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rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Klepacz pt. ,Naturalne polifenole i ich glikozydy jako
zwigzki kompleksujace jony wapnia i ich potencjalne zastosowanie w terapii kamicy
nerkowej.”

Kamica nerkowa jest jedng z najczestszych choréb uktadu moczowo-ptciowego.
Chorzy cierpigcy z powodu kolki nerkowej sa codziennie wsréd oséb wymagajacych
konsultacji urologicznych w szpitalnych oddziatach ratunkowych. Choroba ta do tyczy okoto
2-3 razy czesciej mezczyzn niz kobiet. Wsréd gtéwnych przyczyn kamicy wymieni sie zbyt
matg ilosci wypijanych ptynéw, szczegdlnie w okresie zwiekszonego zapotrzebowania, jak
wysitek fizyczny, upat, goraczka, biegunka czy wymioty, diete bogata w biatko i mineraty, czy
niektore leki. Zaburzenia w odptywie moczu i jego zastéj w obrebie drég moczowych wazne
czynniki predysponujace do kamicy moczowej, podobnie jak zakazenia. Dotyczy to zaréwno
wad anatomicznych wrodzonych (np. zwezenie przejicia miedniczkowo-moczowodowego),
jak i nabytych w wyniku urazéw, schorzeri wspétistniejacych, operacji w obrebie uktadu
moczowego. Wady genetyczne zaburzajace gospodarke jonowo-metaboliczng takze moga
by¢ przyczyng kamicy, dlatego czesto mozna obserwowaé rodzinne wystepowanie kamicy.
W zaleznosci od wielkos¢ ztogu, jego lokalizacji, sktadu chemicznego i czynnikéw zaleznych
od pacjenta (np. cigza, choroby wspédtistniejace, warunki anatomiczne) lekarz decyduje o
wyborze leczenia: zachowawczego lub operacyjnego. Leczenie zachowawcze polega na
podawaniu lekéw i podejmowaniu dziatari nieoperacyjnych majacych na celu zniesienie
objawéw kolki nerkowej, samodzielne wydalenie ztogu lub jego rozpuszczenie, dlatego
temat podjety przez doktorantke uwazam za aktualny i niezwykle wazny.

Rozprawa doktorska mgr inz. Ewy Klepacz przedstawiona w postaci wydruku
komputerowego (213 stron + zatgczniki), nie ma typowego uktad dla tego typu prac, nie
zostata tez zaopatrzona w streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Po spisie treéci od razu

jako pierwszy rozdziat przedstawione s3 zatozenia i cele pracy doktorskiej. W tym rozdziale



Doktorantka przedstawia réwniez informacje na temat kamicy nerkowej, aktualnych metod
jej leczenia oraz roli surowcéw roslinnych profilaktyce kamicy nerkowej. Na stronie 8 tego
rozdziatu Doktorantka uzywa skrétéw ESWL, URSL i PCNL, ktérych nie wyjasnia. Kruszenie
kamieni wewnatrzustrojowa falg ultradZzwiekowg (ESWL, ang. extracorporeal shock wave
lithotripsy) jest najmniej inwazyjng metodg leczenia kamicy moczowej. URLS czyli
uretroskopia tj. wziernikowanie moczowodu i uktadu kielichowo-miedniczkowego nie jest
stricte metodg leczenia, ale wykonana z uzyciem dodatkowego sprzetu kruszgcego i
ewakuujacego ztogi pozwala na usuniecie prawie kazdego ztogu z moczowodu i nerki.
Przezskérna nefrolitotrypsja (PCNL, ang. percutaneous nephro-lithotomy) to druga metoda
endoskopowa leczenia kamicy zlokalizowanej w kielichach, miedniczce i poczgtkowym
odcinku moczowodu, szczegélnie gdy lokalizacja lub wielko$¢ ztogu dyskwalifikuje go z
metody ESWL lub pacjent nie wyraza zgody na ten zabieg. Cele pracy, zawarte w tym
rozdziale, zostaly poprawnie okreslone, jednak bytby bardziej czytelne, gdyby zostaty
sformutowane w postaci podpunktow.

W obszernym, 73-stronicowym wstepie (cze$¢ teoretyczna), Doktorantka omawia
szczegotowo polifenole zaréwno pod wzgledem chemicznym, jaki i ich aktywnosci
biologicznej. Nastepnie mgr inz. Ewa Klepacz omawia role jonéw matali w organizmie. Ten
fragment wydaje sie by¢ zbedny, gdyz na 2 stronach nie sposdb jest omodwic tej roli i w
efekcie Doktorantka jedynie przeslizguje sie po temacie, czasem popetniajgc btedy w
sformutowaniach np. str. 14 ,Jony sodu wraz z jonami potasu odpowiadajg za napiecie
miesniowe (w tym serca)”. Serce oczywiscie zbudowane z komdrek miesnia poprzecznie
prazkowanego, jednak tworzgcego syncytium komodrkowe. W stosunku do migsnia
sercowego nie uzywa sie sformutowania ,napiecie miesniowe”, a jony sodu i potasu wraz z
jonami wapnia odgrywajg kluczowg role w przewodzeniu pobudzenia, a nastepnie
synchronicznym skurczu obu przedsionkéw, a nastepnie obu komoér serca. Nie uzywa sie
takze okreslenia , poziom”, tylko ,stezenie” jonéw wapnia (str. 15). Rozumiem, ze jest to
konsekwencja duzej ilosci literatury anglojezycznej, gdzie czesto w tekscie funkcjonuje stowo
slevel”, jednak nie mozna stowa tego ttumaczy¢ na jezyk polski jako ,poziom”. W kolejnej
czesci Doktorantka szczegétowo omawia zdolnosci jondéw metali do tworzenia zwigzkéw
kompleksowych, opisy opatrujgc rycinami, co mi — jako osobie o wyksztatceniu lekarsko-
weterynaryjnym a nie chemicznym- bardzo utatwito czytanie tego rozdziatu. Ostatni akapit

ze str. 25, a takze ostatni akapit ze str. 36 powinny znalez¢ sie w omdwieniu wynikéw



uzyskanych przez mgr inz. Ewe Klepacz. Doktorantka sprawnie porusza sie po tematyce
polifenoli, ich wifasciwosci do tworzenia zwigzkéw kompleksowych oraz mozliwosci
wykorzystania tej cechy w leczeniu kamicy. W kolejnym rozdziale wstepu doktorantka
omawia 7 roslin, ktére ze wzglady na duza zawartosc¢ substancji aktywny mogg by¢ uzyteczne
w terapii uktadu moczowego. Ostatnig czescia wstepu jest opis kamicy nerkowej jako
choroby oraz metod jej leczenia, co dla Doktorantki ,nie-lekarza” nie byto fatwym
przedsiewzieciem. Wiele informacji znalazto sie juz wczesniej w rozdziale ,Zatozenia i cele
pracy”. Zbedny wydaje sig szeroki opis metod inwazyjnych. Podsumowujgc, obszerny 73-
stronicowy wstep pokazuje, ze Doktorantka widzi problem kamicy nerkowej szeroko.
Biegtos¢ Doktorantki w temacie jest widoczna m.in. poprzez zacytowanie az 220 pozycji
pismiennictwa. Niestety sprawdzenie poprawnosci wyboru zacytowanych pozycji jest mocno
utrudnione poprzez brak tytutéw publikacji w spisie literatury (rozdziat 12).

Kolejna czgs¢ pracy zatytutowana jest jako ,Czes¢ doswiadczalna”. Nie jest to typowy
rozdziat ,Materiaty i metody”, jednak informacje zawarte w tym rozdziale dotyczg wtasnie
metodyki. Znalazty sie tu rowniez wyniki wraz z ich oméwienie. Doktorantka opisuje metody,
jakimi otrzymywata preparaty roslinne oraz ich ilo$¢: metoda | z uzyciem ekstrakcji surowca
roslinnego nad chtodnica zwrotng w warunkach refluksu uzyskata 5 preparatéw, metoda Il z
uzyciem ekstrakcji ciggtej w aparacie Soxhelta uzyskata 3 preparaty, metodg Il zaparzania
wrzgtkiem uzyskata 1 preparat, metoda IV z uzyciem ekstrakcji surowca roslinnego woda w
warunkach refluksu uzyskano 2 preparaty, metoda V z uzyciem ekstrakcji surowca roslinnego
metanolem w warunkach refluksu uzyskano 2 preparaty, metodga VI i VIl z wykorzystaniem
maceracji materiatu roslinnego wodnym roztworem wodorotlenku glinu uzyskata 7
preparatéw (3 metoda VI, 4 metodg VII), metodg VIl z wykorzystaniem ekstrakcji ditlenkiem
wegla w stanie nadkrytycznym uzyskata 1 preparat. Uzyskane preparaty zostaty poddane
ocenie wfasciwosci kompleksujacych jony wapnia. Najwiekszg efektywnos$é w zakresie
inhibicji powstawania szczawianu wapnia, oceniong metodg miareczkowania
konduktometrycznego, wykazywaty preparaty z ortosyfonu groniastego. Najwieksza
efektywno$¢ w zakresie inhibicji powstawania szczawianu wapnia, ktéra zostata oceniona
metoda fotometrii pfomieniowej, wykazywaty preparaty uzyskane metodg VI i VI, a
zwtaszcza preparat z ortosyfonu groniastego i preparaty z rdestu ptasiego. Najbardziej
aktywnym preparatem w zakresie redukcji rozmiaru krysztatéw szczawianu wapnia okazat sie

roztwér wodny z zurawiny wielkoowocowej uzyskany metodg V. W przypadku oceny



korelacji analizy mikroskopowej z analiza rozpuszczalnosci szczawianu wapnia metoda
absorpcyjnej spektroskopii atomowej oraz korelacji sktadu chemicznego z aktywnoscig
inhibicji powstawania szczawianu wapnia nie podano jakimi testami statystycznymi
analizowano te korelacje.

Bardzo cenne jest, ze Doktorantka oprécz opracowania i optymalizacji metod
izolowania preparatéw roslinnych i ich szczegétowej analizy chemicznej réznymi metodami,
pojeta sie weryfikacji wtasciwosci biologicznych uzyskanych preparatéw. Bardzo wartoéciowa
jest ocena cytotoksycznosci 7 wybranych preparatéw na linii komdérkowej HEK-293 tj. linii
komérkowej wyprowadzonej z embrionalnych komérek nerki cztowieka, poprzedzajaca
badania na zwierzetach. Z tej czesci badan wyptynat bardzo waziny wniosek dotyczacy
ograniczonej przydatnosci metody ekstrakcji materiatu roslinnego ditlenkiem wegla w stanie
nadkrytycznym w przemysle farmaceutycznym. Badania przeprowadzone na szczurach miaty
za zadanie zweryfikowa¢ wstepng selekcje uzyskanych preparatéw pod katem ich
potencjalnego wykorzystania w przysztosci do wspomagania leczenia kamicy nerkowej z
udziatem szczawianéw wapnia. Niestety przyjety uktad pracy bardzo utrudnia ocene
poprawnosci metodyki, zwfaszcza czesci doswiadczalnej, gdyz informacje dotyczace
materiatu badawczego, metodyki, uzyskanych wynikéw oraz ich oméwienie znajduja sie w
réznych miejscach tego rozdziatu. Nie znalaztam informacji dotyczacej iloé¢ wszystkich
szczuréw wykorzystanych w doswiadczeniu, liczebnosci poszczegdlny grup szczuréw w
doswiadczeniu (kontrolnych, z kamicg wywotang metoda |, Il oraz Ill), rozktadu ptci, sposobu
obierania moczu od zwierzat, czasu trwania dos$wiadczenia oraz czy uzyty preparaty
zurawiny wielkoowocowej byt tym samym, ktéry nie wykazat cytotoksycznosci w badaniach
na linii komérkowej HEK-293. Opis sposobu podawania badanych substancji jest réwniez
lakoniczny. Preparatéw zawierajacych zurawie na rynku jest wiele, dlaczego Doktorantka
wybrata witasnie ekstrakt z tej rodliny, majac do dyspozycji tyle innych? Wyniki stezenia
badanych zwigzkéw w grupie szczuréw bez kamicy nerkowej, przedstawione na wykresach
57-59, zawieraja jedynie informacje o Srednim stezeniu substancji w moczu, bez odchylenia
standardowego. Nie wiadomo tez czy jest to Srednie stezenia uzyskane u jednego szczura czy
tez od grupy szczuréw. W takiej formie przedstawione wyniki sg trudne do interpretacji.
Zwtaszcza w Swietle informaciji ze str. 168 o wyraznym wzroscie stezenia substanciji i str. 170,
ze ,Wahan w wynikach stezen zwigzkéw oznaczanych metoda Lamaison-Carnat jest znacznie

mniej niz przy pomiarach stezen w metodzie FC” (stowo wahania rozumiem jako odchylenie



standardowe). Brak rozdziatu ,Analiza statystyczna” réwniez utrudnia interpretacje
uzyskanych przez Doktorantke wynikéw. Nie wiadomo bowiem czy réznice np. uzyskanych
stezen, opisywane przez Doktorantke uzyskaty istotnosé statystyczna. Nie wiadomo réwniez
ktore grupy i o jakiej liczebnosci zostaty poréwnane ze sobg. W kolejnej czesci tego rozdziatu
mgr inz. Ewa Klepacz potwierdza badaniem ultrasonograficznym wyidukowanie kamicy
nerkowej. Niestety na wydruki z USG zostaty naniesione znaczniki w postaci czerwonych
okregow, znacznie zaciemniajacych uzyskane obrazy ultrasonograficzne. Na ryc. 61
uniemozliwiaja one doktadna ocene ztogéw poddanych pomiarowi. Wiele z zeskanowanych
wydrukéw USG jest ztej jakosci. Czerwone znaczniki nalezy zamieni¢ na strzatki z waskim
grotem lub pozostawiac zdjecia z USG bez dodatkowych oznaczen, poniewaz ztogi sq dobrze
widoczne. W ostatecznej publikacji nalezy uzy¢ zapiséw cyfrowych i nie powiekszac ich, bo
prowadzi to istotnej utraty jakosci obrazéw ultrasonograficznych. Na stronie 173, 174 i 175
Doktoranta omawiajac skuteczno$¢ trzech metod wywotania kamicy nerkowej zauwaza np.,
ze u 50% zwierzat ztogi miaty charakter piasku. Jednak bez podania liczby zwierzat, u ktorej
indukowano kamice nerkowg dang metoda informacja ta jest zupetnie bezwartoéciowa.
Prosze rowniez o podanie ile szczuréw miato podawany badany preparat po indukcji kamieni
nerkowych metoda |, Il i lll z podziatem na pte¢ zwierzat. Na wykresie 69 i 70 podane jest
stezenie wapnia w moczu w réznych dniach eksperymentu. Czy jest to $rednia stezenie
wapnia dla badanej grupy czy stezenie wapnia uzyskane u konkretnego szczura? Zabrakfo mi
rowniez w tej czesci dysertacji informacji dotyczacej réznic oraz zalet preparatu otrzymanego
przez mgr inz. Ewe Klepacz w poréwnaniu z preparatami zurawiny, dostepnymi na rynku.
W tak obszernej dysertacji Doktorantka nie ustrzegta sie drobnych btedéw, literéwek

oraz braku zrédta cytowanych informacji:

e brak jest wykazu uzywanych skrétéw

e brak numery zgody Lokalnej Komisji Etycznej

e brak informacji czy szczury byty znieczulane do badanie ultrasonograficznego,

jesli tak to w jaki sposdb
e str. 8, linia 6, brak Zrédfa cytowanej informacji, dotyczacej wzrostu odsetka
chorych na kamice nerkowa w ostatnich latach

e str. 170, linia 3-4 jest ,metodzie LC” powinno by¢ ,,metodzie FC”



e str. 171, linia 4, brak zrédta , poprzednich wynikéw”, do ktérych odwotuje sie
Doktorantka; nie wiadomo tez czy chodzi o dane z piSmiennictwa czy
przeprowadzone przez Doktorantke badania wtasne

e strona 171, akapit 2 —zdanie pierwsze wymaga przeredagowania

e str. 174, lina 1 oraz str. 182 linia 3 brak informacji o jaki efekt cytotoksyczny
chodzi

e str. 177, linia 1, brak jednostki

e str. 177, lina 7 brak zrédta cytowanej informacji

e str. 179, ryc. 65 brak informacji o odstepie czasowym wykonanych badan USG.

e str. 181, linia 3-4 ,Wydtuzenie czasu podawania preparatu mogtoby
doprowadzi¢ do catkowitego rozpuszczenia ztogéw szczawianu wapnia” jest
domniemaniem, poniewaz Doktorantka nie przeprowadzita badan w tym
kierunku

Szczegolnie doktadnie nalezy przeredagowac bardzo obszerny spis piSmiennictwa (str.
od 196, 244 pozycji). Nalezy dodac petne tytuty cytowanych publikacji, uzupetnié strony (poz.
13, 74, 209, 214, 219). Strony typu www.doz.pl nie stanowg autoryzowanej informacji o
lekach i suplementach diety. W celu uzyskania takiej informacji nalezy siegng¢ do
Farmakopei Polskiej wydawane]j przez Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw
Medycznych i Produktéw Biobdjczych lub do informacji dotaczonych do produktu przez
producenta suplementu diety, ktdre s dopuszczone do obrotu przez Gtéwnego Inspektora
Sanitarnego.

Przeredagowania wymagajg wnioski. Wydaje sie celowe umieszczenie je w rozdziale
»Whnioski”, a nie ,Podsumowanie” i istotne ich skrécenie. Pozycje 2 i 3 nie sg wnioskami
wynikajgcymi z pracy, pozycje 3, 5, 10, 13 i 16 sg czescig wynikow, zabrakto za to wainego
wniosku dotyczacego ograniczonej przydatnosci metody ekstrakcji materiatu roslinnego
ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym w przemysle farmaceutycznym, ktéry zostat
zawarty w pierwszym akapicie na stronie 167.

Analiza ograniczern metodologicznych i technicznych pracy zawarta stanowitaby
cenne uzupetnienie dysertacji.

W podsumowaniu mojej opinii doceniam przygotowanie teoretyczne Doktorantki,

umiejetnos¢ postawienia problemu badawczego i jego realizacji, sposdb przeprowadzenia



badari oraz uzycie nowoczesnych metod badawczych. Na podkreslenie zastuguje
interdyscyplinarny charakter pracy. Przedstawienie wynikéw i ich interpretacja dowodzi
znajomosci przedmiotu badan oraz dojrzatosci Doktorantki jak adeptki pracy naukowej. Jak
kazda praca, réwniez przedstawiona do recenzji dysertacja nie ustrzegta sie przed
pojedynczymi pomytkami, nie wptywajacymi na jej wartoéé naukowa. Uwagi zawarte w
niniejszej recenzji majg charakter porzadkowy i mogg jedynie podnieé¢ wartoéé
merytoryczng dysertacji. Nalezy je uwzgledni¢ podczas ostatecznego redagowania pracy do
druku.

Rozprawa doktorska mgr inz. Ewy Klepacz ,Naturalne polifenole i ich glikozydy jako
zwigzki kompleksujace jony wapnia i ich potencjalne zastosowanie w terapii kamicy
nerkowej” spetnia w mojej ocenie wymogi stawiane rozprawom na stopier doktora nauk
chemicznych okredlone w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 64, poz.
595, ze zm.). Na tej podstawie przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu Chemicznego

Politechniki Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

dr hab. Agni€szka Noszczyk-Nowak, prof. nadzw.



