniki badan Doktorantki zostaly juz
czesciowo opublikowane a dalsze beda opublikowane w prestizowych czasopismach i stanowia
cenny wktad do s$wiatowego piSmiennictwa z zakresu wiedzy o roli witaminy K1 w regulacji




funkgji fizjologicznych i w zmianach patologicznych naczyn w przebiegu choréb uktadu
sercowo-naczyniowego. Wobec powyzszego, zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk
Medvcznych Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum w_Krakowie z wnioskiem o
dopuszczenie Pani mgr Anny Kieroriskiej-Rudek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Podkreslajac wyjatkowo wysoki poziom naukowy rozprawy wnioskuje o jej wyréZnienie.

Prof. dr hab. Ewa Chabielska
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