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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Adama Osowskiego p.t. ,, Wybrane stilbeny,
katechiny i ksantyny jako zwiazki przechwytujace interkalatory DNA”

Duze zainteresowanie naturalnymi zwigzkami polifenolowymi i purynowymi wynika przede
wszystkim z wykazanych w wielu badaniach in vitro i in vivo ich wlasciwosci prozdrowotnych.
Dieta bogata w te zwiazki, a w szczegolnosci w zwiagzki polifenolowe zapobiega powstawaniu
szeregu chordb, m.in. chordb sercowo-naczyniowych, nowotwordow, cukrzycy, nadci$nienia
tetniczego, chordb neurodegeneracyjnych. Ich dziatanie wynika z silnych wlasciwosci
antyoksydacyjnych, stymulowania ekspresji i aktywacji wielu biatek np. sirtuin, oraz zapobieganiu
potranslacyjnym modyfikacjom biatek i modyfikacjom DNA itp.

Dzialanie wielu niskoczgsteczkowych zwiazkéw przeciwnowotworowych takich jak:
doksorubicyna, mitoksantron, polega na wigzaniu si¢ z DNA. Leki przeciwnowotworowe na og6t
nie dzialajg selektywnie | majg niepozadane uboczne dziatanie, gdyz uszkadzaja rowniez komorki
tkanek prawidlowych.

Udowodniono, ze wiele naturalnie wystepujacych zwiazkow fenolowych i purynowych
wigze si¢ z lekami przeciwnowotworowymi i w konsekwencji moze chroni¢ komoérki prawidtowe
przed cytotoksycznym i genotoksycznym dzialaniem tych lekéw. W tym aspekcie doktadne
poznanie mechanizméw oddziatywania naturalnych zwigzkow fenolowych i purynowych ma duze
znaczenie zaréwno poznawcze jak i praktyczne. W t¢ tematyke wpisuje si¢ rozprawa doktorska
mgr. Adama Osowskiego, ktory badat wigzanie rezweratrolu, kwercetyny oraz wybranych katechin
I ksantyn z dwoma interkalatormi DNA — oranzem akrydyny i mitoksantronem.

Praca zostala wykonana w Katedrze Fizyki i Biofizyki UWM — w bardzo dobrym osrodku
naukowym specjalizujgcym si¢ badaniach odzialywan biomolekut glownie metodami
spektrofotometrycznymi i spektrofluorymetrycznymi. Praca zostala zrealizowana pod kierunkiem
promotora prof. dr hab. Zbigniewa Wieczorka i promotora pomocniczego dr. hab. Mariusza
Szabelskiego.

Przedstawiona do oceny rozprawa sktada si¢ ze skromnej liczby dwdch opublikowanych

prac, ktore zostalty poprzedzone obszerniejszym ich omowieniem. Prace zostaty opublikowane w
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renomowanych czasopismach naukowych z listy JCR: Journal of Toxicology and Environmental
Health oraz Food Chemistry, ktorym przypisany jest stopien oddziatywania IF odpowiednio 2,243 i
4,052. Sumaryczny IF prac jest wigc stosunkowo wysoki i wynosi 6,295. Prace sg wieloautorskie.
Do przedstawionych dokumentéw dotaczono os$wiadczenia wspétautoréw o ich wkiladzie w
powstaniu publikacji. Chociaz nie jest to wymagane, to szkoda, ze w o$wiadczeniach nie okreslono
tego udziatu liczbowo (w procentach) co utatwitoby oszacowanie wktadu mgr. A. Osowskiego w
powstaniu prac. Jednakze w obu pracach Doktorant jest pierwszym autorem, mozna wigc
domniemywac, ze Jego udzial jest znaczacy.

Celem pracy doktorskiej mgr. Adama Osowskiego bylo okreslenie stopnia wigzania si¢
naturalnie wystepujacych pochodnych zwiazkéw fenolowych i pochodnych purynowych z dwoma
interkalatorami DNA: oranzem akrydyny i mitoksantronem. Cel pracy zostat dobrze sformutowany,
a odpowiednio dobrane metody, pozwolity na realizacj¢ postawionych zadan.

W przypadku oranzu akrydyny badano jego oddziatywanie z rezweratrolem, adenozyng oraz
ksantynami: kofeing, teofiling i teobroming (Journal of Toxicology and Environmental Health,
Part A, 2010; 73: 1141-1149). State asocjacji komplekséw okreslano na podstawie zmian w
widmach absorpcyjnych i fluorescencyjnych. Stale wyznaczone obiema metodami byly w
przyblizeniu takie same, co $wiadczy o poprawnym przeprowadzeniu doswiadczen. W pracy
wykazano, Ze stale asocjacji ksantyn z oranzem akrydyny sg stosunkowo niskie —ponad 100 i 2000
razy mniejsze niz state odpowiednio z rezweratrolem i chlorofiling. W konsekwencji dla zwigzania
50% tego interkalatora o stezeniu 1-10°M potrzebne jest 20-krotnie wicksze stezenie rezweratrolu i
az 3 do 4 rzedy wielkos$ci wigksze stezenie ksantyn. Tak wigc ksantyny posiadaja wzglednie niskie
wlasciwosci przechwytujace interkalatory DNA biorgc pod uwage, ze stata asocjacji oranzu
akrydyny z DNA jest okoto 3 rzedy wielkosci wigksza od stalej wigzania ksantyn z oranzem
akrydyny.

Mam dwie drobne uwagi do tej pracy. Trudno mi si¢ zgodzi¢ z twierdzeniem autoréw
pracy, ze zmiany widm absorpcyjnych oranzu akrydyny miareczkowane ksantynami nie byty
znaczace, skoro maksimum absorpcji przesuwato si¢ znaczgco w strone fal dluzszych, a widma
réznicowe z wyraznym punktem izobestycznym byty zmierzone z dobra doktadnoscia. Nie podano
interpretacji wzrostu nat¢zenia fluorescencji 1 gaszenia fluorescencji oranzu akrydyny
miareczkowanego odpowiednio ksantynami i rezweratrolem.

W drugiej pracy badano wiagzanie mitoksantronu z wybranymi naturalnie wystgpujacymi
flawonoidami: rezwratrolem, kwercetyna, kateching, galusanem epigallokatechiny oraz rutyng
(Food Chemistry, 2017, 227, 142-148). Ta grupa zwigzkow rozni od badanych w poprzedniej pracy
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wystepowaniem znacznej ilosci grup OH. Badanie wigzania tych polifenoli z mitoksantronem jest
bardzo wazne, gdyz mitoksantron stosowany jest w medycynie m.in. jako lek
przeciwnowotworowy oraz w leczeniu stwardnienia rozsianego. Lek ten wykazuje duza
cytotoksyczno$¢ 1 powoduje wiele niepozadanych efektéw. Cechuje go przede wszystkim duza
kardiotoksycznos$¢. Poszukuje si¢ wigc nowych preparatéw, ktére niwelowalyby ogolnotoksyczne
dziatanie mitoksantronu, wynikajace m.in. z generowania reaktywnych form tlenu powstajacych
podczas metabolizmu leku. Takimi zwigzkami mogg by¢ naturalnie wystepujace polifenole, ktore
mogg wigza¢ si¢ z lekiem i jednocze$nie posiadajg duze wilasciwosci antyoksydacyjne. Aby je
stosowac nalezy jednak doktadnie pozna¢ mechanizmy ich dziatania na poziomie molekularnym,
komorek i organizméw oraz ustali¢ bezpieczne dawki ich stosowania. W ten nurt waznych badan
wpisuje si¢ ww. dysertacja.

Praca jest bardzo starannie wykonana i opracowana, a metodyka prawidtowo dobrana.
Badane zwiazki obnizaty absorbancj¢ mitoksantronu i powodowaty przesuniecie maksimow widma
oraz gasity fluorescencj¢ mitoksantronu. Wartos$ci statej asocjacji wyznaczone na podstawie widm
absorpcyjnych i fluorymetrycznych sa w przyblizeniu takie same. Autorzy wykazali, ze sposrod
badanych polifenoli najwyzsza stala wigzania z mitoksantronem wykazuje kwercetyna
(1,4-10° M™), a najnizsza rezweratrol. Okreslili rowniez mechanizm gaszenia fluorescenciji
mitoksantronu oznaczajgc czasy zycia metodg czasowo rozdzielczej fluorymetrii. Na podstawie
wykonanych pomiarow wnioskowali, Zze proces tworzenia asocjatdéw rutyny i katechiny z
mitoksantronem przebiega w stanie podstawowym i odpowiada statycznemu procesowi gaszenia.
Natomiast gaszenie fluorescencji mitoksantronu przez kwercetyne, rezweratrol 1 epigallokatechine
zachodzi na drodze zaroéwno statycznej jak i dynamicznej. Proces wigzania zachodzi jednak
glownie w stanie podstawowym.

Chociaz stata rownowagi wigzania mitoksantronu z DNA jest ok 600 razy wyzsza niz stata
wigzania z kwercetyna, to przy odpowiednio wysokich stezeniach flawonol ten moze spetnia¢ role
dobrego ,,przechwytywacza” tego leku. W pracy poddano wiec analizie takze widmo fluorescencji
mitoksantronu (MT) w uktadzie trojsktadnikowym MT-DNA-kwercetyna. Dodanie kwercetyny do
roztworu DNA-MT powodowato dalsze gaszenie fluorescencji co wedtug autorow §wiadczyto o
tworzeniu si¢ niefluoryzujacych kompleksow typu MT-kwercetyna. Oznaczalo to, zdaniem
Autordéw, ze stala rownowagi przesuwa si¢ tak, iz cz¢$¢ czasteczek MT odiacza sig¢ od DNA wigzac
si¢ kwercetyng. Uwazam, ze taki wniosek nalezatoby poprze¢ dodatkowymi badaniami.
Zagadnienie to zostalo przebadane w bardzo ograniczonym zakresie, a rezultaty przedstawiono

jedynie w postaci trzech widm emisyjnych.



Mam jedno pytanie metodyczne do Doktoranta. Jak okreslano st¢zania badanych zwigzkoéw
potrzebne do zwigzania okreslonego utamka (np. 50%) mitoksantronu lub oranzu akrydyny? Nie
znalaztem tej informacji ani w publikacjach, ani w dotgczonym opracowaniu.

Uwazam, ze przedstawione do oceny prace sa cenne, majg jednak charakter badan
podstawowych. Ich aplikacyjne znaczenie jest niewielkie, gdyz badane zwigzki w komoérce moga
wigza¢ si¢ kompetycyjnie nie tylko z lekami, bedacymi interkalatorami DNA, ale rowniez bardzo
efektywnie z innymi czgsteczkami np. z wieloma biatkami, ktorych zawartos¢ komorce przewyzsza
znacznie zawarto§¢ DNA. Nalezaloby wigc przebadac¢ jak zachodzi wigzanie zwigzkow fenolowych
z interkalatorami w komorce, co oczywiscie nie jest proste do wykonania.

Sadze, ze rozszerzenie badan o metody kalorymetryczne i modelowanie narzedziami
bioinformatycznymi wniostoby wiele wartosciowych informacji dotyczacych badanych zagadnien.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze praca dotyczy bardzo aktualnej problematyki i
wnosi nowe, istotne informacje dotyczace oddziatywania naturalnie wystepujacych zwigzkoéw
fenolowych i1 purynowych z interkalatorami DNA. Doktorant postuguje si¢ w swojej pracy
nowoczesnymi technikami badan biofizycznych. Uwazam, ze wytyczony cel pracy zostal przez
Doktoranta osiagnigty.

Przedstawiona mi do oceny praca w postaci publikacji pod ogélnym tytutem. ,,Wybrane
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stilbeny, katechiny i ksantyny jako zwiqzki przechwytujgce interkalatory DNA” spetnia kryteria
stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882 ze zm.),

wnosze wiec 0 dopuszczenie mgr Adama Osowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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