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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Grqzki
p-t. .. Ocena wplywu sposobu przygotowania i warunkow sterylizacji radiacyjnej na wigzania sieciujgce w

kolagenie kosci i radiacyjnie indukowang degradacje kolagenu przeszczepow kosci zbitej

Przedstawiona do oceny 166 stronicowa rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Grazki ma jak to
wynika ze spisu tresci klasyczny uklad odpowiadajacy tego rodzaju pracom. Sklada si¢ z 7-miu
zasadniczych rozdzialow oraz spisu pismiennictwa. Dodatkowo zawiera spis tabel i rycin. Praca powstala
w ramach realizacji przez zaktad Transplantologii i Centralny Bank Tkanek Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego projektu Miedzynarodowej Agencji Energii Atomowej (IAEA) w latach 2010-2013
dotyczacego bezpieczenstwa i optymalizacji radiacyjnej sterylizacji dla przechowywania tkanek: z
uwzglednieniem oceny wlasciwosci funkcjonalnych tkanek. Badania finansowane byly rowniez ze
srodkow pozyskanych w ramach subwencji Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz srodkow
statutowych przyznanych przez Warszawski Uniwersytet Medyczny. Skala finansowania projektu sama
$wiadezy o jego rozmiarach. Dotaczone informacje dotyczace finansowania projektu sa moim zdaniem
bardzo wazne. gdyz swiadcza o wielokrotnej pozytywnej opinii ekspertow na temat poszczegdlnych
etapow podjetych badan.

W tej czesci znajduje si¢ rowniez informacja na temat zgody Komisji Bioetycznej na podjecie badan
podjetej w 2004 roku.

Temat pracy doktorskiej jest niezwykle celowy. Jako ortopeda musze¢ nadmieni¢, ze w czasie
ostatnich lat nastapil rozkwit ortopedii i chirurgii urazowej w tym chirurgii urazowej narzadu ruchu. Jest
on zwiazany przed wszystkim z postepem technologicznym., gdyz dzieki rozwojowi produkeji
biomaterialow, mozliwym stalo si¢ coraz lepsze zastgpowanie zuzytych powierzchni stawowych przez

nowe materialy. Drugim elementem zwigzanym z rozwojem ortopedii i traumatologii narzadu ruchu jest



doskonalenie sie lekarzy ortopedow w technice implantacji nowoczesnych endoprotez oraz innych
materialéow pozwalajacych osiagna¢ glowny cel jakim jest maksymalnie odlegly dobry wynik tego
dziatania.

Niestety wymienione czynniki nie sa jedynymi, ktore majg wplyw na wezesny i odlegly wynik.
Niedoskonatosci techniczne w pozycjonowaniu implantéw, skomplikowane deformacje pierwotne kosci.
choroby ogélne (cukrzyca), warunki miejscowe (infekcja) istotnie wplywaja na trwalos¢ wyniku
implantacji czy korekeji. Jednym z nastepstw niepowodzen leczenia w ortopedii sa postepujace niedobory
tkanki kostnej, ktére bardzo istotnie ograniczaja mozliwosci leczenia rewizyjnego i rekonstrukcyjnego.
Wplywa to istotnie na wzrost kosztow leczenia. Material kostny — przeszczepy byt stosowany od dawna,
jak tylko pojawily sie mozliwosci odpowiedniego znieczulania chorych. Przeszczepy kostne przed erg
endoprotezoplastyk byly powszechnie stosowanym narzedziem. Wykorzystywano cechy osteoindukeji i
osteokondukcji. a takze uzywano kosci jako elementow mechanicznie podtrzymujacych uzyskane
korekcje potozen czesci powierzchni stawowych (panewki, kolan, stopy) obcigzanych w poszczegdlnych
stawach. W zwiazku z postepem technologicznym. ale rowniez dziafan globalnych koncernéw ortopedzi
moga wykonywac¢ operacj¢ ..na miarg” z uzyciem implantow dopasowanych indywidualnie dla chorych —
custom made. Jest to zwiazane z implantacja duzych implantow i wykonywaniem rozlegtych operacji.
Dla tych kosztownych i ryzykownych operacji jest jednak alternatywna metoda zastosowania duzych
przeszezepow kostnych, pozyskanych od dawcow za posrednictwem bankow tkanek. Naturalnie operacje
rewizyjne pomimo zastosowania tych przeszczepdw nie przestaja byc¢ operacjami pozbawionymi ryzyka,
zawsze sa wyzwaniem dla lekarzy i samych chorych. Jednak zastosowanie przeszczepow wypetniajacych
duze ubytki kostne zwlaszcza w obrgbie miednicy jest alternatywa. ktora nalezy bra¢ pod uwage przed
podjeciem decyzji o zamowieniu implantu .,na miar¢” przygotowanego w fabryce.

Dotychczasowy dorobek Centralnego Banku Tkanek w tym zakresie pozwala stwierdzi¢, ze
podjecie takiego tematu pracy doktoratu mgr Eweliny Grazki jest z pewnoscia kolejnym krokiem w
drodze ewaluacji bankowania tkanek i oceny znaczenia sposobow przygotowania przeszczepow kostnych
na ich jako$¢ pod wzgledem bezpieczenstwa dla chorych jak i osiggniecia poktadanych celow przez
leczacych. Jako praktykujacy. operujacy ortopeda postugujacy si¢ na co dzien produktami Centralnego
Banku Tkanek z wielka przyjemnoscia przystapilem do recenzji tej pracy.

We Wstepie doktorantka przedstawila znaczenie kliniczne stosowania przeszczepow kostnych.
Nastepnie szeroko omowila budowe tkanki kostnej. analizujac synteze kolagenu [, enzymatyczne i nie
enzymatyczne wiazania sieciujace oraz metabolizm tanki kostnej zwlaszcza w aspekcie wgajania si¢ i
przebudowy wewnetrznej biostatycznych auto i alogenicznych przeszezepow kostnych. Dla uzasadnienia
podjecia swoich badan autorka opisata zasady sterylizacji radiacyjnej. Przedstawila szczegolowo wplyw

dawki promieniowania, wrazliwos¢ mikroorganizmow i oddziatywanie promieniowania na macierz
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organiczng kosci. Ten obszerny rozdzial postuzyt autorce do sformulowania przestanek, na podstawie
ktorych mgr inz. Ewelina Grazka postawila sobie glowne cele swojej pracy.

W Rozdziale Cele doktorantka precyzuje co jest celem pracy: dla spelnienia podstawowego
warunku, ktorym jest zapewnienie zakladanego poziomu jatowosci stosuje sig sterylizacje radiacyjna. Ten
sposob zmienia jednak wlasciwoscei przeszezepu. Stad waznym jest wlasciwy sposob jego przygotowania,
spetniajacy warunki bezpieczenstwa mikrobiologicznego, jak i wysoka jakos¢ tkanki kostnej. W swojej
pracy autorka postawila sobie za cel zbadanie i porownanie wplywu przygotowania przeszczepow
alogenicznej ludzkiej kosci zbitej: rodzaju promieniowania, jego dawki oraz temperatury na: gestosc
wiazan sieciujacych w kolagenie typu 1 oraz na degradacj¢ kolagenu typu I mierzona jego
rozpuszczalnoscia.

W rozdziale Materialy i Metodyka doktorantka przedstawila szczegdtowo odczynniki oraz
aparature z ktorej korzystala. Przedstawila dwie metody analityczne: ultrasprawng chromatografi¢
cieczowa UPLC oraz spektrofotometri¢ absorpcyjna w zakresie swiatla widzialnego.

Material stanowily probki ludzkiej tkanki kostnej zbitej. uzyskanej z kosci udowych szesciu
dawcow w wieku 46-54 lat. Material pozyskano zgodnie z obowigzujacymi wymogami opisanymi w
ustawie z dnia 1 lipca 2005 roku o pobieraniu. przechowywaniu i przeszezepianiu komorek, tkanek i
narzadow. Material doktorantka przygotowywata w pigciu etapach: utworzenie krazkow, odtluszezenie,
podzial krazkéw na grupy. napromieniowanie i etap ostatni izolacja wigzan sieciujacych z kolagenu I.
Zwrocilo moja uwage szczegdtowe przypisanie poszezegdlnych krazkow do grup badawczych w
zaleznosci od sposobu przygotowania, rodzaju przysziego napromieniowania, jego dawki oraz od
temperatury. W ten sposob powstato 16 grup eksperymentalnych. Kazda grupa eksperymentalna skfadata
sic z 12 krazkow. a grupa kontrolna z 18 krazkow (po trzy od kazdego dawcy). Szczegoly dotyczace
sposobow przygotowania poszczegolnych etapow przekraczaja kompetencje recenzenta. W ostatnie]
czesci tego rozdzialu doktorantka przedstawita metodyke identyfikacji 1 oznaczen ilosciowych
pirydynoliny. dezoksypirydynoliny oraz pentozydyny z zastosowaniem chromatografii cieczowej z
fluorymetryczna  detekcja  oraz  sposob  oznaczania hydroksyproliny. ~ Pomimo  ograniczen
kompetencyjnych recenzenta. uwazam. ze przedstawiony plan badan pozwolil na zrozumienie
poszczegdlnych krokoéw i uwazam, opis ten za WZOrcowy dla do$¢ skomplikowanej metodyki
postepowania praktycznego i laboratoryjnego. Rozdzial zakonczyto opisanie technik statystycznych
uzytych do oceny wynikow badan. Nie mam do tej czesci zadnych zastrzezen.

Rozdzial Wyniki przedstawia syntetycznie obserwacje uzyskane z poszczegolnych testow.
Zgodnie z przyjeta metodyka w pierwszej czesci pracy doktorantka ocenita wplyw sposobu
przygotowania przeszczepow i warunkow ich sterylizacji na gestosc wigzan sieciujacych w kolagenie
macierzy kostnej. Ocena gestosci pirydynoliny, dezoksypirydynoliny wykazata brak wplywu zadanych i

badanych parametrow. Wskazuje to na stabilnos¢ chemiczna probek w badanych warunkach



odttuszczania, niezaleznej od rodzaju i dawki sterylizacji radiacyjnej oraz temperatury napromieniowania.
W przypadku oceny gestosci pentozydyny doktorantka zaobserwowala znamienne nizsze wartosci w
badanych warunkach. Autorka skomentowata ten fakt mozliwoscia wymywania pentozydyny w fazie
odttuszczania lub degradacja pod wptywem uzytych odczynnikow chemicznych.

Wyniki w drugiej czesci wykazaly znamienny wplyw na rozpuszczalnos¢ kolagenu krazkow kostnych z
dwoch zadanych eksperymentalnie czynnikow: odtluszczania oraz dawki promieniowania.
Rozpuszczalnosé kolagenu w krazkach odtluszezonych przed napromieniowaniem byla znamiennie
nizsza w poréwnaniu do nieodtluszczonych krazkow (niezaleznie od rodzaju napromieniowania, jego
rodzaju i temperatury). Niezaleznie doktorantka wykazata, ze dawka napromieniowania 35kGy powoduje
wigksza rozpuszezalno$é kolagenu w porownaniu z dawka 25kGy (niezaleznie od procesu odtluszczania.
rodzaju promieniowania i temperatury).

Sposob przedstawienia wynikow uwazam, za wlasciwy. gdyz jako osoba niezajmujaca si¢ na co dzien
tymi zagadnieniami moglem podazajac za metodyka badan przesledzi¢ proces i sposoby uzyskiwania
wynikow i ich analizy.

W rozdziale Dyskusja mgr inz. Ewelina Grazka omawia uzyskane wyniki i wlasciwie dyskutuje z
prezentowanymi w pismiennictwie. Przedstawiony przeglad pismiennictwa wykazuje istotnie wplyw
metod konserwacji i warunkow przygotowania na poradiacyjne uszkodzenia kolagenu. Autorka wskazuje
zgodnos¢ swoich badan w zakresie wyplywu dawki promieniowania powyzej 35kGy na zwigkszong
rozpuszczalno$é kolagenu przy braku stosowania odtluszezania. To samo zjawisko nie wystepuje w
przypadku odtluszczenia przeszczepow. Te informacje maja istotne praktyczne znaczenie . gdyz
pozwalaja zoptymalizowa¢ proces przygotowania przeszezepoéw do uzycia klinicznego. Podsumowujac
doktorantka stwierdza, ze w procesie przygotowywania przeszezepow kluczowa role odgrywaja sposoby
ich konserwacji oraz warunki sterylizacji. a nie rodzaj uzytego promieniowania.

Te sformutowania $wiadcza o dojrzalosci doktorantki i umiejetnosci w rozwigzywaniu problemow
badawczych dotyczacych zwlaszeza, tak posrednio jak i bezposrednio codziennej praktyki klinicznej.

Prace konczy czes¢ Wnioski, ktorych jest 6 i odpowiadaja one na postawione w pracy ccle.
Uwazam, ze sa sformulowane w sposob wzorcowy, gdyz pomimo, ze nie sg syntetyczne, wynikajg z
pracy i precyzyjnie przedstawiaja wynikajace z pracy informacje.

Praca zawiera 137 pozycji pismiennictwa i doniesien internetowych, poprawnie cytowanego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Eweliny Grazki jest przejrzysta, Metodyka
opisana wzorcowo, przez co pozwala na sledzenie przebiegu badan. Praca jest czytelna, napisana
poprawnym jezykiem, nie zawiera sprzecznosci i powtorzen.

Cheiatbym na koncu podkresli¢ duza starannos¢ w przygotowaniu estetycznym pracy oraz czytelne

tabele, wlasciwie przedstawiajace wyniki.
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Przedstawiona mi rozprawa mgr inz. Eweliny Grazki spelnia kryteria przewidziane ustawa dla prac
doktorskich, co upowaznia mnie do przedlozenia Radzie Naukowej Centrum Biostruktury
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosku o wszezeeie dalszych etapow  przewodu

doktorskiego.
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