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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Kamila Frackowiaka zatytulowanej ”Od
aminokwasow do bialka — badanie wplywu fotoutleniania aminokwasow na

modelowe bialko”

Chociaz $§wiatto jest niezbedne do zycia, od dawna zdawano sobie sprawe rowniez z
niekorzystnego dziatania na organizm ludzki fotonow, szczegdlnie z zakresu UV. Wystarczy w tym
miejscu wymieni¢ dobrze znane uszkodzenie DNA — fotodimer tymidyny — powstajace w wyniku
ekspozycji materiatu genetycznego na promieniowanie z zakresu UVB, docierajace w pewnej ilosci
na Ziemi¢. To niekorzystne dziatanie $wiatla mozna jednak wykorzysta¢, stosujac je do usuwania
zmian nowotworowych, w szczego6lnosci powierzchniowych. Wykorzystujemy tutaj tzw. terapie
fotodynamicznej (PDT), w ktorej miejscowo zogniskowana wigzka fotonéw moze w obecno$ci
fotouczulacza prowadzi¢ do $mierci komorkowej, a tym samy wyeliminowania zmutowanych
komorek. Praktycznie wykorzystywana terapia fotodynamiczna opiera si¢ na S$wietle
czerwonym/podczerwonym ze wzgledu na wysokg przepuszczalno$¢ skory dla tego typu
promieniowania. W tym zakresie widmowym wykorzystuje si¢ tzw. mechanizm typu Il terapii
fotodynamicznej tj. generowanie wysoce cytotoksycznego tlenu singletowego, powstajacego na
skutek transferu energii z elektronowo wzbudzonego fotosensybilizatora. Nalezy sobie jednak
uzmystowi¢, ze wigkszo$¢ guzoéw znajduje sie w stanie hipoksji, coO uniemozliwia wykorzystanie
mechanizmu Il. Kontynuujagc ta mys$l i biorgc pod uwage fakt, Zze zakres stosowanie terapii
fotodynamicznej ulegl znacznemu poszerzeniu poprzez uzycie S$wiattowodow, ktore moga
doprowadzi¢ fotony wzbudzajace fotosensybilizator do w zasadzie kazdego organu, mozna doj$¢ do
wniosku, ze dalszy rozwdj tej metody leczniczej powinien skupia¢ si¢ na stosowaniu terapii
fotodynamicznej w warunkach beztlenowych.

Powyzsze wprowadzenie pokazuje wiec, ze praca doktorska mgra Kamila Frackowiaka,
opisujgca sensybilizowane fotoutlenianie aminokwaséw aromatycznych w roztworze oraz w

wybranym biatku wpisuje si¢ doskonale w aktualny nurt badan nad waznym tak z poznawczego, jak
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i praktycznego punktu widzenia problemem. Doktorant wykonal badania w Zakladzie Chemii
Fizycznej i Fotochemii pod kierunkiem prof. Marciniaka jako promotora i dr Ignasiak-Kciuk jako
promotora pomocniczego. Pierwszym elementem koniecznym do odniesienia sukcesu na drodze do
uzyskania stopnia doktora wydaje si¢ wybor zespolu, w ktérym pdzniej prowadzi si¢ badania
naukowe. Niewatpliwie Doktorant dokonat niezwykle trafhego wyboru, decydujac si¢ na prace w
swiatowej klasy grupie naukowej, prowadzacej badania nad fotochemie, fotofizyka i chemig
radiacyjng waznych biologicznie zwiazkéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem reakcji
fotoindukowanych zwigzanych z przeniesieniem elektronu, atomu wodoru czy fotoizomeryzacj3.

Dysertacja, napisana w jezyku angielskim, przygotowana zostala w formie zwyczajowej.
Dokument liczy 200 stron, ktore obejmuja: strone tytutowa (w jezyku polskim i angielskim),
podzigkowania (w jezyku angielskim), streszczenie (w jezyku polskim i angielskim) — sumarycznie
12 stron, spis tresci (2 strony), wykaz stosowanych skrotow (2 strony), czesé literaturowa odnoszaca
si¢ do istoty podjetego tematu badan, bezposredniego i sensybilizowanego fotoutleniania z
uwzglednieniem mechanizméw fotosensybilizacji, stanu wiedzy dotyczacego dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) jako enzymu posiadajagcego w centrum aktywnym
aminokwasy aromatyczne, fotoindukowanego procesu utlenienia tahcuchow bocznych
aminokwasOw oraz szczegotow tego procesu w poszczegolnych aromatycznych aminokwasach (22,5
strony), cel pracy (0,5 strony), opis materialdéw i metod badan (19 stron), wyniki badan i dyskusje
(63), na ktorg sktadajg si¢ podrozdziaty dotyczace fotosensybilizowanego utlenianie tyrozyny,
tryptofanu, histydyny i fenyloalaniny w roztworze, a takze powstawania stabilnych produktow
fotoutleniania tych aminokwasow w modelowym biatku.

Rozprawe konczy rozdziat zatytutowany ,,Conclusions” (7 stron) oraz bibliografia (13 stron).
Do pracy dodano suplement (59 stron) zawierajagcy warunki rozdziatow gradientowych, widma
fragmentacyjne (MS/MS) stabilnych produktow fotoutleniania badanych aminokwasow oraz lizatow
bialka, jak rowniez widma i zaniki absorpcji przejsciowej, wykresy Sterna-Volmera, profile czasowe
dla indywiduow przejsciowych oraz krzywe kalibracyjne. Tekst zawierajgcy 178 odsylacze
literaturowe i 16 tabel zilustrowano przy pomocy 68 rysunkow. Uktad pracy nalezy do klasycznych
I nie budzi zastrzezen. Rysunki, jak zreszta cala praca, przygotowane sa na dobrym poziomie

technicznym. Autor nie ustrzegt si¢ przed kilkoma btgdami typograficznymi i niezreczno$ciami
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jezykowymi wplywajacymi na jasnoéé przekazu. Zeby nie by¢ gotostownym ponizej przytaczam dwa
przyktady tego typu usterek:

Strona 18: “In the various processes involved in maintaining homeostasis in living cell,
encompassing ROS or reactive nitrogen species (RNS) [9-12], along with more indirect forms of
oxidants, such as the excited triplet states of sensitizers”. Zdanie to wydaje si¢ niedokonczone. Autor
chciat prawdopodobnie wyrazi¢ nastgpujaca mysl: ,,In the various processes involved in maintaining
homeostasis in living cells, reactive oxygen species (ROS) or reactive nitrogen species (RNS) [9-12],
along with more indirect forms of oxidants such as the excited triplet states of sensitizers, play a
significant role”.

- Strona 24: “glyceralderhyde-3-phosphate” zamiast “glyceraldehyde-3-phosphate”.

Czgs¢ literaturowa doktoratu stanowi sekwencje rozdzialow przygotowujacych czytelnika
do lektury zasadniczego fragmentu dysertacji. Poza wprowadzeniem do tematyki pracy i rekapitulacji
podstawowej wiedzy na temat proceséw fotosensybilizowanych, Kandydat omoéwil wczesniejsze
badania dotyczace mechanizméw sensybilizowanych $wiatlem reakcji chemicznych w tancuchach
bocznych aminokwasow takich jak cysteina, cystyna, metionina, tyrozyna, tryptofan. histydyna czy
fenyloalanina oraz podsumowat stan wiedzy dotyczacy wybranych wtasciwosci biologicznych i
podatnosci na stres oksydacyjny dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.

Z kolei w czesci dyskusyjnej rozprawy mgr Frackowiak przedstawit wyniki badan wlasnych
nad fotosensybilizowanym utlenianiem aminokwaséw aromatycznych w roztworze oraz petniacych
role reszt w biatku GADPH. Stad konstrukcja cze$ci referatowej doktoratu doskonale konweniuje z
czescig zasadnicza rozprawy, utatwiajac czytelnikowi zrozumienie interpretacji skomplikowanych
procesoéw fotochemicznych badanych w ramach ocenianej pracy doktorskiej.

Czes¢ dyskusyjng dysertacji poprzedza rozdziat opisujacy zastosowane materialy 1
metodologi¢. Rozdziat ten, podobnie jak cze$¢ referatowa, dobrze odpowiada tresci fragmentu
zasadniczego pracy, pozwalajac sledzi¢ przeprowadzone rozumowania. Poza zrdédtami, z ktérych
pozyskano modelowe zwiazki, test na aktywno$¢ GADPH oraz inne odczynniki konieczne do
przeprowadzenia badan, Kandydat scharakteryzowal metody, gtownie spektroskopowe (HPLC,
LCMS, UV-vis) zastosowane do scharakteryzowanie trwatych produktow utlenienia aminokwasow,

jak 1 metode laserowej fotolizy btyskowej umozliwiajaca zbadanie mechanizmu
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fotosensybilizowanego utleniania badanych indywiduéw. Ta cz¢$¢ pracy wydaje si¢ nieco zbyt
rozbudowana w niektorych jej fragmentach. Na przyklad zamieszczenie zdjgcia pokazujacego
wysokosprawny chromatogram cieczowy (rysunek IL.5), a takze detaliczne omoéwienie dziatania
spektrometrii mas mija si¢ z celem, gdyz jest to dzisiaj wiedza powszechna.

W czg¢sci zasadniczej rozprawy Doktorant bada sensybilizowane 3-karboksybenzofenonem
(3CB) fotoutlenianie czterech aminokwasow, tyrozyny, tryptofanu, histydyny, fenyloalaniny, i ich
pochodnych w roztworze. Kazdy z podrozdzialow poswieconych tym indywiduom dzieli si¢ na dwie
czesci opisujace odpowiednio wyniki uzyskane przy pomocy fotolizy stacjonarnej i fotolizy
btyskowej. Zastosowanie spektrometrii mas do otrzymanych fotolitéw pozwala na identyfikacje
trwalych produktéw fotoutleniania, a wraz z pomiarami C€zasowo-rozdzielczymi umozliwia
zaproponowanie mechanizméw reakcji fotosensybilizowanych.

Wyniki opisane w cze$ci dyskusyjnej rozprawy zostaty opublikowane w tym roku w dwoch
czasopismach chemicznych: Free Radical Biology and Medicine oraz Journal of Photochemistry &
Photobiology, A: Chemistry. W obydwu pracach mgr Frackowiak petni role pierwszego wspotautora,
co podkresla Jego wiodacg role w realizacji badan. Ze wzgledu na zrecenzowanie na etapie
publikowania wynikow przedstawionych w dysertacji przez przynajmniej 4 recenzentow moja rola
sprowadza si¢ przede wszystkim do stwierdzenia zgodno$ci przedstawionej do oceny rozprawy z
wymogami ustawowymi. Poniewaz jednak recenzent musi by¢ odpowiednio krytyczny, pozwolg
sobie w tym miejscu na sformutowanie kilku pytan/komentarzy, ktoére nasunely mi si¢ w trakcie
czytania niniejszej rozprawy:

- We wstepie do pracy doktorskiej Kandydat stwierdza: ,,Raab's mentor, von Tappeiner, later
continued this discovery, leading to the development of the first form of photodynamic therapy in
1904” (str. 17), a w dalszej czeSci rozprawy pisze o typie | i 1l rekcji fotosensybilizowanych,
wyroznianych najczeSciej przy okazji rozwazan nad terapia fotodynamiczng. Podjecie
szczegbtowych probleméw sformutowanych przesz Kandydata sugeruje che¢ poszerzenie naszej
wiedzy w kontekscie metody PDT. Przy czym terapia fotodynamiczna ma najczg$ciej na celu
wyeliminowanie komorek zmienionych chorobowo (np. nowotworowych). Czy rzeczywiscie

sensybilizowane uszkodzenia biatek stanowi gtéwny mechanizm dziatania PDT?
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- Kandydat bada procesy fotoutleniania aminokwaséw aromatycznych i GADPH sensybilizowanych
3-karboksybenzofenonem w warunkach beztlenowych. Doktorant kilkukrotnie podkreslit, ze badania
fotoutleniania aminokwasow w warunkach beztlenowych sg w literaturze fachowe;j traktowane po
macoszemu (co, miedzy innymi, stato si¢ przyczynkiem do podjecia badan opisanych w doktoracie)
ze wzgledu na normoksj¢ panujacg w komorkach zywych. A zatem czy model badany w pracy
odpowiada jakiej§ rzeczywistej sytuacji w komorce? Czy 1 jakie moze by¢ znaczenie
przedstawionych badan dla fotobiologii?

- Na str. 20 Doktorant pisze: ,,The direct oxidation of proteins, peptides, and amino acids by UV light
is only significantly relevant if the light is absorbed by the protein (i.e. the wavelength is below 320
nm).”. Czy tego typu sytuacja, tzn. absorpcja §wiatta z zakresu UVB (280-320 nm) nie zdarza si¢ w
przypadku organizmow zywych?

Reasumujac stwierdzam, ze Doktorant w peini zrealizowal zamierzone cele badawcze.
Wymienione wyzej uwagi krytyczne/komentarze nie umniejszajg osiggni¢é Autora. Recenzent nie
ma watpliwosci, ze pracg napisata osoba znajaca doglebnie eksplorowany temat, biegle postugujaca
si¢ stacjonarng 1 impulsowa fotoliza laserowa oraz spektrometria mas. Dyskusja wynikéw
przeprowadzona zostala w sposdb dojrzaly. Pan Frackowiak wykazat si¢ umiejetnoscia krytycznej
oceny wiasnych rezultatow, jak rowniez sprawno$cig w formutowaniu uzasadnionych wnioskow.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zawiera istotne elementy nowosci
naukowej 1 spetnia wszystkie ustawowe oraz zwyczajowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim.
Dlatego wnosz¢ o dopuszczenie mgr Kamila Frackowiaka do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwagge wysokie walory naukowe dysertacji oraz fakt spetnienia przez
nig wszystkich wymogow okreslonych w regulaminie wyrdznienie rozpraw doktorskich obronionych

na Wydziale Chemii UAM, proponuje wyr6zni¢ niniejsza prace doktorska w stosowny sposob.

prof. dr hab. Janusz Rak
/-

(podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym)
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