Krakow 25-05-2019

Ocena rozprawy doktorskiej

"Ocena wptywu WPC-80 na proces krzepniecia krwi w modelu zakrzepicy
- szczurow”

wykonanej przez mgr lek. Anne Tokajuk

na Wydziale Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

Inspiracja do podjecia badan naukowych przez doktorantke lek. med.
Anne Tokajuk byfa teza, opierajaca sie na koncepcji wywodzace] sie juz ze
starozytriosci (Hipokratesa Niech poZywienie bedzie lekarstwem a lekarstwo
pozywieniem), ze pozywienie nie tylko wptywa na dobrostan czlowieka, ale
przyczynia sie do jego zdrowia lub choroby. Na przetomie XVIII i XIX wieku,
francuski gastronom i filozof Jean Anthelme Brillat-Savarin, w swoim traktacie
Fizjologia smaku (Physiologie du goat, ou méditations de gastronomie
" transcendante) napisat: powiedz mi co jesz, a powiem ci kim jestes. Te stowa
sprawdzajg sie z pewnoscig w kontekscie badan nad fizjologia cztowieka,
poczawszy od psychologii behawioralnej, a skonczywszy na medycynie.

Zywnosc¢ moze by¢ wykorzystywana jako srodek wspomagajacy terapie,
co wspotczesnie przerodzito sie w koncepcje Zywnosci funkcjonalnej.
Rozwiniecie tej koncepcji, w oparciu o wiedze z medycyny, farmakologii i fizjo-
logii, przyczynito si¢ do wytyczenia nowych kierunkéw badan nad poznaniem
mechanizmoéw, ktére sa zaangazowane w regulacje procesow metabolicznych
uwarunkowanych dietg i wptywajacych na zdrowie.

lzolowane biatka serwatkowe, a w tym koncentraty serwatki o réznym
stezeniu bialek, w przypadku badan prowadzonych do pracy doktorskiej
doktorantki lek. med. Anny Tokajuk, byly to koncentraty o udziale 80% biatka
serwatkowego (WPC-80, Mlekovita ), sy stosowane w rdinych dietach
funkcjonalnych, leczniczo w alergiach pokarmowych niemowlat, wspomagajaco
u 0soh obcigzonych duzym wysitkiem fizycznym (sportowcy). Zbadanie w pracy
doktorskiej roli przeciwzakrzepowej i wspomagajacej funkcje srodbfonka
naczyniowego koncentratu WPC-80 bylo pomystem nowatorskim, popartym
wnikliwie przestawiong analiza wynikéw dostepnych badan wskazujacych na
role peptydéw pochodzenia serwatkowego ( a- B-laktorfina, laktokinina i NOP-
47) w regulacji aktywnosci enzymadw, m. in. konwertazy angiotensyny (ACE)
i syntazy tlenku azotu (NOS). Tym bardziej, ze u sportowcow zdarzajg sie
powiklania zakrzepowo-zatorowe (ZZ) na skutek urazow i intensywnego
treningu.

Badanie aktywnosci przeciwzakrzepowej i naczynioprotekcyjnej prze-
prowadzono na modelu zakrzepicy zylnej szczura (in vivo) i modelu izolowanej
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aorty szczura (ex vivo). Badania wykonano na samcach szczurow razy Wistar-
Crl:WI (Han), model zakrzepicy uzyskano poprzez podwigzanie zyly gléwnej
dolnej na 1 godzine (porownaniu do warunkow kontrolnych), po czym
wykonano preparatyke aorty gidownej i wykonano podstawowe badania funkgji
skurczowo-rozkurczowej srodbtonka z klasycznymi inhibitorami NOS (L-NAME),
COX (indometacyna) i nieselektywnym blokerem kanatow potasowych
zaleznych od wapnia (TEA). Preparat WPC-80 byt podawany zwierzetom
dozotadkowo w 2 dawkach 0,3 lub 0,5 g/kg masy ciata przez 7, 14 lub 21 dni.
Poza badaniami czynnosciowymi aorty wykonano analize immuno-
histochemiczng i mikroskopowa naczyn (vWF), badania laboratoryjne czynnosci
uktadu krzepniecia (TT, aPTT, INR), stezenia fibrynogenu i liczby plytek. Brak
niestety parametrow okreslajacych funkcje fibrynolityczne, takich jak PAI, uPA,
czy podstawowe D-dimery.

Rozprawa doktorska ma charakter zastawu ztozonych 3 publikacji, w tym
2 publikacji doswiadczalnych i jednej pracy przekladowej o f{acznym
wspotczynniku oddziatywania IF 5,662. Publikacja zatytutowana Dysfunction of
aorta is prevented by whey protein concentrate-80 in venous thrombosis-
induced rats, ukazata sie w prestizowym czasopismie Journal of Functional
Foods (IF=3,144, MNIiSW =45,0), gdzie doktorantka jest pierwszym autorem, a
~ udziat wtasny autorki okreslony w zataczonych oswiadczeniach wynosi 62%.
Pozostate 2 publikacje: doswiadczalna Whey protein concentrate limits venous
thrombosis in rats (Appl Physiol Nutr Metab) i przegladowa Terapeutyczne
wlasciwosci bialek serwatki w wybranych patologiach (praca zbiorowa w
Holistyczny wymiar wspolczesnej medycyny) stanowig po 70% udziatu autorki,
takze pierwsze autorstwo w tych pracach.

Ukfad pracy stanowia rozdzialy zawierajgce odpowiednio: wykaz
publikacji, wykaz skrotow, wstep, cel pracy, omowienie prac, ziaczone
publikacji, podsumowania, wnioski, streszczenie spis piSmiennictwa i ztaczone
informacje o charakterze udzialu wspétautoréw z oéwiadczeniami.

Wstep jest krotki, tresciwy i merytoryczny. Jednak doktorantka nie
unikneta w nim pufapki powtorzen tych samych informacji zawartych w
zfaczonych publikacjach. Brakuje mi we wstepie informacji na temat
epidemiologii ZChZZ w Polsce i statystyk dotyczacych skutecznosci leczenia. Jesli
chodzi i czynniki ryzyka, to jednym z podstawowych czynnikow jest wrodzona
lub nabyta predyspozycja okreslona mianem trombofilii, to powinno by¢
wyjasnione. Brakuje tei chocby niewielkiego fragmentu na temat dysfunkcji
srodbtonka w ZChZZ.

Cel pracy jasny i zdefiniowany ogdlnie. Poparty zostat celami
szczegotowymi, ktore zostaty zrealizowane w postaci zadan wykonanych przez
doktorantke w pracach doswiadczalnych.

Metodyka badan dobrana odpowiednio do wyznaczonego celu, Badania
wykonano na modelu zwierzecym, co jest niewgtpliwie ogromng zaleta pracy.
Moje wuznanie wzbudzita szczegdlnie metoda dozotadkowego skarmiania
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szczurow preparatem WPC-80. Zalaczono rowniez szczegotowa charakterystyke
stosowanego preparatu, pod katem zawartosci aminokwasdw, biatek, ale takie
ilosciowg zawartoscia kwasow ttuszczowych w preparacie, ktore maja
niewatpliwg role w metabolizmie prostanoidow i leukotriendw. Wykonane
badania i analizy zrobiono prawidiowo, cho¢ brakuje mi w nich na przeklad
badan oceny funkcji ukfadu fibrynolizy, tak waznego przy ocenie ryzyka ZChZz,
oraz oceny stezenia produktow rozpadu fibryny. Oceng funkgji fibrynolitycznych
dopetnia analiza masy wytworzonego skrzepu. Bytoby bardzo ciekawe, gdyby
udato sie ocenic wplyw diety wysokobiatkowej na stezenie D-dimerow, co do tej
pory w badaniach klinicznych i epidemiologicznych nie zostato zrobione. Jedyna
praca jaka sie do tej pory ukazata to wynik badania MOLI-SANI (na ponad 17 tys.
uczestnikow) opublikowanego czasopismie Haematologica (2017 Feb; 102(2):
ebl-e64.) w ktorym pokazano, ze dieta srédziemnomorska sprzyja obnizeniu
stezenia D-dimerow w krwi w populacji ogolnej.

Wyniki uzyskane przez doktorantke, z jednej strony zaskakuja poprzez
tak wymierny efekt poprawiajacy rozkurczowa czynnosc aorty w odpowiedzi na
fenylefryne, w modelu indukowanej ZZ u szczura i braku tego efektu
sprotekcyjnego” i szczurow kontrolnych. Co jednak nie dziwi, w pordwnaniu do
morfologii naczynia u szczuréow skarmianych WPC-80; budowa naczynia byta
 prawidiowa a wywolane ZZ zmiany dotyczyly funkcji naczynia (reaktywnoséé
vWF). W tym kontekscie wynik zwiekszonej immunoreaktywnosci dla kanatéw
potasowych (KCNN4) wydaje sie byc trudny do interpretacji.

Wyniki badan oceny funkcji ukiadu krzepniecia nie pokazaty
jednoznacznej i istotnie statystycznej zmiany w czasach krzepniecia, co nie
zaskakuje. Wszak rolg skomplikowanego systemu czynnikéw uktadu hemostazy
jest utrzymanie réwnowagi zapobiegajacej zarowno nadmiernemu
wykrzepianiu jak i nadmiernym krwawieniom. S5tagd wykonanie oznaczen stezen
produktéw rozpadu fibryny, lub innych parametrow fibrynolizy bytoby
dopetnieniem opisu tego zjawiska. Brakuje tez w dyskusji ustosunkowania sie
do tego. Dopetnieniem oceny hemostazy jest na pewno analiza masy
uformowanego skrzepu. W swoich badaniach doktorantka zaobserwowala
znaczacy spadek masy skrzepu u szczurow skarmianych preparatem WPC-80 w
kazdej dawce i kaidym punkcie czasowym. Zaskoczeniem dla mnie jako badacza
hemostazy byto istotne statystycznie obniZeni liczby ptytek krwi u szczurow
skarmianych WPC-80 w stosunku do kontroli. Zjawisko to dotyczylo zwierzat z
ZZ jak i bez ZZ, i tylko w grupie zwierzat skarmianych najwyzsza dawka
preparatu w ilosci 0,5g/kg masy ciala. Czyzby to byt jakis zwigzek z podaza
biatka? Czy moze jakis inny mechanizm? Dobrze byto by oceni¢ funkcje nerek po
3 tygodniowym okresie diety, czy nadal byta zachowana w normie? Innym
niewyjasnionym dla mnie zagadnieniem, ktore zapewne wymagatoby dalszych
badan jest odpowiedz na pytanie, czy dieta z udzialem WPC-80 powoduje
wzrost stezenia peptydow o dzialaniu naczynioprotekcyjnym w krwi, takich jak
a- i B-laktorfina czy laktokinina?

Catos¢ przedstawionych wynikéw rozprawy doktorskiej dopetnia

podsumowanie.

3'5[:’;_1”&

UNIWERSYTE]
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

insryvios !"J'.."', ki

im. Manana Smoluchowskieg

Zaktad Fizvki Medycaneg

Kierownik Zakladu

Ewa Lan b1 “.lf'l_'r.l.ll.'l"l

dr hab. n. mw=d |lr+lr Li]

C-Nall: ¢ "-Tr'r'il'T]..'-'_l'l:I] l'411] |1|
Led, sekr, |2 bl 20 40
bezp. 12 664 47 62

ul, Lowsiwewicza 1

30-348 hrakdw



Whioski uzyskane w wyniku badan przeprowadzonych przez
doktorantkg lek. med. Anng Tokajuk konkludujg najwainiejsze osiggniecie
zaprezentowane w rozprawie, Ze koncentrat biatek serwatkowych WPC-80 ma
dziatanie protekcyjne na s$rodbfonek naczyniowy oraz wykazuje dzialanie
przeciwzakrzepowe.

Poza osiggnieciem naukowym jakim jest rozprawa doktorska,
doktorantka jest wspotautorem 6 prac nie wtaczonych do rozprawy doktorskiej
0 tacznym wspofczynniku oddziatywania IF=7,02 oraz jednego streszczenie
zjazdowego.

W zwigzku z powyiszym, zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk
o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z wnioskiem o
dopuszczenie doktorantki lek. med. Anny Tokajuk do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i wnioskuje o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk medycznych, dyscyplina medycyna, w myél obowigzujacej ustawy.

My w

Dr hab. n. med. Ewa tucja Stepien
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