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Streszczenie

Najlepiej poznang funkcja witaminy K; jest rola kofaktora w potranslacyjnej
karboksylacji biatek, biorgcych udzial w procesach krzepnigcia krwi, syntetyzowanych
w watrobie. Aktywno$ci pozawatrobowe, w tym dziatanie naczynioprotekcyjne byty dotad
przypisywane raczej witaminie Ko. Niedawno pojawito si¢ jednak, kilka prac, ktore wykazaty,
ze niskie stezenie witaminy K; we krwi korelowato ze zwigkszonym ryzykiem sercowo-
naczyniowym.

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie czy witamina K; moze
wykazywa¢ dzialanie naczynioprotekcyjne podobnie jak witamina K; oraz wyjasnienie
mechanizmow tego dzialania.

W pracy wykazano, ze w modelu izolowanej aorty ex vivo, gdzie dysfunkcje srédblonka
wywolano poprzez stymulacj¢ zapalng przy uzyciu TNF oraz w modelu dysfunkcji §rodbtonka
u myszy ApoE/LDLR in vivo witamina K, podobnie jak witamina K> poprawiata czynno$¢
$rédbtonka naczyniowego. Badania nad mechanizmami naczynioprotekcyjnego dziatania
witaminy K i K2, wykazaty, ze ich korzystny wplyw na naczynia krwiono$ne moze wynikaé
zich dzialania senolitycznego, ktére powigzano z hamowaniem uszkodzen DNA w $cianie
naczynia oraz z dzialania przeciwzapalnego obejmujacego szerokie spektrum S$ciezek
zapalnych w tym hamowanie aktywacji NFxB.

Waznym dowodem na udzial witaminy K; w regulacji czynnos$ci $rodblonka byly
badania przeprowadzone z wykorzystaniem diety ubogiej w witaming K w ktorych wykazano,
ze niedobor witaminy K; w diecie wywotat dysfunkcj¢ §rodbtonka, ktéra byla odwracana
poprzez uzupehienie niedoboru witaminy K;. Te doswiadczenia stanowig dowod na to, ze
witamina K; dostarczana w diecie jest niezbedna do utrzymania czynnosci srodbtonka in vivo.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy daja podstawe sadzié, ze dziatanie witaminy K; na
$rodbtonek jest determinowane przez wykorzystanie witaminy K jako substratu do produkcji
endogennej witaminy K2(MK-4) w §cianie naczyfn krwionosnych, ale nie mozna wykluczy¢
bezposredniego dziatanie witaminy K na $roédbtonek.

Terapeutyczne zastosowanie witaminy K; podawanej w hialuronowych nanokapsutach
o olejowym rdzeniu, jako no$nika witaminy Ki, u myszy z niedoborem witaminy K, szybciej
odwracato skutki niedoboru witaminy K; w poréwnaniu z podaniem witaminy K; w olejowej
zawiesinie, poprzez zwigkszenie ogdlnoustrojowej i naczyniowej biodostgpnosci witaminy K.

Podsumowujac, wyniki pracy doktorskiej dowiodly, ze witamina K; jest rownie

skuteczna jak witamina K> w dzialaniu naczynioprotekcyjnym. Mechanizmy tego dziatania



moga by¢ zwigzane z hamowaniem starzenia si¢ komodrek i hamowaniem odpowiedzi zapalne;.
Niedobor witaminy K1 w diecie uposledza czynnos$¢ srodbtonka, ktora moze by¢ przywrdcona
przez skuteczng suplementacj¢ witaminy Ki. Przykladem nos$nika zapewniajacego wysoka
efektywno$¢ dostarczania witaminy K; do naczyn krwiono$nych sa hialuronowe kapsuly
o olejowym rdzeniu. Uzyskane wyniki sugeruja, ze efektywne dostarczanie witaminy K; do
$ciany naczyn krwiono$nych jest niezbedne do uzyskania efektu terapeutycznego, co moze
wyjasnia¢ wczesniejsze, niespojne doniesienia dotyczace dziatania naczynioprotekcyjnego

dziatania witaminy K;.



Abstract

The best known function of vitamin K is the role of a cofactor in the post-translational
carboxylation of proteins involved in blood coagulation synthesized in the liver. Extrahepatic
functions, including vasoprotective activity, has been attributed rather to vitamin K>. However,
recently, several papers have shown that low levels of vitamin K; in the blood, correlate with
increased cardiovascular risk.

The main aim of this PhD thesis was to investigate whether vitamin K; has
comparable vasoprotective effects as vitamin K> and to explain the mechanisms involved.

The study showed that in TNF-induced model of endothelial dysfunction in isolated
aorta ex vivo, and in ApoE/LDLR-/- mouse, an in vivo model of endothelial dysfunction,
vitamin K improved vascular endothelial function, comparably as vitamin K. Studies on the
mechanisms of the vasoprotective activity of vitamin K; and K, have shown that their
beneficial influence on vessel wall may be attributed to their senolytic activity, linked to
inhibition of DNA damage and anti-inflammatory activity including inhibition of a broad
spectrum of inflammatory pathways, including inhibition of NFkB activation.

Important evidence for the involvement of vitamin K; in the regulation of endothelial
function was provided by studies with a vitamin K;-deficient diet in which it was shown that
vitamin K deficiency caused endothelial dysfunction, which was reversed by vitamin K;
supplementation. These experiments provide evidence that dietary vitamin K; is essential for
maintaining endothelial function in vivo.

The results obtained in the present study, suggest that the effect of vitamin K; on the
endothelium is determined by the use of vitamin K; as a substrate for the endogenous
production of vitamin K>(MK-4) in the vessel wall. However, a direct effect of vitamin K; on
the endothelium cannot be excluded.

Therapeutic application of vitamin K; administered in hyaluronan nanocapsules with
oil-core as a vitamin K; carrier in vitamin K;-deficient mice more rapidly reversed the effects
of vitamin K deficiency in comparison to vitamin K; administration in an oil suspension, due
to increased systemic and vascular bioavailability of vitamin K.

To sum up, results of this PhD thesis proved that vitamin K; is as effective as vitamin
K in vasoprotection. The mechanisms of this action may be related to inhibition of cellular
senescence and anti-inflammatory activity. Vitamin K, deficiency diet impairs endothelial
function, which can be restored by effective supplementation of vitamin K;.

An example of a carrier that provides high efficiency of vitamin K; delivery to vessels wall is



represented by the hyaluronan nanocapsules with an oil core. Obtained results suggest, that
effective delivery of vitamin K; to the blood vessel wall is essential for a therapeutic effect,
which may explain previous inconsistent reports conceerning vasoprotective effect of vitamin

K.
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I Wstep

1. Charakterystyka witaminy K

Termin ,,witamina” zostat po raz pierwszy wprowadzony w 1912 roku przez wybitnego,
polskiego uczonego Kazimierza Funka, jako okres§lenie opisujace niezbgdng do zycia
substancje — ,,vita” zawierajaca w swojej strukturze grupg aminowa ,,amina” [1]. Chociaz,
obecnie wiadomo, ze nie wszystkie witaminy posiadaja grupy aminowe, niezmiennym
pozostaje fakt, iz odgrywaja kluczowg rol¢ w utrzymaniu zdrowia cztowieka a ich niedobor
moze prowadzi¢ do rozwoju licznych chorob. Przyktadem awitaminoz sa: choroba Beri-Beri
wywolana niedoborem witaminy B; prowadzaca do uszkodzen ukladu nerwowego oraz
sercowo-naczyniowego, pelagra rozwijajaca si¢ w wyniku niedoboru witaminy B3 (nazywanej
tez witaming PP), objawiajaca si¢ zapaleniem skory, biegunka oraz zaburzeniami swiadomosci,
szkorbut spowodowany niedoborem witaminy C prowadzacy do zaburzen syntezy kolagenu,
albo krzywica, choroba czgsto kiedy§ obserwowana u dzieci, ktéra objawia si¢ wadami
rozwojowymi uktadu kostno-szkieletowego [2—-5].

Witamina K stanowigca przedmiot niniejszej rozprawy doktorskiej zostata odkryta
w 1929 roku przez Henrika Dama i opisana jako substancja regulujaca krzepnigcie krwi [6].
Obecnie wiadomo, ze termin ,,witamina K” w rzeczywisto$ci opisuje grup¢ rozpuszczalnych
w thuszczach pochodnych 2-metylo-1,4-naftochinonu, ktore r6znig si¢ miedzy sobg dtugoscia
i stopniem nasycenia fancuchéw bocznych [7]. Pierscien naftochinonu, nazwano menadionem
(witamina K3), podczas gdy analogi posiadajace dodatkowo boczne tancuchy izoprenoidowe,
dzielg si¢ na dwie grupy: nasycong witamine K; -filochinon (PK, Phylloquinone) oraz
nienasycone formy witaminy K> zwane menachinonami (MK, Menaquinone). Menachinony
moga zawiera¢ od 3 do 15 reszt izoprenoidowych tworzac odpowiednio witaminy od
K>(MK-3) do K>(MK-15) [7]. Filochinon i menachinony maja rézne zrédla dietetyczne.
Witamina K wystepuje przede wszystkim w zielonych warzywach takich jak brokuty, szpinak,
kapusta i jarmuz. Witamina K> wystepuje gtownie w fermentowanej zywnosci takiej jak
kiszonki, dojrzewajace sery oraz natto, a takze, w mniejszych ilo§ciach w produktach
pochodzenia zwierzgcego m.in. migsie i podrobach [8,9]. Witamina K> a szczegdlnie jej
dlugotancuchowe formy od K>(MK-6) do K>(MK-15) s3 rowniez produkowane endogennie,
przez bakterie jelitowe [10] 1 wydaje si¢, ze mikrobiom moze stanowié istotne zrodto
witaminy K». Ostatnie doniesienia wskazuja, na to, ze réwniez niektore typy tkanek i komorek

takie jak: nabtonek jelit, nerki, srodblonek naczyniowy oraz makrofagi moga samodzielnie
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syntetyzowa¢ endogenng witaming Ky(MK-4) korzystajac gldwnie z menadionu,
pochodzacego w duzej mierze z rozpadu witaminy K; dostarczanej w diecie [11-14].

Endogenna produkcja witaminy K> jest skomplikowanym, wieloetapowym procesem
obejmujacym odlagczenie tancucha bocznego egzogennych witamin a nastgpnie, uwolniony
wten sposob menadion stanowi substrat podlegajacy procesowi prenylacji. Reszta
geranylgeranylowa syntetyzowana z acetylokoenzymu A (acetylo-CoA) zostaje dotgczona do
pierscienia naftochinonu z udzialem bialka zawierajacego domeng transferazy prenylowej
UbiA (UBIAD-1). Powstawanie reszt geranylgeranylowych z acetylo-CoA stanowigcych
réwniez $ciezke syntezy cholesterolu, moze zosta¢ zahamowane przez leki z grupy statyn
[13-15].

Najwczesniej opisang funkcja witaminy K jest udziat w regulacji krzepnigcia krwi,
gdzie zredukowana forma witaminy K - hydrochinon (KH>) petni rol¢ kofaktora dla y-glutamyl
karboksylazy (GGCX), uczestniczac w karboksylacji biatek zaleznych od witaminy K (VKDP;
vitamin K dependent proteins) takich jak czynniki krzepnigcia: II, VII, IX, X. Redukcja
witaminy K jest zalezna od reduktazy epoksydu witaminy K (VKOR), enzymu hamowanego
przez pochodne kumaryny np. warfryn¢ (Rycina 1) [16]. Dalsze badania rozszerzyly spektrum
biatek zaleznych od witaminy K, o biatka takie jak: osteokalcyna oraz MGP (Matrix Gla
Protein), przypisujac tym samym witaminie K nowg funkcje, jaka jest regulacja gospodarki
wapniowej. Obecnie, w zalezno$ci od zrodta mowi si¢ o nawet 30 biatkach zaleznych od
witaminy K, ktére sa zaangazowane w szereg procesow biologicznych takich jak regulacja
adhezji 1 migracji komorek (periostyna), regulacja odpowiedzi zapalnej (biatko C) czy wzrost
komorek (GAS6; Growth arrest — specific 6), tym samym wskazujac na to, ze witamina K moze
odgrywac istota role w regulacji innych proceséw, daleko wykraczajacych poza opisywane

pierwotnie krzepnigcie krwi [1].
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Rycina 1. Cykl witaminy K. Reszty glutaminianowe (GLU) biatek zaleznych od witaminy K sa przeksztatcane
w reszty karboksyglutaminowe (GLA) w procesie y-karboksylacji przy udziale GGCX. Kofaktorem GGCX jest
zredukowana forma witaminy KHa, ktora powstaje w procesie redukcji epoksydu witaminy K przy udziale VKOR,
hamowanego przez pochodne kumaryny takie jak warfaryna. Na podstawie Azuma i wsp., [16].

Badania nad niekanonicznymi mechanizmami dzialania witaminy K doprowadzity
w konsekwencji do znacznego poszerzenia wiedzy dotyczacej samej roli witaminy K. Dostepne
dane dowodza, ze funkcje witaminy K wykraczaja poza regulacje krzepnigcia i wapnienia
obejmujac rowniez dziatanie przeciwzapalne [17,18], senolityczne [19] oraz
naczynioprotekcyjne [20]. Rola witamina K, byta jednak dotychczas ograniczana wtasciwie
wylacznie do zlokalizowanej w watrobie regulacji krzepnigcia krwi [21], natomiast funkcje
pozawatrobowe byty przypisywane przede wszystkim witaminie K> [17,20,22] i tylko nieliczne
badania dotycza pozawatrobowych aktywnos$ci witaminy K, a ich wyniki sg niespdjne [23,24].
Podzial funkcji witaminy K; i Ko wydawat si¢ by¢ dodatkowo wspierany przez roznice
w budowie chemicznej tych witamin takie jak stopien nasycenia tancuchoéw bocznych. Ta
klarowna klasyfikacja zostala jednak poddana w watpliwo$¢ poprzez fakt, ze u wielu bakterii
zidentyfikowano czesciowo nasycone menachinony [25,26]. Bioragc pod uwage, dowody
ewolucyjne, wskazujace na to, ze synteza witaminy K; przez chloroplasty roslin,
wyewoluowata na skutek endosymbiozy z sinicami [27], mozna wysnu¢ hipoteze, iz witamina
Ki wystepujaca u roslin, ewolucyjnie jest zredukowang witaming K»(MK-4). Innym faktem
przemawiajacym za mozliwo$cig poréwnywalnego dziatania witaminy K jak Ko jest wyzej
wspomniana mozliwos¢ konwersji witaminy K; w endogenna witaming Ko(MK-4)
[11,12,28,29].

Ostatnia dekada poszerzyta wiedz¢ dotyczaca mechanizméw dziatania witaminy K,

wskazujac na to, ze poza kanonicznym mechanizmem jej dziatania, zwigzanym z karboksylacja
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biatek, moze takze petni¢ inne istotne funkcje niezalezne od karboksylacji. Najnowsze dane
wskazuja, migdzy innymi, ze witamina K nie musi podlega¢ cyklicznym przemianom zaleznym
od VKOR w cyklu witaminy K, jak sadzono dotychczas, ale moze by¢ redukowana na
alternatywnej $ciezce przy udziale biatka FSP-1 (fibroblast-specific protein 1), hamujac proces
ferroptozy [30]. Innym przyktadem niekanonicznego dziatania witaminy K jest opisana
umuszek owocowek funkcja mitochondrialnego nos$nika elektrondow 1 zaangazowanie
w produkcje ATP [31]. Wykazano rowniez, ze witamina K moze wptywac na ekspresje i/lub
aktywno$¢ czynnikow transkrypcyjnych posredniczac w akumulacji kolagenu w komorkach
osteoblastycznych (SXR; steroid and xenobiotic receptor) oraz regulujac odpowiedz zapalng

(NFkB) [18,32].

2. Wplyw witaminy K na stan zapalny

Stan zapalny to ztozony proces, obejmujacy wzrost przepuszczalno$ci naczyn, migracje
komoérek zapalnych, sekrecj¢ prozapalnych cytokin oraz przebudowe¢ macierzy
pozakomorkowej [20, 21]. Stan zapalny towarzyszy przebiegowi wigkszos$ci chorob takich jak
choroby wirusowe, cukrzyca, nowotwory oraz choroby sercowo-naczyniowe [35-38]. Wiele
substancji biologicznych moze regulowaé rownowage mechanizmow pro- i przeciwzapalnych.
Do substancji o dziataniu przeciwzapalnym zaliczane s3 migdzy innymi witaminy: witamina
C, witamina D oraz jak pokazuja najnowsze dane rowniez witamina K [17,39,40].

Znaczna wigkszo$¢ dostgpnych badan, przypisuje dziatanie przeciwzapalne witaminie
K, wskazujac, ze rozne formy Ko(MK-3), Ko(MK-4) i K2(MK-7) sg zdolne do hamowania
produkcji cytokin takich jak: interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6) i czynnik martwicy
nowotworu (TNF) w komodrkach zapalnych [17,18]. Chociaz ilo$§¢ badan dotyczaca
przeciwzapalnych efektow witaminy K jest znacznie mniejsza niz w przypadku witaminy Ko,
warto zaznaczy¢, ze istniejg przestanki, wskazujace na to, ze rOwniez witamina K; moze by¢
zaangazowana w regulacje¢ procesow zapalnych. U ludzi odnotowano, ze poziom witaminy K;
we krwi odwrotnie korelowat z poziomem markeréw zapalnych [41]. Podobnie u szczurow,
podawanie witaminy K; hamowalo migracj¢ makrofagdw in vitro oraz zmniejszato
$miertelnos¢ z powodu endotoksemii wywotanej przez lipopolisacharyd (LPS) [18].

Przeciwzapalne dziatanie witaminy K, w szczegdlnosci witaminy Ko, zostalo
stosunkowo dobrze udokumentowane, jednakze doniesienia dotyczace mechanizmu tego
dziatania pozostaja niespdjne. Co prawda wykazano, ze biatko GRP (Gla-rich protein)
hamowato produkcje¢ prozapalnej prostaglandyny E> (PGE>) i ekspresj¢ metaloproteinazy 13

(MMP13) w hodowlach komoérkowych synowiocytéw 1 chondrocytow stymulowanych
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prozapalnie IL-1 [42], sugerujac tym samym udzial mechanizméw karboksylacji
w przeciwzapalnym dzialaniu witaminy K. Inne prace pokazuja jednak, ze witamina K hamuje
fosforylacje¢ IKKa/B, co wskazuje, iz jej dzialanie przeciwzapalne nie jest zwigzane z
mechanizmami karboksylacji, ale jest zwigzane z bezpos$rednim hamowaniem aktywnosci
czynnika transkrypcyjnego NFxB, odpowiedzialnego za regulacje aktywacji wigkszosci

szlakéw zapalnych [17].

3. Wplyw witaminy K na starzenie sie komorek

Starzenie si¢ komorek (Senescence) jest procesem zwigzanym z zaburzeniem cyklu
komoérkowego, zatrzymaniem podzialow komoérkowych, skracaniem telomeréw oraz
wydzielaniem przez komorki bialek zwigzanych ze starzeniem si¢ takich jak cytokiny
prozapalne [43]. Proces patologicznego starzenia si¢ komorek §ciany naczynia obok, zapalenia
stanowi kolejny, istotny czynnik ryzyka zwigzanym z rozwojem chorob sercowo-
naczyniowych [44,45]. Bioragc pod uwage, ze liczba incydentow sercowo-naczyniowych
istotnie wzrasta wraz z wiekiem, poszukiwanie substancji pozwalajacych na zahamowanie
procesu starzenia si¢ komorek $ciany naczynia, moze potencjalnie przyczyni¢ si¢ do
opracowania nowych strategii prewencji chordb sercowo-naczyniowych. Chociaz niedawno
pojawily si¢ dane sugerujace wptyw niedoboru witaminy K na rozwo6j schorzen zwigzanych
z wiekiem takich jak choroba Alzheimera [7,46,47], to dostepne dane dotycza przede
wszystkim do badan dotyczacych wpltywu witaminy K> na rozwdj chordb
neurodegeneracyjnych i tylko jedna praca opisuje wptyw witaminy K>(MK-7) na aktywno$¢

zwigzanej ze starzeniem [3-galaktozydazy w komorkach §rodbtonka [19].

4, Wplyw witaminy K na rozwoj chorob sercowo-naczyniowych

Choroby sercowo-naczyniowe sg obecnie jedng z wiodacych przyczyn $mierci na
$wiecie, dlatego tez, aktualnie nauka koncentruje si¢ na lepszym zrozumieniu przyczyn
1 poszukiwaniu nowych strategii zapobiegania i leczenia tych choréb. Do choréb sercowo-
naczyniowych zaliczamy: miazdzyce, chorobg wiencowa, niewydolnos¢ serca, kardiomiopatie,
udar, niewydolnos$¢ zylng czy zakrzepice. W przebiegu wigkszos$ci z tych chorob obserwuje si¢
ostry lub przewlektly stan zapalny, wapnienie naczyn, zaburzenia krzepnigcia oraz dysfunkcje
$rédbtonka naczyniowego. Warto nadmieni¢, ze sama dysfunkcja $§rodbtonka naczyniowego
moze by¢ spowodowana oraz nasilana przez liczne czynniki zwigzane z zaburzeniem fizjologii

komorek $rodbtonka, takie jak starzenie si¢ komorek, zaburzenia proliferacji, tranzycja
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endotelialno-mezenchymalna, zaburzenia syntezy tlenku azotu (NO), czy stres oksydacyjny
[48,49].

Nie mozna zaprzeczy¢, ze wapnienie naczyn i zastawek stanowi jeden z istotnych
czynnikow, ktory zwigksza ryzyko wystapienia incydentdw sercowo-naczyniowych.
Jednoczes$nie liczne prace opisuja role witaminy K> jako kofaktora karboksylacji biatek,
takich jak MGP czy osteokalcyna [50-53], zaangazowanych w regulacj¢ poziomu wapnia we
krwi 1 w ko$ciach, a takze regulator procesdbw wapnienia w $cianie naczyfn krwiono$nych.
Pomimo tego, ze w literaturze mozna znalez¢ wzmianki dotyczace naczynioprotekcyjnego
dzialania zar6wno witaminy K; jak i witaminy K> [23,54-56], dziatanie naczynioprotekcyjne
byto dotychczas kojarzone gltownie z hamowaniem wapnienia naczyn krwiono$nych
1 przytlaczajaca wigkszo$¢ dostgpnych badan skupiata si¢ na witaminie K» [57-64].

Najnowsze badania dostarczyly jednak dowodow wskazujacych na to, ze
naczynioprotekcyjny potencjal witaminy K> nie konczy si¢ na regulacji wapnienia. Badania
A. Bar i wsp., (2019) dowiodty, ze witamina K»(MK-7) poprawiata zalezng od $rédblonka
czynno$¢ rozkurczowg naczyn u myszy ApoE/LDLR™, bez wplywu na wielko$¢ blaszki
miazdzycowej, a mechanizm dzialania naczynioprotekcyjnego witaminy K>(MK-7) byt
zwigzany z regulacja produkcji NO [20]. Podobnie, Cirilli i wsp., (2020) w swoich badaniach
in vitro wykazali, ze witamina K, hamowala stres oksydacyjny, przyczyniajac si¢ do
hamowania rozwoju dysfunkcji komoérek srédbtonka [19].

W $wietle przytoczonych dowodéw, naczynioprotekcyjne dziatanie witaminy Koz
wydaje si¢ niepodwazalne, podczas gdy dane dotyczace korzystnego dziatania witaminy K na
$cian¢ naczynia pozostaja niespojne. Jedng z istotnych przyczyn, ktéra spowodowala, ze
badania nad pozawatrobowymi dziataniami witaminy K byty jak dotad pomijane, byty wyniki
prospektywnych, populacyjnych badan kohortowych ,Rotterdam study”. W tych
populacyjnych badaniach wykazano, ze wysokie spozycie witaminy K nie miato wptywu na
obnizenie ryzyka sercowo-naczyniowego w przeciwienstwie do witaminy K» [58]. W innych
badaniach, przeprowadzonych na gryzoniach , réwniez nie zaobserwowano zalezno$ci migdzy
wysokim spozyciem witaminy K a zmniejszonym wapnieniem naczyn [58,65]. W ostatnim
czasie pojawily si¢ jednak istotne badania, ktore wykazaly, ze wysokie spozycie witaminy K
hamowato wapnienie t¢tnic wiencowych podczas gdy niskie st¢zenie witaminy Ki odwrotnie
korelowato z ryzykiem sercowo-naczyniowym [23,66,67].

Ta niespdjnos¢ literatury ponownie otworzyta dyskusj¢ na temat roli witaminy K
w czynnos$ci naczyn krwiono$nych. Dodatkowo, biorgc pod uwage, ze dostgpne dane spdjnie

wigza niskie stezenie witaminy K; ze zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym,
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a niespojnosci dotyczg korelacji pomigdzy spozyciem witaminy K; a jej korzystnym dzialaniem
na naczynia krwiono$ne, poza analizg podazy witaminy K; niezbedne wydaje si¢ zbadanie
wplywu biodostgpnosci  witaminy Ki; w naczyniach krwiono$nych na jej efekt

naczynioprotekcyjny.

5. Dostarczanie witaminy K; do tkanek

Witamina K; dostarczana w diecie jest wchtaniana w jelicie cienkim, wigzana
w olejowym rdzeniu chylomikronéw bogatych w trojglicerydy, a nast¢pnie transportowana
w chylomikronach resztkowych do watroby gdzie jest w magazynowana [68]. Transport
chylomikronéw jest zalezny od apolipoproteiny E (ApoE), determinujac jednoczesnie klirens
watrobowy witaminy K; [46,69-71]. W osoczu, witamina K; jest transportowana przez
lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci (VLDL) stanowigce gtowny zalezny od lipoprotein szlak
transportu witaminy K; z watroby do tkanek docelowych [69], oraz przez lipoproteiny
o $redniej gestosci (IDL), a takze lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) [72]. Lipoproteiny sa
wiec gtownym czynnikiem determinujacym poziom witaminy K; w osoczu i wydajnos$¢ jej
dostarczania do tkanek [15,21,24]. Potwierdzaja to wyniki badan przeprowadzonych
u pacjentow z hipercholesterolemia, ktore wykazaty, ze podwyzszony poziom LDL u tych
pacjentow byl skorelowany z wysokim poziomem krazacej witaminy K; [21]. Natomiast
u noworodkéw, zaobserwowano, ze niskie stezenie LDL wigzalo si¢ z niskim stg¢zeniem
witaminy K; w surowicy [21]. Obok poziomu samych lipoprotein, takze dostgpnosci
receptoréw dla lipoprotein w tkankach docelowych determinuje efektywno§¢ wychwytu
witaminy K; [25,26]. Warto nadmieni¢, ze u 0sob starszych i pacjentow z chorobami sercowo-
naczyniowymi, obok zaburzen profilu lipidowego, obserwuje si¢ takze wystepowanie
polimorfizméw ApoE odpowiedzialnej za transport chylomikronéw, co moze wplywa¢ na
dostarczanie witaminy K; do tkanek pozawatrobowych, a w konsekwencji ograniczaé
biodostepnos¢ witaminy K1 w $cianie naczyn krwionos$nych u tych pacjentow.

Wychwyt witaminy K przez tkanki moze by¢ rowniez utrudniony ze wzgledu na jej
hydrofobowy charakter. Tak jak w przypadku innych lipofilnych substancji, staba
rozpuszczalnos¢ witaminy K; w wodzie, szczegdlnie w przypadku podania doustnego moze
znaczaco obnizaé jej przyswajalnos¢ [73]. Innym czynnikiem ograniczajagcym biodostepnosé
witaminy K; jest jej endogenna konwersja w jelicie [13], gdzie komorki nabtonka jelit
przeksztalcaja egzogenng witaming K; w endogenng witaming K>(MK-4) [28]. Witamina K
stanowi rowniez substrat dla bakterii jelitowych, ktore przeksztatcaja ja w dtugotancuchowe

formy witaminy K, [74]. Ze wzgledu na konwersje zachodzaca zar6wno w komodrkach

17



nabtonka jelit jak i1 bakteriach jelitowych dostarczenie witaminy Ki, pochodzacej gléwnie

z diety do $ciany naczynia w niezmienionej formie moze by¢ znacznie ograniczone.
Reasumujac, wiele czynnikow, takich jak transport zalezny od lipoprotein,

hydrofobowy charakter, a takze konwersja w jelicie utrudniaja dostarczenie witaminy K; do

tkanek pozawarobowych w tym do §ciany naczyn krwiono$nych.

6. Podsumowanie

Przyczyny rozwoju choréb sercowo-naczyniowych sa niezwykle ztozone. Do gléwnych
czynnikow zaangazowanych w progresje tych chordb zalicza si¢ miedzy innymi stan zapalny,
oraz upoS$ledzenie fizjologicznej funkcji komorek $ciany naczyn krwiono$nych. Jedna
z obiecujacych substancji, ktéora potencjalnie moglaby wesprze¢ terapie choréb
sercowo-naczyniowych jest witamina K, ktéra, jak wskazuja dostepne dane, moze hamowac
procesy zapalne oraz poprawia¢ czynno$¢ $rodbtonka [17,20,58]. Co istotne, znaczaca
wiekszos$¢ przeprowadzanych dotychczas badan nad pozawatrobowymi aspektami dziatania
witaminy K dotyczyla witaminy K> podczas gdy, rola witamina K byla czg¢sto pomijana, a jej
funkcje¢ ograniczano przede wszystkim do regulacji proceséw krzepnigcia krwi. Niedawno,
pojawiaty si¢ jednak przestanki wskazujace, na to, ze niski poziom witaminy K; koreluje ze
zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym [23]. Mechanizm tej zalezno$ci nie zostat
jednak dotad wyjasniony, a moze by¢ zwigzany z naczynioprotekcyjnym dziataniem witaminy
Ki. Witamina K jest najpowszechniej wystepujaca formg witaminy K w zywnosci [75-77],
dlatego tez wyjasnienie mechanizmow jej naczynioprotekcyjnego dziatania moga
w przysztosci stanowi¢ podstawe do zaproponowania nowych rekomendacji dotyczacych
suplementacji witaminy K1, a takze nowych rekomendacji zywieniowych nie tylko dla ludzi

zdrowych, ale réwniez dla pacjentdw ze schorzeniami sercowo-naczyniowymi.
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II Cel Pracy

Pozawatrobowe, w szczeg6lnos$ci naczynioprotekcyjne dziatanie witaminy K bylo
dotychczas przypisywane gltownie witaminie K>, podczas gdy dane dotyczace
naczynioprotekcyjnego witaminy Ki sg wciaz niespdjne i nie zostaly w petni wyjasnione.

W zwiazku z tym, glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie czy
witamina K; moze wykazywa¢ dzialanie naczynioprotekcyjne podobnie jak witamina Ko.

W szczego6lnosci celem niniejszej pracy doktorskiej byto:

1. Zbadanie mechanizmu naczynioprotekcyjnego dzialania witaminy K; 1 Ko, ze

szczeg6lnym uwzglednieniem dzialania przeciwzapalnego i senolitycznego .

2. Zbadanie wplywu niedoboru witaminy Ki na czynno$¢ $rodblonka naczyniowego
in vivo u myszy z normo- i dyslipidemig.

3. Zbadanie mechanizméw endogennej konwersji witaminy Ki; w $cianie naczyn
krwionosnych.

4. Zbadanie terapeutycznej skutecznosci witaminy K; podawanej w postaci
hialuronowych nanonkapsut o olejowym rdzeniu w celu zwigkszenia biodostepnosci

witaminy K| w $cianie naczynia i poprawy czynnosci §rodbtonka.

Rozprawe doktorska stanowig w wigkszos$ci oryginalne, niepublikowane wyniki i tylko

cze¢$¢ wynikow zostata wezesniej opublikowana w publikac;i:

Anna Kieronska-Rudek, Agnieszka Kij, Patrycja Kaczara, Anna Tworzydlo, Marek

Napiorkowski, Katarzyna Sidoryk, Stefan Chlopicki, Exogenous Vitamins K Exert Anti-
Inflammatory Effects Dissociated from Their Role as Substrates for Synthesis of Endogenous
MK-4 in Murine Macrophages Cell Line. Cells. 2021, 10(7):1571 (IF piecioletni = 7.677,
Punktacja MNiSW = 140).
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IIT Materialy i metody

1. Zwierzeta doswiadczalne i linie komorkowe

Myszy C57BL/6J zakupiono w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie (Warszawa, Polska) oraz
w Centralnym Laboratorium Zwierzagt Dos$wiadczalnych Uniwersytetu Medycznego
w Warszawie (Warszawa, Polska). Myszy ApoE/LDLR-/- otrzymano z Katedry Zywienia
Cztowieka Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie (Polska). Myszy APOE*3-Leiden.huCETP
(E3L.CETP) [78-81] zostaty dostarczone w ramach wspolpracy przez Dr J.M.G Princen’a
z Organization of Applied Scientific Research, Metabolic Health Research (Leiden, Holandia).
Zwierzgta doswiadczalne utrzymywano w indywidualnie wentylowanych klatkach
hodowlanych, bez ograniczania koprofagii, po 5—6 osobnikéw, z nieograniczonym dostgpem
do pozywienia i wody, w pomieszczeniu o kontrolowanych warunkach temperatury
1 wilgotnos$ci z 12-godzinnym cyklem dzien/noc. Badania na zwierzgtach przeprowadzono po
uzyskaniu zgody Il Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Krakowie
przy Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk (Krakow, Polska),
postepujac zgodnie z wytycznymi Dyrektywy Parlamentu Europejskiego 2010/63/UE
w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych.

Ludzkie komorki $rédbtonka aorty HAEC (Human Aortic Endothelial Cells), mysie
komorki migénie gladkie aorty MOVAS (Mouse Aortic Smooth Muscle Cells) 1 komorki
monocytow U937 zakupiono w ATTC (Rockville, Maryland, MD, Stany Zjednoczone). Mysie
komorki makrofagdéw RAW 264.7 zakupiono w ECCAC (Salisbury, Anglia, Wielka Brytania).
Komorki $rodblonka PAEC (Porcine Aorta Endothelial Cells) otrzymano w ramach
wspotpracy z Prof. Y. Wang z University of Hongkong, Chiny. Wykorzystanie ludzkich
pierwotnych komorek migsnidwki gladkiej aorty 04/35F/11A (komorki pobrane od dawcy),
byto mozliwe w ramach stazu naukowego w laboratorium Prof. C.M. Shanahan (Kings Collage
Londyn, Wielka Brytania). Do hodowli komodrkowej uzyto nastgpujacych pozywek
hodowlanych: dla HAEC - pozywka Endothelial Growth Medium-2 (EGM-2), (Lonza,
Bazylea, Szwajcaria) uzupetniona 10% FBS oraz zestawem suplementéw zalecanym przez
producenta (Lonza, Bazylea, Szwajcaria). Dla komérek PAEC, MOVAS oraz RAW 264.7
pozywka Dulbecco's Eagle Medium (DMEM), (Gibco, Paisley, Szkocja, Wielka Brytania)
uzupehiona 10 % FBS, dla U937 pozywka Roswell Park Memorial Institute Medium 1640
(RPMI 1640) (Lonza, Bazylea, Szwajcaria) uzupeilniona 20% FBS. Komoérki 04/35F/11A
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hodowano w pozywce Medium 199 (Gibco, Paisley, Szkocja, Wielka Brytania) uzupetnione;j
20% FBS. Wszystkie linie komorkowe hodowano w inkubatorze do hodowli komoérek w 37°C;
5% COz 1 regularnie badano pod katem zanieczyszczenia Mycoplasma przy uzyciu zestawu

MycoAlert Mycoplasma Detection Kit (Lonza, Bazylea, Szwajcaria).

2. Modele badawcze wykorzystane do badania naczynioprotekcyjnych

efektow witaminy K; i K,; badania in vive

2.1 Model myszy ApoE LDL""; zywienie dieta wzbogacong witaming K; lub K,

Myszy ApoE LDL” w wieku 16 tygodni, o ktérych wiadomo, ze z wiekiem rozwijajg
dysfunkcj¢ $rodbtonka a potem blaszki miazdzycowe [20] Zywiono przez 8 tygodni dietg
AIN 93G wzbogacong w witaming K; K; (Sigma-Aldrich MO, Stany Zjednoczone) lub
witamine Ky(MK-4) (Sigma-Aldrich MO, Stany Zjednoczone) w dawce 10 mg/kg m. c.
Nastepnie oceniano zalezng i niezalezng od §rodbtonka odpowiedz rozkurczowa aorty technika
obrazowania magnetyczno-rezonansowego (MRI; Magnetic resonance imaging) w pniu

ramienno-glowowym tetnicy szyjnej oraz lewej tetnicy szyjnej (n=6-10 myszy/grupe).

2.2 Model niedoboru witaminy K; u myszy normolipidemicznych C57BL/6J oraz

dyslipidemicznych E3L.CETP; zywienie dieta uboga w witaming K; oraz préba

odwrdcenia skutkow niedoboru za pomoca diety

W celu zdefiniowania sktadnikoéw diety o najwyzszej zawartosci witaminy K; oceniono
jej stezenie w roznych sktadnikach paszy (Tabela 1). Najwyzsze stezenie witaminy Kj
stwierdzono w produktach sojowych, oleju stonecznikowym i kazeinie. W zwiazku z tym,
w celu opracowania diety ubogiej w witaming K przy jednoczesnym zachowaniu bilansu
wszystkich niezbednych sktadowych diety takich jak biatka, wgglowodany i ttuszcze, sktadniki
o wysokiej zawarto$ci witaminy Ki, zastgpiono innymi o nizszej zawarto$ci witaminy K;.
W zwigzku z tym, zmniejszono zawarto$¢ kazeiny, olej sojowy zastgpiono olejem
kukurydzianym a skrobi¢ kukurydziang czg¢$ciowo zastgpiono platkami ryzowymi (50%),
dlatego diete opisano jako AIN-93M RYZ(-K;). Sktadniki diety wymieniono szczegdlowo w
Tabeli 2. Sklad diety, wywolujacej niedobor witaminy K; opracowano we wspotpracy z
zespotem Prof. R. Kostogrys z Katedry Zywienia Cztowieka i Dietetyki na Uniwersytecie

Rolniczym w Krakowie.
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Tabela 1. Zawarto$¢ poszczegélnych form witaminy K w skladnikach diety. (Pomiary poziomu witaminy K
metoda UHPLC-APCI-MS/MS wykonano we wspolpracy z Dr A. Kij z JCET, Krakow)

Sktadnik” K, [mg/kg] K>(MK-4) [mg/kg] K>(MK-7) [mg/kg]
Blonnik NW NW NW
Bialka soi 0.035 NwW 0.248
Kazeina 0.002 0.003 NW
Platki ryzowe NwW NwW NwW
Platki sojowe 0.683 NW 0.022
Skrobia kukurydziana NwW NwW NwW
Olej kukurydziany 0.443 NW NW
Olej stonecznikowy 18.811 NW NwW
Olej sojowy 10.340 NW NW

* Stezenie poszczegolnych form witaminy K wyrazono w mg/kg danego skfadnika; symbolem NW
(niewykrywalny) oznaczono poziom ponizej progu detekcji metody UHPLC-APCI-MS/MS.

Uwaza sig, ze dieta gryzoni zawierajaca witaming Ki w ilosci 0,75-2,00 mg/kg paszy
zaspokaja dzienne zapotrzebowanie na witaming K; [74,82—-84]. W zwiazku z tym, dieta
kontrolna zastosowana w niniejszym badaniu AIN-93M RYZ(+K,) byta oparta na skladzie
diety z niedoborem witaminy K;(AIN-93M RYZ(-K)), do ktorej dodano witamine K; w dawce
0,75 mg/kg paszy (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska) (Tabela 2). Dodatkowa grupe kontrolng
AIN-93M (+K1) zawierajacag rowniez witaming K; w dawce 0,75 mg/kg, paszy, ale oparta na
klasycznym sktadzie paszy AIN-93M (Tabela 2) zaprojektowano, aby potwierdzi¢, ze
obserwowane efekty naczyniowe sg zwigzane wytgcznie z poziomem witaminy Ki i nie maja

zwigzku ze zmiang innych sktadnikow diety takich jak Zrédto biatka czy thuszczu.
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Tabela 2. Sklad diet zaspokajajacych zapotrzebowanie na witamin¢ Ki oraz diety ubogiej w witamine¢ Ki.
(Opracowanie sktadu paszy we wspotpracy z Prof. R. Kostogrys z UR, Krakéw; Pomiary poziomu witaminy K
metoda UHPLC-APCI-MS/MS wykonano we wspolpracy z Dr A. Kij z JCET, Krakow)

Sktadnik* Diety zaspokajajace zapotrzebowanie na Dieta uboga w
witamine K; witaming K;

AIN-93M(+K}) AIN-93M RYZ(+K;)  AIN-93M RYZ(-K,)

Skrobia kukurydziana[g/kg]

465.692

20.692 20.692
Platki ryzowe [g/kg] - 500.000 500.000
Kazeinna (>85% bialka) [g/kg] 140.000 96.000 96.000
Maltodekstryna [g/kg] 155.000 155.000 155.000
Sacharoza [g/kg]| 100.000 100.000 100.000
Olej kukurydziany [g/kg] 40.000 40.000 40.000
Blonnik [g/kg] 50.000 39.000 39.000
Mieszanka mineralna 35.000 35.000 35.000
(AIN-93M-MX) [g/kg]
Mieszanka witaminowa (AIN-93-VX) bez - - 10.000
witaminy K; [g/kg]
Mieszanka witaminowa (AIN-93-VX) z 10.000 10.000 -
witamina K; (75 mg/kg mix) [g/kg]
L-Cystyna [g/kg] 1.800 1.800 1.800
Wodorowinian choliny [g/kg] 2.500 2.500 2.500
Tert-butylohydrochinon (TBHQ) [g/kg] 0.008 0.008 0.008
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W celu zbadania wptywu niedoboru witaminy K; w diecie, oraz okreslenia czy niedobor

witaminy K1 mozna przywroci¢ zywieniem dietg zaspokajajaca zapotrzebowanie na witaming

K1 myszy C57BL/6J, w wieku 14 tygodni przydzielono do czterech grup do$wiadczalnych,

gdzie kazda z grup byla zywiona w sposdb zgodny z ponizszym schematem.

Grupa AIN-93M (+Ki) - grupa, ktérg przez 10 tygodni zywiono dieta kontrolna
AIN-93M (+K), w ktorej dzienne zapotrzebowanie na witaming K; zapewniono poprzez
dodanie witaminy K; w dawce w ~ 0,75 mg/kg paszy.

Grupa AIN-93M RYZ(+Kj) - grupa, ktérg przez 10 tygodni zywiono zmodyfikowana
diete AIN-93M zgodnie z Tabela 2; zawierajaca platki ryzowe, AIN-93M RYZ(+K.),
w ktorej dzienne zapotrzebowanie na witaming K; zapewniono poprzez dodanie
witaminy K; w dawce w ~ 0,75 mg/kg paszy.

Grupa AIN-93M RYZ(-K)) - grupa, ktérg przez 10 tygodni zywiono zmodyfikowana,
dieta AIN-93M zawierajaca ptatki ryzowe, AIN-93M RYZ(-K,); bez dodatku witaminy
K.

Grupa AIN-93M RYZ(-/+Ki) - grupa, ktérag przez 5 tygodni zywiono dieta
AIN-93M RYZ(-K), bez dodatku witaminy K; a nastepnie przez kolejne 5 tygodni
zywiono dieta AIN-93M RYZ(+K}).

W celu oceny wplywu niedoboru witaminy Ki, na wywotang dyslipidemiag dysfunkcje

$rédbtonka,  14-tygodniowe myszy E3L.CETP przydzielono do dwodch grup

eksperymentalnych. Kazda z grup byla Zywiona przez 10 tygodni w sposob zgodny

z ponizszym schematem. Wyniki pordwnano z wynikami uzyskanymi u dopasowanych

wiekowo myszy C57BL/6J wedlug tego samego schematu zywieniowego.

Grupa AIN-93M RYZ(+Kj) - grupa, ktéra przez 10 tygodni zywiono dietg kontrolng
AIN-93M (+K), zawierajaca witaming K; w dawce w ~ 0,75 mg/kg paszy.

Grupa AIN-93M RYZ(-K)) - grupa, ktérg przez 10 tygodni zywiono zmodyfikowana
dieta AIN-93M zawierajaca ptatki ryzowe, AIN-93M RYZ(-K,); bez dodatku witaminy
K.
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2.3 Model niedoboru witaminy K; u myszy normolipidemicznych C57BL/6J; zastosowanie

hialuronowych nanokapsut o olejowym rdzeniu do dostarczania witaminy K; w celu

poprawy efektywnosci odwracania skutkoéw niedoboru witaminy K;

Hialuronowe nanokapsuly o olejowym rdzeniu zawierajacym witaming K;
(Ki-Oil-HyC12) zsyntetyzowano zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 2 A
i poprzednimi pracami opublikowanymi przez zesp6l Prof. Sz. Zapotocznego [85-88].
Hydrofobowa pochodng kwasu hialuronowego (HyCl12) otrzymano zgodnie z wczes$niej
opisanymi protokotami [85,86,88]. Wyboru rozpuszczalnika witaminy K; dokonano na
podstawie pomiaru zawarto$ci witaminy K w roznych olejach, aby zminimalizowaé
dostarczanie witaminy Ki z rozpuszczalnika. Wybrano olej kukurydziany, ktory zawierat
najnizsze st¢zenie witaminy K (0,443 mg/kg oleju) w poréwnaniu z olejem stonecznikowym
(18,811 mg/kg oleju), czy olejem sojowym (10,340 mg/kg oleju). Nanokapsuly przygotowano
przy uzyciu procesu emulgowania wspomaganego ultradzwigckami. Wodny roztwor pochodnej
polisacharydu (1 g/L w 0,01 M PBS, Sigma-Aldrich, Poznan, Polska) zmieszano z fazg olejowa
zawierajacg rozpuszczong witaming K; (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). Boczne grupy
alkilowe (dodecyl, C12) umozliwily samoorganizacj¢ zmodyfikowanych tancuchéw
polisacharydowych wokoét nanokropelek oleju kukurydzianego w fazie wodnej, prowadzac do
utworzenia otoczki nanokapsul z zamknieta w formie rdzenia witaming K; rozpuszczong w
oleju (K;-Oil-HyC12). Mieszaning homogenizowano przy uzyciu wytrzasarki wirowej,
a nast¢pnie poddano dziataniu ultradzwickéw. Emulsje zawierajaca witaming K rozpuszczona
w oleju kukurydzianym (Ki-Oil) przygotowano bez polimeru Iub innych $rodkéw
stabilizujacych i zastosowano jako kontrole efektywnos$ci dostarczania witaminy K. Zaréwno
nanokapsuty K;-Oil-HyC12 jak i K;-Oil zawieszono w DPBS.

Charakterystyki nanokapsut dokonano na podstawie pomiaru dynamicznego
rozpraszania §wiatta (DLS; Dynamic light scattering), wykonanego dla K;-Oil-HyC12 (Rycina
2 B) oraz emulsji K;-Oil (Rycina 2 C). Wazone objetosciowo rozktady srednic Ki-Oil-HyC12
1 Ki-Oil wykazaly, iz K;-Oil w $rodowisku wodnym byta mniej stabilna w poréwnaniu do
jednorodnej zawiesiny K;-Oil-HyC12, co potwierdza roéwniez obserwacja zaprezentowana na
reprezentatywnych zdjeciach obu formulacji (Rycina 2 B, C).

Stabilnos¢ K;-Oil-HyC12 w czasie oceniano analizujac zmiany wielkos$ci 1 potencjatu
zeta za pomocg DLS w czasie (Rycina 2 D), a parametry te pozostawaly stabilne nawet po

29 dniach przechowywania w temperaturze 4°C.
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Rycina 2. Charakterystyka naaokapsul na bazie hialuronianu z rdzeniem olejowym zawierajacym
rozpuszczong witamine Ki. Nanokapsuty na bazie hialuronianu z rdzeniem z oleju kukurydzianego zawierajace
rozpuszczong witaming Ki zsyntetyzowano, zgodnie z przedstawionym schematem graficznym (A). Wielkos¢
czastek zawierajacych Ki: oceniono dla Ki-Oil-HyC12 (B) i Ki-Oil (C). Stabilno$¢ nanokapsul podczas
przechowywania w temperaturze 4°C oceniano przez monitorowanie przez 28 dni zmian wielkosci nanokapsut
i potencjatu Zeta (D).(Synteze¢ nanokapsut wykonano we wspotpracy z Dr M. Hazuka-Janik oraz Mgr J. Bednorz
z Wydziatu Chemii, UJ, Krakow).

3. Modele badawcze wykorzystane do badania naczynioprotekcyjnych
efektow witaminy K; i K,; badania ex vivo

3.1 Model izolowanej mysiej aorty ex vivo traktowanej witaming K i K»

Uszkodzenie zaleznej od s$rodblonka odpowiedzi rozkurczowej naczynia ex vivo
wywolywano poprzez 24 godzinng inkubacje krazkéw aorty w pozywce hodowlanej
Minimum Essential Medium (MEM), (Gibco, Paisley, Szkocja, Wielka Brytania)
wzbogaconej 20% FBS w obecnosci TNF (10ng/mL) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, Stany
Zjednoczone). Naczynioprotekcyjne dziatanie witaminy K; 1 witaminy Ko(MK-7)
(NattoPharma, part of Gnosis by Lesaffre, Lesaffre, France) ex vivo oceniano na podstawie
odpowiedzi rozkurczowej naczynia po podaniu acetylocholiny (Ach) i nitroprusydku sodu
(SNP), przy uzyciu miografu klasycznego, po 24 godzinnej inkubacj¢ krazkéw aorty z TNF
w obecnos$ci witamin K lub Ko(MK-7), (10uM), dla 6 osobnikow/grupe.
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4. Modele badawcze wykorzystane do badania naczynioprotekcyjnych

efektow witaminy K; i K,; badania in vitro

4.1  Modele in vitro wykorzystane do badania senolitycznych efektéw witaminy K; i K»

4.1.1 Model replikacyjnego starzenia sie komorek PAEC i 04/35F/11A

Do oceny wplywu witaminy K; i K> na proces replikacyjnego starzenia si¢ komoérek
wykorzystano komorki $rédbtonka PAEC oraz komorki migsnidwki gladkiej §ciany naczynia
04/35F/11A. Starzenie si¢ komorek w modelu replikacyjnego starzenia si¢ osiggni¢to poprzez
kolejne pasaze skutkujace wielokrotng replikacja komoérek. Fenotyp komérek PAEC uznano za
starzejacy si¢ po piatym pasazu, natomiast w przypadku 04/35F/11A po dwudziestym
pierwszym pasazu. Nastepnie komorki traktowano przez 24 godzin (PAEC) lub 48 godzin
(04/35F/11A) witaming K; lub witaming Ko(MK-7) w stezeniu 5 lub 10uM, po czym oceniano
efekty senolityczne poprzez oceng proliferacji, analize aktywnos$ci zwigzanej ze starzeniem

-galaktozydazy (SAPgal).

4.1.2 Model starzenia sie komorkach HAEC wywolanego promieniowaniem

rentgenowskim

Komoérki srédbtonka HAEC naswietlano przy uzyciu promieniowania rentgenowskiego
o mocy 10 Gy (we wspdlpracy z Dr A. Panek z Instytutu Fizyki Jadrowej im. Henryka
Niewodniczanskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie). Do naswietlania
promieniowaniem rentgenowskim zastosowano aparature MCN 323 (Philips, Hamburg,
Niemcy) o parametrach 250 kV, 10 mA. Dozymetri¢ wykonano przy uzyciu referencyjnego
dozymetru UNIDOS oraz komory jonizacyjnej TM31013 (PTW, Freiburg, Niemcy). Wymiary
pola promieniowania oszacowano na 20 x 20 cm2, a odlegltos¢ zrodta od powierzchni wynosita
34,8 cm [89]. Butelki hodowlane z linia HAEC nas$wietlano na specjalnie zaprojektowanym
fantomie z polimetakrylanu metylu. Srednia zmierzona moc dawki wynosita 0,03 Gy/s,
a catkowita dawka dostarczona do probek wynosita 10 Gy. Po ekspozycji komorki przenoszono
do inkubatora komoérkowego. Po 24 godzinach pozywke hodowlang wymieniano na pozywke
zawierajagcg witaming Ki, lub witamine K>(MK-7) (10uM), lub na pozywke bez dodatku
witamin. Przez caly okres starzenia si¢ komorek, ktory oszacowano na 10 dni, pozywke
wymieniano codziennie na w celu utrzymania statego poziomu witamin. Wptyw witaminy K;

1 K2 na starzenie si¢ komoérek oraz uszkodzenie DNA wywolane promieniowaniem w tym
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modelu oceniano poprzez analiz¢ proteomiczng bialek zwigzanych z uszkodzeniem DNA,

stresem oksydacyjnym oraz starzeniem si¢ a takze analizowano aktywno$¢ SAPgal.

4.1.3 Model starzenia sie  komorek 04/35F/11A wywolane gromadzeniem

prelaminy A

Starzenie si¢ komorek migsniowki gladkiej Sciany naczynia 04/35F/11A osiggano na
dwa sposoby, w zalezno$ci od stosowanego nastepnie ukladu doswiadczalnego: 1/poprzez
wywolanie nadekspresji prelaminy A za pomocg wektora adenowirusowego, lub 2/poprzez
wyciszenie za pomocg siRNA genu FACE-1 (Farnesylated Protein Convertin Enzyme-1),
skutkujacego zahamowaniem dojrzewania prelaminny A i w konsekwencji jej gromadzeniem.

1/ Procedurg transfekcji adenowirusem rozpoczynano gdy konfluencja komorek
04/35F/11A wynosita 60%-70%. Miano wirusa uzyte do transfekcji wynosito okolo
40 jednostek wirusa na komoérke. Komorki infekowano rekombinowanymi adenowirusami
znakowanymi FLAG, zawierajagcymi nierozszczepialng posta¢ prelaminy A, zmodyfikowanej
w miejscu cigcia Zmpste24 (L647R) (Ad/UC). Sekwencja zostala opracowana
i zsyntetyzowana przez laboratorium Prof. C.M. Shanahan, King’s Collage London
w Londynie. Efektywnos$¢  transfekcji oceniano  przy  pomocy  barwienia
immunocytochemicznego przeciwciatem anty-FLAG (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, Stany
Zjednoczone). Oczekiwana efektywno$¢ transfekcji wynosita okoto 80%.

Inkubacj¢ witaming K; i1 witaming K2(MK-7) rozpoczynano po 40 minutach od
momentu wprowadzenia wirusa i prowadzono przez 48 godzin. Pozywke wymieniano co
24 godziny w celu zapewnienia statego st¢zenia witaminy. Efekt senolitycznym witaminy K;
i witaminy K>(MK-7) oceniano na podstawie analizy ekspresji genow zwigzanych ze
starzeniem si¢ komorek oraz aktywnosci SAPgal.

2/ Procedure wyciszania ekspresji FACE-1 rozpoczynano przy konfluencji 70%-80%
04/35F/11A. Mate interferujace RNA (siRNA; small interference RNA) FACE-1, w stezeniu 5
nM wprowadzano od komoérek przy uzyciu odczynnika do transfekcji HiPerfect (Qiagen,
Manchesterze, Wielka Brytania). Traktowanie witaminami rozpoczynano po 24 godzinach po
transfekcji, poprzez zmiang pozywki hodowlanej na pozywke uzupetiong 10 uM witaming K
lub witaming K>(MK-7). Inkubacj¢ prowadzono 24 godziny inkubacje. Wplyw witaminy K
1Ko na hamowanie uszkodzen DNA analizowano immunocytochemicznie przy uzyciu
przeciwciala przeciwko fosforylowanemu histonowi H2A.X (Ser139) (Cell Signaling

Technology, Wielka Brytania).
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4.2 Modele in vitro wykorzystane do badania dzialania przeciwzapalnego witaminy K; i K>

4.2.1 Model zapalenia w komoérkach srédblonka (HAEC)

Ludzka lini¢ komorek $rodbtonka HAEC stymulowano prozapalnie przy uzyciu TNF
(10ng/mL) poprzez 24 godzinng inkubacj¢. Inkubacja z witaming, witaming Ko(MK-4) oraz
witaming Ky(MK-7) (10uM), obejmowata 24 godzing inkubacje z witaminami przed
stymulacja prozapalna oraz 24 godzinng inkubacj¢ razem z TNF. Nast¢gpnie badano wptyw
witaminy K; lub witaminy K> na adhezj¢ monocytéw do $rodblonka, ekspresje¢ ICAM-1
1 COX-2 oraz produkcje PGE-.

4.2.2 Model zapalenia w makrofagach (RAW 264.7)

Stan zapalny w makrofagach wywotywano poprzez 24 godzinng inkubacje z LPS
(serotypu Abortusequi Salmonella enterica) (I ng/mL). W celu okres§lenia dziatania
przeciwzapalnego witaminy K, komorki inkubowano 48 godzin w obecnosci lub bez witamin
Ki, K2(MK-4) Iub K»(MK-7) (10 uM), w tym 24 godziny przed stymulacja prozapalng oraz
24 godziny razem z LPS. Pozywke¢ zmieniano co 24 godziny, aby zapewnié state stezenie
witamin. Dziatanie przeciwzapalne analizowano na podstawie markerow prozapalnych takich

jak cytokiny (TNF, IL-6), NO;" oraz PGE:.

5. Ocena efektow naczynioprotekceyinych in vivo

5.1 Ocena czynnosci rozkurczowej naczynia in vivo za pomoca MRI

Zalezng i niezalezng od $rodbtonka odpowiedz rozkurczowa naczynia in vivo oceniano
za pomocg MRI zgodnie z opublikowanymi wczes$niej protokotami [90-93]. Obrazowanie MRI
wykonano za pomocg skanera 9,4T (BioSpec 94/20 USR; Bruker BioSpin GmbH; Ettlingen,
Niemcy) u myszy w anestezji ogoélnej z uzyciem izofluranu. W trakcie badania monitorowano
parametry zyciowe zwierzat takie jak rytm serca, oddech oraz temperatura ciala.

Zalezng od $rddbtonka odpowiedz rozkurczowa naczynia oceniono w odpowiedz na
Ach, podawang dootrzewnowo w dawce 16,6 mg/kg m. c. Niezalezny od $rédbtonka rozkurcz
naczyn oceniano w odpowiedzi na SNP, podawany dozylnie w dawce 1 mg/kg m. c. Zalezna
iniezalezng od $rodbtonka odpowiedZ naczynia w zalezno$ci od zastosowanego modelu
oceniano w aorcie piersiowej i brzusznej lub w pniu ramienno-glowowym tetnicy szyjnej

i lewej tetnicy szyjne;j.
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Rozkurcz naczyn w odpowiedzi na zwickszony przeptyw krwi (FMD; Flow mediated
dilatation) oceniano w tetnicy udowej, po kroétkotrwatej okluzji naczynia (5 min) zgodnie

z metodyka opisang w poprzednich badaniach [94,95].

5.2 Oznaczenie stezenia witaminy K; i witamin z grupy K, w osoczu, watrobie aorcie i

kale myszy z zastosowaniem techniki UHPLC-APCI-MS/MS

Krew pobrano z prawej komory serca strzykawek optaszczonych K2-EDTA, uzytego
jako $rodek przeciwzakrzepowy, a nastgpnie odwirowano (664 x g, 12 min, 4 °© C) w celu
oddzielenia osocza. Aorty perfundowano 0,9% roztworem chlorku sodu (NaCl), wyizolowano
1 oczyszczono z otaczajacych tkanek w tym z okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej (PVAT;
perivascular adipose tissue). Watroby izolowano po perfuzji przy uzyciu 0,9% NaCl,
izolowano, wazono i zabezpieczano ptat ogonowy. Kat zbierano z klatek poszczegélnych grup.
Osocze, aortg 1 plat watroby natychmiast zamrazano 1 przechowywano w temperaturze -80°C
do dalszej analizy.

Stezenie witaminy: Ki, Ko(MK-4), Ko(MK-5), K2(MK-6), K2(MK-7) oraz K>(MK-9)
0znaczano w 0soczu, aorcie, watrobie i kale, oraz w badanych dietach z zastosowaniem techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w potaczeniu z tandemowa spektrometrig mas
stosujac jonizacja chemiczng pod ci$nieniem atmosferycznym (UHPLC-APCI-MS/MS), jak
opisano wczesniej [12,20], z niewielkimi modyfikacjami. System UHPLC-APCI-MS/MS
obejmowat chromatograf cieczowy Ultimate 3000 UHPLC (Dionex; Sunnyvale, Kalifornia,
Stany Zjednoczone) oraz spektrometr mas typu potrojny kwadrupol TSQ Quantum Ultra
(Thermo Fisher Scientific). Aorte (ok. 7 mg), wybrany ptat watroby (ok. 150 mg) i kat (ok. 50
mg) automatycznie homogenizowano w 500 pl etanolu przy uzyciu homogenizatora
tkankowego Precellys Evolution (Bertin; Montigny-le-Bretonneux, Francja). Probki osocza
rozcienczano woda dejonizowang do objetosci 500 pl. Zmodyfikowane diety AIN-93M
rozdrabniano w mozdzierzu ceramicznym, wazono (ok. 50 mg) i zawieszano w 500 pl etanolu.

Nastgpnie do probek dodawano 10 pul wzorca wewngtrznego (Ki-d7; 1 pg/mL),
mieszano i dodawano kolejng porcje etanolu (tacznie 1000 pl), wody dejonizowanej (lacznie
500 pl), 1 heksan (tacznie 1000 pl). Po 10 minutach energicznego wytrzasania dodawano
kolejne 2 mL heksanu, a nastgpnie wytrzasano probki przez 10 minut. Po odwirowaniu probek
(4500 obr/min, 10 min, 4 °C), zebrano gérng warstwe organiczng i przeniesiono do czystej
szklanej probowki, a procedure ekstrakcji powtdrzono stosujac 3 mL heksanu. Potaczone

warstwy organiczne odparowano do sucha w strumieniu azotu ( 40 °C), a suchg pozostatos¢
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probki rozpuszezono w 50 pl 2-propanolu. Po zwirowaniu probek (1000 obr/min, 5 min, 4 °C),
supernatanty przeniesiono do fiolek chromatograficznych, i poddano analizie UHPLC-APCI-
MS/MS. Rozdzielenie chromatograficzne witamin K prowadzono w odwroconym uktadzie faz,
z zastosowaniem kolumny analitycznej PFP (Kinetex 2,6 pm PFP, 100 A, 100,0x3,0 mm;
Phenomenex; Torrance, Kalifornia, Stany Zjednoczone), oraz elucji gradientowej przy uzyciu
0,1% kwasu mrowkowego w 2-propanolu oraz 0,1% kwasu mréwkowego w 5 mM mréwczanie
amonu jako faz ruchomych. Dokladne warunki prowadzenia analizy chromatograficznej oraz
parametry spektrometru mas, a takze wybrane monitorowane przejscia jonowe

charakterystyczne dla witamin K zostaty opisane w pracach [12,20].

5.3 Ocena parametréw krzepniecia krwi na podstawie pomiaru stezenia kompleksu

trombina-antytrombina (TAT)

Krew pobierano z prawej komory serca do strzykawek optaszczonych 3,8%
cytrynianem sodu jako $rodka przeciwzakrzepowego, a nastgpnie odwirowano (664 x g, 12
min, 4 ° C) w celu oddzielenia osocza. Stgzenie TAT w osoczu, oceniano ilo$ciowo za pomoca
komercyjnie dostepnego zestawu do immunoenzymatycznego (ELISA) (EMT1020-1;
AssayPro; St. Charles, Missouri, Stany Zjednoczone) zgodnie z instrukcja producenta. Na

podstawie stezenia TAT oceniano aktywnos$¢ ukladu krzepnigcia.
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6. Ocena efektow naczynioprotekcyinych ex vivo

6.1 Ocena odpowiedzi rozkurczowej naczynia ex vivo za pomoca miografu klasycznego

Do pomiarow z uzyciem miografu klasycznego, aorty oczyszczono w zimnym
roztworze Krebsa-Henseleita (KB) przedmuchiwanym 95% O>/5% CO: (pH = 7,4), a nastgpnie
cigto na krazki. Krazki inkubowano zgodnie z wyzej opisanym protokotem (III Materialy
i metody; rozdzial 3.1)

Krazki aorty montowano w systemie miografu Mulvany'ego (620 M, Danish Myo
Technology, Dania), a nastgpnie dokonano oceny zaleznego i niezaleznego od $rodbtonka
rozszerzenia naczyn ex vivo, zgodnie z opisanym wczesniej protokotem [92,96]. W skrocie
wstepnie wywotywano skurcz krazkdéw aorty przy pomocy fenylefryny, a nastepnie mierzono
odpowiedz rozkurczowa na Ach (0.01-10 puM), odzwierciedlajaca odpowiedz zalezng od
$rdédbtonka, oraz odpowiedz rozkurczowg na SNP (0, 001-1 puM), jako odpowiedz niezalezna

od $rodbtonka.

7. Ocena efektow naczynioprotekceyinvch in vitro

7.1 Analiza efektow naczynioprotekcyjnych zwiazanych ze starzeniem sie komoérek

7.1.1 Analize aktywno$ci -galaktozydazy

W celu potwierdzenia fenotypu komorek starzejacych si¢ a takze senolitycznego
dziatania witaminy K; i K> okreslano aktywno$¢ SAB-gal, przy pomocy komercyjnie
dostepnych testow (Cell Signalling Technology, Wielka Brytania lub Sigma Aldrich, Polska)
zgodnie z protokotem producenta. Barwienie prowadzono w inkubatorze komorkowym

w wilgotnej atmosferze w temperaturze 37°C, bez COx.

7.1.2 Analiza zmian ekspresji gendw zwiazanych ze starzeniem sie komorek metoda

PCR

Zmiany ekspresji gendOw zwigzanych ze starzeniem okre$lono przy uzyciu ilosciowej
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, Polymerase chain reaction) w czasie rzeczywistym
z odwrotng transkrypcja. Catkowita pule RNA wyizolowano z komoérek przy uzyciu
RNA-STAT-60 (Amsbio, Cambridge, MA, Stany Zjednoczone), zgodnie z protokotem
producenta. Nastepnie przeprowadzono reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu

GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, Stany Zjednoczone). Ilosciowa
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analiz¢ PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono za pomocg termocyklera Applied
Biosystems StepOne (Applied Biosystems, Foster City, CA, Stany Zjednoczone)
z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Bioscience, Carlsbad, CA, Stany Zjednoczone) umozliwiajacej ilo$ciowe monitorowanie
produktu reakcji. Reakcje PCR przeprowadzono w objetosci 20 ul mieszaniny reakcyjnej.
Zastosowano nastgpujace ustawienia cyklu: 95°C przez 10 minut a nastgpnie 40 cykli
obejmujacych 95°C przez 5 sekund i 60°C przez 1 minute. Ekspresje genow zwigzanych ze
starzeniem si¢ komorek (pl16, p2loraz IL-6) oceniono przy uzyciu specyficznych starterow
(Tabela 3). Wyniki znormalizowano na ekspresj¢ genu podjednostki 18S rybosomalnego

RNA; genu referencyjnego (ang. Housekeeping gene).

Tabela 3. Wykaz Starteréw PCR zastosowanych w badaniach

Ludzkie startery PCR

podjednostkal8S ) .
rybosomalnego RNA QT00199367 Hs RRN18S 1 SG QuantiTect Primer Assay

p21 QT00062090 Hs CDKNI1A 1 SG QuantiTect Primer Assay
pl6 QT00998459 Hs CDKN2A vb.1 SG QuantiTect Primer Assay
IL-6 QT00083720 Hs IL6 1 SG QuantiTect Primer Assay

7.1.3 Proteomiczna ocena zmian profilu bialek zwiazanych ze starzeniem sie komorek

W celu oceny zmian profilu bialek zwigzanych ze starzeniem si¢ komoérek HAEC
w modelu starzenia si¢ indukowanego promieniowaniem rentgenowskim wykonano
niecelowang réznicowg analiz¢ proteomiczng typu "label-free". Liza komoérek zostala
przeprowadzona w buforze zawierajacym 7 M mocznik, 2 M tiomocznik oraz 30 mM Tris-HCI
(pH 8.0). Biatka poddano procesom redukcji, alkilacji i dwuetapowemu trawieniu
enzymatycznemu (LysC, trypsyna) z zastosowaniem zmodyfikowanej metody FASP. Analize
proteomiczng przeprowadzono z zastosowaniem systemu LC-MS sktadajacego si¢ z nano-
HPLC — Ultimate 3000 (Dionex), potaczonego z wysokorozdzielczym spektrometrem mas
Q Exactive Plus Hybrid Quadrupole Orbitrap (Thermo Fisher Scientific). Pomiary LC-MS
wykonano we wspotpracy z Dr Monikg Pietrowska w Pracowni Proteomiki Klinicznej,
Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéow, NIO PIB, Oddziat

w Gliwicach. Analiza biostatystyczna oraz wizualizacja uzyskanych wynikow zostala
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wykonana m.in. przy pomocy programéw MaxQuant, Perseus, String DB, Panther DB oraz

ShinyGO.

7.1.4__ Ocena wptywu witaminy K i K, na proliferacj¢ komoérek

Oceny zmian proliferacji komorek dokonano za pomocag testu zarastania rany dla
komorek $rodblonka HAEC lub poprzez re¢czne zliczanie komoérek przy pomocy komory
Biirkera.

Test zarastania rany na komodrkach w czasie rzeczywistym, potaczony z analiza
ilo§ciowa, przeprowadzono z zastosowaniem macierzy 96W1E+ ECIS (Applied BioPhysics,
Troy, NY, Stany Zjednoczone), zgodnie ze wczesniejszym protokotem [97]. Przed wysianiem
komorek ptytke 96W1E+ traktowano wstepnie przez 10 minut L-cysteing (10 mM), (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Niemcy) w temperaturze pokojowej i przemyto dwukrotnie ultraczysta
woda. Po przemyciu do kazdej studzienki dodano 200 pl pozywki DMEM, aby sprawdzi¢
podstawowe warto$ci rezystancji (€2), pojemnosci (uF) i impedancji (€2). Nastepnie zarowno
komorki PAEC, jak i HAEC wysiano z gesto$cig 3,5 x 10* na studzienke w koncowej objetosci
300 pl. Warto$ci rezystancji, pojemnosci i impedancji rejestrowano przy czestotliwosciach od
250 Hz do 64 kHz (250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000, 16 000, 32 000 i 64 000 Hz) przy uzyciu
trybu wielu czestotliwosci w czasie. Wolne od komorek studzienki stuzyly jako kontrola
negatywna, aby zapewni¢ podstawowe zmiany impedancji dla wszystkich eksperymentow.
Gdy sygnat impedancji osiagnat warto$¢ stacjonarna, (po 2—3 dniach od wysiania komorek)
wypalano ,,ran¢” przez przytozenie pradu przemiennego 3000 pA, 4 kHz przez 30 sekund,
usmiercajagc komodrki na powierzchni elektrody. Martwe komoérki wyptukiwano DPBS,
a nastgpnie oceniano gojenie si¢ rany poprzez ciggle pomiary opornosci przez 48 godzin
w obecnosci witaminy K, Ko(MK-4) 1 Ko(MK-7) w stezeniu 5 lub 10 pM. Pozywke zmieniano
co 24 godziny, aby zapewni¢ stale stezenie witaminy K. Eksperyment przeprowadzono
w nawilzanym inkubatorze z 5% CO; w temperaturze 37°C i powtorzono trzykrotnie w 3-4
powtdrzeniach technicznych. Powierzchni¢ pod krzywa (AUC) okreslono ilosciowo a wyniki
znormalizowano w stosunku do nietraktowanej kontroli.

Proliferacje komorki 04/35F/11A oceniano na podstawie zliczania ilo$ci komorek przy
pomocy komory Biirkera [98] po zebraniu komoérek z dotkow ptytki przy pomocy trypsyny
(Gibco, Paisley, Szkocja, Wielka Brytania).
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7.2 Analiza efektow naczynioprotekcyijnych zwiazanych z zapaleniem

7.2.1 Pomiary produkcii tlenku azotu w pozywce pohodowlanej

Produkcje NO oceniano na podstawie pomiaréw stgzenia azotynéw (NO2') w pozywce
pohodowlanej za pomocg analizatora ENO-20 NOx Analyzer (Amuza Inc, San Diego, CA,
Stany Zjednoczone) [99]. System ENO-20 dziala w oparciu o technik¢ chromatografii
cieczowej z derywatyzacja pokolumnowa z uzyciem odczynnika Griessa. Azotyny i azotany sa
oddzielane od innych substancji w matrycach na kolumnie NO-PAK. Nast¢pnie azotany sa
redukowane do azotynéw na kolumnie kadmowo-miedzianej (NO-RED, Amuza, Inc., San
Diego, CA, Stany Zjednoczone). Azotyny w polaczeniu z odczynnikiem Griessa tworza

purpurowy produkt, ktérego absorpcje mierzona jest dla dlugosci fali 540 nm

7.2.2  Analiza produkcji PGE,, IL-6 i TNF metoda ELISAw pozywce pohodowlanej

Pomiary st¢zenia markerow zapalnych w pozywce pohodowlanej, I1-6 (R&D system,
Abingdon, Wielka Brytania), TNF (R&D system, Abingdon, Wielka Brytania) i PGE> (ENZO,
Lausen, Switzerland) wykonano przy uzyciu komercyjne dostgpnych immunoenzymatycznym

testow ELISA zgodnie z protokotami rekomendowanymi przez producenta.

7.2.3 Test adhezji komorek

Test adhezji monocytéw do aktywowanego prozapalnie $rodbtonka przeprowadzono
w warunkach statycznych. Stan zapalny w komérkach HAEC wywotano poprzez 24 godzinng
inkubacje z TNF (10 ng/mL) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone). Komoérki
inkubowano z witaming K;, Ko(MK-4) lub K»(MK-7), (10 uM) przez 48 godzin (24 godziny
przez i 24 godziny razem z TNF). Przed adhezja, komorki monocytow U937 przemyto DPBS
i barwiono roztworem kalceiny AM (1 puM) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, Stany
Zjednoczone) przez 30 minut. Komorki U937 wybarwione kalceing, jak rowniez stymulowane
komorki HAEC przemyto DPBS. Nastepnie komorki U937 dodano do studzienek mikroptytki
w gestosci 2 x 104 komoérek na studzienke i pozostawiono w celu adhezji na 30 minut
w temperaturze 37°C, 5% COz. Po inkubacji komorki przemyto delikatnie dwukrotnie DPBS
w celu usunigcia komoérek nieadherentych. Nastepnie komoérki barwiono Hoechst 33342, w celu
uwidocznienia jader komorkowych. Obrazy mikroskopowe z 6 p6l mikroskopowych uzyskano
przy uzyciu systemu do analizy Yokogawa CQI1 (lasery wzbudzajace 405/488 nm i filtry
emisyjne 452/45 1 525/50). Obrazy analizowano w oprogramowaniu Columbus 2.4.2 (Perkin

Elmer, Waltham, MA, Stany Zjednoczone). Komodrki U937 identyfikowano na podstawie
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wysokiej fluorescencji kalceiny podczas gdy komorki $rédbtonka zliczano na podstawie

wysokiej fluorescencji Hoechst.

7.2.4 Immunohistochemiczna analiza bialek zwiazanych z zapaleniem

Analiz¢ immunohistochemiczng ekspresji ICAM-1  (Intercellular — Adhesion
Molecule 1), cyklooksygenazy-2 (COX-2) oraz NFkB wykonano z uzyciem przeciwcial
pierwszorzedowych: ICAM-1 (BD Pharmingen, San Jose, CA, Stany Zjednoczone) COX-2
(Thermo Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone) i NFxB (Santa Cruz Biotechnology,
Niemcy) oraz dopasowanych przeciwcial drugorzedowych sprzegnigtych z barwnikami
fluorescencyjnymi: przeciwciato kozie anty-krolicze znakowane Cy3 (111-165-003, Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, Stany Zjednoczone) lub kozie anty-krdlicze znakowane
AlexaFluor488 (111-545-003, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, Stany
Zjednoczone). W razie potrzeby, jadra komorkowe barwiono przy uzyciu Hoechst33342
(Thermo Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone). Obrazy mikroskopowe uzyskano przy
uzyciu monochromatycznego odwrdoconego mikroskopu fluorescencyjnego AxioCam
i Kamery AxioObserver 22 D1 (Carl Zeiss Jena, Oberkochen, Niemcy). Obrazy z 5
randomowych pdl 3 powtorzen technicznych, 3 niezaleznych, biologicznych préb analizowano
w oprogramowaniu Columbus 2.4.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA, Stany Zjednoczone). Jadra
komorkowe barwiono przy uzyciu Hoechst33342 (Thermo Scientific, Waltham, MA, Stany
Zjednoczone). Oceny translokacji jadrowej NFkB dokonano poprzez zliczenie
NFxB-immunopozytywnych jader komérkowych w stosunku wszystkich jader komoérkowych
przy uzyciu oprogramowania Columbus 2.4.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA, Stany

Zjednoczone).

7.2.5 Ocena produkcji eikozanoidow w pozywce pohodowlanej metoda

UHPLC-APCI-MS/MS

Stezenie PGEz, PGD2, PGF2,, 11B-PGF2, 15-deoksy-PGl> i 8-1zo-PGF2, 0znaczano za
pomoca systemu chromatografu cieczcowego UFLC Nexera (Shimadzu, Kioto, Japonia)
potaczonego z tandemowym spektrometrem mas typu potrdjny kwadrupol QTrap 5500 ( Sciex,
Framingham, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Do probki dodano mieszaning wzorcoéw
wewnetrznych (IS), 1 poddano ekstrakcji do fazy cieklej stosujac octan etylu (EtOAc)
zakwaszony kwasem octowym. Po energicznym wytrzasaniu, probki odwirowano i gérna

warstwe organiczng zebrano do czystych proboéwek, i odparowano do sucha w strumieniu azotu

36



(37 °C). Sucha pozostatos¢ rozpuszczono w etanolu przeptukanym azotem, i po zwirowaniu
probki  poddano analizie UHPLC-MS/MS. Anality rozdzielano na kolumnie
chromatograficznej Aquity UPLC BEH C18 (3,0x100 mm, 1,7 um, Waters, Milford) w trybie
elucji gradientowej. Detekcja MS badanych eikozanoidow i ich deuterowanych wzorcoéw
wewnetrznych zostata przeprowadzona w trybie elektrorozpylania w jonizacji ujemnej,
z zastosowaniem trybu monitorowania wielu reakcji fragmentacji (MRM). Szczegoétowe
warunki prowadzenia analizy chromatograficznej oraz detekcji MS zostaty opisane we
wczesniejszych pracach [20].

Oznaczenie stezenia poszczegoélnych eikozanoidéw przeprowadzono w oparciu
o krzywe kalibracyjne, wykreslone dla kazdego analitu, jako zalezno§¢ miedzy stosunkiem
powierzchni pikéw analit/IS do nominalnego stezenia analitu. Poziomy eikozanoidow
w probkach pozywki komodrkowej obliczono na podstawie rownan regresji liniowej

oszacowanych dla kazdego analitu.

8. Badanie wychwytu witaminy K; oraz produkcji endogennej witaminy

K>(MK-4) w warunkach ex vivo oraz in vitro

Izolowang oczyszczong i1 przecigta wzdluz aortg, inkubowano przez 24 godziny
witaming K; lub witaming K3 (5uM). Komorki $rodbtonka HAEC i komorki migsnidwki
gladkiej aorty MOVAS inkubowano przez 24 godziny z witaming K lub witaming K3 (1uM).
Makrofagi (RAW 264.7) inkubowano przez 24 godziny z witaming K; lub witaming K3
(10 uM).

W celu zbadania mechanizmu endogennej produkcji witaminy K2(MK-4) prenylacje
witaminy K3 hamowano poprzez réwnoczesng inkubacj¢ aorty z witaming K3 razem
z atorwastatyng (ATO) w stezeniu 1uM przez 24 godzinny.

Nastepnie aort¢ automatycznie homogenizowano w 500 pl etanolu przy uzyciu
homogenizatora tkankowego Precellys Evolution (Bertin; Montigny-le-Bretonneux, Francja).
Komorki zdrapywano w 500 pL wody destylowanej, po czym lizowano poprzez sonikacje
(10 min). Wychwyt witaminy K; oraz endogenng produkcje witaminy K>(MK-4) oceniano na
podstawie pomiaru poziomu witaminy K; i Ko(MK-4) w homogenatach tkankowych lub
lizatach komorkowych metoda UHPLC-APCI-MS/MS, zgodnie z procedurg opisana powyzej
(IIT Materialy i metody; rozdzial 5.2).
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9. Analiza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu GraphPad Prism 9 lub Perseus
sofware - MaxQuant. W zalezno$ci od rozktadu danych, testowanego za pomoca testu Shapiro-
Wilka lub D'Agostino-Pearsona, stosowano testy parametryczne: jednoczynnikowa oraz
dwuczynnikowa ANOVA lub nieparametryczny test Krukala Wallisa. W zaleznosci od
eksperymentu, dane przedstawiono jako $rednie z przedzialem ufnosci + 95% (CI), $rednie+
SD lub mediange = IQR, co szczegdtowo zaznaczono w opisach rycin. Wartosci p < 0,05

uzyskane w testach post hoc uznano za istotne statycznie.

IV WYNIKI

1. Profil naczynioprotekcyijnego dzialania witaminy K; i K> w modelach

ex vivo oraz in vivo

Wplyw witaminy K; oraz K, na zalezng od $rédbtonka naczyniowego odpowiedz
rozkurczowa naczyn krwionosnych (wywotang przez Ach) zbadano w izolowanej aorcie ex vivo
(w modelu dysfunkcji $rodblonka wywotanej przez TNF) oraz in vivo u myszy ApoE/LDLR"
z hipercholesterolemia, rozwijajacych spontanicznie dysfunkcje srodbtonka, a w pdzniejszym
etapie blaszki miazdzycowe [20].

W modelu ex vivo, 24 godzinna inkubacja krazkéw mysiej aorty z TNF (10 ng/mL)
wywolala uposledzenie rozkurczu aorty w odpowiedzi na Ach (Rycina 3A). W obecnosci
witaminy K; (10 uM, 24 godziny inkubacji) uposledzenie rozkurczu aorty w odpowiedzi na
Ach wywotane przez TNF byto niemal catkowicie zniesione (Rycina 3 A). Podobng tendencje
odnotowano w przypadku inkubacji aorty z TNF razem z witaming Ko(MK-7) (10 uM), jednak
obserwowany efekt byt stabszy i nie odnotowano istotnosci statystycznej (Rycina 3 A).

Inkubacja krazkow aorty przez 24 godziny z TNF, wywolywata rowniez uposledzenie
rozkurczu wywotanego przez SNP (Rycina 3 B), ale stopien tego uposledzenie byl mniej
wyrazny, niz odpowiedz na Ach (Rycina 3 A). Zaro6wno witamina K; jak i K> nieznacznie
poprawiaty rozkurcz aorty w odpowiedzi na SNP. Istotng statystycznie roznice, wskazujaca na
zachowanie niezaleznej od $rodbtonka odpowiedzi rozkurczowej aorty obserwowano jedynie
w przypadku krazkéw aorty inkubowanych z witaming Ki tylko przy st¢zeniu SNP
wynoszacym 0,01 uM (Rycina 3 B).

W modelu in vivo, myszy ApoE/LDLR” w wieku 24 tygodni wykazywaly

zaawansowang dysfunkcje $rodbtonka, o czym $wiadczyl brak odpowiedzi rozkurczowe;j
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naczynia w odpowiedzi na podanie Ach, oceniany za pomocg MRI w pniu ramienno-
glowowym tetnicy szyjnej (BCA; Brachiocephalic artery), jak rbwniez w lewej tetnicy szyjnej
(LCA, left carotid artery). W miejsce prawidlowego rozkurczu wywotywanego przez Ach
u zdrowych myszy C57BL/6J, u myszy ApoE/LDLR” wystepowal skurcz, ktory wynosil
odpowiednio -9,13 % (BCA) 1-25,71 % (LCA).

We wcezesniejszych badaniach przeprowadzonych przez A. Bar i wsp.(w zespole JCET),
wykazano, Ze 8 tygodniowe zZywienie myszy dietag wzbogacong w witaming Ko(MK-7) w dawce
10 mg/kg m. c., poprawiato czynno$¢ §rodbtonka [20].

W ramach niniejszej pracy oceniono czynno$é¢ $rodbtonka u myszy ApoE /LDLR™
w wieku 24 tygodni, ktérych diete wzbogacono w witaming K; lub w witaming Ko(MK-4)
w dawce 10 mg/kg m. c., podobnie jak we wczesniejszych badaniach dotyczacych witaminy
K2(MK-7). Jak przedstawiono na Rycinie 3, 8 tygodniowa dieta wzbogacona tak w witaming
K1, jak i witaming Ko(MK-4), znaczaco poprawiala zalezny od $rédbtonka rozkurcz naczyn
w odpowiedzi na Ach. U myszy zywionych dieta wzbogacong witaming K1, w miejsce skurczu,
zarowno w BCA, jak i w LCA, pojawiatl si¢ rozkurcz naczynia po podaniu Ach, ktory wynosit
4,99% w BCA oraz 9,70% w LCA (Rycina 3 C, D). U myszy zywionych dieta wzbogacona
witaming Ko(MK-4) rozkurcz naczynia wynosit 7,47% w BCA 1 7,48% w LCA (Rycina 3 C,
D). Wartosci rozkurczu w BCA 1 LCA w odpowiedzi na podanie Ach, u myszy
ApoE /LDLR”, zywionych dieta wzbogacong w witamine K; Ilub Ky(MK-4) byly
porownywalne do warto$ci uzyskiwanych u zdrowych myszy C57BL/6J [94].
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Aorta traktowana TNF (ex vivo)
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Rycina 3. Wplyw witaminy Ki i Kz na czynno$¢ srédblonka w modelu mysiej aorty ex vivo (A, B) oraz w
modelu in vivo u myszy ApoE/LDL”, oceniany na podstawie odpowiedzi rozkurczowej naczyn
krwiono$snych wywolanej przez acetylocholing. Odpowiedz rozkurczowa aorty zalezng- (A) i dla poréwnania
niezalezng od $rodbtonka (B) mierzono ex vivo przy uzyciu miografu po 24 godzinnej inkubacji z TNF
w obecnosci lub bez witaminy Ki lub K2(MK-7). Wptyw diety wzbogaconej witaming K11 Ko(MK-4) na funkcje
rozkurczowg naczyn krwiono$nych u myszy ApoE/LDL" in vivo mierzono w pniu ramienno-glowowym tetnicy
szyjnej (BCA) (C) oraz lewej tetnicy szyjnej (LCA) (D) przy uzyciu rezonansu magnetycznego (MRI) u myszy
zywionych przez 8 tygodni pasza kontrolng w poréwnaniu do myszy zywionych wzbogacona witaming Ki lub
Kao(MK-4). Wyniki przedstawiono jako $rednig = SD n=6-10. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu
jednoczynnikowej lub dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych porownan Dunetta w
odniesieniu do stymulowanej prozapalnie kontroli. Symbole *;** i *** oznaczaja istotno$¢ statystyczna,
odpowiednio przy p < 0,05; 0,01 i 0,001. (Pomiary przy uzyciu miografu wykonano we wspotpracy
z Mgr T. Mohaissen, pomiary MRI wykonano we wspotpracy z Dr A. Bar z JCET, Krakow).
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2. Mechanizmy naczynioprotekcyine witaminy K i K in vitro:; dzialanie

senolityczne i hamujace uszkodzenie DNA

W celu zbadania mechanizmu naczynioprotekcyjnego dziatania witaminy K; oraz K>
oceniono wptyw tych witamin na proces starzenia si¢ komorek. W badaniach wykorzystano
trzy modele do$wiadczalne: 1/ starzenie replikacyjne, bgdace nastgpstwem licznych podziatéw
komorek, 2/ starzenie wywotane promieniowaniem rentgenowskim oraz 3/ starzenie wywotane
akumulacja prelaminy A.

2.1 Senolityczne dziatanie witaminy K; i K> w modelu replikacyjnego starzenia si¢

komorek §rodblonka (PAEC) 1 komérek miesnidowki gladkiej (04/35F/11A)

Replikacyjne starzenie si¢ w komodrkach srédbtonka PAEC 1 w komoérkach migsniowki
gladkiej 04/35F/11A wywotywano poprzez dhugotrwala hodowle i kolejne pasaze komorek,
a proces starzenia si¢ komorek, monitorowano na podstawie aktywnosci P-galaktozydazy
(SAB-gal) oraz tempa ich proliferacji.

Po 48 godzinnej inkubacji starzejacych si¢ komoérek PAEC z witaming K, Ko(MK-4)
lub K2(MK-7) (10 uM) odnotowano statystycznie istotne obnizenie aktywnosci SA[-gal,
wynoszace okoto 30% w stosunku do aktywno$ci SAB-gal w nietraktowanej kontroli (Rycina
4 A). Witamina K; i K2(MK-4) (5uM) hamowaly aktywnos$¢ SAB-gal w podobnym stopniu.
W przypadku wyzszego stezenia (10uM) wszystkie badane witaminy K; i Ko(MK-4)
i K»(MK-7) hamowaty aktywno$¢ SAB-gal w podobnym stopniu wynoszacym okoto 70%.
W przeciwienstwie do wyraznego dziatania na aktywno$¢ SAB-gal, Zadna z badanych witamin:
Ki, Ko(MK-4) i K2(MK-7), ani w stezeniu SuM ani 10uM nie zwigkszata istotnie tempa
proliferacji komorek w tescie zarastania rany, po 48 godzinnej inkubacji (Rycina 4 B).

W modelu replikacyjnego starzenia si¢ komorek migsniowki gladkiej 04/35F/11A,
48 godzinna inkubacja z witaming Ki, Ko(MK-4) i Ko(MK-7) w stezeniu 10uM, obnizata
aktywno$¢ SAPB-gal w podobnym stopniu, wynoszacym okoto 40-50% aktywnos$ci
odnotowanej dla nietraktowanej kontroli (Rycina 4 C). Jednak, zadna z badanych witamin (K1,
K>(MK-4) i Ko(MK-7), podobnie jak w przypadku komorek $rodbtonka, nie miata istotnego
wplywu na tempo proliferacji, ktory w tym przypadku bylo oceniane poprzez manualne
zliczanie komorek za pomoca komory Biirkera (Rycina 4 D), (dla 04/35F/11A wykonano dwa

niezalezne powtdrzenia biologiczne, dlatego nie zaznaczono istotnos$ci statystycznej).
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Replikacyjne starzenie sie komorek PAEC
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Rycina 4. Dzialanie senolityczne witaminy Ki i K: w modelu replikacyjnego starzenia si¢ komérek
srédblonka PAEC oraz w modelu replikacyjnego starzenia si¢ komérek miesniéwki gladkiej Sciany
naczynia 04/35F/11A, oceniane na podstawie aktywnosci SAB-gal oraz tempa proliferacji. Wptyw witaminy
K1 1Kz na aktywno$¢ zwiazanej ze starzeniem [-galaktozydazy (A) oraz proliferacj¢ komorek srodbtonka w tescie
zarastania rany (B) analizowano po 48 godzinach inkubacji z witaming K, Ko(MK-4) ub K2(MK-7) (5 lub 10uM).
Podobnie w replikacyjnym modelu starzenia si¢ komorek migsniowki gtadkiej Sciany naczynia 04/35F/11A,
senolityczne dzialanie witaminy Ki, K2(MK-4) Iub K2(MK-7) (10uM) po 48 godzinach inkubacji oceniano na
analizy proliferacji za pomoca manualnego zliczania liczby komoérek (C) oraz analize aktywnosci
B-galaktozydazy (D). Wyniki przedstawiono jako $rednig = SD n=3 Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunetta. Symbole * 1 **
oznaczaja istotnos¢ statystyczng, odpowiednio przy p < 0,05 i 0,01. Dla komoérek migsnidéwki wykonano 2
niezalezne eksperymenty biologiczne, dlatego nie zaznaczono istotnos$ci statystycznej. (Pomiary ECIS wykonano
we wspotpracy z Dr M. Stojak z JCET, Krakow).
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2.2 Senolityczne dziatanie witaminy K; i K» w modelu starzenia si¢ komorek srodblonka

(HAEC) wywolanego promieniowaniem rentgenowskim

Starzenie si¢ komérek HAEC wywotano poprzez uszkodzenie DNA, naswietlajac
komoérek wigzka promieniowania rentgenowskiego o mocy 10 Gy. Po naswietleniu,
monitorowano aktywno$¢ SAB-gal w celu okreslenia czasu starzenia si¢ komorek. Fenotyp
komérek HAEC w modelu starzenia si¢ wywolanego promieniowaniem rentgenowskim
oceniono jako starzejacy si¢ po 10 dniach od momentu naswietlenia komorek, bowiem po takim
czasie aktywno$¢ SAP-gal byla znacznie podwyzszona (obserwowano 80-90% komorek
SAB-gal pozytywnych).

W modelu starzenia si¢ wywolywanego przy uzyciu promieniowania rentgenowskiego
(10 Gy) w HAEC, po 10 dniach odnotowano zmian¢ profilu az 616 biatlek (Rycina 5 A).
Zidentyfikowano, ze najwigcej bialek mozna byto przypisa¢ zaangazowaniu w procesy takie
jak: translacja, synteza i formowanie biatek, adhezja i przebudowa cytoszkieletu (Rycina 5 B).
Traktowanie komorek witaming K; (SuM) przez 10 dni (10 Gy + K1) zmieniato profil 67 biatek
zwigzanych z formowaniem, wigzaniem oraz aktywno$cia biatlek oraz organizacja
cytoszkieletu (Rycina 5 C). Analogiczne traktowanie komoérek naswietlonych witaming
Ko(MK-7) (5uM), (10 Gy + K»(MK-7)) zmieniato profil 79 bialek zwigzanych z adhezja
komorek, transportem elektronéw, wigzaniem aktyn, dimeryzacja biatek oraz wigzaniem RNA

(Rycina 5 D).
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Zmiany ekspresji biatek w modelu starzenia sie komorek HAEC wywofanego promieniowaniem

rentgenowskim
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Rycina 5. Zmiany ekspresji bialek wywolane przez witamine K i K:(MK-7) w komoérkach $rodblonka
HAEC w modelu starzenia si¢ komorek wywolanego przez promieniowanie rentgenowskie. Diagram
Venna (A) obrazuje liczbg biatek, ktorych ekspresja zmienila si¢ statystycznie istotnie w odpowiedzi na
naswietlanie (10 Gy) -niebieski, oraz w odpowiedzi na traktowanie witaming Ki (10 Gy +Ki) - czerwony lub
witaming Ko(MK-7) (10 Gy +K2(MK-7)) - zielony. Na schematach B-D przedstawiono procesy, ktorym
przypisano najwiecej sposrod réznigeych si¢ biatek, i ktore zmieniaty si¢ istotnie w naswietlonych komoérkach
(10 Gy) w stosunku do komorek nie naswietlanych 0 Gy (B) oraz w naswietlonych komoérkach inkubowanych
zwitaming Ki (10 Gy +Ki) (C) lub witaming Ko(MK-7) (10 Gy +Ko(MK-7)) (D), w poréwnaniu do
nietraktowanych, naswietlanych, starzejacych si¢ komoérek (10 Gy). Biatka réznigce si¢ statystycznie istotnie
zidentyfikowano przy pomocy programu Perseus z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
z testem wielokrotnych poréwnan wielokrotnych Tukey’a i. (Analiz¢ proteomiczng wykonano we wspotpracy
z Dr A. Kurpinska z JCET, Krakéw i Dr M. Pietrowska z CDNIO, Gliwice ).

Liste 41 bialek, ktorych ekspresja zmienita si¢ istotnie statystycznie jedynie
w komorkach, ktére po naswietlaniu inkubowano z witaming K; , ale nie z witaming
K>(MK-7) przedstawiono w Tabeli 4. Biatka, ktorych ekspresja zmienita si¢ istotnie
statystycznie jedynie w komorkach, ktore po naswietleniu inkubowano z witaming Ko(MK-7),
ale nie z witaming K; wymieniono w Tabeli 5. Lista obejmuje 52 bialek. Natomiast liste 25
biatek, regulowanych zaro6wno przez witaming K; jak i witaming Ko(MK-7) w naswietlonych
komorkach wymieniono w Tabeli 6.

Analiza funkcji biatek, ktorych ekspresja zmieniata si¢ w odpowiedzi na traktowanie
witaming K; i/lub Ky(MK-7) w naswietlonych komorkach, wykazata, ze wiele z nich bylo

zaangazowanych bezposrednio lub posrednio w regulacje starzenia si¢ komorek. Biatka
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zaangazowane w odpowiedZ na uszkodzenie lub napraw¢ DNA zaznaczono niebieskim
kotkiem. Biatka zwigzane z regulacjg odpowiedzi na stres oksydacyjny zaznaczono zielonym
koétkiem. Bialka zaangazowanie bezposrednio w regulacj¢ starzenia si¢ komodrek zaznaczono

kotkiem w kolorze fuksji (Tabela 4-6).

Tabela 4. Lista bialek, ktérych ekspresja zmienila si¢ statystycznie istotnie w odpowiedzi na traktowanie
komorek naswietlanych witaming K1 (10Gy+ K1), w poréwnaniu do starzejacych si¢ naswietlonych komoérek
nie traktowanych witamina K ani witamina Ka. Tabela obejmuje wylacznie biatka, ktorych ekspresja zmienita
si¢ specyficznie w odpowiedzi na witaming Ki. Lista nie obejmuje biatek, ktorych ekspresja zmieniata si¢
w zarowno pod wplywem witaminy Ki jak i Kz. (Analiz¢ proteomiczng wykonano we wspotpracy

z Dr A Kurpinska z JCET, Krakow i Dr M. Pietrowska z NIO PIB, Gliwice).

Nazwa bialka ID Genu
1 SPARC SPARC
2 Gelsolin AGEL
3 | Protein disulfide-isomerase P4HB
4 Peroxidasin homolog PXDN
5 RNA-binding protein 3 RBM3
6 | Alpha-actinin-4 ACTN4
7 Transaldolase TALDOI1
8 268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 PSMD14
9 Tubulin beta-4B chain TUBB2C;TUBB4B
10 Inter§titial 9911agenase;22 kDa interstitial collagenase;27 MMP1
kDa interstitial collagenase
11 | Protein disulfide-isomerase A6 PDIA6
12 | Prostaglandin Reductase 1 LTB4DH;PTGR1
13 | DNA damage-binding protein 1 DDBI1
14 | Sorcin SRI
15 | CD59 glycoprotein CD59
16 | Phosphoserine phosphatase PSPH
17 | Nucleobindin-2;Nesfatin-1 NUCB2;Nucb2
18 | Beta-2-microglobulin;Beta-2-microglobulin; B2M
19 | DnaJ homolog subfamily A member | DNAJA1;HDJ2
20 | Ubiquitin thioesterase OTUB1 OTUBI1;DKFZp564E242
21 |Protein kinase C delta-binding protein PRKCDBP
22 | Nuclear autoantigenic sperm protein NASP
23 | Myeloid-associated differentiation marker MYADM;hCG 1640809
24 i\i/lg}lfl(:sgﬁariig;l;gory light chain 12A;Myosin regulatory MYLI12A:MYL12B
25 Serine hydroxymethyltransfer.ase;Sering SHMT2;HEL-S-
hydroxymethyltransferase, mitochondrial 51¢;DKFZp686P09201
26 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 ARPC2
27 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 ARPCS
28 | RNA-binding protein 12B RBM12B
29 | Annexin;Annexin A5 HEL-S-7;ANXAS5
30 | 39S ribosomal protein L.39, mitochondrial MRPL39
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Tabela 4. Ciag dalszy.

Nazwa bialka ID Genu

31 Vf.:ry long—gham specific acyl-CoA dehydrogenase, ACADVL
mitochondrial

32 Dihydrolipoyl dehydrogenase;Dihydrolipoyl DLD
dehydrogenase, mitochondrial

33 | Septin-9 SEPT9

34 | Importin subunit alpha;Importin subunit alpha-1 KPNA2

35 | Solute carrier family 35 member F6 C20rf18;SLC35F6

36 | Cytochrome b-c1 complex subunit 8 UQCRQ

37 Fructose-bisphosphate aldolase;Fructose-bisphosphate ALDOC
aldolase C

38 | Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHSI

39 | Beta-centractin ACTRIB

40 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex NDUFB4
subunit 4

41 | Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 SLC25A13

46




Tabela 5. Lista bialek, ktérych ekspresja zmienila si¢ statystycznie istotnie w odpowiedzi na traktowanie
witaming Kz (10Gy+ K2(MK-7)) w poréwnaniu do starzejacych si¢ naswietlonych komérek (10Gy) nie
traktowanych witamina Ki ani witaming Ka. Tabela obejmuje wylacznie biatka, ktorych ekspresja zmienila si¢
specyficznie w odpowiedzi na witaming K2(MK-7). Lista nie obejmuje biatek, ktorych ekspresja zmieniata si¢
w zarowno pod wplywem witaminy Ki jak i Kz. (Analiz¢ proteomiczng wykonano we wspotpracy

z Dr A. Kurpinska z JCET, Krakow i Dr M. Pietrowska z NIO PIB, Gliwice).

Nazwa bialka ID Genu
Ferritin;Ferritin heavy chain;Ferritin heavy chain, N-

1 . FTH1
terminally processed

2 | DNA helicase;DNA replication licensing factor MCM7 MCM7

3 | 60S ribosomal protein L13 RPLI13

4 | PDZ and LIM domain protein 1 HEL-S-112;PDLIM1

5 | Ezrin EZR;HEL-S-105

6 | Filamin-A FLNA

7 Signal transducer and activator of transcription 1- STATI
alpha/beta;Signal transducer and activator of transcription

8 | Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase ASPH

9 | Calponin-3;Calponin CNN3

10 | Zyxin ZYX

11 | Lysophosphatidylcholine acyltransferase 2 LPCAT2
Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase

12 SAMHDI SAMHDI

13 | Hexokinase;Hexokinase-1 HK1

14 | Galectin;Galectin-3 LGALS3;hCG 22119

15 | Aminopeptidase N ANPEP

16 | Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 LAMP1

17 | Glutaredoxin-3 GLRX3

18 Cathepsm D;Cathepsin D light chain;Cathepsin D heavy HEL-S-130P:CTSD
chain

19 | Thioredoxin TXN

20 | Histone H2A.V;Histone H2A.Z;Histone H2A H2AFV;H2AFZ

21 | Actin-modulator 2 B77992

9 Malate dehydrogenase;Malate dehydrogenase, HEL-S-32:MDHI
cytoplasmic

23 | Tripeptidyl-peptidase 1 TPP1

24 | 40S ribosomal protein S8 RPS8
HLA class I histocompatibility antigen, B-41 alpha

25 | chain;HLA class I histocompatibility antigen, B-49 alpha | HLA-B;HLA-B41
chain

26 | Serine beta-lactamase-like protein LACTB, mitochondrial | LACTB
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Tabela 5. Ciag dalszy

Nazwa bialka ID Genu
Putative phospholipase B-like 2;Putative phospholipase B-

27 | like 2 32 kDa form;Putative phospholipase B-like 2 45 PLBD2
kDa form

28 | Oligoribonuclease, mitochondrial REXO2

29 | 60S ribosomal protein L21 RPL21

30 | 60S ribosomal protein L.23 RPL23

31 | V-type proton ATPase subunit B, brain isoform ATP6VI1B2

32 | Glia maturation factor gamma GMFG

33 | Glutathione S-transferase omega-1 HEL-S-21;GSTO1

34 | Proteasome subunit beta type-3 PSMB3

35 | 60S ribosomal protein L27 RPL27

36 | 60S ribosomal protein L.29 RPL29

37 | 60S ribosomal protein L4 RPL4

38 | Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1 | SLC25A24

39 Adenylyl cyclas.e-assomated protein;Adenylyl cyclase- CAP1
associated protein 1

40 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, NDUFS3;DKFZp586K0821
mitochondrial

41 | MICOS complex subunit MIC60 IMMT

42 | EH domain-containing protein 4 EHDA4
Beta-hexosaminidase;Beta-hexosaminidase subunit

43 | beta;Beta-hexosaminidase subunit beta chain B;Beta- HEXB
hexosaminidase subunit beta chain A
Alpha-mannosidase;Lysosomal alpha-
mannosidase;Lysosomal alpha-mannosidase A

44 pep‘qde;Lysosomal alpha—mannos%dase B MAN2BI1
peptide;Lysosomal alpha-mannosidase C
peptide;Lysosomal alpha-mannosidase D
peptide;Lysosomal alpha-mannosidase E peptide

45 | Pentraxin-related protein PTX3 PTX3

46 | 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPET1;EPFP1

47 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit PAFAHIB3
gamma

48 Glucosamlpe-6—phosphate isomerase 1;Glucosamine-6- GNPDAI
phosphate isomerase

49 | Transcription elongation factor B polypeptide 2 TCEB2

50 | Niemann-Pick C1 protein NPCl1

51 | Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial | ETFA

52 | Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial; | UQCRFS1;UQCRFSIP1
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Tabela 6. Lista bialek, ktérych ekspresja zmienila si¢ statystycznie istotnie zaré6wno w odpowiedzi na
traktowanie witaming Ki (10Gy+ K1), jak i w odpowiedzi na traktowanie witamina K: (10Gy+ K:(MK-7)),
w poréwnaniu do naswietlonych, starzejacych si¢, komorek (10Gy) nie traktowanych witamina Ki ani Ko.
(Analizg proteomiczg wykonano we wspotpracy z Dr A. Kurpinska z JCET, Krakow i Dr M. Pietrowska z NIO

PIB, Gliwice).

Nazwa bialka ID Genu
1 | Actin-related protein 2 ACTR2
2 | Dipeptidyl peptidase 2 DPP2
3 | Major vault protein MVP
4 | Thrombospondin-1 THBSI
HLA class I histocompatibility antigen, B-41 alpha .
> chain;HLA class I histocompatibility antigen, HLA-B;HLA-B41
6 | DnaJ homolog subfamily B member 4 DNAIJB4
7 | Cytosol aminopeptidase HEL-S-106;LAP3
8 | Prohibitin-2 PHB2
9 | Myosin-9 MYH9
10 | Protein NDRG!1 TRG14;NDRGI
11 | Ubiquitin-like protein ISG15 ISG15
12 Proteasome subunit alpha type; Proteasome subunit alpha PSMA2
type-2
13 | N-acetylglucosamine-6-sulfatase DKFZp686E12166;GNS
14 | Glycine--tRNA ligase GARS
15 | Peroxiredoxin-5, mitochondrial HEL-S-55;PRDXS5
16 | Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3 IGF2BP3
17 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex NDUFB9:DKFZp5660173
subunit 9
18 | Luc7-like protein 3 CROP;LUCTL3
19 | Fatty acid-binding protein, adipocyte FABP4
20 | PDZ and LIM domain protein 5 PDLIMS;LIM
21 | 60S ribosomal protein L38 RPL38
22 | Selenide, water dikinase 1 SEPHSI1
Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial;3-
2 ketoacyl-CoA thiolase HADHB
24 | Protein AHNAK?2 AHNAK?2
25 | Leucine-tRNA ligase, cytoplasmic LARS

Podsumowujac, analiza proteomicza wykazata, ze wickszos¢ biatek, dla ktérych
odnotowano istotne statystycznie zmiany w odpowiedzi na traktowanie witaming K; lub
K2(MK-7) w stosunku do starzejacych sig, naswietlonych HAEC (10 Gy) w modelu starzenia
si¢ wywotanego przez promieniowanie rentgenowskie, byty bezposrednio zwigzane z regulacja
procesu starzenia si¢ komorek, lub zwigzane z odpowiedzig na uszkodzenie DNA lub regulacja

stresu oksydacyjnego, zwigzane ze starzeniem si¢ komorek (Tabele 4-6).

49



2.3 Senolityczne dziatanie witaminy K; i K> w modelu starzenia si¢ komdrek migsniéwki

oladkiej $ciany naczynia (04/35F/11A), u ktérych starzenie sie wywolano

gromadzeniem prelaminy A

W celu wywolania starzenia si¢ komorek zwigzanego z akumulacjg prelaminy A
w komorkach 04/35F/11A, stosowano dwa protokoty, w zalezno$ci od dalszego przeznaczenia
komorek; 1/ transfekcje komoérek przy uzyciu wektora adenowirusowego, skutkujacej
nadekspresja prelaminy A, 2/ wyciszenie ekspresji biatka FACE-1 przy pomocy siRNA,
uniemozliwiajac dojrzewanie prelaminy A i powodujac w konsekwencji jej akumulacje. Proces
starzenia si¢ komorek monitorowano poprzez analiz¢ aktywnosci SAB-gal i zmiang ekspresji
gendw zwigzanych ze starzeniem (p16, p21, IL-6).

W modelu starzenia si¢ wywolanego gromadzeniem si¢ prelaminy A w komorkach
04/35F/11A, po 48 godzinach inkubacji zaréwno z witaming K, jak i K»(MK-7) odnotowano
obnizenie ekspresji genow zwigzanych ze starzeniem si¢ komorek, takich jak: p21 (Rycina 6
A), pl16 (Rycina 6 B), oraz IL-6 (Rycina 6 C). Witamina K; oraz witamina K>(MK-7), mialy
takze tendencje do hamowania aktywno$ci SAP-gal, jednak w Zadnym przypadku nie
osiggnigto istotnosci statystycznej (Rycina 6 D). Inkubacja komoérek 04/35F/11A z witaminami
K1 jak 1 Ko(MK-7) przez 48 godzin po transfekcji, nie miala bezposredniego wpltywu na
zywotno$¢ komorek (Rycina 6 E-G).
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Rycina 6. Dzialanie senolityczne witaminy Ki i K» w modelu starzenia si¢ komoérek mie$niowki gladkiej
04/35F/11A, wywolanego gromadzeniem prelaminy A, oceniane na podstawie zmian ekspresji genow
zwigzanych ze starzeniem si¢ komoérek p21, p16 i IL-6, aktywnos$ci SAB gal a takze Zywotno$ci komorek.
Wplyw witaminy Ki i K2(MK-7) na starzenie si¢ komorek z nadekspresja prelaminy A oceniono na podstawie
zmian ekspresji gendw zwigzanych ze starzeniem: p21(A), p16 (B), IL-6 (C) oraz aktywnos$ci SABgal (D). Wplyw
witaminy Ki i Ko(MK-7) na zywotnos¢ komorek 04/35F/11A (E-G) oceniono na podstawie intensywnosci
fluorescencji VB-48 zgodnie z protokotem opisanym w Materiatach i metodach. Bramkowanie dla wszystkich
pomiardw cytometrycznych wyznaczono analogicznie jak na reprezentatywnych obrazach (G). Wyniki
przedstawiono jako $rednig + SD n=3. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych porownan Dunetta. Symbol *** oznacza istotno$¢ statystyczna,
przy p <0.001. (Opracowanie metodologii nadekspresji prelaminy A we wspotpracy z dr A. Cobb z KCL, Londyn)
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Akumulacja prelaminy A w komoérkach 04/35F/11A wywotana wyciszeniem ekspresji
FACE-1 (niezbgdnego w procesie dojrzewania prelaminy A) korelowata z wysokim odsetkiem
jader komoérkowych z wysoka ekspresja fosforylowaego histonu yH2A.x (Rycina 7 A, B),
zwigzang z uszkodzeniem DNA [100,101] i wysoka ekspresja YH2A.x, mierzong jako
intensywno$¢ fluorescencji YH2A.x-immunopozytywnych jader (Rycina 7 C). Inkubacja
transfekowanych komoérek z witaming K; obnizata ilo$¢ yH2A.x-immunopozytywnych
w podobnym stopniu do dzialania witaminy K> wynoszacym okoto 50% poziomu ekspresji dla

kontroli (komoérek z wyciszeniem FACE-1 nie traktowanych witaminami) (Rycina 7 B, C).

’ Starzenie sie komérek 04/35F/11A wywotane gromadzeniem prelaminy A ‘
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Rycina 7. Wplyw witaminy K i K; na hamowanie uszkodzenia DNA w modelu starzenia si¢ komoérek
miesniowki gladkiej 04/35F/11A, wywolanego gromadzeniem prelaminy A, oceniany na podstawie ekspresji
fosforylowanego histonu YH2Ax. Wplyw witaminy Ki i K> na uszkodzenie DNA oszacowano na podstawie
ekspresji YH2A.x analizowanej immunofluorescencyjnie (A) poprzez zliczenie immunopozytywnych jader
komorkowych (B), i analiz¢ intensywnosci fluorescencji tych jader (C). Dziatanie algorytmu przedstawiono na
reprezentatywnych obrazach (A). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD n=3. Analiz¢ statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych porownan
Dunetta. Symbol * oznacza istotnos¢ statystyczna, przy p < 0.05.
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3. Mechanizmy naczynioprotekcyjne witaminy K; i K,; dzialanie

przeciwzapalne

W celu oceny przeciwzapalnego dzialania witaminy Ki; oraz witaminy Ko
przeanalizowano wptyw witaminy K w dwoch modelach zapalenia: w komorkach §rodbtonka
HAEC w ktorych stan zapalny wywotano przy uzyciu TNF oraz w komoérkach makrofagdéw
RAW 264.7, w ktorych stan zapalny wywotano przez podanie LPS.

3.1 Przeciwzapalne dziatanie witaminy K; i Ky w komérkach §rédbtonka (HAEC)

W komorkach §rodblonka (HAEC), gdzie zapalenie wywolywano przy uzyciu TNF
(24 godzinna inkubacja, stezenie TNF Ing / mL), witaming K; oraz witamina K;: Kx(MK-4)
1 Ko(MK-7) (10uM) hamowaty adhezje monocytéw do srédbtonka stymulowanego prozapalnie
przez TNF oraz hamowatly rowniez ekspresje molekuty adhezyjnej, ICAM-1 (po 48 godzinnej
inkubacji obejmujacej 24 godzinng preinkubacje przed TNF oraz 24 godzinng inkubacj¢ razem
z TNF), (Rycina 8 A, B). Ekspresja COX-2 i produkcja PGE> wywotane przez TNF, rowniez
byty hamowane przez witaming K; oraz przez witaming Kz. W tym przypadku nieco silniejszy
efekt odnotowano dla witaminy K; obnizajacej produkcje PGE> do poziomu kontroli, podczas
gdy witamina K>(MK-4) obnizata wywolang TNF produkcje PGE2 o okoto 70% a witamina
K2(MK-7) o okoto 50% (Rycina 8 C, D).
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Rycina 8. Dzialanie przeciwzapalne witaminy Ki i K: w ludzkich komérkach $rédblonka (HAEC)
stymulowanych prozapalnie przez TNF, oceniane na podstawie analizy adhezji monocytéw do
aktywowanego prozapalnie Srédblonka, ekspresji ICAM-1 i COX-2 oraz produkcji PGE:. Przeciwzapalne
dziatanie witaminy Ki, Kao(MK-4), i Ko(MK-7) okreslono poprzez zbadanie wptywu na hamowanie adhezji
monocytow do aktywowanego zapalnie srédbtonka (A i A’), hamowanie ekspresji ICAM-1 (B i B’) i COX-2
(CiC’) a takze hamowanie produkcji PGE2 (D). Wyniki przedstawiono jako sredniag + SD n=3. Analiz¢
statystyczna przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych
poréwnan Dunetta w odniesieniu do stymulowanej prozapalnie kontroli. Wyniki zostaly przedstawione jako
$rednie SEM z3 niezaleznych eksperymentéw biologicznych obejmujacych co najmniej 3 powtdrzenia
techniczne. Symbole *;** i *** oznaczaja istotno$¢ statystyczna, odpowiednio przy p < 0,05; 0,01 i 0,001.
(Analizg adhezji monocytéw wykonano we wspotpracy z Dr M. Grosickim z JCET, Krakow)

54



Prozapalna stymulacja komorek $rodbtonka przez TNF (I1ng/mL) wywotata okolo
3-krotny wzrost poziomu translokacji jadrowej czynnika transkrypcyjnego NFkB. Wszystkie
badane formy witaminy K: Ki, K2(MK-4) i K>(MK-7) hamowaly w podobnym, stopniu
aktywacje czynnika transkrypcyjnego NFxB oceniang na podstawie jego jadrowej translokacji
(Rycina 9), przy czym istotnos¢ statystyczng odnotowano dla witamin K; i Ko(MK-7).
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Rycina 9. Wplyw witaminy Ki i K2 na aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NFkB w komorkach
srédblonka (HAEC) stymulowanych prozapalnie przy uzyciu TNF, oceniany immunocytochemicznie na
podstawie translokacji jadrowej NFkB. Translokacj¢ jadrowa czynnika transkrypcyjnego NFkB (A i A®)
okreslono poprzez zliczenie NFkB immunopozytywnych jader komorkowych (zotta strzatka) w stosunku do
liczby wszystkich jader komorkowych (zielona strzatka). Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD n=3 Analiz¢
statystyczna przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych
poréwnan Dunetta. Symbole *;** i *** oznaczaja istotno$¢ statystyczna, odpowiednio przy p <0,05; 0,01 10,001.

3.2 Przeciwzapalne dziatanie witaminy K; i K> w makrofagach (RAW 264.7)

W makrofagach RAW 264.7, w ktorych stan zapalny wywotlano przy uzyciu LPS
(1 ng/mL), obserwowano istotnie statystycznie hamowanie produkcji TNF w odpowiedzi na
witaming Ki 1 nieznaczne hamowanie produkcji TNF przez witaming Kx(MK-4) oraz

K2(MK-7) (Rycina 10 A). Inna cytokina prozapalna IL-6 (Rycina 10 B), a takze NO>™ (Rycina
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10 C) i prostaglandyna PGE> (Rycina 10 D) byly istotnie statystycznie hamowane przez
wszystkie badane witaminy: Ki, Ko(MK-4) oraz Ko(MK-7) [12].
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Rycina 10. Dzialanie przeciwzapalne witaminy Ki: i K2 w mysich makrofagach RAW 264.7 stymulowanych
prozapalnie przez LPS, oceniane na podstawie poziomu TNF, IL-6, (NO2) oraz PGE: w pozywce
pohodowlanej. Przeciwzapalne dzialanie witaminy Ki i Ka: K2o(MK-4), K2(MK-7) okreslono poprzez oceng
hamownia produkcji cytokin prozapalnych: TNF (A), IL-6 (B), syntezy NO> (C) oraz produkcji PGE: (D) przez
makrofagi stymulowane prozapalnie LPS (1 ng/mL). Analiz¢ statystyczna przeprowadzony przy uzyciu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych porownan Dunetta. Wyniki przedstawiono
jako $rednig = SD n=3. Symbole *;** i *** oznaczaja istotno$¢ statystyczna, odpowiednio przy p < 0,05 ; 0,01
10,001. (Oznaczenia st¢zenia eikozanoidow metoda UHPLC-APCI-MS/MS wykonano we wspotpracy z Dr A .Kij
z JCET, Krakéw). Rycina na podstawie A. Kieronska-Rudek i wsp., 2021; zmodyfikowano [12].

4, Naczyniowe skutki niedoboru witaminy K; i odwrocenia niedoboru

witaminy K; u myszy z normolipidemia C57BL./6J oraz u myszy E3L.CETP

z dyslipidemia.

W celu zbadania wplywu niedoboru witaminy Ki na czynno$¢ $rodblonka, myszy
C57BL/6J oraz myszy E3L.CETP zywiono przez 5 lub 10 tygodni dieta ubogg w witaming
Ki-AIN-93M  RYZ(-Ki). Grupy kontrolne stanowily zwierzeta zywione dietami
zaspokajajacymi dzienne zapotrzebowanie na witaming K;: AIN-93M RYZ(+K,) oraz

AIN-93M(+Ki). Dwie grupy kontrole mialy na celu potwierdzenie wylacznego wptywu
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zawartosci witaminy Ki i wykluczenie wptywu zmiany innych skladnikoéw diety takich jak
zrédto thuszezu i biatka na czynnos¢ $rodbtonka.

W celu okreslenia czy skutki niedoboru witaminy K; na czynno$¢ $rédbtonka mozna
odwroci¢ poprzez uzupetnienie niedoboru tej witaminy, myszy C57BL/6J po 5 tygodniach
zywienia diet3 ubogag w witamine K; (AIN-93M RYZ(-K))), przez koleje 5 tygodni
otrzymywaty diete zaspokajajaca zapotrzebowanie na witamine Ki: AIN-93M RYZ(+K). Po
10 tygodniach zywienia we wszystkich wyzej wymienionych grupach dos$wiadczalnych
zmierzono poziomy witaminy K; i endogennej witaminy K2(MK-4) w osoczu, watrobie i aorcie

oraz zbadano czynno$¢ srodbtonka in vivo za pomoca MRI.

4.1 Naczyniowe skutki niedoboru witaminy K; i odwrdcenia niedoboru witaminy Kj;

analiza poziomow witaminy K; i Ko(MK-4) w narzadach oraz wpltyw na parametry

ukladu krzepniecia u myszy z normolipidemia C57BL/6J oraz u myszy z dyslipidemia
E3L.CETP

Zywienie myszy dietg ubogg w witamine K - AIN-93M RYZ(-K1) obnizyto poziom
witaminy K; w watrobie (Rycina 11 A) i w osoczu (Rycina 11 B) ponizej progu oznaczalnosci
stosowanej metody. Poziomy witaminy K>(MK-4) w osoczu 1 watrobie nie byly wykrywalne
w zadnej grupie do§wiadczalne;.

W aorcie, poziom witaminy K; nie byl wykrywalny w Zzadnej z grup doswiadczalnych,
niezaleznie od zawarto$ci witaminy K; w diecie. Gldéwna forma witaminy K obecng w aorcie
byla witamina Ky;(MK-4), a niedobor witaminy K; obnizal jej zawarto§¢ w aorcie
(Rycina 11 C). Obnizone poziomy witaminy K; w osoczu i watrobie oraz obnizony poziom
witaminy K>(MK-4) w aorcie u myszy zywionych dieta uboga w witaming K; zostaly
catkowicie przywrocone do pozioméw kontrolnych po 5 tygodniach zZywienia dieta
zaspokajajaca dzienne zapotrzebowanie na witamine Ki (AIN-93M RYZ(+K)) (Rycina 11 A-
C). Dziesi¢¢ tygodni zywienia dieta uboga w witaming K; pozostawato bez wplywu na
aktywnos$ci trombiny, na co wskazuje niezmienione st¢zenie kompleksu TAT w osoczu

(Rycina 11 D).
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Rycina 11. Skutki zywienia dieta uboga w witamine Ki, oceniane na podstawie pomiaru poziomu witaminy
Ki w osoczu i watrobie, poziomu witaminy K>(MK-4) w aorcie oraz pomiar st¢zenia TAT u myszy
C57BL/J6. Stezenie witaminy Ki zmierzono w osoczu (A), watrobie (B) i aorcie (st¢zenie ponizej progu
oznaczalno$ci). Stezenie witaminy K»(MK-4) réwniez oznaczono w osoczu (stezenie ponizej progu
oznaczalnos$ci), watrobie (stgzenie ponizej progu oznaczalno$ci) i aorcie (C). Aktywnos¢ uktadu krzepnigcia
oceniono na podstawie st¢zenia kompleksu TAT (D). Pomiary wykonano po 10 tygodniach Zywienia dietg
AIN-93M(+K) (zielono-czarne stupki), AIN-93M RYZ(+K) (zielone stupki), AIN-93M RYZ(-K) (czerwone
stupki) AIN-93M RYZ(-K)/AIN-93M RYZ(+K) 5 tyg/5 tyg (szare stupki). Analize statystyczng przeprowadzony
przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Dunetta. Wyniki
przedstawiono jako $rednig = 95% CI n=5-8. Symbole *;** i *** oznaczaja istotnos¢ statystyczna, odpowiednio
przy p < 0,05 ; 0,01 i 0,001. NW — poziom niewykrywalny (Pomiary poziomu witaminy K metoda
UHPLC-APCI-MS/MS oraz oznaczenia TAT wykonano we wspotpracy z Dr A. Kij z JCET, Krakow)
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Podobnie jak u myszy C57BL/6J, rowniez u myszy E3L.CETP zywienie dieta uboga
w witamine K; — AIN-93M RYZ(-K1), wywotato spadek stezenia witaminy K; w osoczu

(Rycina 12 A) oraz w watrobie (Rycina 12 B) ponizej progu oznaczalnosci.

] Myszy E3L.CETP
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Rycina 12. Skutki zywienia dieta uboga w witamin¢ Ki u myszy z dyslipidemia (E3L.CETP), oceniane
poprzez pomiar poziomu witaminy Ki w osoczu i watrobie. Efekt zywienia dieta uboga w witaming Ki u myszy
z dyslipidemiag E3L.CETP w poréwnaniu do myszy z normolipideemiag C57BL/6J oceniano jako poziom Ki
w osoczu (A) i watrobie (B) zywionych przez 10 tygodni dieta kontrolng AIN-93M RYZ(+K1) (zielone stupki)
lub dieta ubogg w witaming K AIN-93M RYZ(-K1) (poziomy niewykrywalne). Wyniki przedstawiono jako
$rednig = 95% CI n=5-8. Symbol *** oznacza istotnos¢ statystyczna odpowiedni przy p <0,001; NW- poziom
niewykrywalny. (Pomiary poziomu witaminy K metoda UHPLC-APCI-MS/MS wykonane we wspotpracy
z Dr A. Kij z JCET, Krakow).

4.2 Naczyniowe skutki niedoboru witaminy K; i odwrodcenia niedoboru witaminy Kj:;

badanie czynno$ci $rdodblonka in vivo u myszy z normolipidemia C57BL/6] oraz

umyszy z dyslipidemig E3L.CETP

Myszy karmione dieta ubogg w witamine Ki (AIN-93M RYZ(-K,)) zaréwno przez 5
(Rycina 18 A, B) jak i przez 10 tygodni (Rycina 13 A, B) wykazywatly znaczace uposledzenie
czynnosci $rodbtonka. Dysfunkcja $rédblonka byta widoczna, jako uposledzenie odpowiedzi
rozkurczowej w odpowiedzi na podanie Ach w aorcie piersiowej (Rycina 13 A) i brzuszne;j
(Rycina 13 B), w miejsce odpowiedzi rozkurczowej w grupach myszy zywionych dietami
zaspokajajacymi zapotrzebowanie na witaming Ki AIN-93M(+K;) i AIN-93M RYZ(+K))
przez 10 tygodni. Dieta AIN-93M RYZ(-K1) prowadzita réwniez do upo$ledzenia odpowiedzi
rozkurczowej FMD w tetnicy udowej (Rycina 13 C).

Dostepnos¢ witaminy K; w diecie nie miala wplywu na niezalezny od $rodbtonka
rozkurcz naczyn wywotany przez SNP w aorcie piersiowej (Rycina 13 D) i w aorcie brzusznej

(Rycina 13 E).
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W przypadku, gdy po 5 tygodniach zywienia dieta AIN-93M RYZ(-K:), diete
zmieniono na kolejne 5 tygodni na diete AIN-93M RYZ(+Ki), obserwowano calkowite
odwrécenie dysfunkcji srodbtonka wywotanej niedoborem witaminy Ki, o czym §wiadczy
przywrocenie odpowiedzi rozkurczowej naczynia w odpowiedzi na podanie Ach zar6wno
w piersiowe] jak 1 w brzusznej czgsci aorty do poziomu poréwnywalnego jak u mysz
zywionych przez 10 tygodni dieta AIN-93M RYZ(+K;) (Rycina 13 A-B). Uzupeienie
witaminy K; w diecie odwrdcito rowniez catkowicie uposledzenie odpowiedzi FMD w tetnicy

udowej wynikajace z niedoboru witaminy K; (Rycina 13 E).
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Rycina 13. Wplyw niedoboru witaminy Ki na czynno$¢ Srédblonka u myszy CS57BL/6J, oceniana na
podstawie odpowiedzi rozkurczowej naczyn krwiono$nych wywolanej przez Ach w poréwnaniu do
odpowiedzi na SNP w aorcie piersiowej i brzusznej oraz odpowiedzi FMD w tetnicy udowej oraz odwrécenie
wywolanych zmian czynno$ciowych poprzez uzupelnienie niedoboru witaminy Ki. Zalezny- i niezalezny od
$rodbtonka rozkurcz naczyn oceniano in vivo za pomoca MRI jako odpowiedZz na podanie Ach i SNP w aorcie
piersiowej (A, C) i aorcie brzusznej (B, D). Ponadto oceniono odpowiedz rozkurczowa naczynia indukowana
naglym przeptywem krwi po krotkotrwatej okluzji w tetnicy udowej (E). Pomiary MRI wykonano po 10
tygodniach zywienia dieta AIN-93M(+K) (zielono-czarne stupki), AIN-93M RYZ(+K) (zielone stupki), AIN-93M
RYZ(-K) (czerwone stupki) i AIN-93M RYZ(-K)/AIN-93M RYZ(+K) 5tyg. /5 tyg. (szare stupki). Wyniki
przedstawiono jako srednig + 95% CI, n=5-6. Symbole * i *** oznaczajg istotno$¢ statystyczna, odpowiednio przy
p <0,0510,001. (Pomiary MRI wykonane we wspotpracy z Dr A. Bar z JCET, Krakow).

Jak pokazano na Rycinie 14, u myszy E3L.CETP w poréwnaniu do myszy C57BL/6J]
zywionych dieta zaspokajajaca zapotrzebowanie na witamine K; (AIN-93M RYZ (+K))),

czynno$¢ S$rodblonka byla uposledzona, o czym $wiadczyla zmniejszona odpowiedz
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rozkurczowa na Ach w aorcie piersiowej 1 brzusznej oraz mniejsza odpowiedz FMD w tetnicy
udowej. Zywienie myszy E3L.CETP dietag AIN-93M RYZ(-K,) przez 10 tygodni dodatkowo
poglebiato uposledzenie czynnos$¢ srdédblonka, oceniane w aorcie piersiowej (Rycina 14 A)
i brzusznej (Rycina 14 B) oraz w te¢tnicy udowej (Rycina 14 E). Niezalezna od $rodbtonka
odpowiedz rozkurczona w aorcie piersiowej (Rycina 14 C) i brzusznej (Rycina 14 D) nie
réznila si¢ u myszy E3L.CETP w pordwnaniu do myszy C57BL/6J. Nie obserwowano rowniez
wplywu zawartos$ci witaminy K; w diecie na niezalezng od $§rodbtonka odpowiedz rozkurczowsq

wywolang przez SNP w zadnej z badanych cze$ci aorty (Rycina 14 C, D).
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Rycina 14. Wplyw niedoboru witaminy Ki na czynno$¢ Srodblonka u myszy z normolipidemia C57BL/6J
iu myszy z dyslipidemia E3L.CETP, oceniana na podstawie odpowiedzi rozkurczowej naczyn
krwiono$nych wywolanej przez Ach w poréwnaniu do odpowiedzi wywolanej przez SNP w aorcie piersiowej
i brzusznej oraz odpowiedzi FMD w tetnicy udowej. Zalezne- i niezalezne od $rédbtonka rozszerzenie naczyn
oceniano in vivo za pomoca MRI jako odpowiedz na podanie Ach i SNP w aorcie piersiowej (A, C) i aorcie
brzusznej (B, D). Ponadto oceniono odpowiedz rozkurczowa naczynia indukowana nagtym przeptywem krwi po
krotkotrwatej okluzji w tetnicy udowej (E). Pomiary MRI wykonano po 10 tygodniach zywienia dieta AIN-93M
RYZ(+K1) (zielone stupki) lub dietg AIN-93M RYZ(-K1) (czerwone stupki). Wyniki przedstawiono jako $rednig
+ 95% CI, n=5-6. Symbole * i *** oznaczajg istotno$¢ statystyczna, odpowiednio przy p < 0,051 0,001. (Pomiary
MRI wykonano we wspolpracy z Dr A. Bar z JCET, Krakow)
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5 Endogenna produkcja witaminy K,(MK-4) w §cianie naczynia

W celu wyjasnienia czy witamina K, jest przeksztalcana przez bakterie jelitowe
w witaminy z grupy Ko, ktére mogltyby stanowi Zrédlo witaminy K> dla $ciany naczynia,
przeanalizowano poziom szeregu form witaminy Ks: Ky(MK-4), Ky(MK-5) K(MK-6),
K2(MK-7) 1 K2(MK-9) w kale myszy zywionych dietami o réznej zawarto$ci witaminy K;.
Natomiast w celu wyjasnienia czy synteza endogennej witaminy Ko(MK-4) zachodzi w mysiej
aorcie, zbadano zdolno$¢ komoérek $ciany naczynia ($rodblonka i komorek mig$niowki

gladkiej) a dla pordwnania takze makrofagdéw, do produkcji endogennej witaminy Ko(MK-4).

5.1 Endogenna produkcja witaminy K, przez bakterie jelitowe

Witamina K; byta oznaczalna ilo§ciowo jedynie w probkach katu myszy otrzymujacych
diete zawierajagca witaming Ki, ale nie zostata wykryta w probkach kalu myszy karmionych
dieta z niedoborem witaminy K; (Rycina 15 A). Poziom witaminy K>(MK-4) byt ponizej progu
oznaczalno$ci metody we wszystkich grupach niezaleznie od rodzaju zywienia, wskazujac, ze
bakterie jelitowe nie sg zrédlem najpowszechniejszej wystepujacej w $cianie naczynia formy
witaminy K> (Rycina 15 B). Pozostate badane formy witaminy Kz: Ko(MK-5) (Rycina 15 C),
K2(MK-7) (Rycina 15 E) oraz K»(MK-9) (Rycina 15 F) utrzymywaly si¢ na podobnym
poziomie niezaleznie od rodzaju zywienia, tak wigc niedobor witaminy K nie zmienit syntezy
zadnej z badanych witamin K> przez mikroflorg jelitowa, w szczegolnosci Ko(MK-4) (Rycina

15 B-F). Najwyzszy poziom w kale odnotowano dla witaminy K>(MK-6) (Rycina 15 D).
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Rycina 15. Wplyw niedoboru witaminy Ki na biosyntez¢ witaminy K przez bakterie jelitowe u myszy,
oceniany na podstawie poziomoéw réznych form witaminy K w kale myszy. Biosyntez¢ witaminy K przez
mikroflorg jelitowa oceniono na podstawie poziomdéw witaminy Ki (A), K:(MK-4) (B), Kx(MK-5) (C),
Ko(MK-6) (D), K2(MK-7) (E) i K2(MK-9) (F) w kale myszy. Pomiary wykonano po 10 tygodniach zywienia dieta
AIN-93M(+K) (zielono-czarne stupki), AIN-93M RYZ(+K) (zielone stupki), AIN-93M RYZ(-K) (czerwone
shupki) i AIN-93M RYZ(-K)/AIN-93M RYZ(+K) 5tyg./5 tyg. (szare stupki). Poniewaz zawarto$¢ niektérych
z badanych form witaminy K2 w kale nie byla wykrywalna we wszystkich probkach, liczbg analizowanych probek
na grup¢ (n<6) pokazano na niebiesko. Wyniki przedstawiono jako $rednia + 95% CI. NW- poziom
niewykrywalny. (Pomiary poziomu witaminy K metoda UHPLC-APCI-MS/MS wykonano we wspotpracy

z Dr A. Kij).

5.2 Endogenna produkcja witaminy K;(MK-4); badanie wychwytu witaminy K;

1 produkcji witaminy K>(MK-4) przez Scian¢ naczynia, komorki §rodblonka, komorki

mie$niowki gladkiej §ciany naczynia oraz przez makrofagi

Wychwyt witaminy K; i endogenng konwersj¢ witaminy K; w witaming Ko(MK-4),
oceniano po 24 godzinnej inkubacji krazkéw mysiej aorty (Rycina 16 A, E), komoérek
srédbtonka HAEC (Rycina 16 B), komorek mig$niowki gladkiej §ciany naczynia MOVAS
(Rycina 16 C) oraz makrofagdéw RAW 264.7 (Rycina 15 D) [12] i z witaming K; w stezeniu:
aorta (5 uM), HAEC i MOVAS (1 uM) oraz RAW 264.7 (10 uM).
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Jak przedstawiono na Rycinie 16 $ciana aorty (Rycina 16 A), HAEC (Rycina 16 B),
MOVAS (Rycina 16 C), a takze RAW 264.7 (Rycina 16 D) [12] byly zdolne do wychwytu
egzogennej witaminy K.

Po 24 godzinach inkubacji z witaming K; (5 uM), stwierdzono takze statystycznie
istotny wzrost poziomu endogennej witaminy Ko(MK-4) w mysiej aorcie (Rycina 16 E).
W przypadku linii komérkowych: HAEC (Rycina 16 F) i MOVAS (Rycina 16 G) witaming
K1 (I uM), nie miata wptywu na poziom endogennej witaminy Ko(MK-4), ktorej stezenie byto
poréwnywalne do stezenia zmierzonego w komorkach kontrolnych inkubowanych w medium
bez witaminy Ki;. W makrofagach RAW 264.7, inkubowanych bez witaminy K; zawarto$¢
witaminy K>(MK-4) byla ponizej progu oznaczalnosci, natomiast inkubacja z witaming K;
(10 uM) przez 24 godziny wywotywala istotny wzrost zawarto$ci witaminy K>(MK-4)
(Rycina 16 H) [12].

Inkubacja izolowanej aorty mysiej ex vivo z menadionem (K3, 5 M) nie wplyneta na
poziom witaminy K>(MK-4) w aorcie (Rycina 16 I). Podczas gdy witamina K3 wywolywata
wzrostem poziomu witaminy K2(MK-4) po 24 godzinach inkubacji we wszystkich badanych
liniach komoérkowych: HAEC (Rycina 16 J) i MOVAS z K3 (1 uM) (Rycina 16 K) oraz
RAW 264.7 z K3 (10 pM) (Rycina 16 L) [12] i tylko w przypadku komoérek MOVAS, ten
wzrost byl na granicy istotnosci statystycznej (p=0.08).

Obecnos¢ atorwastatyny (ATO, 1uM) podczas inkubacji mysiej aorty z witaming K3,
uzyta w celu zahamowania mechanizmow prenylacji, nie wplyngta na poziom witaminy
K2(MK-4) w aorcie (Rycina 16 I). Podobnie ATO (1uM) nie hamowata produkcji endogenne;j
witaminy K>(MK-4) w komoérkach migsniowki gtadkiej MOVAS (Rycina 16 K). W przypadku
HAEC (Rycina 16 J), oraz RAW 264.7 (Rycina 16 L) [12] obecnos¢ ATO (1uM) podczas
inkubacji komorek z witaming K3 hamowala endogenna produkcje K>(MK-4), o czym
$wiadczy obnizenie poziomu witaminy K>(MK-4) o okoto 70% dla HAEC i 50 % dla
RAW 264.7, w stosunku do komoérek inkubowanych z witaming K3 bez ATO [12].
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Rycina 16. Wychwyt witaminy K i produkcja endogennej witaminy K:(MK-4), oceniany na podstawie
poziomu witaminy Ki i K2(MK4) w mysiej aorcie, komorkach $réodblonka HAEC, komérkach miesniowki
gladkiej $ciany naczynia MOVAS oraz w makrofagach RAW 264.7 Zdolno$¢ wychwytu egzogennej witaminy
K1 (A-D), oraz mozliwo$¢ syntezy endogennej witaminy K2(MK-4) z witaminy Ki (E-H) lub gotowego do
prenylacji menadionu (witaminy K3 ) (I-L) oceniano w aorcie (A, E, I), komorkach srodblonka HAEC (B, F, J),
komorkach migsniowki gtadkiej Sciany naczynia MOVAS (C, G, K) oraz makrofagach RAW 264.7 (D, H, L).
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD n=3 Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem wielokrotnych porownan Dunetta. Symbole *;** j ***
oznaczaja istotno$¢ statystyczna, odpowiednio przy p <0,05; 0,01 10,001. NW- poziom niewykrywalny. (Pomiary
poziomu witaminy K metoda UHPLC-APCI-MS/MS wykonano we wspotpracy z Dr A. Kij z JCET, Krakow).
Rycina 16 D, Hi L na podstawie A. Kieronska-Rudek i wsp., 2021 (zmodyfikowano) [12].

65



6. Analiza biodostepnosci i dzialania naczynioprotekcyjnego witaminy K;,

dostarczanej przy pomocy hialuronowych nanokapsul o olejowym rdzeniu

(K;:-Oil-HyC12) u myszy z niedoborem witaminy K;

Weczesniejsze wyniki wykazaty, ze dieta uboga w witamine K; — AIN-93M RYZ (-K;)
wywoluje niedobdr witaminy K u myszy, oraz skutkuje uposledzeniem zaleznej od §rédbtonka
odpowiedz rozkurczowej aorty, ktére mozna odwrécié poprzez uzupetnienie niedoboru
witaminy Kj. W niniejszym badaniu okres$lono czy podawanie witaminy K; w postaci
hialuronowych nanokapsut o olejowym rdzeniu zawierajagcym witaming K (K;-Oil-HyC12),
moze przyspieszy¢ odwrocenie dysfunkcji srédblonka wynikajacej z niedoboru witaminy K.
Witaming Ki podawano myszom z niedoborem witaminy K; przez 2 oraz 7 dni w postaci
hialuronowych nanokapsut K;-Oil-HyC12 lub witaminy K; rozpuszczonej w oleju bez
polimeru (Ki-Oil), po czym okre§lano poziom witaminy K; i endogennej formy Ko(MK-4)

W osoczu, watrobie i aorcie oraz badano czynnos¢ srédbtonka in vivo metoda MRI.

6.1 Efekt dostarczania witaminy K; w formie K;-Oil-HyC12 na jej biodostepnos¢

W 0soczu, watrobie oraz aorcie u myszy C57BL/6J z niedoborem witaminy K;

Zywienie myszy C57BL/6] przez 5 tygodni dieta uboga w witaming K
(AIN-93M RYZ(-K)) wywolywato spadek stezenia witaminy K; w osoczu (Rycina 17 A) oraz
w watrobie (Rycina 17 B) do poziomu ponizej granicy wykrywalno$ci metody
UHPLC-APCI-MS/MS.

Podannie witaminy K; w formie rozpuszczonej w oleju (K;-Oil) spowodowato
nieznaczny wzrost stezenia witaminy K; w osoczu, ktore byto porownywalne po 2 i 7 dniach
podawania K;-Oil. W grupie myszy, ktorym witaming K; podawano w formie K;-Oil-HyC12
stezenie witaminy K; w osoczu po 2 dniach bylo nieznacznie wyzsze, niz u myszy, ktorym
podawano Ki-Oil, przez 2 dni. Natomiast, po 7 dniach podawania K;-Oil-HyC12, stezenie
witaminy Ki w osoczu bylo statystycznie istotnie wyzsze, niz w przypadku podawania K;-Oil
przez taki sam okres czasu (0,04 ng/mL dla K;-Oil w poréwnaniu do 0,88 ng/mL dla K;-Oil-
HyC12) (Rycina 17 A).

Podobnie w watrobie podawanie witaminy K; w postaci K-Oil nieznacznie zwigkszylo
zawartos¢ witaminy Ki, pozostajac na pordwnywalnym poziomie niezaleznie od dtugosci
terapii (2 lub 7 dni). W grupie, ktorej podawano K;-Oil-HyC12, po 2 dniach odnotowano wzrost
stezenia witaminy K; porownywalny do K;-Oil po tym samym czasie, natomiast przedtuzenie

terapii do 7 dni skutkowato istotnie statystycznie wyzszym poziomem witaminy K; w watrobie
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w porownaniu z 7 dniowg terapig Ki-Oil (0,002 ng/mg tkanki dla K;-Oil w poréwnaniu do
0,029 ng/mg tkanki dla K;-Oil- HyC12) (Rycina 17 B).

Nie stwierdzono obecnosci witaminy K; w aorcie myszy zywionych dietg
AIN-93M RYZ(-K1) ani AIN-93M RYZ(+K), podobnie jak w zadnej z grup, ktérym witamine
K1 podawano przez 2 dni (ani w formie Ki-Oil, ani w formie K-Oil-HyC12). Poziom witaminy
K1 byt rowniez niewykrywalny w aorcie myszy, ktérym witaming K podawano przez 7 dni
w formie K;-Oil. Jedynie w grupie, ktérej podawano witamine K; przez 7 dni w formie
Ki-0Oil-HyC12 odnotowano stosunkowo wysokie stezenie witaminy K; w aorcie u 2 z 6 myszy
(Rycina 17 C).

W przeciwienstwie do witaminy Ki, obecno$¢ witaminy Ko(MK-4) stwierdzono
w aorcie, we wszystkich badanych grupach myszy. Poziom witaminy K>(MK-4) byt najnizszy
w aorcie myszy zywionych dietag AIN-93M RYZ(-K}), ale nie roznit sie istotnie od poziomu
witaminy K>(MK-4) oznaczonego w aorcie myszy zywionych dieta AIN-93M RYZ(+K)).
Uzupetnienie niedoboru witaminy K; zaréwno w formie K;-Oil jak i K;-Oil-HyC12
nieznacznie podnosito poziom witaminy K2(MK-4) w aorcie, niezaleznie od czasu podawania.
Najwyzszy poziom witaminy K>(MK-4) w aorcie stwierdzono w grupie eksperymentalne;j,
ktérej przez 7 dni podawano K;-Oil-HyC12, ale roznica nie byla istotna statystycznie

w poréwnaniu z grupg AIN-93M RYZ(-K) (Rycina 17 D).
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Rycina 17. Wplyw dostarczania witaminy Ki przy pomocy hialuronowych kapsul o olejowym rdzeniu
zawierajacych witamine¢ Ki (Ki-Oil-HyC12) na odwracanie niedoboru witaminy Ki, w watrobie, osoczu
iaorcie w poréownaniu do witaminy Ki podawanej w formie rozpuszczonej w oleju bez polimeru
(Ki1-Oil).Efekt podania witaminy K1 w postaci Ki-Oil-HyC12 (szare stupki) w poréwnaniu do Ki-Oil (biate stupki)
u myszy zywionych przez 5 tygodni dieta uboga w witamine K; — AIN-93M RYZ(-K1) (Czerwone stupki). Efekty
odwracania niedoboru witaminy Ki oceniano poprzez analiz¢ poziomy witaminy Ki i Ko(MK-4) w osoczu (A),
watrobie (B) oraz aorcie (C-D). Kontrolny poziom witaminy K oceniono na postawie poziomow witaminy Ki
i Ko(MK-4) w osoczu (A), watrobie (B) oraz aorcie (C-D) u myszy zywionych dieta AIN-93M RYZ(+K) (zielone
stupki). Dane przedstawiono jako mediang + ICQ (n=6). Istotno$¢ statystyczng oceniano za pomocg testu Kruskala
Wallisa, z testem wielokrotnych poréwnafn Dunetta. Symbole *;** i *** oznaczajg istotno$¢ statystyczna,
odpowiednio przy p < 0,05; 0,01 i 0,001. NW- poziom nie wykrywalny. (Pomiary poziomu witaminy K
w narzadach wykonano we wspotpracy z Dr A. Kij)
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6.2  Efekt dostarczania witaminy K; w formie K;-Oil-HyC12 na czynno$¢ §rodbtonka in

vivo u myszy C57BJ/6] z niedoborem witaminy K;

Zywienie myszy C57BL/6] przez 5 tygodni dieta uboga w witaming K
(AIN-93M RYZ(-K;)) wywolywato uposledzenie czynnosci srodblonka w aorcie piersiowe;j
(Rycina 18 A) i brzusznej (Rycina 18 B), objawiajace si¢ jako odpowiedz skurczowa
wywolana przez Ach, w miejsce odpowiedzi rozkurczowej u myszy zywionych dietg
zaspokajajaca zapotrzebowanie na witamine Ki - AIN-93M RYZ(+K;). Skurcz w aorcie
piersiowej (Rycina 18 A) i brzusznej cz¢$ci aorty (Rycina 18 B) oceniane za pomoca MRI in
vivo, wynosit odpowiednio -1, 83% 1 -3,81%.

Witamina K; podawana przez 2 dni zar6wno w formie K;-Oil jak i w formie
Ki-Oil-HyC12 byla nieskuteczna w odwracaniu wywolanego niedoborem K; uposledzenia
czynnos$ci $rodbtonka (Rycina 18 A, B). Przedluzenie podawania witaminy K; w formie
Ki-Oil do 7 dni réwniez nie wptynelo na odwrdcenie dysfunkcji $rédbtonka wynikajacej
z niedoboru witaminy K;. Natomiast podawanie witaminy K; w postaci K;-Oil-HyC12 przez
7 dni spowodowalo catkowicie odwrdcenie uposledzenia czynno$ci srédblonka wywotanego
niedoborem witaminy K; do poziomu poréwnywalnego jak u myszy, zywionych dieta
AIN-93M RYZ(+K;) w aorcie piersiowej (6,21%) i czeSciowe odwrdcenie uposledzenia
czynnosci srodbtonka w aorcie brzusznej (2,66%) (Rycina 18 A, B).

Niezalezna od $rodbtonka, odpowiedz rozkurczowa, wywotana przez SNP, w aorcie
piersiowej (Rycina 18 C) i brzusznej (Rycina 18 D) pozostata niezmieniona, niezaleznie od
dostgpnosci witaminy K; w diecie i nie zmieniata si¢ rowniez w odpowiedzi na podawanie

witaminy K; w zadnej z form: K;-Oil ani K;-Oil-HyC12.
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Rycina 18. Wplyw podawania witaminy Ki przy pomocy hialuronowych kapsul o olejowym rdzeniu
zawierajacych witamine Ki (Ki-Oil-HyC12) w poréwnaniu do witaminy Ki: w formie rozpuszczonej w oleju
bez polimeru (Ki-Oil) na odwracanie dysfunkcji §rédblonka wynikajacej z niedoboru witaminy Ki.
Oceniano odpowiedz rozkurczowa naczyn krwiono$nych wywolana przez Ach lub SNP w aorcie piersiowej
i brzusznej. Zalezny-(A-B) i niezalezny (C-D) od $rdédbtonka rozkurcz naczyn krwiono$nych oceniano in vivo za
pomoca MRI w aorcie piersiowej (A i C) i brzusznej (B i D). Pomiar MRI wykonano po 5 tygodniach zywienia
myszy C57BL/6] dieta AIN-93M RYZ(+K) (zielono- stupki) lub AIN-93M RYZ(-K) (czerwone stupki), oraz u
myszy zywionych 5 tygodni dietg AIN-93M RYZ(-K), ktorym nastepnie podawano witaming K1 w formie Ki-Oil
(biale stupki) lub Ki-Oil-HyC12 (szare stupki) przez 2 lub 7 dni. Kazdy pomiar byl wykonywany po 22-26
godzinach po ostatnim podaniu witaminy Ki po 2 lub 7 dniach podawania witaminy Ki. Dane przedstawiono jako
$rednie £ SD (n=6). Istotnos$¢ statystyczna oceniano za pomoca jednoczynnikowego testu ANOVA, z testem
wielokrotnych porownan Dunetta Symbol *** oznacza istotnos$¢ statystyczna przy p < 0.001. (Pomiary MRI
wykonano we wspodlpracy z Dr A. Bar z JCET, Krakow)

V Dyskusja

Witamina K; przez wiele lat byta kojarzona gtownie z potranslacyjng karboksylacja
czynnikoOw krzepnigcia w watrobie, podczas gdy wyniki nielicznych badan dotyczacych jej
pozawatrobowego  dzialania  pozostawaly niespojne. Jedne prace  wykluczaly
naczynioprotekcyjne dziatanie witaminy K; [58,65], natomiast inne je potwierdzaty [23,66].
Biorac pod uwagg, liczne czynniki, ktore moga ogranicza¢ dostarczanie witaminy K; do tkanek
pozawatrobowych, wydaje si¢, ze ta niespdjnos¢ mogta wynika¢ z ograniczonej biodostepnosci

witaminy K; dla tkanki naczyniowej [28,74,102].
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Wyniki badan przeprowadzonych w ramach tej pracy doktorskiej potwierdzity, ze
witamina K, podobnie jak witamina K> ma dziatanie naczynioprotekcyjne, ktére moze
wynika¢ z mechanizmu senolitycznego, zwigzanego z hamowaniem uszkodzen DNA w $cianie
naczynia oraz przeciwzapalnego obejmujgcego regulacje szerokiego spektrum szlakéw
zapalnych w tym hamowanie aktywacji NFxB.

Dowodem potwierdzajagcym istotny udzial witaminy K; w regulacji czynnosci
srédbtonka byly badania przeprowadzone z wykorzystaniem diety ubogiej w witaming K ktore
wykazaly, ze niedobor witaminy K; w diecie wywotat dysfunkcj¢ $rddbtonka, ktéra byta
odwracana poprzez uzupetienie niedoboru witaminy K.

Niedobor witaminy K1 wywotywat takze spadek poziomu witaminy K2(MK4) w aorcie,
sugerujac, ze dziatanie witaminy K; w $cianie naczyn krwiono$nych moze by¢ zwigzane
zendogenng syntezag witaminy K>(MK-4), co moze takze stanowi¢ wyjasnienie
poréwnywalnego dziatania witaminy K; w aktywnosciach przypisywanych dotad witaminie
K. Dodatkowo, w ramach niniejszej pracy udowodniono, ze dostarczanie witaminy K; za
pomoca hialuronowych nanokapsut o olejowym rdzeniu poprawito biodostepnos¢ witaminy K;
1 znaczaco przyspieszyto odwrdcenie dysfunkceji §rodbtonka wywotanej niedoborem witaminy
Ki. Wyniki te nie tylko sugeruja, ze hialuronowe nanokapsuty stanowig obiecujacy nosnik
witaminy K do zastosowania we wspieraniu terapii chorob sercowo-naczyniowych, ale przede
wszystkim potwierdzaja ze wysoka biodostepno$¢ witaminy K istotnie wptywa na efekt
terapeutyczny, co moze tlumaczy¢ wczesniejsze niespojne doniesienia dotyczace

naczynioprotekcyjnego dziatania witaminy K;.

1. Dzialanie naczynioprotekcyjne witaminy K,

Poszukiwanie nowych strategii prewencji chordb sercowo-naczyniowych stanowi jedno
z najistotniejszych wyzwan wspotczesnej medycyny. Od lat witamina K, a konkretnie witamina
K>, byla uwazana za obiecujaca substancje o dziataniu kardio- i naczynioprotekcyjnym,
zwigzanym z hamowaniem wapnienia naczyn krwionosnych i zastawek. Najnowsze badania
wykazaly, ze pozytywne dziatanie witaminy K> na $cian¢ naczynia moze by¢ szersze
1 niezalezne od regulacji wapnienia. Mianowicie, wykazano, ze dieta wzbogacona witaming K>
poprawiala zalezng od $rodblonka odpowiedz rozkurczows naczynia u myszy ApoE/LDL™
poprzez regulacj¢ produkcji tlenku azotu [20].

Badania in vivo u myszy ApoE/LDLR”, zywionych dietg wzbogacong w witamine K
lub K> potwierdzily, odnotowany wczesniej [20] wptyw witaminy Ko, tu K2(MK-4) na poprawe

czynno$ci §rodblonka w odpowiedzi na Ach (Rycina 3 C, D). Co jednak najciekawsze, po raz
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pierwszy w tej pracy doktorskiej wykazano wplyw witaminy Ki na poprawe czynnos$ci
srodbtonka in vivo (Rycina 3 C, D).

Wiedzac, ze w przebiegu wlasciwie wszystkich chordb sercowo-naczyniowych
wystepuje ostre lub przewlekle zapalenie [37,103] wyniki badan in vivo, zweryfikowano
badaniem funkcjonalnym ex vivo, gdzie upos$ledzenie czynnosci rozkurczowej naczynia
i dysfunkcje §rodbtonka wywotywano przy uzyciu TNF. Podobnie jak w badaniach in vivo,
witamina K, wykazywata dziatanie naczynioprotekcyjne, powodujac catkowite zachowanie
zaleznego od s$rodbtonka (Rycina 3 A), a takze cze$ciowe zachowanie niezaleznego od
$rédbtonka rozkurczu naczyn krwiono$nych w warunkach zapalenia $ciany naczynia
wywolanego przez TNF (Rycina 3 B).

Wyniki dotyczace naczynioprotekcyjnego dziatania witaminy K; przedstawione na
Rycinie 3 zostaty wsparte dodatkowo badaniami dotyczacymi wptywu niedoboru witaminy K;
na czynno$¢ srddblonka in vivo. Niedobdr witaminy K, skutkowat uposledzeniem rozkurczu
aorty wywotanego przez Ach (Rycina 13 A, B oraz Rycina 14 C, D) oraz uposledzeniem
odpowiedzi FMD (Rycina 13 E oraz Rycina 14 G). Uzyskane wynik sg zgodne z wynikami
wczesniejszej obserwacji u ludzi, wskazujacej na to, ze niski poziom witaminy Ki, korelowat
ze zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym u starszych pacjentow z nadci$nieniem [23].
Potwierdzeniem istotnej roli witaminy K; w utrzymaniu czynnosci $srodbtonka, byto wykazanie,
ze uzupelnienie niedoboru witaminy Ki u myszy z niedoborem witaminy K skutkowato
przywroceniem czynnos$ci $§rodblonka (Rycina 13 A, B, E).

Wiedzac, ze witamina Ki, jest uwazana za odpowiedzialng za krzepnigcie krwi,
watrobowg forme¢ witaminy K, moze wydawac si¢ nieco zaskakujace, ze u myszy zywionych
dieta uboga w witamine K; (AIN-93M RYZ(-K})), nie odnotowano uposledzenia krzepniecia
krwi [104] (Rycina 11 D). Nalezy jednak podkresli¢, ze w przeprowadzonym badaniu
ograniczano wytacznie dostgpnos¢ witaminy Ki, a nie witaminy K, w diecie. Myszy
wykorzystane w badaniach, byly zwierzetami posiadajagcymi fizjologiczng jelitowa flore
bakteryjna, zdolng do produkcji endogennych witamin K. Dodatkowo nie limitowano w zaden
sposob koprofagii, ktora jest powszechna u gryzoni i moze stanowi¢ zrodto witamin z grupy
K> [105], co z reszta potwierdzono przez wykazanie obecnosci witaminy K, w kale (Rycina
15). Co wigcej, pomimo tego, ze witamina K jest uwazana za kluczowa w procesie krzepnigcia,
istniejg badania wskazujace na podobne powinowactwo witaminy K; i K2 do enzymu VKOR,
uczestniczacego w karboksylacji czynnikow krzepniecia, co potwierdza, ze niedobor witaminy
Ki moze by¢ czeSciowo kompensowany obecnoscig witaminy K [106]. Dodatkowym

argumentem potwierdzajacym mozliwos¢ zaangazowania witaminy K; w utrzymanie procesu
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krzepniecia krwi, sg badania przeprowadzone na szczurach pozbawionych bakterii jelitowych,
u ktorych niedobor witaminy Ki powodowat masywne krwawienia a nawet doprowadzal do
$mierci zwierzat z powodu krwotokéw wewnetrznych, w odroéznieniu do zwierzat kontrolnych
posiadajacych fizjologiczng flor¢ bakteryjng [107].

Wyniki niniejszych badan wykazaty, ze u myszy zywionych dietg AIN-93M RYZ(+K),
zawarto$¢ witaminy K; w osoczu byta na podobnym poziomie u myszy E3L.CETP i C57BL/6J.
W odréznienia do osocza, w watrobie poziom witaminy K; u myszy E3L.CETP byt nizszy niz
u myszy C57BL/6J. Obnizony poziom witaminy K; w watrobie, mozna najprawdopodobniej
wyjasni¢ opoznieniem szlaku klirensu lipoprotein, obecnym w modelu E3L.CETP [108], ktory
stanowi gtowny szlak transportu witaminy K do watroby.

Biorac pod uwagg, ze witamina K jest transportowana gtownie przez lipoproteiny [72],
profil lipidowy oraz leki obnizajace st¢zenie lipidow majg istotny wplyw na dostarczanie
witaminy K; do tkanek docelowych [109]. Wyniki niniejszej pracy wykazaly, ze u myszy
z dyslipidemig E3L.CETP, zywionych dieta AIN-93M RYZ(+K) (Rycina 14 A, B) czynno$¢
sroédbtonka byta uposledzona w stosunku do myszy z normolipidemiag C57BL/6J (Rycina 13
A, B). Niedobor witaminy K; dodatkowo poglebiat dysfunkcje s$rodbtonka u myszy
z dyslipidemiag E3L.CETP (Rycina 14 A, B), sugerujac istotne znaczenie witaminy Kj
w utrzymaniu czynnosci §rodbtonka, takze w warunkach dyslipidemii.

Wyniki niniejszej pracy, moga wigc mie¢ warto$¢ translacyjna, wskazujac, ze
zaburzenia profilu lipidowego wystepujace u pacjentow z dyslipidemia, jak mutacja
APOE*3-Leiden [80,81], moze powodowa¢ zaburzenia transportu witaminy Ki,
a w konsekwencji przyczynia¢ si¢ do rozwoju dysfunkcji srédblonka wynikajacej z niedoboru

witaminy K.

2. Analiza mechanizmow naczynioprotekcyjnego dzialania witaminy K;

2.1 Dziatanie senolityczne witaminy K; w komdrkach §ciany naczynia

Starzenie si¢ komorek, z angielskiego senscence, jest ztozonym procesem zwigzanym
z zahamowaniem podziatéw komorkowych, skracaniem telomerdéw oraz wydzielaniem przez
komorki biatek zwigzanych ze starzeniem si¢ (SASP, senescence-associated secretory
phenotype) takich jak cytokiny prozapalne [43]. Gromadzenie si¢ w tkance starzejacych sie¢
komorek lezy u podstaw licznych chordb, takich jak choroby sercowo-naczyniowe. W zwigzku
z tym poszukiwanie substancji o dziataniu senolitycznym jest jednym z istotnych wyzwan

wspotczesnej nauki.
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W jezyku polskim nie istnieje trafne okreslenie opisujace dzialanie polegajace na
hamowaniu starzenia si¢ komoérek. Uzywanie stwierdzen ,,dziatanie przeciwstarzeniowe” czy
,efekt przeciwstarzeniowy” jest czg¢sto mylnie interpretowane jako odpowiednik angielskiego
stwierdzenia anti-aging, stosowanego w kontekscie hamowania efektow starzenia zwigzanego
z wiekiem np. w kosmetologii, ale nie starzenia si¢ komoérek. W zwigzku z tym w tej pracy
doktorskiej konsekwentnie i $wiadomie, uzywano spolszczonych stwierdzen ,,dziatanie
senolityczne” lub ,.efekt senolityczny” w kontek$cie hamowania starzenie si¢ komorek, aby
unikna¢ blednej interpretacji.

Jak wspomniano wyzej, z wiekiem moze dochodzi¢ do nagromadzenia starzejacych si¢
komorek w sercu 1 $cianie naczyn krwiono$nych, co w konsekwencji — jak pokazuja badania-
prowadzi do rozwoju i progresji chordéb sercowo-naczyniowych [110]. W zwigzku z tym,
starzenie si¢ komorek jest uwazane za istotny czynnik zaangazowany w rozwoj chordb
sercowo-naczyniowych [111]. Mimo, Ze istnieja dane, wskazujace na to ze, niski poziom
witaminy K> moze by¢ zaangazowany w rozwoj choréb zwigzanych z wiekiem, dotychczasowe
badania ograniczaly si¢ wylacznie do analizy wptywu witaminy K> na rozwoj choréb
neurodegeneracyjnych [112,113]. Istnieje wiec luka w wiedzy, dotyczaca badan wplywu
witaminy K (szczegoélnie witaminy K) na inne choroby zwigzane z wiekiem, takie jak choroby
Sercowo-naczyniowe.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej oceniono dziatanie senolityczne witaminy K;
1 Ko w komorkach $rodblonka oraz komoérkach migsniowki gtadkiej Sciany naczynia. Wyniki
przeprowadzonych badan (Rycina 4) dowiodty, ze witamina K; podobnie jak witamina K>
obniza aktywno$¢ zwigzanej ze starzeniem [-galaktozydazy, w modelu replikacyjnego
starzenia si¢ zarowno w komorkach $rodblonka jak i w komodrkach mig$niowki gladkiej Sciany
naczynia, co potwierdza senolityczne dziatanie witaminy K; 1 K2. Aktywnos$¢ B-galaktozydazy
stanowi jeden ze ztotych markeréw komorek starzejacych sig, dlatego tez wynik ten wskazuje
na senolityczne dzialanie witaminy K. Podobnej obserwacji dokonat Cirilli 1 wsp. (2020),
wykazujac ze witamina K>(MK-7) hamowata aktywnos$¢ B-galaktozydazy w starzejacych si¢
komorkach $rédbtonka zyty pepowinowej gdzie starzenie wywolano poprzez inkubacje
komorek z ekstraktem dymu papierosowego [19]. Jednak zgodnie z nasza najlepsza wiedza,
badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej, po raz pierwszy wykazaty,
wplyw witaminy K na aktywno$¢ SAB-gal. Senolityczne dziatanie witaminy K; potwierdzono
dodatkowo w modelu starzenia si¢ komorek migsniowki gladkiej 04/35F/11A, gdzie starzenie

si¢ wywolano gromadzeniem prelaminy A, powodujace uszkodzenie DNA [101,114].
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Wykazano, ze witamina K, tak samo jak witamina K> obnizala ekspresj¢ genow zwigzanych
ze starzeniem (p16, p21 1 [L-6) (Rycina 6).

Jedng z cech komorek starzejacych si¢ jest zahamowanie proliferacji [115]. Moze wigc
wydawac si¢ zaskakujace, ze hamowanie aktywno$ci 3-galaktozydazy po inkubacji z witaming
K1 i K2 w modelu replikacyjnego starzenia si¢ komorek nie korelowato z poprawa zdolnosci
proliferacji komoérek (Rycina 4). Nalezy jednak podkresli¢, iz badanie to obejmowato krotki
czas inkubacji z witaming K, wynoszacy odpowiednio 24 godziny dla §rodbtonka lub 48 godzin
dla komorek migsnidwki gtadkiej $§ciany naczynia. Biorge pod uwagg, ze $redni obserwowany
czas podwojenia liczby komoérek w fazie nazywanej ,,pre-senescence”, czyli fazie obejmujacej
3-4 pasaze przed catkowitym zahamowaniem proliferacji, wynosit 5-6 dni, sugerujemy, ze
dhuzsza obserwacja po podaniu witaminy K, lub wydtuzenie czasu inkubacji z witaminami
mogloby pozwoli¢ na zaobserwowanie rowniez efektéw witaminy K; i Ko zwigzanych
z proliferacja.

Jednym z gléwnych wyzwalaczy kaskad sygnalowych prowadzacych w konsekwencji
do starzenia si¢ komorek jest uszkodzenie DNA [116], ktérego przyczyna moze by¢ tez stres
oksydacyjny [117]. Jednocze$nie, powszechnie wiadomo, ze witamina K jest silnym
antyoksydantem [118]. W zwigzku z tym, w celu zbadania mechanizmu senolitycznego
dziatania witaminy K, w ramach niniejszej pracy przeanalizowano wptyw witaminy K; i K2 na
hamowanie uszkodzen DNA. Analiza proteomiczna zmian ekspresji bialek w komorkach
$roédbtonka, gdzie uszkodzenie DNA wywolano promieniowaniem rentgenowskim wykazata,
ze inkubacja naswietlonych komorek zaréwno witaming K jak i K> powodowala statystycznie
istotne zmiany ekspresji szerokiego spektrum biatek zaangazowanych w regulacje starzenia si¢
komorek, uszkodzenia/naprawy DNA oraz bialek zaangazowanych w odpowiedzi na stres
oksydacyjny (Tabela 4-6). Podobnie, badania przeprowadzone na komodrkach mig$niowki
gladkiej $ciany naczynia 04/35F/11A, gdzie uszkodzenie DNA wywotano poprzez akumulacje
prelaminy A, wykazaly, ze zarowno witaminy K, jak i K> zmniejszaty ekspresje YH2A x,
zwigzanego z uszkodzeniem DNA. Co ciekawe, jedyne znane dane dotyczace wplywu
witaminy K na uszkodzenie DNA dotyczyly dzialania Ks. Badania te wykazaly, ze wysokie
dawki witaminy K3, dzialaja toksycznie i przyczyniaja si¢ do powstawania uszkodzen DNA
[119]. Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania nie tylko po raz pierwszy pokazuja
ochronng funkcje witaminy K w kontekscie uszkodzenia DNA, ale rowniez moga stanowic
punkt wyjscia do kolejnych badan, sugerujac, ze mechanizm ochronny dziatania witaminy K

jest zwigzany z obecnos$cig bocznych fancuchow prenylowych.
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W niniejszych badaniach postawiono hipotezg, ze senolitycze dzialanie witaminy K
moze by¢ zwigzane z dzialaniem antyoksydacyjnym. Badania przeprowadzone w modelu
starzenia si¢ komorek $srodbtonka wywotanego promieniowaniem rentgenowskim faktycznie
wykazaly, Ze inkubacja z witaming K1, jak 1 K> zmieniata ekspresj¢ bialek zaangazowanych
w regulacje odpowiedzi na stres oksydacyjny. Jednak, w modelu starzenia wywotanym
gromadzeniem prelaminy A w komorkach 04/35F/11A nie obserwowano efektu
antyoksydacyjnego zadnej z badanych form witaminy K. Nalezy jednak nadmieni¢, iz metoda
zastosowana do oceny kondycji komorek, wykorzystujaca potrojne barwienie VB-48T™ePIsAO
pozwala na ocen¢ aktywnosci peroksydazy glutationowej. Nie daje wigc pelnej informacji
o efekcie antyoksydacyjnym, takim jak chociazby wplyw na aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej czy katalazy [120,121]. Bioragc pod uwage obecng w literaturze dyskusje,
wskazujacg, ze witamina K hamuje stres oksydacyjny poprzez regulacje aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego Nrf (Nuclear factor-erythroid factor 2-related factor 2) [112]. W przysztosci
nalezatoby poszerzy¢ liczbe markeréw, aby w pelni odpowiedzie¢ czy witamina K moze
ogranicza¢ uszkodzenia DNA poprzez hamowanie stresu oksydacyjnego.

Podsumowujac, wyniki badan przeprowadzonych w modelach replikacyjnego starzenia
si¢ komorek $rodblonka i replikacyjnego starzenia si¢ komorek mig$niowki gladniej Sciany
naczynia, wykazaly, ze zar6wno witamina K1, jak i K> hamowaly starzenie si¢ komorek. Za
pomoca modeli starzenia si¢ komodrek wywotanych uszkodzeniem DNA, wykazano, ze
mechanizm senolitycznego dzialania witaminy K byt zwigzany z hamowaniem uszkodzen

DNA lub regulacja mechanizméw naprawy DNA.

2.2 Dziatanie przeciwzapalne witaminy K; w komorkach §ciany naczynia

Stan zapalny towarzyszy wigkszosci chordb sercowo-naczyniowych i moze istotnie
zwigksza¢ ryzyko wystapienia incydentow sercowych oraz naczyniowych [122-125].
Przyczynia si¢ do tego, nie tylko naplyw komorek odpowiedzi immunologicznej, ale rowniez
zapalna aktywacja komorek $ciany naczynia. Penetracja tkanki przez makrofagi, jest uwazana
za jeden z wyzwalaczy wczesnych faz procesu miazdzycowego. Makrofagi na obszarze blaszki
miazdzycowej sa nastgpnie przeksztalcane w komorki piankowate, przyczyniajac si¢
w konsekwencji do progresji miazdzycy [126]. Poza naptywem komorek zapalnych, réwnie
waznym czynnikiem ryzyka wystapienia i rozwoju chordb sercowo-naczyniowych jest proces
zapalny dotyczacy samej tkanki naczyniowej. Szereg badan potwierdza, ze wysoki poziom
molekut adhezyjnych oraz aktywacja metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej koreluje ze

zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym [127-131].
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Prawda jest, ze juz wczes$niej wykazano, iz witamina K moze hamowaé aktywacje
komorek odpowiedzi zapalnej, jednak, dotychczasowe prace obejmowaty wylacznie wpltyw
witaminy K na produkcje¢ cytokin [17,18,132] i skupiatly si¢ gléwnie na analizie dziatania
przeciwzapalnego witaminy K. W ramach niniejszej pracy, rozszerzono analiz¢ dotyczaca
przeciwzapalnego dzialania witaminy K rowniez o witaming: K. Badania wykazaly, ze poza
opisanym wczesniej hamowaniem produkcji cytokin [17], zarowno witamina K; jak 1 K»
regulowaty aktywacj¢ szlakéw zapalnych NOS-2 i COX-2, a takze obnizaly ekspresje
zwigzanych z zapaleniem metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej. Co ciekawe, mimo
wczesniejszych doniesien, przypisujacych dziatanie przeciwzapalne gtéwnie witaminie Ko, dla
wigkszosci badanych markeréw zapalenia takich jak: produkcja tlenku azotu, produkcja
eikozanoidéw oraz cytokin odnotowano silniejsze dzialanie przeciwzapalne witaminy Ki, niz
K>, wskazujac ze rowniez witamina K dziata przeciwzapalnie.

Pomimo tego, ze znaczaca wigkszos¢ dotychczasowych publikacji, dotyczacych
przeciwzapalnego dziatania witaminy K skupiata si¢ na komodrkach stanu zapalnego, to istniaty
przestanki, ze dziatanie to moze obejmowac rdéwniez hamowanie prozapalnej aktywacji innych
typow komorek, takich jak fibroblasty czy osteocyty [133,134]. Co wigcej, badania in vivo,
u ludzi, wykazaty takze, ze poziom witaminy K; odwrotnie korelowat ze stezeniem ICAM-1
we krwi (Shea et al. 2008). W zwiagzku z tym, w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej
poszerzono analiz¢ przeciwzapalnych efektow witaminy K; i K2 o zbadania ich wplywu na
komorki $rdédbtonka stymulowane prozapalnie przy uzyciu TNF. Wyniki zaprezentowane na
Rycinie 8, potwierdzily, ze zar6wno witamina K, jak i witamina K, hamowaly adhezje¢
monocytow do aktywowanych prozapalnie komorek $rédbtonka oraz ekspresj¢ ICAM-1, co
jest zgodne z wezesniejszg obserwacja Shea 1 wsp. (2008) dotyczaca wptywu witaminy K; na
regulacje ekspresji molekut adhezyjnych [41].

Wartym podkreslenia jest fakt, iz podobnie jak w aktywowanych prozapalnie
makrofagach (Rycina 10), rowniez w $rddbtonku, zarowno witamina Ki, jak i Ko hamowaly
ekspresj¢ biatka COX-2 oraz produkcj¢ PGE>. Co prawda wczesniej istnialy juz badania
wskazujace na to, ze w mysich komoérkach mikrogleju witamina K>(MK-4) zmniejszata
wywotang rotenonem ekspresje¢ COX-2 (linii komérkowej BV2) oraz produkcje prostaglandy
H w komorkach osteoblastow [133,135]. Jednak, uzyskane w ramach niniejszej pracy
doktorskiej wyniki, wedlug naszej wiedzy, po raz pierwszy opisuja wplyw witaminy K; na
regulacje ekspresji COX-2 i produkcje eikozanoidow w komorkach §rodbtonka. Zgromadzone

wyniki uzyskane w dwoch r6znych modelach zapalenia, pozwalaja przypuszczaé, ze korzystne
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dzialanie witaminy K> [133,135], ale rowniez witaminy K; na $rodbtonek naczyniowy, moze
by¢ zwigzane z ich dziataniem przeciwzapalnym.

Jak wspomniano we wstepie, gtdéwnym mechanizmem dziatania witaminy K jest
funkcja kofaktora enzymu VKOR w zaleznej od witaminy K potranslacyjnej karboksylacji
biatek [136]. W kontek$cie mechanizmu przeciwzapalnego dziatania witaminy K, udzial
zaleznej od witaminy K karboksylacji biatek zostat podany w watpliwos¢. Poczatkowo, co
prawda wskazywano, ze biatko GRP, nalezace do grupy bialek zaleznych od witaminy K moze
hamowac zapalenie, jednakze, przeciwzapalne dzialanie tego biatka odnotowano zaréwno dla
formy karboksylowej, jak i niekarboksylowanej [137]. Podobnie, w komoérkach THP-1
stymulowanych LPS, dzialanie przeciwzapalne witaminy K utrzymywalo si¢ niezaleznie od
obecno$ci warfaryny, oraz acenokumarolu, ktore blokuja enzym aktywno$¢ enzymu VKOR,
uniemozliwiajac redukcje witaminy K, w konsekwencji hamujac karboksylacje [12,18],
wykluczajac udziat zaleznej od witaminy K karboksylacji w efekcie przeciwzapalnym.

Inny mechanizm, ktoéry potencjalnie mogltby odpowiada¢ za przeciwzapalne dziatanie
witaminy K to rola ligandu dla jadrowego receptora steroidow i ksenobiotykéw (SXR), znana
mi¢dzy innymi z regulacji metabolizmu wapnia [138]. Jednakze biorac pod uwage znacznie
wyzsze powinowactwo witaminy K, niz witaminy K; do receptora SXR [32,139] przy
podobnym potencjale przeciwzapalnym obu form witaminy wykazanym w niniejszych
badaniach, mechanizm ten wydaje si¢ mato prawdopodobny.

Ohsaki i wsp. (2010) wykazali, ze witamina K>(MK-4) moze regulowac fosforylacje
IKKo/B [18], wskazujac, ze mechanizm przeciwzapalnego dziatania witaminy K jest zwigzany
z hamowaniem aktywnos$ci NFkB. W kontek$cie wynikow uzyskanych w ramach niniejsze;j
pracy doktorskiej, mechanizm ten wydaje si¢ prawdopodobny. Powszechnie wiadomo bowiem,
ze NFxB odgrywa nadrzedna role¢ w regulacji wielu szlakow zapalnych w tym takich jak
ekspresja NOS-2, COX-2, ekspresja molekut adhezyjnych, produkcja cytokin oraz ekspresji
1 aktywno$ci metaloproteinaz [140—-142], co jest zgodne z profilem przeciwzapalnego dziatania
witaminy K; i K2 wykazanym w tej pracy w makrofagach jak i w komdrkach $rédbtonka
(Rycina 8 i Rycina 10). Co wigcej, w tej pracy potwierdzono wplyw witamina K;1 Kz na
aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NF«xB poprzez wykazanie, Ze obie witaminy hamowatly
jadrowa translokacje NF«xB. Zgodnie z nasza wiedzg sg to pierwsze wyniki wskazujace na to
ze nie tylko witamina Ko, ale takze witamina K; moze wywiera¢ dziatanie przeciwzapalnie

poprzez hamowanie aktywno$ci NFkB.
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Podsumowujac, badania nad przeciwzapalnym dzialaniem witaminy K,
przeprowadzone w makrofagach 1 komodrkach $rodblonka wykazaty, ze profil
przeciwzapalnego dziatania witaminy K; jest porownywalny do dziatania witaminy Kz. W
szczeg6lnosci, zarowno witamina K1, jak 1 K> hamowaly szerokie spektrum szlakow zapalnych
obejmujacych: produkcje cytokin, ekspresj¢ i1 aktywnos¢ NOS-2 i COX-2, ekspresje
metaloproteinaz i molekut adhezyjnych. W niniejszej pracy wskazano rowniez, ze mechanizm
przeciwzapalnego dziatania zar6wno w makrofagach jak i komorkach s$rodbtonka, moze,

polega¢ na regulacji aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFxB.

3. Wychwyt i endogenna konwersja witaminy K; w §cianie naczynia

Witaminie K przypisuje si¢ liczne funkcje pozawatrobowe, Jednak glowna forma
dostgpna w pozywieniu, a zatem spozywang przez czlowieka w najwickszej ilosci, jest
witamina K; [77]. Jednocze$nie, suboptymalne st¢zenie witaminy K; w osoczu moze by¢
powszechnym zjawiskiem, a stezenie witaminy K; w osoczu jest odwrotnie skorelowane
z ryzykiem sercowo-naczyniowym [23,24,66,67]. Wyniki badan przeprowadzonych w tej
pracy doktorskiej, wykazaty, ze niedobor witaminy K, skutkowat uposledzeniem czynnosci
$rédbtonka (Rycina 13), ale witamina K; nie byla wykrywalna w §cianie aorty u myszy,
niezaleznie od zawartosci witaminy K; w diecie (Rycina 11). Jednakze inkubacja izolowane;j
aorty ex vivo 1 komorek $ciany naczynia in vitro z egzogenng witaming Ki, powodowata
wyrazny wzrost poziomu witaminy K; w tkance i komorkach (Rycina 16). Dane te sugeruja,
ze witamina K;, ktéra byla dotad uwazana za forme dzialajaca w watrobie [21], jesli jest
dostgpna w krazeniu, moze by¢ wychwytywana przez $cian¢ naczyn krwiono$nych i moze
bezposrednio wptywaé na czynnos¢ srdédblonka.

Uposledzenie czynnosci §rodbtonka wywotane niedoborem witaminy K; korelowato nie
tylko z obniZzeniem poziomu witaminy K; w osoczu i watrobie, ale takze obnizeniem poziomu
witaminy K2(MK-4) w aorcie, ktora byta dominujaca formg w aorcie, przy niewykrywalnej
witaminie K; (Rycina 12). Réwnoczes$nie, powszechnie wiadomo, ze witamina K; stanowi
substrat do endogennej produkcji witaminy Ko(MK-4) np. w mézgu [13]. W zwiazku z tym,
w niniejszej pracy podjeto probg wyjasnienia czy poréwnywalne, naczynioprotekcyjne
dziatanie witaminy K i K2, moze by¢ zwigzane z endogenng konwersja witamin K; w witaming
K2(MK-4). Bioragc pod uwage fakt, ze bakterie jelitowe sa gldownym miejscem syntezy
endogennych witamin z grupy K> [74], dokonano analizy produkcji witaminy K>(MK-4) nie
tylko $cianie aorty, ktorej dotyczyl efekt terapeutyczny witaminy Ki, ale rowniez w kale.

Zgodnie z wcze$niejszymi doniesieniami, analiza poziomoéw witaminy K w mysim kale
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potwierdzita, ze bakterie jelitowe byly zdolne do produkcji réznych form witaminy Ko
(w szczegolnosci witaminy Ko(MK-6) 1 Ko(MK-9)) (Rycina 15), jednak poziom witaminy
K2(MK-4) w kale byt ponizej progu detekceji, we wszystkich grupach myszy, niezaleznie od
zawarto$ci witaminy K; w diecie. Biorac pod uwage, ze witamina Ky(MK-4) jest,
najpowszechniej wystepujaca forma witaminy K w $§cianie naczyn krwiono$nych, wynik ten
jednoznacznie wskazuje, ze bakterie jelitowe nie mogly stanowi¢ zrodta witaminy Ko(MK-4)
dla naczyn krwionos$nych.

Opierajac si¢ na doniesieniach wskazujacych na to, ze nie tylko bakterie jelitowe, ale
réwniez niektore typy tkanek i komorek [13,143] sa w stanie przeksztatca¢ witaming K
w witaming K>(MK-4), wciaz pozostawalo niejasne czy witamina K; jest bezposrednio
zuzywana przez $cian¢ naczyh krwiono$nych czy jest przeksztalcana w witaming Ko(MK-4)
w tkance naczyniowej. Badania ex vivo w niniejszej pracy wykazaly, ze witamina K; moze by¢
przeksztalcana w witaming K>(MK-4) w $cianie naczyn krwionosnych (Rycina 16 E). Co
prawda, wcze$niej, wykazano, ze spozycie witaminy K; u zwierzat pozbawionych bakterii
jelitowych skutkowato wzrostem poziomu witaminy K>(MK-4) w tkankach, miedzy innymi
w $cianie naczyn krwiono$nych [107]. Jednak, podawanie witaminy K; skutkowalo réwniez
wzrostem poziomu witaminy K2(MK-4) w innych narzadach takich jak serce, trzustka i mozg,
dlatego pozostawato niejasne czy witamina K(MK-4) jest produkowana bezposrednio na
w $cianie naczyn krwiono$nych czy jest jedynie transportowana z innych tkanek zdolnych do
jej syntezy. W zwigzku z tym, badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej,
po raz pierwszy jednoznacznie dowiodly, Zze $ciana naczyn krwiono$nych jest zdolna do
syntezy endogennej witaminy Ko(MK-4).

Zaskakujacym znaleziskiem tej pracy, byta obserwacja, ze w warunkach in vitro nie
stwierdzono konwersji witaminy K; do endogennej witaminy K»(MK-4), ani w komdrkach
$roédbtonka, ani w komoérkach mig$nidwki gladkiej $ciany naczynia (Rycina 16 F, G). W obu
typach badanych komoérek odnotowano natomiast syntez¢ witaminy K2(MK-4), po inkubacji
z witaming Ks. Wyniki te, sugeruja, ze w warunkach in vitro, komorki nie posiadaja
odpowiednich enzymow pozwalajacych na odcigcie tancucha bocznego witaminy Ki, w celu
uwolnienia menadionu, stanowigcego bezposredni substrat do prenylacji, skutkujacej synteza
witaminy K2(MK-4), a tego typu mechanizmy opisano w komorkach nabtonka jelitowego [ 144]
1 by¢ moze istniejg tez w komodrkach $rodblonka naczyniowego. Produkcja witaminy Ko(MK-
4) po podaniu gotowej do prenylacji witaminy K3, stanowi jednak dowod na zdolno$¢ tych
komoérek do syntezy endogennej witaminy Ko(MK-4) (Rycina 16 J, K). Dodatkowo,
hamowanie produkcji witaminy Ko(MK-4) przez statyny w HAEC i RAW 264.7 (Rycina 16 J,
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K), wskazuje na klasyczng $ciezke syntezy z zaangazowaniem UBIAD-1, potwierdzajac
wczesniejsze badania dotyczace mechanizmu produkcji witaminy Ko(MK-4) przez komorki
sroédbtonka [14,145].

Podsumowujac, wyniki badan przeprowadzonych w ramach tej pracy potwierdzity, ze
witamina K; moze by¢ wychwytywana przez $cian¢ naczyn krwiono$nych. Jednoczes$nie
odnotowano produkcje¢ witaminy K2(MK-4) z witaminy K; na terenie $ciany naczynia. Nie
mozna jednak jednoznacznie stwierdzi¢ czy dziatanie naczynioprotekcyjne witaminy K;
wynikato z bezposredniego dziatania witaminy K czy z endogennie syntetyzowanej witaminy
K2(MK-4). Obie $ciezki wydaja si¢ mozliwe i prawdopodobnie moga by¢ wykorzystywane
zamiennie lub komplementarne. Nalezy jednak podkresli¢, ze niezaleznie, od tego ktory z tych
mechanizmow jest dominujacy, niepodwazalnym pozostaje fakt, ze witamina K jest niezbe¢dna
do utrzymania prawidtowej czynnos$ci srodblonka i jej niedobor w diecie moze przyczyniaé si¢

do rozwoju dysfunkcji srédblonka.

4, Zastosowanie hialuronowych nanokapsul o olejowym rdzeniu

Ki.Oil-HyC12 w celu poprawy efektywnosci dostarczania witaminy K; do

naczyn

Biodostepno$¢ hydrofobowych lekow takich jak witamina Ki, po podaniu doustnym,
jest ograniczona przez wiele czynnikéw [73]. W przypadku witaminy K; obok stabej
rozpuszczalnosci w wodzie mozna wymieni¢ endogenng konwersje (gtownie w jelicie) oraz
uzaleznienie transportu od lipoprotein osocza [13,102]. Warto nadmieni¢, ze dostgpne dane
zgodnie wigza niedobdr witaminy K; ze zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym,
niespojnosci dotycza natomiast badan, w ktdrych analizowano wpltyw przyjmowania witaminy
K1 na poprawe czynnosci naczyn krwionno$nych [23,58,65—67]. W zwigzku z tym, w niniejszej
pracy doktorskiej sformutowano hipotez¢ badawcza, upatrujaca przyczyn niespdjnosci
wynikow dotyczacych naczynioprotekcyjnego dzialania witaminy Ki; w ograniczonej
biodostepnosci witaminy K; w $cianie naczyn krwiono$nych. Podjeto wigc probe poprawy
biodostepnosci witaminy K poprzez zastosowanie hialuronowych kapsut o olejowym rdzeniu,
w celu okre$lenia czy moze ona poprawi¢ efekt terapeutyczny witaminy K.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wykazaly, ze upo$ledzenie
czynno$ci $rodblonka wynikajace z niedoboru witaminy Ki, mozna odwrdci¢ poprzez
dlugotrwate uzupekianie witaminy K; w diecie (Rycina 12). Dlatego, stosujac analogiczny

model niedoboru witaminy Ki, podj¢to probe poprawy naczyniowego dostarczania witaminy
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K1 okreslenia jak poprawa biodostepnosci wplywa na efekt naczynioprotekcyjny. W niniejsze;j
pracy jako no$nik witaminy Ki, zastosowano hialuronowe nanokapsuty o olejowym rdzeniu,
dla ktorych wykazano wcze$niej wysoka skutecznos$¢, w dostarczaniu kurkuminy do $ciany
naczyn krwiono$nych [88]. Otoczke nanokapsut, podobnie jak w przypadku wczes$niejszych
zastosowan stanowil zmodyfikowany hialuronian [86—88], natomiast zawarto$¢ w niniejszym
badaniu zastagpiono olejowym rdzeniem zawierajagcym witaming K; rozpuszczong w oleju
kukurydzianym (K;-Oil-HyC12). Ze wzgledu na to, ze na podstawie wczesniejszych doniesien
spodziewano si¢, ze otoczka nanokapsut moze determinowac ich wysokie powinowactwo do
srédbtonka naczyniowego, jako kontrolny nos$nik uzyto witaminy Ki rozpuszczonej w oleju
bez hialuronianu (K;-Oil) [85,88].

Dostarczanie witaminy K; za pomoca nanokapsut na bazie hialuronianu z rdzeniem
olejowym (K;.Oil-HyC12), odwrdcito wywolane niedoborem witaminy K; upo$ledzenie
czynnos$ci $rodbtonka naczyniowego u myszy, w ciggu 7 dni (Rycina 18) podczas gdy
witamina K; podawana w olejowej zawiesinie bez hialuronianiu (K;-Oil), po takim samym
czasie podawania byla nieskuteczna. Przywrdcenie czynnosci S$rodblonka u myszy
z niedoborem witaminy Ki po 7 dniach podawania K;.Oil-HyC12, stanowito takze znaczne
przyspieszenie osiagni¢cia efektu terapeutycznego w pordéwnaniu z konwencjonalnym
uzupehianiem witaminy K; w diecie, gdzie efekt naczynioprotekcyjny osiagnigto wykazano
po 5 tygodniach zywienia (Rycina 11). Poprawa czynno$ci $rédblonka u myszy, ktérym
podawano przez 7 dni K;.Oil-HyC12 korelowata z wyzszym poziomem witaminy K; w osoczu
1 watrobie w poroéwnaniu z grupa, ktérej podawano K;.Oil oraz wykrywalnym poziomem
witaminy K; w aorcie (u 2 z 6 w grupie) osobnikdw w poréwnaniu z wszystkimi innymi
grupami (Rycina 17).

Istnieje szereg czynnikow, ktére mogly przyczyni¢ si¢ do poprawy biodostepnosci
1 przyspieszenia efektu dzialania witaminy K dostarczanej w postaci hialuronowych kapsut,
w porownaniu z witaming K dostarczang w postaci niekapsutkowane;.

Ogolnoustrojowa biodostgpnos¢ witaminy Ki byla zwigkszona, o czym $wiadczy
wyzszy poziom witaminy Ki; w osoczu po 7 podaniach K;-Oil-HyC12, w poréwnaniu do
Ki-Oil. Moglo to by¢ spowodowane tym, ze nanokapsuty na bazie hialuronianu zwigkszaja
biodostepnos¢ zwiazkéw hydrofobowych w osoczu, jak sugerowano we wczesniejszym
badaniu, dotyczacym kapsutkowanej kurkuminy [88]. Wcze$niejsze doniesienia [88,146,147]
sugerowaly, ze kapsulkowanie moze zwigksza¢ biodostepno$¢ hydrofobowych zwigzkow,
jakim jest witamina K. Rdzen nanokapsut zawierajacy olej zapewnia wysoka rozpuszczalno$é¢

hydrofobowych substancji takich jak witamina K. Hialuronowa otoczka nanokapsut wykazuje
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wysoka odporno$¢ na pH kwasu zotadkowego w przewodzie pokarmowym [73,87,88,146—
148]. Ograniczenie uwalniania witaminy K; w przewodzie pokarmowym, zmniejsza
mozliwo$¢ jej wychwytu w jelicie konwersji przez bakterie jelitowe, co istotnie zwigksza
szanse na dostarczenie jej w niezmienionej formie do tkanek docelowych.

Nanokapsuly na bazie hialuronianu zwigkszaty roéwniez poziom witaminy K;
w watrobie skuteczniej niz Ki-Oil (Rycina 17 B). Podobnej obserwacji dokonali wcze$niej
Szafraniec i wsp., wykazujac, ze hialuronowe nanokapsuty sa wychwytywane przez watrobe,
a wychwyt ten jest dramatycznie zwigkszony w sepsie [85], co moze by¢ zwigzane ze wzrostem
ekspresji receptora hialuronianu w endotoksemicznym uszkodzeniu narzadow [149].
Stosunkowo wysoki wychwyt hialuronowych nanokapsut w watrobie 1 wysoki poziom
witaminy K;, mozna wigc wyjasni¢ obecno$cig receptoréw hialuronianu w wielu typach
komorek w watrobie takich jak komorki §rédbtonka zatok watroby (LSEC), komorki Kupftfera
oraz hepatocyty [150-152] [48]. Biorac pod uwagg, ze zawartos¢ witaminy K; w watrobie byta
kilkukrotnie wyzsza po podawaniu w formie K-Oil-HyC12, w poréwnaniu do K;-Oil, poprawa
funkcji $rédblonka po podaniu witaminy K;-Oil-HyC12 mogta by¢ czesciowo zwigzana ze
zwigkszong biodostgpnoscig witaminy K; w watrobie, ktoéra jest gldwnym rezerwuarem dla
witaminy K. Poza wysokim st¢zeniem witaminy K; w watrobie, obecnos¢ znacznej ilo$ci
witaminy K; w osoczu wskazuje, ze nie byta ona wyltacznie magazynowana w watrobie, ale
réwniez, wydajniej niz w przypadku dostarczania w K;-Oil, transportowana do tkanek
docelowych. Biorgc pod uwage dowody wskazujace na to, ze niektore nanoczastki sg w stanie
nasladowa¢ chylomikrony [153], wydaje si¢ prawdopodobne, ze poprawa dostarczania
witaminy Ki; do naczyn krwiono$nych przy uzyciu Ki-Oil-HyC12 mogta by¢ po czesci
wywotana uniezaleznieniem transportu od lipoprotein.

Zmiany profilu lipidowego, a takze polimorfizmy ApoE (odpowiedzialnej za klirens
watrobowy witaminy K), sg charakterystyczne dla pacjentow sercowo-naczyniowych [154—
156]. Biorac pod uwage, ze lipoproteiny stanowig glowny szlak transportu witaminy K,
transport witaminy K do tkanek moze by¢ uposledzony u tych pacjentow. W konsekwencji
niska biodostepnos¢ witaminy K; w $cianie naczyn krwiono$nych moze dodatkowo poglebiac
istniejaca dysfunkcje srodbtonka. W zwigzku z tym zastosowanie hialuronowych nanokapsut
mogloby korzystnie wplynaé na poprawe efektywnosci dostarczania witaminy K i przez to
przyczynic¢ si¢ do uzyskania lepszych efektow terapeutycznych u tych pacjentow.

Nanokapsuly na bazie hialuronianu zastosowane w niniejszym badaniu poprawiaty
réwniez celowane dostarczania witaminy K; do $rodbtonka naczyniowego (Rycina 17 C).

W grupie myszy, ktorym podawano K;-Oil-HyC12, u 2 na 6 osobnikéw odnotowano
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wykrywalny poziom witaminy K; w aorcie, podczas gdy ta forma witaminy K nie byla w ogoéle
wykrywalna w aorcie w innych grupach zwierzat, wiacznie ze zwierz¢tami zywionymi dieta
zawierajacg witaming K; w dawce zaspokajajacej dzienne zapotrzebowanie AIN-93M(+K)
i AIN-93M RYZ(+K). Obserwacja ta, wskazuje na to, Ze zastosowanie K;-Oil-HyC12,
zwigkszylo takze celowane dostarczanie witaminy K; do S$ciany naczyn krwiono$nych.
Zwigkszona biodostgpnos¢ witaminy K w §cianie naczynia prawdopodobnie w konsekwencji
przyczynita si¢ do poprawy efektu terapeutycznego przez Ki-Oil-HyCl12. Zgodnie
z wczesniejszymi doniesieniami, zwigkszony wychwyt naczyniowy byl prawdopodobnie
zwigzany z wysokim powinowactwem hialuronowej otoczki nanokapsul do glikokaliksu
srdédbtonka, ktory rowniez jest w znacznej czesci zbudowany z hialuronianu [88,157]. Wysokie
powinowactwo hialuronowej otoczki do glikokaliksu potwierdzono w badaniach Czyzynskiej-
Cichon 1 wsp., przy uzyciu nanokapsul znakowanych fluorem, wykrywalnych w aorcie za
pomoca rezonansu magnetycznego [88]. Chociaz w tym badaniu nanokapsuty nie zostaty
wykryte w cato$ci w $cianie naczynia, to sktadniki nanokapsut wykryte w aorcie, sugeruja, ich
naczyniowe dostarczanie [34]. Mechanizm wychwytu hialuronowych nanokapsut nie zostat
dotad wyjasniony, chociaz jednym z najbardziej prawdopodobnych mechanizméw jest
wychwyt za posrednictwem receptorow hialuronianu [141,158].

Istnieje zatem szereg mechanizmow, ktdre mogly przyczyni¢ si¢ do przy$pieszenia
odwrécenia dysfunkcji §rodbtonka, gdy witamina K; byta podawana w formie K;-Oil-HyC12.
Jednak niezaleznie od dokladnego mechanizmu lezacego u podstaw przedstawionych
obserwacji, uzyskane wyniki sugeruja, ze poprawa naczynioprotekcyjnego efektu witaminy K,
gdy byta podawana w formie Ki-Oil-HyC12 mogta by¢ spowodowana czgsciowo celowanym
dostarczaniem nanokapsul do S$ciany naczynia, a czg¢§ciowo poprawa ogdlnoustrojowej
biodostgpnoscig witaminy K.

Wyniki niniejszych badan dostarczyly dowodéw na to ze, nanokapsuly na bazie
hialuronianu z rdzeniem olejowym Ki-Oil-HyC12, zwigkszaja biodostgpnos¢ witaminy K;
i w konsekwencji przyczyniaja si¢ do poprawy jej korzystnego dziatania na naczynia
krwionosne i poprawy czynnos$ci §rodbtonka. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze Ki-Oil-HyC12
stanowig obiecujacy nosnik, ktory mogtby by¢ stosowany w celu dostarczana witaminy K;
w celu poprawy czynnosci $rddbtonka przez witaming Ki i wspomagania terapii sercowo-
naczyniowych lub terapii innych choréb zwigzanych z klinicznie istotnym niedoborem
witaminy K. Dlatego tez cz¢$¢ wynikow niniejszego badania oraz dodatkowe wyniki nie
prezentowane w tej pracy razem stanowig podstawe przygotowywanego zgloszenia

patentowego.
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Opisane w tej pracy wyniki wskazujg na to, ze efektywne dostarczanie witaminy K; do
$ciany naczynia 1 jej wysoka biodostgpnos¢ jest kluczowa do osiagnigcia jej efektu
terapeutycznego na S$rodbtonek naczyniowy. Tym samym mozna sadzi¢, ze wcze$niejsze
niespdjne wyniki dotyczace jej dziatania naczynioprotekcyjnego mogly by¢ spowodowane
ograniczonym przyswajaniem lub nieoptymalng biodost¢pnoscig witaminy K.

Podsumowujac, wyniki niniejszej pracy doktorskiej wykazaty, ze witamina K;
wykazuje porownywalne dziatanie naczynioprotekcyjne do witaminy Ko, poprzez hamowanie
starzenia si¢ komorek i dzialanie przeciwzapalne, a jej dostarczenie w diecie jest niezb¢dne do
utrzymania prawidtowej czynnosci $rodblonka naczyniowego. Biorac pod uwage, iz
suboptymalny poziom witaminy K; jest stosunkowo powszechnym zjawiskiem szczegdlnie
u 0sob starszych i pacjentow sercowo-naczyniowych a procesy starzenia si¢ komorek $ciany
naczyn krwiono$nych i procesy zapalne sg bezposrednio zwigzane z ryzykiem rozwoju chorob
sercowo-naczyniowych, warto na nowo otworzy¢ dyskusj¢ na temat zalecen zywieniowych
dotyczacych spozycia witaminy Ki w kontekécie jej naczynioprotekcyjnego dziatania,
szczegollnie u 0sob starszych i pacjentow sercowo-naczyniowych. Obiecujacym nosnikiem, do
dostarczania witaminy Ki, ktory mogly wspomoc terapi¢ u tych pacjentow, sg hialuronowe

nanokapsuty, ktorych skuteczno$¢ w efektywnym dostarczaniu witaminy K; wykazano w tej

pracy.
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VI Whnioski

Witamina K; wykazuje dziatanie naczynioprotekcyjne.

Mechanizm naczynioprotekcyjnego dziatania witaminy K; podobnie do witaminy K>, moze
by¢ zwigzany z jej dziataniem senolitycznym, obejmujacym hamowanie uszkodzen DNA oraz
dziataniem przeciwzapalnym obejmujacym regulacje aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego

NFkB.

Witamina K jest niezb¢dna do utrzymania czynno$¢ srodblonka w warunkach normo
i dyslipidemii. Dziatanie witaminy K; na czynno$¢ $rodbtonka moze by¢ zwigzane
z bezposrednig aktywno$cig witaminy K; w $cianie naczynia albo wynika¢ z tego, ze witamina

K1 petni rolg substratu do produkcji endogennej witaminy Ko(MK-4) w §cianie naczynia.

Hialuronowe kapsuly o olejowym rdzeniu zawierajace witamine K; stanowig obiecujacy
no$nik do terapeutycznego zastosowanie witaminy K, pozwalajacy na poprawe jej
biodostgpnosci ogoélnoustrojowej 1 w $cianie naczynia, a przede wszystkim znaczne

przyspieszenie odwrocenia dysfunkcji srodbtonka wynikajacej z niedoboru witaminy K;.

Efektywne dostarczanie witaminy K; jest kluczowe do uzyskania naczynioprotekcyjnego
efektu terapeutycznego, co moze thumaczy¢ wczesniejsze niespdjne doniesienia literaturowe
w tym zakresie, wskazujac na to, ze brak jej skutecznosci naczynioprotekcyjnej byt

spowodowany ograniczong biodostepnoscig witaminy K; w §cianie naczyn krwiono$nych.
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IX Oswiadczenia wspolautorow publikacji

Migjscowod, dnia Krakow, 05.01.2023

Dr inz. Agnieszka Kij

Uniwersytet Jagicllosiski, Jagiellogskic Centram Rozwoje Lekow (JCET)
Bobezytaliego 14, 30348 Krukow, Polska

(stopiei/tytul, imig i nazwisko, afiliacja)

Jako wspdlautor pracy*:

1 m ir R
Macrophages Cell Line. Cells. 2021, 10(7):1571 oswiadczam, iz méj wlasay wkiad merytoryczny
w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanic badan oraz przedstawienic pracy w formie
publikacji polegal na**:

Oznaczenia stgzenia rézaych form witamin K w lizatach komérkowych, oraz oznaczeniu sigzenia
eikozanoidéw w medium pohodowlanym technikg UHPLC-MS/MS.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie ww. pracy przez mgr Anng Kieroaska-Rudek
Jjako czg$é rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Odwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgéé ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad mgr Anny Kieroaskiej-Rudek polegajacy na**: Zaplanowaniu i
przeprowadzeniu  wszystkich eksperymentow na linii komérkowej makrofagébw RAW 264.7,
wykonaniu czeéci pomiardw markerow zapalnych (IL-6, TNFa), amalizie danych, interpretacji
wynikow i przygotowaniu manuskryptu pracy.

Pﬂmmx.' ..........
podpis wspilautdra)

*nalezy podaé tytul, nazwe czasopisma, wolumen, rok, strony

**np. opracowywaniu pomystu badad, stworzemiu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji badas,
wykonywaniu okredlonych cksperymentéw Viub pomiardw (najlepic) wskazad Kkidrych), opracowaniu
i interpretacji wynikow tej pracy, przygotowaniu manuskryptu pracy.
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Migjscowos¢, dnia Krakow, 01.12.2022

Mgr in. Anna Tworzydlo

Unmwersyset Jagicliodnks, Jagiellodukie Cenram Rezwop Lekéw (CET)
Bobezyhkogo 14,30-385 Kaakiw, Polika

(stopieutytul, imi¢ 1 nazwisko, afiliacja)

A ‘n '.‘

, ole_as Substrat Z
ine. Cells. 2021, 10(7):1571 obwiadczam, iz mdj wlasny wkiad merytoryczay
"Mmmuk.mwmimkw«upm&wmkmwm
publikacji polegal na**;
Wykonanic pomiardw dotyczacych Mimwwmw&o\vﬁn.
kmndnkuynamqodcmwudm&w.mmmmmmﬁn-km
pkoczﬁémmm&kmﬁéwfmmmzﬁuuwmmﬁkmch
w czasopismach naukowych.
Ommum&klmimmmdowm:bduhcwﬁw.mwyhmje
indywidualny wklad mgr Anny Kicrofiskicj-Rudek  polegajacy mna**: Zaplanowaniu i
przeprowadzeniu  wszystkich cksperymentow na linii  komdrkowe) makrofagow RAW 2647,
wykonaniu czgéci pomiardw markerow zapalnych (IL-6, TNFa), analizie danych, interpretaci
wynikow i przygotowaniu manuskrypiu pracy.

..........

)

%Waﬁ .......

‘Mdypdﬁtyﬂimwtcmﬁm.mmhm
oow.WMMMMHMM.WWﬁM
wykonywaniu okreilonych cksperymentow ilub pomiardw (najlepicj wskazac kibeych), opeacowaniu
nmﬁmmnjm.mmmnmm-
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Miejscowosé, dnia Krakéw, 03.01.2023

Dr Katarzyna Sidoryk
Instytut Farmaceutyczny w Warszawie
Rydygiera 8, 01-793 Warszawa, Polska

(stopien/tytut, imig i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy*: Exogenous Vitamins K Exert Anti-Inflammatory Effects

Dissociated from Their Role as Substrates for Synthesis of Endogenous MK-4 in Murine

Macrophages Cell Line. Cells. 2021, 10(7):1571 o$wiadczam, iz moj whasny wkiad merytoryczny

w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie
publikacji polegat na**:
Wykonaniu syntezy réznych form witaminy K wykorzystanych do badan in vitro.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez mgr Anne¢ Kieronska-Rudek
jako czes¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad mgr Anny Kieronskiej-Rudek polegajacy na**: Zaplanowaniu i
przeprowadzeniu wszystkich eksperymentow na linii komorkowej makrofagow RAW 264.7,
wykonaniu cze$ci pomiarow markerow zapalnych (IL-6, TNFa), analizie danych, interpretacji

wynikoéw i przygotowaniu manuskryptu pracy.

'p PIESINA
(podpis wspotautora)

*nalezy podaé tytul, nazwe czasopisma, wolumen, rok, strony
*#np. opracowywaniu pomystu badan, stworzeniu hipotezy badawczej, opracowaniu koncepcji badan,
wykonywaniu okreslonych eksperymentéw i/lub pomiaréw (najlepiej wskazac ktérych), opracowaniu

i interpretacji wynikéw tej pracy, przygotowaniu manuskryptu pracy.
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Dr hab. Patrycja Kaczara Krakow, 03.01.2023
Uniwersytet Jagiellofiski

Jagiellofiskie Centrum Rozwoju Lekow (JCET)

ul. Bobrzynskiego 14

30-348 Krakow, Polska

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy “Exogenous Vitamins K Exert Anti-Inflammatory Effects
Dissociated from Their Role as Substrates for Synthesis of Endogenous MK-4 in Murine
Macrophages Cell Line™, Cells, 2021, 10(7):1571 oéwiadczam, iz méj wlasny wklad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenic i opracowanie badaf oraz przedslawienie pracy
w formie publikacji polegal na wykonaniu pomiarw funkcji mitochondriéw metoda Seahorse.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez mar Anne Kieronska-Rudek
Jjako czgsé rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych
w czasopismach navkowych,

Ogdwiadezam, iz samodziclna i mozliwa do wyodrgbnienia czesé ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad mgr Anny Kieronskiej-Rudek polegajgey na: zaplanowaniu i przeprowadzeniu
wszystkich ekspers'meméw na linii komdrkowej makrofagdw RAW 264.7, wykonanin czgéci
pomiaréw markeréw zapalnych (JL-6, TNFa), analizie danych, interpretacji wynikéw i przygotowaniu
manuskryptu pracy.

abgya lawsn
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Spis publikacji doktorantki

A) Publikacje zwiazane z praca doktorska

1.

Kieronska-Rudek A, Kij A, Kaczara P, Tworzydlo A, Napiorkowski M, Sidoryk K,
Chlopicki S, Exogenous vitamins K exert anti-inflammatory effects dissociated from

their role as substrates for synthesis of endogenous MK-4 in murine macrophages, Cells,
2021

. Kieronska-Rudek A, Kij A, Bar A, Sternak M, Bednorz J, Janik-Hazuka M,

Kostogrys RB, Franczyk-Zarow M, Zapotoczny S, Chlopicki S, Rapid reversal of
phylloquinone deficiency-induced endothelial dysfunction by vitamin K1 administration
in hyaluronan-based nanocapsules International Journal of Nanomedicine, manuskrypt w
recenzji

Kij A%, Kieronska-Rudek A*, Bar A, Czyzynska-Cichon I, Strus M, Kozien L,
Wiecek G, Zeber-Lubecka N, Kwiatkowski G, Przyborowski K, Mohaissen T,
Sternak M, Buczek E, Proniewski B, Kus K, Franczyk-Zarow M, Kostogrys RB,
Pieterman EJH, Chlopicki S, Vitamin K1 deficiency deteriorates endothelial function
in normo- and dyslipidaemic mice. J. Nutr. manuskrypt w recenzji

#pierwszy autor z rownorzednym wktadem.
4. Kieronska-Rudek A, Kij A, Bar A, Mohaissen T, Grosicki M, Stojak M, Kurpinska

1.

A, Sternak M, Buczek E, Proniewski B, Ku$ K, Panek A, Pietrowska M, Shanahan,
CM, Zapotoczny S, Chlopicki S, Vasoprotective activity of phylloquinone in the vessel
wall. The comparison with menaquinone. Manuskrypt w przygotowaniu

W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano czes¢ wynikow publikacji 1 oraz
przygotowywanych obecnie manuskryptow 2-4,

Publikacje niezwiazane z praca doktorska

Smeda M, Jasztal A, Maleki EH, Bar A, Sternak M, Kwiatkowski G, Suraj-
Prazmowska J, Proniewski B, Kieronska-Rudek A, Wojnar-Lason K, Skrzypek K,
Majka M, Chrabaszcz , Malek K, Chlopicki S, Endothelial-mesenchymal transition
induced by metastatic 4T1 breast cancer cells in pulmonary endothelium in aged mice.
Front Mol Biosci. 2022 Nov 24;9:1050112.
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K, Buczek E, Mohaissen T, Chlopicki S, Direct thrombin inhibitor dabigatra
compromises pulmonary endothelial integrity in a murine model of breast cancer
metastasis to the lungs; the role of platelets and inflammation-associated haemostasis,
Front Pharmacol, 2022

Proniewski B, Bar A, Kieronska-Rudek A. Suraj-Prazmowska J, Buczek E,
Czamara K, Majka Z, Czyzynska-Cichon I, Kwiatkowski G, Matyjaszczyk-
Gwarda K, Chlopicki S., Systemic administration of insulin receptor antagonist results
in endothelial and perivascular adipose tissue dysfunction in mice, Cells, 2021
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10.

11.

Kij A, Bar A, Przyborowski K, Proniewski B, Mateuszuk L, Jasztal A, Kieronska-
Rudek A, Marczyk B, Matyjaszczyk-Gwarda K, Tworzydlo A, Enggaard C.,
Hansen P.B, Jensen B, Walczak M, Chlopicki S, Thrombin Inhibition Prevents
Endothelial Dysfunction and Reverses 20-HETE Overproduction without Affecting
Blood Pressure in Angiotensin II-induced Hypertension in Mice, Journal of Molecular
Sciences, 2021
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Kurpinska A, Walczak M, Pieterman E, Princen HMG, Chlopicki S, In vivo MRI
detection of heterogeneous endothelial response in thoracic and abdominal aorta to short-
term high-fat diet ascribed to differences in perivascular adipose tissue in mice, JAHA,
2020

Smeda M, Kieronska A, Proniewski B, Jasztal A, Selmi A, Wandzel K, Zakrzewska
A, Wojcik T, Przyborowski K, Derszniak K, Stojak M, Kaczor D, Buczek E, Watala
C, Wietrzyk J, Chlopicki S. Dual antiplatelet therapy with clopidogrel and aspirin
increases mortality in 4T1 metastatic breast cancer-bearing mice by inducing vascular

mimicry in primary tumour. Oncotarget., 2018

Sternak M, Bar A, Adamski MG, Mohaissen T, Marczyk B, Kieronska A, Stojak
M, Kus K, Tarjus A, Jaisser F, Chlopicki S. The deletion of endothelial sodium
channel a (aENaC) impairs endothelium-dependent vasodilation and endothelial barrier
integrity in endotoxemia in Vivo. Front Pharmacol., 2018

Karkowska-Kuleta J, Bartnicka D, Zawrotniak M, Zielinska G, Kieronska
A, Bochenska O, Ciaston I, Koziel J, Potempa J, Baster Z, Rajfur Z, Rapala-Kozik
M., The activity of bacterial peptidylarginine deiminase is important during formation

of dual-species biofilm by periodontal pathogen Porphyromonas gingivalis and
opportunistic fungus Candida albicans. Pathog Dis., 2018

Smeda M, Kieronska A, Adamski MG, Proniewski B, Sternak M, Mohaissen T,
Przyborowski K, Derszniak K, Kaczor D, Stojak M, Buczek E, Jasztal A, Wietrzyk
J, Chlopicki S. Nitric oxide deficiency and endothelial-mesenchymal transition of

pulmonary endothelium in the progression of 4T1 metastatic breast cancer in mice.
Breast Cancer Res., 2018

Hrabia A, Wolak D, Kwasniewska M, Kieronska A, Socha JK, Sechman A,
Expression of gelatinases (MMP-2 and MMP-9) and tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMP-2 and TIMP-3) in the chicken ovary in relation to follicle
development and atresia. Theriogenology 2018
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