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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pani mgr Matgorzaty Dabrowskiej-Gralak, doktorantki w Instytucie
Chemii i Techniki Jgdrowej w Warszawie, pod tytutem ,, Procesy rodnikowe w kolagenie
iniciowane radiacyjnie i ich makroskopowe konsekwencje’; promotor: dr hab. Hanna
Lewandowska-Siwkiewicz; promotor pomocniczy: dr inz. Jarostaw Sadto

Praca doktorska pani mgr Matgorzaty Dabrowskiej-Gralak ma charakter badan
podstawowych nad wptywem promieniowania jonizujgcego na kolagen i jego podstawowe
skfadniki (wybrane aminokwasy) oraz bezkomdrkowg matryce skéry ludzkiej. Widoczne jest
tu powigzanie rozwazan nad obserwowanymi przemianami fizycznymi i chemicznymi w
napromieniowanym materiale z mozliwoscig praktycznego wykorzystania otrzymanych
wynikdw w badaniach nad sterylizacjq radiacyjng przeszczepédw ludzkiej skéry. Badania
przeprowadzone w ramach tej pracy majg zatem bardzo szeroki charakter — od badan na
zwigzkach modelowych (aminokwasy) oraz wybrany rodzaj kolagenu az po probe
wyznaczenia optymalnych parametrow sterylizacji bezkomodrkowych rusztowan ludzkiej
skéry. Imponujgcym jest, ze Autorce udato sie zbadaé wptyw promieniowania na wybrane
materiaty dla wielu zmiennych parametrow prowadzenia procesu, takich jak: dawka,
wilgotnos¢, obecnos¢ tlenu.

Zagadnienia, ktdrych dotyczy rozprawa pani mgr Dgbrowskiej-Gralak, sg bardzo aktualne, a
takze wazne zaré6wno z punktu widzenia badan podstawowych, to jest zbadania wptywu
promieniowania jonizujgcego na kolagen, jak i ich praktycznym zastosowaniem jako
materiatow uzywanych w przeszczepach ludzkiej skory.

Na podkreslenie zastuguje nie tylko pomyst, ale réwniez fakt, ze praca p. mgr Dabrowskiej-
Gralak jest obszerna, wielowgtkowa i oparta na szerokiej palecie metod badawczych. W
efekcie uzyskano wielowymiarowy obraz badanych zagadnien niewatpliwie przyblizajacy
nas do ich praktycznego zastosowania. Wyniki uzyskane w tej pracy staty sie podstawg
czterech publikacji w dobrych czasopismach naukowych (trzy z nich znajdujg sie na liscie
JRC) a takze dwdch wystgpien na konferencjach.

Wyniki stanowigce prace doktorskg pani mgr Dabrowskiej-Gralak otrzymane zostaty w
ramach projektu NCBiR , Opracowanie innowacyjnej metody leczenia Epidermolysis Bullosa
oraz ran przewlektych innego pochodzenia za pomocg opatrunku biologicznego z materiatu
ludzkiego”.
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Przedstawiona do oceny praca doktorska ma klasyczny charakter. Po wykazie stosowanych
skrotéw i symboli, wstepie i jasno okreSlonym celu pracy (z wyodrebnionymi czterema
zadaniami badawczymi) nastepuje wielowgtkowy wstep literaturowy. Wskazane w nim
zostaty podstawowe informacje dotyczace biopolimeréw (w tym biatek i kolagenu), trzech
wybranych aminokwaséw oraz rusztowan tkankowych opartych na kolagenie
wykorzystywanych jako materiat szkieletowy w inzynierii skory. Druga cze$¢ wprowadzenia
literaturowego to opis oddziatywan promieniowania jonizujgcego z materig. Dalej nastepujag
wyjasnienie znaczenia wody w kolagenie, podstaw sterylizacji radiacyjnej oraz opisy
uzywanych technik eksperymentalnych. Z punktu widzenia czytelnika zabrakio mi
(szczegdblnie w ostatniej czesci wprowadzenia literaturowego) informacji co juz wiadomo
np. na temat wykorzystania techniki EPR w badaniach nad kolagenem czy aminokwasami
(powrdce do tego jeszcze pdzniej).

CzesS¢ eksperymentalna zawiera szczegotowy opis przygotowania probek do pomiardw i ich
charakterystyki. Doktorantka wyjasnita takze potrzebe prowadzenia analizy statystycznej
ANOVA.

Znaczng czes¢ pracy stanowi opis wynikow badan (48 stron) zakonczony ich dyskusjg oraz
wyciggnietymi z pracy wnioskami. Prace doktorskg konczg wykaz cytowanej literatury,
streszczenie, abstrakt i zatgcznik.

Najwazniejsze osiggniecia pracy mozna stresci¢ nastepujgco:

1. Zbadanie wptywu promieniowania jonizujgcego na wybrane aminokwasy stanowigce
podstawowe skfadowe kolagenu

2. Wskazanie skutkdéw dziatania promieniowania jonizujgcego na kolagen typu I i
bezkomdrkowe matryce ludzkiej skéry

3. Analiza warunkdw prowadzenia procesu sterylizacji (takich jak dawka, obecnos¢ tlenu i
wilgotnos¢) na zmiane wiasciwosci fizyko-chemicznych napromienianych materiatdw ze
szczego6lnym uwzglednieniem rodzaju powstajgcych rodnikdw metodg EPR.

Praca zostata zaplanowana i napisana w sposob dojrzaty, obserwowane efekty s3 poddane
analizie i interpretacji. Autorka udowodnita ponad wszelkg watpliwos¢, ze opanowata w
swojej dziedzinie obszerny warsztat badacza, posiadta umiejetnos¢ formutowania celéw
badawczych i dobierania do nich odpowiednich technik, analizy i interpretacji ztozonych,
zbiorow wynikéw, ich krytycznej analizy i formutowania wnioskow. Opanowata takze
umiejetnosS¢ pisania prac naukowych w sposéb zarazem precyzyjny i klarowny. Praca jest
dobrze napisana, dojrzatym, sprawnym i poprawnym jezykiem. Czyta sie jg z
przyjemnoscia.

Nie znalaztem w tej pracy istotnych btedoéw merytorycznych. Ale, jak w kazdej pracy

naukowej, tak i tu mozna znalez( pewne elementy do  dyskusii,
czy tez wskazac na pewne niedopowiedzenia czy niejasnosci.

Moim zdaniem, zagadnieniami, ktdére mogityby wymagac poszerzenia, uzupetnienia czy
dyskusji sg przede wszystkim nastepujgce kwestie.
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1. Doktorantka w ramach pracy doktorskiej za cel postawita sobie zbadanie wptywu
promieniowania jonizujgcego na bezkomorkowe matryce ludzkiej skory ktdrych gtdwnym
sktadnikiem jest kolagen. Przed analizg wiasciwego materiatu skupita sie na wybranych
zwigzkach modelowych (aminokwasach) bedacych podstawowym budulcem badanego
biopolimeru. Podejscie takie, na co chciatbym zwrdci¢é uwage, charakteryzuje
doswiadczonych badaczy. Nalezy jednak zwroci¢é uwage iz materiaty te (glicyna, prolina i
hydroksyprolina) byly juz szczegétowo badane i w literaturze znalezé mozna szereg
informacji o wptywie promieniowania jonizujgcego na wybrane aminokwasy (takze wyniki
badan metodg EPR np. Sinclair J., ESR Study of Irradiated Glycine at Low Temperatures,
Journal of Chemical Physics, 55, 245-251, 1971). Podobnie jest w przypadku kolagenu. Juz
w 1964 Bailey i Tromans badali wptyw promieniowania jonizujgcego na kolagen wskazujac
na znaczne zmiany we wihasciwosciach fizycznych mimo niewielkich zmian w strukturze
chemicznej. Szkoda ze w pracy nie zostato to wystarczajgco pokazane. Dla przykfadu we
wstepie literaturowym jedynie dla hydroksyproliny znalezé mozna informacje ,Rodniki
hydroksyproliny posiadajg wiele konformeréw, co powoduje duzg trudnoS¢ w interpretacii
widm EPR”. Takze w opisie otrzymanych wynikdw badan ich dyskusja z danymi
literaturowymi mogtaby by¢ mniej oszczedna. Albo, jesli otrzymane dane na to wskazuja,
nalezatoby podkreslic nowosci czy réznice w otrzymanych wynikach. W znaczny sposdb
podniostoby to jako jakoS¢ recenzowanej pracy.

Powyzsza uwaga dotyczy rowniez dyskusji wynikow badan metodami TGA czy DSC. Jestem
przekonany ze doktorantka szczegdtowo przesledzita literature w tym zakresie, warto by
zatem poswieci¢ temu nieco wiecej miejsca.

2. Z duzym zainteresowaniem przeczytatem rozdziat 3.1.4 dotyczacy mozliwosci
kowalencyjnego sieciowania kolagenu oraz wyniki przedstawione w rozdziale 5.4. Badania
nad mozliwoscig tworzenia trwatych potgczen w kolagenie prowadzone sg juz od lat 60tych
ubiegtego wieku (miedzy innymi Bailey A. J., Rhodes D. N., Cater C. W., Radiation
Research, 22, 606-621, 1964). Dane eksperymentalne wskazujg wytacznie na zachodzaca
reakcje pekania fafncucha polimeru i wynikajgce z tego obnizenie $redniej masy
czasteczkowej. Efekt ten jest bardzo wyrazny i zalezny od dawki. Dlatego trudno jest mi sie
zgodzic¢ ze stwierdzeniem przedstawionym we wnioskach, ze ,dawka ma niewielki wptyw na
wihasciwosci  fizykochemiczne”. Moze gdyby uzy¢ innych technik, np. dynamicznego
rozpraszania $wiatta (czyli pomiaru rozmiaru makroczasteczek) efekt ten bytby jeszcze
bardziej wyrazny. Szerzej nalezatoby takze rozwing¢ stwierdzenie, ze ,badane dawki do
50kGy wiacznie nie wprowadzajg zmian, ktére prowadzityby do pogorszenia przydatnosci
badanego materiatu do przeszczepu”. Czy chodzi tu Autorce o wtasciwosci mechaniczne?
Niestety takie nie byty w pracy analizowane.

3. Autorka celnie wskazuje na potencjalny charakter aplikacyjny prowadzonych badan. W
obliczu przedstawionych wynikdw, szczegdlnie dotyczacych zmiany masy czasteczkowej,
zabrakto jednak szerszej proby dyskusji (poza informacjg o sterylizacji w warunkach
beztlenowych) o czynnikach ktére mogty by powstrzymaé lub zapobiec niekorzystnym
zmianom parametréw fizyko-chemicznych napromieniowanego kolagenu.
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Wymienione wyzej zagadnienia w Zaden sposob nie umniejszajg wartosci pracy
p. mgr Dabrowska-Gralak i sg jedynie probg spojrzenia na przedstawione wyniki z innego
punktu widzenia.

Zadna praca o tej objetosci i stopniu skomplikowania nie jest wolna od pewnych usterek
czy drobnych niedopowiedzen. Obowigzek recenzenta nakazuje mi o nich wspomniec:

- cel pracy (strona 15) wydaje sie by¢ jasny jednakze, nie znajgc jeszcze jej petnych
wynikdw, zastanawia¢ sie mozna nad nowoscig naukowag otrzymanych wynikéw czy
rozwigzan praktycznych,

- wstep literaturowy (strona 22): mimo ze prace cechuje przejrzysta szata graficzna
nalezatoby zwrdci¢ wiekszg uwage na jakos¢ rysunkdw i przettumaczenie ich na jezyk
polski, przyktadem niedopracowania moze by¢ rysunek 3, 5 itd,

- wstep literaturowy (strona 27) zrozumiatym jest ze w pracy o tak znacznej objetosci
zdarzajg sie powtorzenia, jednakze warto ich unika¢, przyktadem moze by¢ kilkukrotnie
powtdrzona informacja o podstawowych wiasciwosciach czy pochodzeniu kolagenu,

- wstep literaturowy (strona 30) okreSlenie ,intensywnos$¢ promieniowania” wydaje sie by¢
mato zrozumiate,

- wstep literaturowy (strona 34) w punkcie 3.2.1 ,Chemia radiacyjna aminokwasow i biatek”
wiele miejsca poswiecono reakcjom z rodnikiem hydroksylowym, co z pozostatymi
produktami radiolizy wody: wodorem atomowym czy uwodnionym elektronem?

- wstep literaturowy (strona 36) w punkcie 3.2.1.2 przeczyta¢ mozna o ,rozpuszczalnosci
tlenu w polimerze”. Jaka jest rozpuszczalnos¢ tlenu w kolagenie?

- wstep literaturowy (strona 41) w punkcie 3.2.2 Autorka pisze o matym
prawdopodobienstwie spotkania dwoch rodnikdw w przypadku napromieniania z niska
szybkoScia dawkowania. Nie moge sie zgodzi¢ z takim stwierdzeniem. Sieciowanie
miedzyczasteczkowe prowadzace do syntezy makroskopowych hydrozeli prowadzone jest
przeciez wiasnie w takich warunkach.

We wspomnianym wyzej punkcie zabrakio wptywu stezenia polimeru na wiasciwosci
otrzymywanego produktu.

- wstep literaturowy (strona 49): Autorka pisze o faktach wynikajacych z rysunku, co
oczywiscie nie ma miejsca,

- wstep literaturowy (strona 55): na wyrdznienie zastuguje szczegdtowy opis podstaw
techniki EPR, brakuje jednak wskazania co na temat aminokwasdw, kolagenu i ich badania
technikag EPR moéwi literatura naukowa. Podobna uwaga skierowana jest do opisow
pozostatych technik badawczych,

- cze$¢ eksperymentalna (strona 64) zabrakito informacji o szybkosci dawkowania dla
strumienia elektronéw. Czy mozna takg warto$¢ wyznaczyc?

- wyniki (punkt 5.1.1) przedstawione zostaty zmiany widm EPR poszczegdinych
aminokwasOw w czasie, niestety zabrakto préby opracowania kinetyki

ul. Wréblewskiego 15, 93-590 t.6dz, budynek C2 I‘ r
tel. 42 631 31 96, 42 631 31 88, fax: 42 631 30 87

e-mail: slawomir.kadlubowski@p.lodz.pll; www.p.lodz.pl, www.mitr.p.lodz.pl
Adres do korespondencji

ul. Zeromskiego 116, 90-924 t 6dz

HR EXCELLENCE IN RESEARCH


http://www.p.lodz.pl/

o |

zaniku rodnikéw. Doceni¢ nalezy ze badania takie przeprowadzone zostaty dla kolagenu,

- wyniki (strona 111) w punkcie 5.4 przedstawione zostalty wyniki badan metoda
elektroforezy zelowej. Autorka pisze, ze w skitad kolagenu wchodzg tancuchy beta o masie
czasteczkowej 209 kDa. WielkoS¢ ta zostata zaczerpnieta z literatury. Szkoda ze nie uzyto
standarddw o wyzszych masach czgsteczkowych. Mozna by wtedy tg informacje
potwierdzi¢,

- wyniki (strona 114) punkt 5.6: czy zaobserwowano powstawanie wigzan podwojnych C=C
wynikajgcych z procesu degradacji polimeru?

- znaleziono szereg literdwek, miejscami brakuje znakdw interpunkcyjnych, spotka¢ mozna
tez zargon laboratoryjny czy skroty myslowe,

- niestety cze$¢ rysunkow jest zbyt mata by mozna je byto z tatwoscig ogladac i czytac. Ich
nieznaczne powiekszenie lub zwiekszenie rozmiaru czcionki opisbw znacznie by w tym
pomogto,

- sposdb sformatowania spisu bibliografii jest nieco niekonsekwentny. Przy wskazywaniu
stron internetowych brakuje daty.

Chciatabym podkresli¢, ze wymienione wyzej uwagi krytyczne majg drugorzedne znaczenie
i w zadnej mierze nie wptywajg na mojg wysokg ocene rozprawy doktorskiej.

Podsumowujgc stwierdzam, ze praca doktorska pani mgr Matgorzaty Dabrowskiej-Gralak
jest aktualna, ciekawa i wartosciowa, stoi na wysokim poziomie i zawiera elementy nowosci
naukowej, ktore przydatoby sie jedynie bardziej podkreslic. Doktorantka wykazata sie
znajomoscig przedmiotu, wiasciwego planowania badan z wykorzystaniem bogatego
wachlarza metod doswiadczalnych i naukowych, twdrczej ale jednoczesnie krytycznej
interpretacji i oceny wynikdw oraz biegtoscig w pisaniu prac naukowych.

Stwierdzam, Zze przedstawiona rozprawa doktorska speinia formalne wymagania
stawiane rozprawom doktorskim przedstawione w Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie Wyzszym i Nauce, i wnosze do Rady Naukowej Instytutu
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie o dopuszczenie pani mgr Malgorzaty
Dabrowskiej-Gralak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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