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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Kamila Jakuba Frackowiaka
zatytutowanej From amino acids to protein - study of the effect of amino acid photo-
oxidation on the model protein (Od aminokwasow do biatka — badanie wptywu fotoutleniania

aminokwaséw na modelowe biatko).

Gléwnym celem pracy doktorskiej bylo zbadanie indukowanych §wiatlem procesow
beztlenowego utleniania aromatycznych reszt aminokwasowych w ukladach modelowych i
biatku: dehydrogenazie aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). W pomiarach stosowano
fotosensybilizator, 3-karboksybenzofenon (3CB), w stanie trypletowym. Laserowa fotoliza
blyskowa (LFP) umozliwila analiz¢ pierwotnych reakcji towarzyszacych wygaszaniu 3CB*
przez badane obiekty. Rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Zakladzie Chemii
Fizycznej i Fotochemii pod kierunkiem prof. Bronistawa Marciniaka i dr Marty Ignasiak-
Kciuk.

Doktorant na wstepie podkreslil, ze modyfikacje zachodzace w atmosferze beztlenowe;j
sa sporadycznie badane, co wynika z przekonania, ze zachodza one w matym stopniu w
organizmach zywych. Jednak tkanke nowotworowa, szczegolnie guzow litych, charakteryzuje
znaczgce niedotlenienie. Zbadanie proceséw elektronowych w tych warunkach jest wigc
istotne z punktu widzenia badania biologii nowotworéw i mozliwosci polepszenia
standardowych metod leczenia (chemioterapia i radioterapia), a w szczegdlnosci
fotodynamicznej terapii antynowotworowe;j.

W przypadku badanych uktadéw modelowych Doktorant zidentyfikowatl trzy grupy
zwigzkow: (1) kowalencyjne addukty 3CBH-aminokwas, (2) dimery aminokwas-aminokwas i
(3) produkty utworzone w procesach innych niz rekombinacja rodnikow powstatych po
transferze elektronu.

Do charakterystyki trwatych produktow Autor rozprawy zastosowat spektrometrie mas.

W ukladach modelowych wykazal, ze gtéwnymi produktami, ktére tworza si¢ I‘ r
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podczas fotoutleniania Tyr i Trp sg dimery w réznych formach izomerycznych (w zaleznosci
od struktury zwiazku modelowego). Doktorant stwierdzit, ze im bardziej zablokowana
struktura Tyr, czy Trp, tym wiecej izomerdw diTyr/diTrp jest tworzone.

W przypadku peptydow zawierajacych histydyne (His) i fenyloalaning (Phe),
fotoutlenianie prowadzi do utworzenia produktoéw-z trzeciej grupy, a mianowicie Im-CH2-
3CBH oraz benzyl-Phe /benzyl-3CBH. Autor postuluje, ze dla wygaszaczy zawierajacych
His, przeniesienie energii z sensybilizatora na N-koficowg pochodna His prowadzi do
homolitycznego rozpadu pochodnej do rodnika metylo-imidazolowego.

Innym produktem scharakteryzowanym w trzeciej grupie zwiazkdw byt zredukowany
Trp lub His (m/z -2 Da), co oznacza tworzenie wigzania podwdjnego C=C.

Wiedze zebrang w pomiarach fotoutleniania sensybilizowanych stanem trypletowym
zastosowano nastgpnie do wyjasnienia fotoutleniania biatka GAPDH w warunkach
beztlenowych.

Elektroforeza SDS-PAGE naswietlonego roztworu GAPDH potwierdzita tworzenie
czesci produktow zidentyfikowanych wezesniej w zwigzkach modelowych, takich jak 3CBH-
aminokwas. Aminokwasy zawierajace atomy siarki sg gléwnym celem uszkodzen GAPDH,
podczas gdy His i Tyr stanowig drugorzedny cel. Test aktywnosci wykazat, ze chociaz
GAPDH tworzy kompleks w stanie podstawowym z 3CB, nie wplywa to na aktywno$¢ bialka.
Indukowane swiatlem modyfikacje GAPDH dotycza aminokwaséw eksponowanych do fazy
wodnej. Modyfikacje te zmieniajg w malym stopni aktywnos$¢ biatka, aczkolwiek, gdy
GAPDH jest naswietlane przez ponad 5 minut, obserwuje si¢ tworzenie dimerow i
kowalencyjnych polimerdw.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy tylko pozornie niszowych zagadnien
poznawczych istotnych dla waskiego grona specjalistow. Wiedza zgromadzona w trakcie
realizacji pracy, a w szczegdlnosci precyzyjna identyfikacja produktéw utleniania
aminokwaséw, peptyddéw i bialek moze by¢ w przysztosci wykorzystana w praktyce. W
medycynie znana jest rola produktow utlenienia bialek w patomechanizmie i rozwoju choréb
o znacznym udziale stresu oksydacyjnego. Zaliczamy do nich tez takie, ktore majg charakter
przewlekly, np. niewydolno$¢ nerek, cukrzyca, miazdzyca, reumatoidalne zapalenie stawow
ale rowniez choroby nowotworowe.

Aktualnie prowadzone sa intensywne badania nad mozliwoscig zastosowania
identyfikacji specyficznych produktéw utleniania biatek i peptydéw jako wskaznika do
diagnozowania i monitorowania przebiegu wyzej wymienionych zaburzen. Liczne dane
literaturowe wskazuja, ze markery oksydacyjnego uszkodzenia bialek w niedalekiej

przyszlosci zostang uzyte do rutynowych badan diagnostycznych.
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Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy dwiescie stron. Podziclona jest na
sze$¢ rozdzialdw wliczajac Wstep oraz Spis cytowanej literatury, ktory obejmuje sto
siedemdziesigt osiem pozycji. W pracy zamieszczono kilkadziesiat starannie przygotowanych
rycin, schematow i tabel. Wykaz skrotéw zamieszczony na stronach 15-16 utatwia dalsze
czytanie rozprawy. Szkoda jedynie, Ze szesnascie pierwszych stron doktoratu nie jest
ponumerowane.

Wigkszo§¢ wynikéw opisanych w doktoracie zostala opublikowana w dwoéch
czasopismach o wysokim czynniku oddziatywania [1,2].

Mechanizm beztlenowego fotoutleniania His, ktéremu Autor poswiecil znaczng czgsé
pracy doktorskiej, w mojej opinii nie zostal w pelni wyjasniony. Réwniez bardzo ciekawa
publikacja [1], w ktérej doktorant jest pierwszym autorem, nie dostarcza dowoddéw na
shuszno$¢ zaproponowanego mechanizmu. Pragne tu jednak podkreslié, ze nie jest to krytyka
analizy przeprowadzonej przez doktoranta reakcji obserwowanych po wzbudzeniu CB w
obecnosci czasteczek His, ale cheé zwrdcenia uwagi na ztozonos¢ procesdéw towarzyszacych
reakcjom rodnikowym biegngcym z udziatem His.

Wiadomo z pomiaréw radiolizy impulsowej, ze kationorodnik His absorbuje $wiatio
w zakresie UV (maksimum 300 nm, molowy wspétezynnik absorbancji 1500 dm?® mol ! em
" [3], co sprawia ze identyfikacja His™ w pomiarach LFP moze by¢ praktycznie niemozliwa.

W doktoracie zaproponowano, ze beztlenowe fotoutlenianie His i jego pochodnych
moze zachodzi¢ dwiema alternatywnymi drogami.

W pierwszej S$ciezce reakcyjnej transfer energii od wzbudzonej czasteczki
sensybilizatora do czasteczki His generuje *His*, ktory ulega dalszej dysocjacji na dwa
rodniki wraz z rozszczepieniem wigzania Ca-Cp. Powstaly rodnik Im-CH>" reaguje z CBH’
dajac addukty.

Transfer elektronéw ze sprz¢zeniem protonowym (PCET) to drugi mozliwy kanat
reakcji. W jego wyniku powstajg stabilne produkty dimeryzacji dwéch rodnikow His® lub
addukty z reakcji His” z CBH" (wygenerowany pierwotnie w redukcji jednoelektronowe;j
uczulacza).

Analiza koficowych produktéw fotosensybilizowanego utleniania His 1 jej
pochodnych nie wyklucza zaproponowanego mechanizmu. Brak jest natomiast w zebranych
danych eksperymentalnych bezposredniego potwierdzenia udziatu stanu trypletowego His (i
jej pochodnych) w generowaniu produktéw koficowych. W mojej opinii pomiary
fosforescencji byly by tu bardzo przydatne. Pierwszym eksperymentem, ktory nalezalo by
przeprowadzi¢ jest rejestracja fosforescencji His zaré6wno w roztworze cieklym jak i w

matrycy niskotemperaturowej. Nie jest to zadanie proste. Wymaga uzycia
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ultra czystej matrycy (np. glikolu etylenowgo) a réwniez His musi by¢é pozbawiona
zanieczyszczen. Sam aminokwas pochlaniania §wiatlo w ultrafiolecie tam gdzie i wigkszos¢
substancji-zanieczyszczen pochtania z duza wydajnoscia swiatto ponizej 220 nm.

Natomiast $ledzenie wygaszania stanu trypletowgo *CB” z detekcja fosforescencji jest
Znacznie tatwiejsze. Przy odpowiednim doborze matrycy (pozwalajacym na uzycie duzych
stezen fortosensybilizatora i wygaszacza) zanik fosforescencji mozna by analizowaé¢ w
temperaturze 77 K. Taka analiza moglaby zweryfikowa¢ mechanizm reakcji zaprezentowany
na rysunku Figure. HIS 8. Nalezy tu by¢ jednak czujnym poniewaz w pomiarach
fosforescencji takze czyhaja putapki np. w postaci fluorescencji opdznione;.

Podczas recenzji pracy doktorskiej moja uwage zwrdcily pewne zagadnienia, ktore
mogg by¢ podstawg dyskusji w dniu obrony. Wymieniam je ponizej.

1. W pracy doktorskiej (Figure PHE.6) zaproponowano mechanizm fotoutleniania w
warunkach beztlenowych zwigzkow zawierajacych reszty fenyloalaniny sensybilizowane
stanem trypletowym 3CB”. Bazuje on na analizie produktéw koncowych fotolizy. Czy podjeto
probe rejestracji widma rodnika benzylowego w pomiarach laserowej fotolizy blyskowej?
Rodnik ten charakteryzuje si¢ specyficznym widmem absorpcyjnym z dwoma bardzo
waskimi intensywnymi pasmami absorpcyjnymi z maksymami przy dhugosci fali swiatta 307
i317.5 nm (9000 dm> mol! cm™) i powinien by¢ tatwo zidentyfikowany.

2. Na 62 stronie rozprawy znajduje si¢ zdanie “Large values of quenching rate
constants, close to the range of diffusion-controlled processes (10° M'-s), correspond
greatly with the current literature data, and are an indicator of kinetically controlled
process”. W mojej opinii stwierdzenie to jest zbyt daleko idacym. W pierwszej kolejno$ci
Doktorant powinien wyliczy¢ wartos¢ statej szybkosci kontrolowanej dyfuzyjnie z rownania
Smoluchowskiego. Dla zastosowanego sensybilizatora i wygaszaczy wartos$¢ statej szybkosci
jest bliska wartosci 7x10° M 57, Tego rzedu state (blizsze 10'° M! s7) wygaszania *CB"
przez aminokwasy zawierajace atom siarki byly wyliczone uprzednio z réwnania
Smoluchowskiego  [4]. Warto$ci  stalych  szybkosci wygaszania  wyznaczone
eksperymentalnie w toku realizacji doktoratu sg mniejsze od limitu dyfuzyjnego. Takie
reakcje w angielskiej terminologii nosza nazwe ,nearly diffusion controlled” [5]. Reakcje
»wolniejsze” od kontrolowanych dyfuzyjnie otwierajg mozliwo$é badania mechanizmu
reakcji, w szczegdlnosci tych zwigzanych z transferem elektronu. W recenzowanej pracy
doktorskiej brakuje omowienia generalnego schematu procesu wygaszania stanu
wzbudzonego elektronowego sensybilizatora. Prosze Doktoranta o kréotkie omodwienie
diagramu przy odwotaniu si¢ do wiedzy o fotoutlenieniu badanych aminokwasoéw czy biatka.

Jak zbadanie efektu solnego lub wplywu temperatury na efektywnosé
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wygaszania pomogloby uzyska¢ wigcej informacji o transferze elektronu? Czy zawsze reakcje
z udziatem dyfundujacych czasteczek maja miejsce w parze kontaktowej (promien reakcji
réwny sumie promieni reagentow)?

3. Prosze o skomentowanie duzych réznic w wartosci statych szybkosci dezaktywacji
3CB” przedstawionych na rysunkach Figure TYR.1, Figure TRP.1, Figure HIS.1 (tu
wartos¢ wyraznie odbiega od pozostatych), Figure PHE.1, Figure TYR.SI1, Figure
TYR.S12, Figure TRP.SI1.

4. Sadze, ze brakuje w tekscie doktoratu informacji o tym jak zmienia si¢ czas zaniku
absorbancji przejsciowej odpowiadajacej stanowi trypletowemu CB w funkcji stezenia
sensybilizatora. Rysunek (Fig. SI6) dostarczajacy tych danych dociekliwy czytelnik znajdzie
w suplemencie do publikacji, w ktoérej Doktorant jest wspotautorem [6]. Prosze doktoranta o
komentarz: dlaczego zaniki na wymienionych rysunkach byly normalizowane? Czy to ten
zabieg sprawil, ze sygnal linii podstawowej przyjmuje warto$¢ ujemna (np. Figure TYR.1
(a), Figure TYR.SI1, Figure TYR.SI2) lub zaniki absorbancji trypletu CB nic sg
zsynchronizowane (jitter: Figure HIS.SI2)?

| 5. Czy maty wzrost aktywnosci GADPH (Figure GAPDH.9) obserwowany po jednej
minucie naswietlenia kompleksu GADPH/CB miesci si¢ w bledzie metody pomiarowe;j?
Dane na rysunkach Figure.GAPDH.7 oraz Figure. GAPDH.8 pokazuja pewng anomali¢

modyfikacji reszt aminokwasowych GADPH réwniez po 1 minutowym naswietleniu.

7 obowiazku recenzenta musz¢ réwniez wymieni¢ znalezione w tekscie nieliczne
drobne uchybienia edytorskie i niefortunne sformutowania, ktére nie maja istotnego wplywu
na wysokg oceng rozprawy ze strony merytoryczne;j.

- w streszczeniu w jezyku angielskim i w streszczeniu w jezyku polskim pojawia sie skrét
LFP, ktory czesto w literaturze przypisany jest laserowej fotolizie btyskowej. W mojej opinii
w obu przypadkach brakuje informacji, ze btysk swiatla generuje laser. Naleze, ze wzgledu
na wiek, do nielicznej juz grupy eksperymentatoréw, ktorzy w pomiarach wykorzystywali
tylko $wiatlo wytadowczych lamp ksenonowych;

- strona 7; zamiast exposure time precyzyjne jest uzycie pojecia exposure time to light;

- strona 7; ,,a 5-minute irradiation” jest sformutowaniem prawidlowym aczkolwiek zwykle
odnosi sie¢ do poddania badanego obiektu dziataniu promieniowania jonizujacego. Okreslenie
exposure to light lub illumination (glownie swiattem widzialnym) jest bardziej prawidlowe.
To rozréznienie jest szczegélnie istotne gdy w danej pracy opisywane jest wykorzystanie

$wiatla i promieniowania jonizujacego;
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- strona 8; Pojawiajacy si¢ w pracy rysunek jako pierwszy nie posiada numeru;

- strona 11; jest zebramej wiedzy ze zwigzkéw modelowych lepiej: dotyczacej
fotosensybilizowanego utleniania zwiazkéw modelowych w warunkach beztlenowych do
analogicznego procesu dla wybranego biatka-GAPDH;

- w wykazie Abbreviations jest” Excited singlet state of 3-carboxybenzophenon powinno by¢
Excited singlet state of 3-carboxybenzophenone ta “literowka” powtarza si¢ trzykrotnie

Jest tu tez: photo-sensitizer powinno by¢ photosensitizer

- w tabeli .1 pominigto promieniowanie jonizujagce w uszkadzaniu aminokwasdw. (strona 19)
- na stronie 42 znajduje si¢ skrdot Y3AllSO1; ktory powinien by¢ zastapiony przez:

Y3Ali5012, réwniez na tej stronie widnieje nieprawidtowy skrét Nd:Yag (ostatni wiersz);

- na stronie 48 definicja I, powinna by¢ uzupetniona przez dodanie Intensity;

- na stronie 53 w réwnaniu (6) trudno odr6zni¢ symbol 1 (dtugo$¢ drogi optycznej) od cyfry
1.W publikacji [140] (ktérej jestem wspotautorem) nie zastosowano réwnania 6;

- na stronie 62 w opisie do rysunku Figure TYR.2 (a) brakuje informacji o stezeniu tyrozyny
i analogiczny btad jest w przypadku histydyny (Figure HIS.2 (@) na stronie 84;

- na rysunku Figure GAPDH.3 brakuje jednostki czasu (strona 110);

- w swojej pracy Doktorant nie zamiescit informacji o rodzaju uzytego buforu i jego
stezeniach w pomiarach LFP;

- W pracy zastosowano rozne znaki mnozenia. W kilku miejscach blednie uzyto przecinka

Jako separatora dziesigtnego np. Figure GAPD.SI43 , Figure GAPD.SI44 (strona 200). W
przypadku tych rysunkdw brak jest informacji dla jakiej dtugosci fali mierzono absorbancje.
- rysunek Figure GAPDH.1; Podpis pod rysunkiem: Absorbance spectra of GAPDH at given
concentration, 3CB at given concentration, 3CB after filtration, at final concentration, and
sum of absorbance spectra of 3CB and GAPDH nie dostarcza zbyt klarownej informacji.

- strona 109; Opis do rysunku Figure GAPDH.2 Absorbance spectra measured at different
concentrations of GAPH in the solution informuje o zaleznos$ci od stezenia GAPDH, a na
rysunku podano wartosci objgtosci! Rysunek nie jest opisany w tekscie a jedynie wymieniony.
- narysunku Figure HIS.8 w opisie osi Y jest kj a powinno byé kJ (strona 96)

- rysunek Figure TYR.2(h) uzyto symbolu ¥ w opisie, natomiast na rysunku = , podobnie
blednie zaznaczono symbole @ oraz A ;

- rysunek Figure HIS.2 (strona 84) oraz rysunek Figure HIS.S19(a) (strona 165); uzyto

symbolu - w opisie a na odpowiadajagcym mu rysunku jest inny symbol:
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Reasumujgc, rozprawa doktorska Pana mgra Kamila Frackowiaka zawiera oryginalne
i cenne wyniki zwigzane z badaniami dotyczacymi reakcji indukowanych $wiatlem z
udziatem aminokwaséw, peptydow i biatka (GAPDH). Doktorant umiejgtnie rozwigzywat
trudne zagadnienia przez zaplanowanie odpowiednich eksperymentéw 1 pdzniejsza
interpretacje otrzymanych wynikdw.

Dane eksperymentalne zawarte w niniejszej rozprawie i ich prawidtowa interpretacja
wpisuja si¢ w nurt badan podstawowych, stawiajacych sobie za cel poszerzenie
dotychczasowej wiedzy na temat fotoutlenienia aminokwaséw, peptydéw lub bialek.
Wszystkie cele badawcze, ktére zostaty sformutowane przez doktoranta zostaty zrealizowane.

Stwierdzam zatem z petnym przekonaniem, Zze recenzowana rozprawa doktorska Pana
mgr Kamila Frackowiaka spelnia wymogi prawne stawiane pracom doktorskim zgodnie z
art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki,
z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. nr 65, poz. 595) w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegdlowego trybu i warunkéw przeprowadzania
czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu
o nadanie tytulu profesora, z dnia 26. wrzesnia 2016 roku.

Wnosz¢ o przyjgcie pracy przez Rade Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu i dopuszczenie Pana magistra Frackowiaka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage bardzo wysoki poziom
merytoryczny rozprawy oraz spelnienie wymagan §2 Zarzadzenia nr 3/2021 Dziekana
Wydzialu Chemii UAM z dnia 21 czerwca 2021 roku w sprawie procedury wyrdzniania

rozpraw doktorskich wnioskuj¢ o jej wyréznienie (zalgcznik).

M A v NO/ 2 coake

Lista odnos$nikéw literaturowych zawartych w recenzji.

1. Influence of Blocking Groups on Photo-oxidation of Tyrosine and Derivatives, K. J.
Frackowiak, T. Pedzinski, K. Grzyb, M. Ignasiak-Kciuk, B. Marciniak, J. Photochem.
Photobiol. Chem. 458 (2025) 115988 IF 4.1
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2. Dual behavior of histidine during sensitized photo-oxidation of model compounds and
proteins, K.J. Frackowiak, M.T. Ignasiak-Kciuk, M. Grzechowiak, E. Fuentes-Lemus, L.M.
Gamon,T. Pedzinski, P.M. Higglund., M. Jaskolski , M.J. Davies, B. Marciniak

Free Radical Biology and Medicine, 224 (2024) 393-404 IF 7.1

3. Intramolecular electron transfer in the dipeptide, histidyltyrosine: A pulse radiolysis study,
C. Tanner, S. Navaratnam and B. J. Parsons; Free Radical Biology & Medicine, 24, (1998)
671-678.
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WNIOSEK O WYROZNIENIE ROZPRAWY DOKTORSKIE]
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan, Polska
Wydzial Chemii
Szkota Doktorska Nauk Scistych, nauki chemiczne
mgr Kamil Jakub Frackowiak

From amino acids to protein - study of the effect of amino acid photo-oxidation
on the model protein (Od aminokwaséw do biatka — badanie wplywu
Jotoutleniania aminokwaséw na modelowe biatko).

Zgodnie z zapisem §1 Zarzadzenia nr 3/2021 Dziekana Wydziatlu Chemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu przedstawiam uzasadnienie
mojego wniosku o wyréznienie pracy doktorskiej, co stanowi zatacznik do
mojej recenzji dostarczonej do Wiadz UAM.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana przez magistra Frackowiaka w
Zaktadzie Chemii Fizycznej i Fotochemii pod kierunkiem prof. dr. hab.
Bronistawa Marciniaka i dr Marty Teresy Ignasiak-Kciuk. Tematyka pracy
dotyczy indukowanych §wiatlem proceséw beztlenowego utleniania
aromatycznych reszt aminokwasowych w uktadach modelowych i biatku:
dehydrogenazie aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). Prace
charakteryzuje mnogos¢ bardzo dobrze wykorzystanych technik pomiarowych.
Do zbadania mechanizmu pierwotnych etapow fotoutlenienia badanych
obiektoéw Doktorant wykorzystat uktad do laserowej fotolizy btyskowej (LFP)
w domenie nano- i mikrosekundowej. Metoda LFP dokonat analizy produktow
przejsciowych utworzonych podczas wygaszania wzbudzonego stanu
trypletowego 3-karboksybenzofenonu przez zastosowane aminokwasy. W
kolejnym etapie prac okreslit wpltyw blokady grup funkcyjnych (aminowe;j,
karboksylowej lub obu) na powstate indywidua przej$ciowe. Analizujac rézne
reszty aminokwasowe w uktadach modelowych Doktorant
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wykazat, ze gléwnymi produktami tworzonymi podczas utleniania tyrozyny i
tryptofanu sa dimery. Dimery te w zalezno$ci od struktury peptydu
wyjsciowego moga wystepowac w réznych formach izomerowych. Odmienne
wyniki uzyskano dla zwiazkéw zawierajacych histydyne i fenyloalanine. Do
charakterystyki produktow trwatych fotolizy badanych roztwordéw zastosowat
spektrometri¢ mas. Elektroforeza SDS-PAGE dostarczyta mu informacji jak
czas na§wietlania wplywa na tworzenie dimerow i wyzszych agregatéw
GADPH. W trakcie realizacji projektu doktorskiego magister Frackowiak
dokonat testu Ellmana i analizy aminokwasow uzyskujac wglad w reaktywnosé
wybranych aminokwaséw wchodzacych w sktad GAPDH. Zbadat jak
fotoindukowane w obre¢bie bialka procesy przeniesienia elektronu modyfikuja
jego aktywnosé.

Doktoranta charakteryzuje duzy dorobek publikacyjny. Jest on wspotautorem
pigciu publikacji naukowych w renomowanych czasopismach z listy
filadelfijskiej. Laczny wspodtczynnik oddziatywania (impact factor) prac
wynosi 29,476. Cztery z omawianych publikacji ukazaly si¢ w latach 2023-
2024. Wart odnotowania jest fakt, ze jeden ze wspdtautoréw publikacji
powstalej na bazie wynikow zebranych w trakcie realizacji rozprawy jest
czotowym ekspertem w dziedzinie badania proceséw towarzyszgcych stresowi
utleniajacemu. Profesor Michael J. Davies jest wspotautorem 463 publikacji
cytowanych ponad trzydziesci siedem tysi¢cy razy. Index Hirsha jego prac
wynosi 93. W mojej ocenie jest to dowod na wazkos¢ tematyki badawczej
bedacej przedmiotem doktoratu.

Doktoranta cechuje wyjatkowa rzetelnos¢ badawcza, dobra redakcja pracy,
oraz wykraczajacy poza zwyczajowe normy zakres technik pomiarowych.
Pomimo mtodego stazu naukowego posiada on doglebng znajomos¢ tematyki
zwigzanej z fotochemig aminokwasow, peptydow i biatek.

Wiedza zgromadzona w trakcie realizacji pracy, a w szczegolnosci precyzyjna
identyfikacja produktéw utleniania aminokwasow, peptydow i biatek moze by¢
w przysztosci wykorzystana w diagnostyce chordb o znacznym udziale stresu
oksydacyjnego.

Z powyzej przedstawionych powodéw wnioskuje do Rady Naukowe;j
Dyscypliny o przyjecie mojego formalnego wniosku o wyrédznienie doktoratu
mgr Kamila Jakuba Frackowiaka ,,From amino acids to protein - study of the
effect of amino acid photo-oxidation on the model protein (Od aminokwasow

do biatka — badanie wplywu fotoutleniania aminokwaséw na modelowe

biatko)” .
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