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rozprawy doktorskiej mgr Blanki Sekleckiej pt. ,,Badania in vitro i in vivo (model
zwierzecy Sus scrofa domesticus) nad zastosowaniem enzymu dekarboksylazy
szczawianowej (OXDC) do obnizenia poziomu szczawianéw w krwi” wykonanej pod
kierunkiem Prof. dr hab. Stefana Grzegorza Pierzynowskiego w Zakladzie Biologii
Medycznej Instytutu Medycyny Wsi im. Witolda Chodzki w Lublinie.

Zwickszone stezenie kwasu szczawiowego we krwi jest przyczyng powstawania
hyperoksalurii prowadzacej do kamicy uktadu moczowego lub postgpujacej nefrokalcynozy.
Kwas szczawiowy jest koncowym produktem przemiany materii i jest wydalany glownie
przez nerki, gdzie dochodzi do odktadania krysztaléw szczawianu wapnia.

W etiopatogenezie hiperoksalurii odr6znia si¢ dwie grupy przyczyn jej powstawania.
Pierwsza z nich to autosomalne recesywne dziedziczace si¢ choroby przemiany kwasu
glioksalowego powodujace pierwotne hiperoksalurie (PH) oraz druga, to nadmierne
wchianianie kwasu szczawiowego z przewodu pokarmowego  powodujace — wtdrne
hiperoksalurie.

W pierwotnych hiperoksaluriach w wyniku réznych defektow enzymatycznych
dochodzi do nadprodukeji kwasu szczawiowego, ktdry nastepnie w nadmiarze wydalany jest
w moczu. W pierwotnej hiperoksalurii typu I (PH I) oprécz kwasu szczawiowego,
w nadmiarze wydala si¢ kwas glikolowy. Jej przyczyna jest obnizona lub calkowicie
nieobecna  aktywnos$¢, wzglednie nieprawidlowa lokalizacja wewnatrzkomérkowa
specyficznego watrobowego, peroksysomalnego enzymu- aminotransferazy
alaninoglioksylanowej (AGT).

W hiperoksalurii typu II (PH II) oprocz kwasu szczawiowego, w nadmiarze wydala si¢
kwas L- glicerynowy. Przyczyng jest zmniejszona aktywno$¢ enzymu- reduktazy
glioksolanowej (enzym o aktywnosci dehydrogenazy kwasu D-glicerynowego i reduktazy
hydroksypirogronianowej).

Hyperoksalurie wtérne wynikajg zaréwno ze spozywania nadmiernych ilosci
pokarméw bogatoszczawianowych, jak réwniez w wyniku zaburzen wchlaniania jelitowego
tak jak ma to miejsce w mukowiscydozie, w chorobie Crohna czy tez u pewnej ilosci oséb,
ktérzy przechodzili operacj¢ ominigcia zotadka i czesci jelita cienkiego (Roux-en-Y bypass -
RYGB).

Hiperoksaluria (>1,0 mmol/1,73 m?/24h, norma u dorostych <0,5, u dzieci <0,37
mmol/1,73 m2/24h) prowadzi do nawracajacej kamicy i/lub do postgpujacej nefrokalcynozy
oraz do zwiekszonego ryzyka niewydolnosci nerek. Wskutek tego u wielu pacjentéw
z pierwotng hiperoksalurig dochodzi do koniecznosci rozpoczecia dializoterapii.

Z obecnego stanu wiedzy wynika, ze zadna forma dializy nie eliminuje odpowiednich
iloéci szczawiandw z organizmu i postepowanie takie, jedynie daje przemijajacy efekt
krotkoterminowy.

Powyzsze problemy wskazujg wyraznie na konieczno$¢ poszukiwania alternatywnych
i bardziej skutecznych metod eliminacji szczawiandéw z organizmu, ktére pozwolityby na
zminimalizowanie lub zapobieglyby wielonarzgdowemu odktadaniu tego metabolitu
i powstaniu uktadowej szczawianicy.



W zwigzku z powyzszym, podjete przez Autorke badania zmierzajace do okreSlenia
mozliwosci zastosowania enzymu dekarboksylazy szczawianowej (OXDC) w dializie
otrzewnowej na przyktadzie zwierzecego modelu hiperoksalurii oraz na podstawie testow in
vitro sg jak najbardziej uzasadnione.

Przedstawiona do oceny praca ma charakter oryginalnej rozprawy doktorskiej,
przygotowanej wg wymagan uczelnianych (strony tytutowe, spis tresci, wstep, cel badan,
material i metody, wyniki i ich oméwienie, dyskusja, wnioski, pi$miennictwo, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skr6téw). Praca zostata napisana na 64
stronach formatu A4 i zawiera 15 rycin, 4 tabele i 72 pozycji piSmiennictwa w wigkszosci
anglojezycznego, z czego ponad polowa pochodzi z ostatnich 10 lat.

W pierwszej czesci wstepu liczacym 16 stron, Autorka podkreslila istniejgcy problem
z dysfunkcjag nerek u oséb wykazujacych wysokie stezenia szczawianow we krwi
(hiperoksalemia) oraz koniecznos¢ transplantacji nerek i/lub watroby i nerek w zaleznosci od
przyczyny choroby. W dalszej czesci wstgpu opisujacego aktualny stan wiedzy, Autorka w
klarowny sposéb wprowadza czytelnika w tematyke badawcza w 4 wydzielonych
podrozdziatach. Pierwszy podrozdzial zajmujacy 6 stron dotyczy etiopatogenezy
hiperoksalurii. W drugim podrozdziale zajmujacym 1,5 strony, opisuje sposoby i metody
diagnozowania hiperoksalurii. W trzecim podrozdziale zajmujagcym 3,5 strony, Autorka
dostarcza czytelnikowi informacji na temat stosowanych metod leczenia hyperoksalurii,
przedstawiajac role dializy i transplantacji nerek i/lub watroby i nerek. W czwartym
podrozdziale zajmujacym 4 strony, Autorka przedstawila perspektywy alternatywnego
leczenia hiperoksalurii i polozyta glowny nacisk na zastosowanie enzyméw degradujacych
szczawiany, poswiecajgc temu zagadnieniu 2 strony. Stusznie zwraca uwage na korzysci
zdrowotne wynikajgce z zastosowania w dializie otrzenowej bakteryjnego enzymu
degradujgcego szczawiany u ludzi cierpigcych na hiperoksalurie.

Cel pracy zostat sformutowany jasno, zrozumiale i jest zgodny z tytulem pracy. Nalezy
podkresli¢ trafno$é doboru celu badan, ktéry obejmuje ré6zne poznawcze aspekty zastosowania
bakteryjnego enzymu dekarboksylazy szczawianowej w dializie otrzewnowej w celu
usprawnienia eliminacji metabolitbw kwasu glioksalowego. Zgodnie z zalozeniami
badawczymi, Doktorantka postanowila opracowa¢ model in vitro nasladujacy dialize
otrzewnowg aby okre$li¢ optymalne dawkowanie enzymu i czas dzialania. Ponadto,
Doktorantka podjeta sie opracowania modelu zwierzegcego z wykorzystaniem Swini domowej do
wywolywania hiperoksalurii imitujacej przebieg pierwotnej hiperoksalurii o réznym stopniu
nasilenia, umozliwiajgcego okreslenie zawartosci szczawianéw we krwi i w tkankach oraz
okreSlenie czasu trwania dializy otrzewnowej w celu eliminacji szczawianow w warunkach
stosowania lub braku stosowania dekarboksylazy szczawianowe;.

Rozdzial ,Materiat i metody” zostat opracowany na 12 stronach i zawiera 3 ryciny.
W pierwszym podrozdziale, Autorka zamiescita informacje na temat zwierzat, ich warunki
zywienia i utrzymania zapewniajace komfort podczas doswiadczen. Zamiescita zdjecia klatek,
ktére pozwalajg na zbieranie moczu oddzielonego od katlu do oznaczenia stezenia
szczawianéw. Badania przeprowadzono na homogennym materiale stanowigcym 36
warchlakéw o poczatkowej $redniej masie ciata 12,1+0,8 kg w wieku 40 dni. Do realizacji
zamierzonego celu tworzenia zwierzecego modelu badawczego indukowania hiperoksalurii,
Autorka przeprowadzita zabiegi chirurgiczne polegajace na implantacji kaniul do zyty szyjnej
zewnetrznej oraz kaniul do jamy otrzewnowej. W trzecim podrozdziale, Autorka opisata
procedury i metody przygotowania prob oraz analizy szczawianéw w surowicy, moczu, kale
oraz w plynie dializacyjnym. Czwarty podrozdzial Doktorantka po$wigcita na omdéwienie



ukladéw doswiadczalnych, ktore podzielita na doswiadczenia in vitro oraz in vivo majace
stuzy¢ do sprawdzenia hipotez badawczych stusznosci zastosowania dekarboksylazy
szczawianowej w dializie otrzewnowej. Przedstawia szczegélowy opis przeprowadzonych
doswiadczen 1 analiz szczawianéw w réznych ptynach ustrojowych i tresci réznych odcinkdw
przewodu pokarmowego badanych zwierzat. Do tego celu postuzyla si¢ technikg
chromatogragrafii jonowymiennej. Ponadto, opisuje metode histochemiczng zastosowang do
oceny histopatologiczne]j tkanki nerek. Cato$¢ opiséw postgpowan metodycznych spetnia
najwyzsze wymagania stawiane wspoélczesnym pracom badawczym, a wyniki $wiadczg
o bardzo dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i jego znajomosci praktycznej przez
Autorke dysertacji. W pigtym podrozdziale, Doktorantka opisuje analiz¢ statystyczna, ktdrej
poddata otrzymane wyniki w celu weryfikacji istnosci zmian. Zastosowata jednoczynnikowg
analize wariancji oraz test Tukeya do analizy wynikéw biometrycznych, za$ test
wielokrotnego rozstepu i test Kruskal-Wallisa dla uzyskanych stezen szczawiandw
w badanych prébkach.

Wyniki badan zostaty zamieszczone na 11 stronach zawierajacych 2 tabele i 11 rycin.
Por6éwnujgc wyniki badan in vitro, Autorka stwierdzita, ze najmniejsza ilos¢ dekarboksylazy
szczawianowej zdolna do obnizenia stezenia szczawiandéw w surowicy krwi wynosi 10 mg
/ml. Efekt ten zostal osiagnicty w czasie 4 godzin i wynosit 35% dla 10 mg/ml za$,
zwiekszenie udziatu enzymu do 30 mg/ml obnizyto poziom szczawianéw o 60%. Ponadto,
Doktorantka stwierdzita wyzsze wartosci eliminacji szczawiandw wynoszace 83% w
warunkach stosowania dodatku dekarboksylazy szczawianowej w pordwnaniu do 23%
uzyskanych w modelu dializy otrzewnowej bez dodatku enzymu.

Przedstawiajgc wyniki badan na modelu hiperoksalemii in vivo, Doktorantka
wykazala jego przydatno$é w tych badaniach poprzez indukcje trzech réznych pozioméw
szczawianéw w osoczu krwi, ktére byly zalezne od stosowanej dawki i utrzymywaly si¢ przez
12 godzin wykazujagc w tym czasie rowniez zwigkszony poziom szczawiandéw w moczu.
Wyniki te mieszczg si¢ w przedziatach stwierdzanych we krwi pacjentéw z hiperoksalurig
pierwotng. Wyniki badan na modelu przewlektej hiperoksalurii przedstawione przez
Doktorantke wykazaly, ze ilo§¢ podawanych szczawiandéw dozylnie (2 ml 1% roztworu)
w bolusach co 30 minut spowodowata wzrost ich st¢zenia we krwi do 176,1 pmol/l po 7
dniach od podawania, lecz ze wzgledu na zty stan zdrowia zwierzat przerwano dziatanie po 11
dniach. Podobnie, stosowanie wlewu z szybkoscig 12ml/godzin¢ doprowadzito do wzrostu
stezenia szczawiandw w surowicy krwi do wartosci 306,3 pmol/l, co spowodowato zly stan
zdrowia zwierzgt po 7 dniach do$wiadczenia. W probkach nerek tych zwierzat Doktorantka
stwierdzila czterokrotnie wieksze odktadanie si¢ szczawianéw w korze i rdzeniu.

Poréwnujgc skuteczno$¢ dializy otrzewnowej w warunkach stosowania dodatku
dekarboksylazy szczawianowej i bez stosowania tego dodatku doktorantka wykazala istotnie
nizsze wartosci pola pod krzywg stezenia szczawiandéw w surowicy krwi i w plynie
dializacyjnym w warunkach zastosowania dekarboksylazy szczawianowej.

Interesujgce s dane otrzymane w doswiadczeniu majacym na celu okreslenie istnienia
aktywnego i/lub biernego wydzielania szczawiandéw z krwi do przewodu pokarmowego.
Z przedstawionych przez Doktorantke wynikow stwierdzi¢ mozna, ze proces ten ma miejsce
i najintensywniej przebiega w zotadku i okreznicy i zalezny jest od czasu pobierania probki od
zakonczenia wlewu dozylnego szczawianow.

W rozdziale ,,Dyskusja”, przeprowadzonej na 6 stronach, Autorka skonfrontowata
swoje wyniki z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i w jasny sposéb wypunktowata
oryginalne wyniki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autorka sformutowata 5 wnioskéw koncowych,
ktére sa odpowiedzig na podstawione cele. Podkreslaja one wazno$¢ wypracowanych modeli



zardwno in vitro jak in vivo dla badania alternatywnych rozwigzan w dializie otrzewnowe;j
w chorobach nerek.

Z obowiagzku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage na niektére uchybienia zauwazone
przeze mnie podczas czytania rozprawy, ktore powinny zosta¢ poprawione przy oddaniu pracy
do druku.

1. W rozdziale ,,Przeglad literatury” omawiajgc przyczyny hiperoksalurii pierwotnej na stronie
9 w 15 wierszu, Doktorantka uzywa okreslenie ,,chora watroba” co jest okresleniem
potocznym i nalezy go zastgpi¢ okresleniem naukowym np. ,,dysfunkcja watroby”.

2. Na stronie 14 wiersz 12, uzyto okreslenie: ,,...i okresleniem wydzielin moczowych
szczawianu i wapnia...”, jest to nieprawidlowe, gdyz tu ma miejsce proces wydalania,
poniewaz organizm pozbywa si¢ szczawianéw ta droga. Ponadto dalsza czgs$¢ zdania ,, oraz
substancji hamujgcych kamienie,, jest niezrozumiate, mozna si¢ domysla¢, ze Doktorantce
chodzi o substancje hamujgce odktadanie krysztatkow szczawianu wapnia i tworzenie si¢
kamieni nerkowych.

3. W rozdziale ,,Materiaty i metody”, na stronie 29 wiersz 9, zostal uzyty wyraz ,,0socza”
a jak wynika z opiséw w badaniach uzyto surowice.

4. Na stronie 31, tytul podrozdziatu 4.4.4. Doswiadczenie 4. ,,Wplyw infuzji roztworu
szczawianu sodu do krwi, na ilo$¢ szczawianéw odprowadzanych przez zwierzg wraz
z moczem” nalezatoby bardziej sprecyzowaé, gdyz chodzi o wydalanie a nie
o odprowadzanie np. ,,Wplyw dozylnych infuzji roztworu szczawianu sodu na ilo$¢
szczawiandéw wydalanych w moczu”.

5. Na stronie 34 wiersz 26, wymienione sg odcinki przewodu pokarmowego, z ktérych prébki
tresci zostaly pobrane lecz opis ten jest niejasny, mozna si¢ domyslac, ze chodzi o odcinek
doczaszkowy i doogonowy jelita cienkiego, gdyz dalej sa wymienione odcinki jelita
grubego.

6. W rozdziale ,,Wyniki i ich oméwienie” Autorka stosuje jednostki miar nie nalezace do
uktadu SI, jak réwniez stosuje kropki jako dzielnik dziesig¢tnych czesci jednostki zamiast
przecinka.

7. Na stronie 42, w tabeli 3 oprdcz $rednich warto$ci $redniego dziennego spozycia pokarmu
powinny by¢ podane jakie bylo odchylenie standardowe. Na tej samej stronie w tytule
ryciny 11 napisane jest, ze sg to wyniki oceny histologicznej zwierzat poddanych infuzji w
do$wiadczeniu 5. Niejasne jasne czy to dotyczy zwierzat w catosci czy tez chodzi o jakis
narzad tych zwierzat w szczegdlnosci.

8. Na stronie 43 rycina 12, brak opisu, ktorej czgsci nerki jaki panel przedstawia (ktora to
kora, ktoéry to rdzen), brak jest informacji o powigkszeniach przedstawionych zdjec
mikroskopowych, jak réwniez jest brak skali na zdjgciach. Wyraz slajd nalezy zastgpi¢
wilasciwym polskim wyrazem odpowiednim do przedstawionego obrazu np. ,zdjecie
mikroskopowe”.

9. W 7 wierszu stwierdzenie, ze , Kumulacja szczawianéw w tkankach zwierzat grupy 1
siegneta 19,5% podczas, gdy w grupie 2 wynosita 4,5%” jest nie wiasciwe, poniewaz jak
wynika z przedstawionych badan okre$lono to dla nerek a nie dla catego organizmu.

10. Na stronie 46, rycina 15, w podpisie odcinkéw przewodu pokarmowego pojawia
ponownie problem nalezytego nazewnictwa.

11. W rozdziale ,,PiSmiennictwo”, znalazto si¢ 8 pozycji (9, 21, 24, 33, 46, 52, 70, 71), ktére
nie byly cytowane w tekscie.



Whiosek koncowy

Po doktadnym zapoznaniu sie z pracg doktorskg mgr Blanki Sekleckiej uwazam, ze
Autorka pracy posiadla wymagang znajomo$¢ warsztatu metodycznego, potrafi te
umiejetnosci odpowiednio wykorzystaé w pracy badawczej, a otrzymane wyniki logicznie
zinterpretowaé. Praca dokumentuje w moim przekonaniu kilka waznych odkry¢ medycznych
o duzym znaczeniu praktycznym, a uwagi krytyczne dotycza jedynie drobnych usterek
redakcyjnych i nie umniejszajg wysokiej wartosci naukowej dysertacji. Majac powyzsze na
uwadze, pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Blanki Sekleckiej pt. ,,Badania in vitro i in vivo (model zwierzecy Sus scrofa domesticus)
nad zastosowaniem enzymu dekarboksylazy szczawianowej (OXDC) do obnizenia
poziomu szczawianéw w krwi” w pelni odpowiada warunkom okreslonym w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003r. z pézniejszymi zmianami ,,O stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i wnosz¢ do Wysokiej
Rady Instytutu Medycyny Wsi w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr Blanki Sekleckiej
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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