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Wazna potencjalna rola jakg mogg odgrywacC zwigzki chemiczne zwigkszajgce
wrazliwos¢ komorek nowotworowych na dziatanie promieniowania jonizujgcego w
radioterapii chorob nowotworowych (tzw. radiosensybilizatory) nie budzi juz w chwili
obecnej powazniejszych watpliwosci. Zwigzki te mozna w zasadzie podzieli¢ na dwie
grupy: tzw. mimetyki tlenu, ktére nasladujg dziatanie tlenu w warunkach niedotlenienia, i
do ktérych nalezg m.in. nitroimidazole. Nitroimidazole byty szeroko badane jako radio-
sensybilizatory komorek niedotlenionych, ale niestety ich skutecznos¢ kliniczna byta
zwykle ograniczona przez toksycznos¢. Z kolei do drugiej grupy nalezg zmodyfikowane
nukleozydy, ktére wykorzystujgc szybki metabolizm komodrek nowotworowych tatwo
ulegajg wbudowaniu sie do ich materiatu genetycznego. W tym miejscu nalezy podkresilic,
ze Profesor Janusz Rak (promotor niniejszej rozprawy) oraz jego grupa badawcza sg
Swiatowymi liderami, zarébwno w badaniach eksperymentalnych jak i bezposrednio
zwigzanymi z nimi obliczeniami teoretycznymi, ktore dotyczg reakcji odpowiedzialnych za
uszkodzenia DNA znakowanym elektrofilowymi zasadami nukleinowymi i inicjowanych
zarowno swiattem jak i promieniowaniem jonizujgcym. O wysokim poziomie tych badan
Swiadczg liczne cytowania ich oryginalnych prac jak i wspotpraca z czotowymi osrodkami
naukowymi zajmujgcymi sie podobnymi zagadnieniami.

Dalszy rozwdj wiedzy zwigzanej z tymi zagadnieniami wymaga kompleksowego
spojrzenia nie tylko od strony wyboru zmodyfikowanych zasad azotowych i ich
nukleozydow silniejszych pod wzgledem cech uwrazliwiajgcych na uszkodzenia
iniciowane zaroéwno fotochemicznie i radiacyjnie, co wigze sie¢ z koniecznos$cig
prowadzenia dalszych badan dotyczgcych lepszego zrozumienia mechanizmdéw reakciji
prowadzgcych do ich uszkodzen, ale réwniez pod katem tatwosci ich fosforylacji w
komorce i zaakceptowania przez ludzkie polimerazy podczas biosyntezy DNA. Stanowi
to powazne wyzwanie nie tylko dla chemikow zajmujgcych sie syntezg organiczna,
fotochemikéw oraz chemikéw radiacyjnych, ale rowniez dla biochemikéw, biologow i
medykow zajmujgcych sie w/w zagadnieniami.

Ogdlna ocena rozprawy. W te trudne do zaprzeczenia fakty bardzo dobrze wpisuje
sie rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Datta, kt6ra zostata wykonana w Pracowni
Sensybilizatoréw Biologicznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdarnskiego pod
kierunkiem prof. dr. hab. Janusza Raka oraz przy istotnej pomocy dr Magdaleny
Zdrowowicz-Zamojé, petnigcej role promotora pomocniczego. Zakres rozprawy wigze sie



Scisle z tematykg badan, ktére byly przedmiotem wczesniejszych zainteresowan grupy
badawczej kierowanej od wielu lat przez Profesora Janusza Raka, w ktérej doktorantka
przygotowata swojg rozprawe, a ogolnie zwigzanych z poznaniem mechanizmow
uszkodzen DNA znakowanym elektrofilowymi zasadami nukleinowymi indukowanych
promieniowaniem jonizujgcym. Badania byly realizowane w ramach 2 projektow
badawczych Badania Miodych Naukowcéw (BMN) oraz 1 projektu Ugrants-start4 w
ramach Inicjatywy Doskonatosci Uczelnia Badawcza (IDUB), ktérych doktorantka byta
kierownikiem. Rozprawa mgr inz. Magdaleny Datta stanowi bardzo udang kontynuacje
w/w tematyki i dostarcza nowych informacji zwigzanych z w/w zagadnieniami.
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest oparta na zbiorze trzech (3)
zwigzanych tematycznie oryginalnych publikacji naukowych:

Publikacja #1: M. Datta, A. Szczyrba, M. Zdrowowicz-Zamoj¢, D. Wyrzykowski, O.
Ciupak, S. Demkowicz, F. Izadi, S. Denifl, J. Rak Surprising Radiolytic Stability of 8-
Thiomethyladenine in an Aqueous Solution Journal of Physical Chemistry B 2024,
128, 3621-3628 (IF = 2.9)

Publikacja #2: M. Datta, A. Szczyrba, A. Czaja, M. Zdrowowicz, S. Demkowicz, J.
Rak Substituted benzylamino-2-deoxyadenosine a modified nucleoside with
radiosensitizing properties Scientific Reports 2025, 15, 17535 (IF = 3.9)

Publikacja #3 M. Datta, A. Szczyrba, P. Nowak, M. Zdrowowicz, M. Rychtowski, S.
S. Demkowicz, A. Sikorski, J. Rak 8-(4-Trifluoromethylthio)benzylamino-2’-
deoxyadenosine: a purine nucleoside as a potential radiosensitizer European
Journal of Medicinal Chemistry 2025, 299, 118094 (IF = 5.9)

i poprzedzajgcym je liczgcym 63 strony autoreferacie, w ktébrym omowiono najwazniejsze
wyniki badawcze uzyskane przed doktorantke, ktére zostaly przedstawione w w/w
publikacjach oraz dane nieopublikowane z wykonanych przez doktorantke badan. Taka
forma przygotowania rozprawy doktorskiej jest zgodna z art. 187 pkt. 2 Prawo o
szkolnictwie wyzszym. Po zatgczonych publikacjach dotgczone sg oswiadczenia
wspotautoréw dotyczgce ich wktadu merytorycznego w w/w publikacje, na podstawie
ktérych i fakcie, ze we wszystkich publikacjach doktorantka byta pierwszym autorem,
mozna stwierdzi¢, ze wyniki uzyskane przez doktorantke w trakcie realizacji rozprawy
stanowity istotny wktad zaréwno w ich zawarto$¢ jak i jakoS¢ merytoryczna.

Tematyka rozprawy, ktora ma bez watpienia charakter interdyscyplinarny, jest
bardzo aktualna, nowoczesna, o duzym aspekcie poznawczym ale réwniez istotna z
punktu widzenia potencjalnych zastosowan farmakologicznych zmodyfikowanych
nukleozydoéw w radioterapii choréb nowotworowych. Fakt, ten znalazt juz potwierdzenie
w trzech w/w artykutach, ktérych zawartos¢ merytoryczna stanowi istotne fragmenty
rozprawy oraz w dwoch zgtoszeniach patentowych, ktére dotyczg syntezy dwoch
zwigzkow wykorzystanych w realizacji rozprawy i ktdore mogg znalez¢ potencjalne
zastosowanie jako radiosensybilizatory.

W realizacji postawionych celow rozprawy mgr inz. Magdalena Datta wykorzystata
réznorodne techniki analityczne, i tak w czesci zwigzanej z syntezg i identyfikacjg
otrzymanych pochodnych purynowych: chromatografie typu ,flash”, preparatywng
wysokosprawng chromatografie cieczowg (prep-HPLC), wysokosprawng chromatografie
cieczowg (HPLC), spektroskopie magnetycznego rezonansu jgdrowego ('H NMR),
wysokorozdzielczg spektrometric mas (HRMS), a w czesSci zwigzanej z radiolizg



roztworéw pochodnych purynowych wykorzystujgcych radiolize stacjonarng z uzyciem
promieniowania rentgenowskiego: wysokosprawng chromatografie cieczowg sprzezong
ze spektrometrig masowg (LC-MS). Z kolei w czesci zwigzanej z badaniami in vitro
pochodnych purynowych, doktorantka wykonata réwniez badania cytotoksycznosci z
wykorzystaniem testu MTT oraz analize klonogenicznosci wykorzystujgc test klonogenny
umozliwiajgcy ocene uwrazliwienia komérek na promieniowanie jonizujgce na poziomie
komérkowym. Inne wazne pomiary to: analiza fosforylacji histonu H2A.X wykorzystujgc
cytometrie przeptywowg oraz analize immunofluorescencyjng, co pozwala na okreslenie
stopnia uszkodzenia DNA. Swiadczy to o wszechstronnym i bardzo dobrym
przygotowaniu doktorantki od strony eksperymentalnej i jednoczesnie o jej dobrym
rozeznaniu w mozliwosciach poszczegolnych technik eksperymentalnych, co z duzym
powodzeniem wykorzystata w swoich badaniach.

Szczegoétowa ocena rozprawy. Rozprawe otwiera sekcja ,Wykaz stosowanych
skrétow”, ktéry jest bardzo pomocny podczas czytania rozprawy, bo bardzo szybko
wyjasnia znaczenie poszczegolnych skrotow uzywanych przez doktorantke w
autoreferacie oraz streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim.

Merytoryczng czes¢ autoreferatu otwiera ,L.Wstep”, w ktorym mgr inz. Magdalena
Datta definiuje termin ,radioterapia” i wprowadza czytelnika bardzo krotko w jej podstawy
i zwigzane z nig mechanizmy oddziatywania promieniowania jonizujgcego na komorki
nowotworowe, w szczegodlnosci w warunkach hipoksji. Ze zrozumiatych wzgledow
doktorantka skupita sie na jednej z metod stosowanych w radioterapii a mianowicie
wykorzystania radiosensybilizatorow opartych na zmodyfikowanych zasadach
nukleinowych i ich nukleozydach, w ktoérych rozwdj bardzo duzy wkitad wniosty, jak
wspomniatem juz wczesniej, badania zespotu badawczego kierowanego przez prof.
Raka.

Mam kilka uwag krytycznych co do niektorych fragmentow tego rozdziatu: (i)
Fragment nad Rys.1 (str.12): ,Korpuskularne promieniowania jonizujgce (np. wigzka
czgstek a lub neutronéw).... w wyniku czego dochodzi do jonizacji czgsteczek takich jak
DNA”. Neutrony nie powodujg bezposrednio jonizacji atoméw osrodka (nie sg wiec
promieniowaniem jonizujgcym!!!), poniewaz oddziatywujg one bezposrednio z jgdrami
atomow osrodka w wyniku zderzenh sprezystych i niesprezystych, wychwyt przez jgdro
atomowe i reakcje jgdrowe. W zaleznosci od typu oddziatywania emitowane sg albo fotony
v albo protony lub czgstki a, ktére w efekcie koncowym mogag dopiero prowadzi¢ do
jonizacji atomoéw osrodka. (ii) Fragment na str. 12: ... wytwarzaniu reaktywnych
indywiduéw - wolnych rodnikéw, pochodzgcych z procesu jonizacji Ilub radiolizy
czgsteczek wody...” Jonizacja wody jest pierwszym etapem radiolizy wody (tzw. etap
fizyczny), a dopiero potem w wyniku reakcji wtérnych powstajg rodniki, jonorodniki i
produkty trwate (tzw. etap chemiczny). (iii) Uwaga co do tresci zdania na str.12/13
autoreferatu:  ,Radioliza wody  skutkuje powstaniem szeregu reaktywnych
produktow...... oraz reaktywnych form tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species) ....”,
reaktywne formy tlenu (RFT) jest terminem dos¢ szerokim, z tego powodu, stwierdzenie,
ze radioliza wody prowadzi do ich powstania jest nie do kohca prawdziwe. Radioliza
czystej wody w warunkach anaerobowych prowadzi jedynie do powstania rodnika
hydroksylowego (*OH) i nadtlenku wodoru (H202), ktére sg zaliczane do RFT, a w
warunkach aerobowych dodatkowo do anionorodnika ponadtlenkowego (Oz2°*"). (iv) poza



omowieniem roli radiosensybilizatorow w leczeniu onkologicznym mogta doktorantka
chociaz krotko wspomniec o istnieniu innej bardzo obiecujgcej metody jakg jest radiote-
rapia FLASH, w ktérej stosowane sg z kolei bardzo wysokie moce dawek promieniowania,
co najmniej 100 razy wieksze w pordwnaniu z radioterapig konwencjonalng, (v) z kolei,
podsumowujgc podrozdziat 5.Modyfikowane nukleozydy jako potencjalne radiouczulacze
uwazam, ze zabrakto w tym miejscu troche gltebszego omowienia reakcji przytgczenia e aq
do zmodyfikowanych zasad purynowych oraz ich nukleozydéw biorgc pod uwage jej
wieloaspektowy charakter, co jest scisle powigzane z uszkodzeniami DNA. Przyktadowo,
dysocjacyjne przytgczanie elektronu do 8-Br-dA i 8-Br-dG prowadzace do Br i Pu*
skutkuje dwoma réznymi typami rodnika w pozycji C8 (typu-c dla 8-Br-dA) i
zdelokalizowany typu = dla 8-Br-dG), a sama reakcja moze przebiega¢ w zaleznosci od
podstawnikéw wedtug 3 mechanizméw: (i) dysocjacyjne przytgczenie elektronu (DEA), (ii)
sekwencyjne przeniesienie elektronu-przeniesienie protonu (ET-PT) i (iii) skoordynowane
przeniesienie elektronu i protonu (EPT). Wiele tego typu informacji jest zawarte w
publikacjach, ktére wymienitem na koncu omawiania rozdziatu /I.Cele pracy, ale rowniez
w publikacjach cytowanych przez doktorantke. Pozwolitoby to czytelnikowi jeszcze lepigj
wyrobic sobie opinie jaki jest ,state of the art” zwigzany z tymi zagadnieniami i w zwigzku
z tym o trafnosci podjetych przez doktorantke badan.

Kolejny rozdziat ,Ill.Cele pracy’ precyzuje gtowny cel badawczy rozprawy jaki
chciata zrealizowa¢ doktorantka, a mianowicie zaprojektowanie, synteza oraz
kompleksowe zbadanie witasciwosci nowych pochodnych zasad purynowych jako
potencjalnych radiosensybilizatoréw uwrazliwiajgcych komérki nowotworowe na dziatanie
promieniowania jonizujgcego. Do realizacji tego celu doktorantka postawita przed sobg
trzy zasadnicze zadania badawcze: (i) synteze dwoch wybranych pochodnych adeniny i
trzech wybranych pochodnych 2’-deoksyadenozyny, (ii) zbadanie ich mozliwosci na
degradacje indukowang elektronem uwodnionym (eaq) W warunkach radiolizy
stacjonarnej w oparciu o produkty ich radiolizy w roztworach wodnych, (iii) weryfikacje
witasciwosci radiosensybilizujgcych otrzymanych pochodnych 2’-deoksyadenozyny na
promieniowanie jonizujgce wzgledem dwdch linii komorek nowotworowych, nowotworu
prostaty (PC3) i nowotworu piersi (MCF-7). Dobo6r zwigzkéw do badan przez doktorantke
nie byt przypadkowy. Jak sama stwierdza, w literaturze opisano tylko nieliczne przyktady
pochodnych zasad purynowych, gtdwnie analogow halogenowych 2’-deoksyadenozyny,
w aspekcie zastosowania ich w radioterapii, a ponadto wczesniejsze obliczenia
kwantowo-mechaniczne zmodyfikowanych zasad purynowych (wykonanych w grupie
prof. Raka) wyraznie wskazywaty na obiecujgce wiasciwosci tych zwigzkéw w aspekcie
dysocjacyjnego charakteru przytgczenia e aq. W tym miejscu, doktorantka cytuje tylko 3
odnosniki literaturowe [44,49.50] i odnoszgce sie tylko do wczesniejszych prac
teoretycznych grupy prof. Raka. Z kolei zupetnie pomija odniesienie sie do prac
zwigzanych z badaniami eksperymentalnymi halogenowych analogéw zasad purynowych
(gtownie bromowych), z ktérych cze$¢ zostata wykonana rowniez w grupie prof. Raka a
czes¢ przez inne grupy badawcze. Co prawda, niektére z nich znalazty sie w odnosnikach
literaturowych publikacji #1 — #3, ale wedtug mnie zabrakfo w obu przypadkach kilka
waznych odnosnikéw: Chatgilialoglu C. et al. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 3839-3848,
Chem. Eur. J. 2004, 10, 1249-1255, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 13796-13805, loele,
M. et al. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 1900-1907, Kaloudis P. et al. J. Phys. Chem. B



2008, 112, 5209-5217, ktoére poza wynikami eksperymentalnymi zawierajg réwniez
zwigzane z nimi obliczenia teoretyczne.

Kolejny rozdziat ,/ll. Badania wiasne” wraz z rozdziatami ,,/V.Podsumowanie’ i ,VII.
Kopie publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej’ stanowig najwazniejszg
cze$¢ rozprawy, w ktorych sg przedstawione uzyskane przez doktorantke wyniki
doswiadczalne oraz ich dyskusja odpowiadajgca poszczegolnym zadaniom badawczym
rozprawy, ich podsumowanie oraz $cisle z nimi zwigzany rozdziat ,VIll.Oswiadczenia
wspofautorow publikacji’ informujgce o ich wktadzie w w/w publikacje potwierdzajgce
znaczenie badan wykonanych samodzielnie przez doktorantke.

Doktorantka rozpoczeta realizacje tej czesci rozprawy od syntezy dwoch
pochodnych adeniny; 8-metylotioadeniny (ASCH?3) i 8-trifluorometylotioadeniny (ASCF3)
wykorzystujgc najczesciej wykorzystywang metode funkcjonalizacji pozycji C8 pierscienia
purynowego przez bromowanie. Schematy syntez obu tych zwigzkéw zostaty
zamieszczone na Rys.3 (autoreferat) a dla pochodnej ASCHs na Rys.1 (publikacja #1), a
ich identyfikacja zostata potwierdzona widmami '"H NMR i HRMS (Rys.4 (autoreferat) a
dla pochodnej ASCHs na Rys.S3 i S4 (Sl dla publikacji #1).

Otrzymane zwigzki doktorantka poddata nastepnie radiolizie stacjonarnej, gtéwnie w
roztworach wodnych. Dobrane parametry roztworéw napromieniowanych (stezenie
ASCH3/ASCF3, stezenie t-BuOH, stezenie buforu fosforanowego, srodowisko
anaerobowe oraz pH roztworu) byty dobrane prawidtowo, bo zapewnity ze generowane
radiacyjnie elektrony uwodnione blisko w 100% reagowaty z obiema pochodnymi adeniny,
a generowane radiacyjnie rodniki *OH byly blisko w 100% zmiatane przez t-BuOH.
Wybrane dos¢ wysokie stezenie buforu fosforanowego, nie miato wptywu na wydajnosc
elektronéw uwodnionych ze wzgledu na dosc niskie state szybkosci ich reakcji z obiema
formami jonéw: H2PO4?~ i HPO4~. Mam tylko 4 uwagi: (i) dlaczego podano stezenie
generowanych eaq réwne 2 x 107 M przez zdeponowang w roztworze dawke 1 Gy
(str.27), z odnosnikiem do ref [55]; skoro w oparciu o ich wydajnos¢ chemoradiacyjng
(0.28 uM J', taka warto$¢ jest podana w publikacji #1) i definicje 1 Gy (1J kg™) jest ono
rowne 2.8 x 107 M?, (ii) dlaczego podane dawki réznig sie miedzy sobg w autoreferacie
(500 Gy) i publikacji #1 (300Gy)?, (iii) czy przeptukiwanie roztworu argonem przez 3
minuty byto wystarczajgce do usuniecia z niego tlenu?, (iv) dlaczego doktorantka ani w
autoreferacie ani w publikacji #1 nie podata informacji jakim dozymetrem postugiwata sie
przy pomiarze dawki zaabsorbowanej przez badane przez nig uktady?

Podczas czytania tego fragmentu autoreferatu (str.27 — 30) i publikacji #1 nasunety
mi sie nastepujgce uwagi i komentarze: (i) bardzo ciekawg obserwacjg jest brak
produktéw degradacji ASCHs*~ w roztworach wodnych, pomimo faktu, ze obliczenia
kwantowo-mechaniczne metodg MPW1K/6-31++G(d,p)/PCM przeprowadzone przez
jednego ze wspdtautorow publikacji #1 wskazywaty, ze sam proces dysocjacyjnego
przytgczenia elektronu (DEA) do ASCHs (od substratéw do jego produktdéw jest
termodynamicznie korzystny, a sam proces dysocjacji powinien przebiega¢ z niskg
barierg energetyczng dysocjacji. Aby wyjasni¢ ten fakt doktorantka postawita w
autoreferacie (str.28) roboczg hipoteze, ze protonowanie pierwotnie utworzonego
anionorodnika ASCH3*~ skutecznie hamuje jego dysocjacje, nie wspominajgc 0 miejscu
protonowania w ASCHs*". Z kolei, w publikacji #1 wyjasnienie jest nieco inne i duzo
bardziej ztozone: w oparciu o pomiary potencjometryczne stwierdzono, ze ASCH3 w
warunkach eksperymentalnych jest juz protonowany na atomie azotu N1 ASCH3s(H*n1) i



przytgczenie elektronu prowadzi do neutralnego rodnika i podobnie protonowanym na
atomie azotu N1 ASCHs(H*n1)*. W oparciu o obliczenia kwantowo-mechaniczne, rodnik
ten ulega tautomeryzacji do rodnika ale tym razem protonowanym na weglu C8
ASCHs(H*cs)*. Obliczona wysoka bariera dysocjacji wigzania S-CHz w tym ostatnim
rodniku (53.7 kcal mol~') catkowicie uniemozliwia jego dysocjacje w temperaturze w ktorej
byt prowadzony eksperyment. Prosze doktorantke podczas obrony o odniesienie sie
do tego komentarza. Bardzo dobrym posunieciem doktorantki byto przeprowadzenie
radiolizy stacjonarnej tego zwigzku w roztworze acetonitrylu, w ktérym zaobserwowano
produkty zwigzane z degradacjg ASCHs. W tym aprotycznym rozpuszczalniku nie ma
mozliwosci ani na protonacje powstatego ASCH3s*~ w wyniku DEA, ani protonacji ASCHs
w stanie podstawowym. (ii) trudno mi oceni¢ znaczenie badan drugiej pochodnej adeniny
ASCF3 opierajgc sie tylko na autoreferacie, poza tylko stwierdzeniem faktu, ze w
przeciwienstwie do pochodnej ASCHs, radioliza tego zwigzku w roztworach wodnych
prowadzi do fragmentacji czgsteczki w wyniku procesu DEA. Potwierdzajg, to zaréwno
wyniki analizy HPLC wodnych roztworéw ASCF3 wykonane przed i po radiolizie
stacjonarnej (Rys. 8) oraz widma MS produktéw radiolizy (Rys. 9). Szkoda, ze doktorantka
poszczegolne $ciezki reakcyjne prowadzgce do poszczegolnych produktow podata w
formie opisowej, a nie w postaci schematu ziozonego z szeregu rownan reakcji
chemicznych. Niestety nie sg znane wyniki pomiaréw potencjometrycznych i nie jest
wiadomo w jakiej formie jesli chodzi o protonowanie, wystepuje w warunkach
eksperymentalnych czgsteczka ASCFs. Jesli przyjg¢ wyjasnienia dla pochodnej ASCHs,
pKa réwnowagi K= [H*] [ASCF3s] / [ASCF3(H")] powinno by¢é znacznie przesuniete w
kierunku nizszych pH. Prosze doktorantke podczas obrony o odniesienie sie rowniez
do tego komentarza.

Doktorantka kontynuowata realizacje rozprawy od syntezy trzech wybranych
pochodnych 2’-deoksyadenozyny; 8-(4-trifluorometoksy)benzyloamino-2’-deoksy-
adenozyny (dA-NHbenzylOCF3), 8-(4-trifluorometylotio)benzyloamino-2’-deoksy-
adenozyny (dA-NHbenzyISCF3) i 8-(4-trifluorometylo)benzyloamino-2’-deoksyadenozyny
(dA-NHbenzyICF3) wykorzystujgc metode opisang w ref [53] opartg na reakcji 8-bromo-
2’-deoksyadenozyny z odpowiednia aming prowadzgcg do 2’-deoksyadenozyny
podstawionej w pozycji C8 pierscienia purynowego. Schematy syntez wszystkich trzech
zwigzkéw wraz z ich identyfikacjg potwierdzong widmami 'H NMR i HRMS zostaty
zamieszczone w autoreferacie odpowiednio na Rys.5 i Rys.6.; jednoczesnie schemat
syntez wraz z ich identyfikacjg potwierdzong widmami 'H NMR, '3C NMR i HRMS zostaty
odpowiednio przedstawione dla (dA-NHbenzylOCF3) na Rys.2 (publikacja #2) i na Rys.
S2 — S4 (Sl dla publikacji #2), a dla (dA-NHbenzylSCF3) na Rys. 1 (publikacja #3)i na Rys,
S1-—S3 (Sl dla publikacji #3). Otrzymane zwigzki doktorantka poddata nastepnie radiolizie
stacjonarnej w roztworach wodnych zachowujgc te same warunki eksperymentu jak w
przypadku pochodnych adeniny i réwniez do tego fragmentu badan odnosi sie moja
poprzednia uwaga zwigzana z brakiem informacji o stosowanym przez doktorantke
dozymetrze.

Podczas czytania tego fragmentu autoreferatu (str.30 — 36) i publikacji #2 i #3 mam
nastepujgce uwagi i komentarze: (i) wazng obserwacjg jest fakt, ze wszystkie badane
pochodne 2’-deoksyadenozyny ulegajg degradacji w roztworach wodnych prowadzgcej
do powstania w zaleznosci od pochodnej réznych i réznej ilosci produktow: dla dA-
NHbenzylOCF3 dwodch produktow: 8-amino-2’-deoksyadenozyny i 4-trifluorometoksy-



toluenu, dla dA-NHbenzylSCF3 czterech produktéw: 8-amino-2’-deoksyadenozyny, dA-
NHbenzylSCFs—HF, dA-NHbenzylSCFs—OHF, dA-NHbenzylS-SbenzyINH-dA, i dla dA-
NHbenzylCF3 dwdch produktow. W tym wypadku, nie jest dla mnie do korca jasny zapis
struktury pierwszego produktu [dA-NHbenzylCFs-F] + H + t-BuOH, ktory pdzniej jest
zdefiniowany jako kompleks dA-NHbenzylCF2H z t-BuOH (str. 34). Podobnie nie jest do
konca dla mnie zrozumiaty mechanizm tworzenia drugiego produktu [dA-NHbenzyICF3-
CF3H]-HCOOH poprzez oderwanie grupy CFs i atomu H od anionorodnika (str. 35).
Prosze doktorantke podczas obrony o wyjasnienie struktury pierwszego produktu
oraz przedstawienie dokladnego schematu reakcji zwigzanych z tworzeniem
drugiego produktu. Wszystkie powstate produkty doktorantka zinterpretowata w oparciu
o widma MS, jak réwniez zaproponowata mozliwe Sciezki reakcyjne prowadzgce do ich
tworzenia, co znalazto potwierdzenie w obliczeniach kwantowo-mechanicznych
wykonanych przez jednego ze wspotautoréw publikacji (#2 i #3). Szkoda, ze doktorantka
poszczegolne Sciezki reakcyjne prowadzgce do poszczegolnych produktow ponownie
podata w formie opisowej, a nie w postaci schematu ztozonego z szeregu rownan reakcji
chemicznych. Umozliwitoby to czytelnikowi znacznie lepsze uswiadomienie ztozonosci
mechanizméw prowadzgcych do uszkodzen zmodyfikowanego DNA.

Ostatnim zadaniem badawczym byla weryfikacjia wtasciwosci radio-
sensybilizujgcych nowo otrzymanych pochodnych 2’-deoksyadenozyny poprzez ich
badania in-vitro na ktore ztozyty sie: analiza cytotoksycznosci i analiza klonogenicznosci,
a w przypadku dwoch dA-NHbenzylOCFs i dA-NHbenzylSCFs dodatkowo analiza
fosforylacji histonu H2A X, ktéra stanowi marker uszkodzen DSB oraz analiza lokalizacji i
formy obu pochodnych we wnetrzu komaérki. Badania wraz z ich wynikami dla wszystkich
pochodnych doktorantka przestawita w autoreferacie (str. 36 — 52) a dla dA-
NHbenzylOCF3 w publikacji #2 i dA-NHbenzylSCF3 w publikacji #3. Dlaczego potencjalny
radiosensybilizator nie powinien wykazywaé toksycznosci wobec komorek
nowotworowych bez udziatu promieniowania jonizujgcego, tylko dopiero po ekspozycji na
promieniowanie (str. 36)? Prosze doktorantke podczas obrony o wyjasnienie. Nie
moge wypowiedzie¢ sie i w petni ocenic¢ i doceni¢ badan zwigzanych z tym zadaniem
badawczym z prostej przyczyny; zagadnienia te sg bardzo dalekie od moich
zainteresowan badawczych. Z tego powodu np. nie moge ocenic na ile wigzgce sg wnioski
uzyskane przez doktorantke przy wykorzystaniu testu MTT, bo z informacji dotyczgce;j
ograniczen testu MTT wynika, ze wynik testu niekoniecznie zalezy od zywotnosci catej
komorki ale od aktywnosci obecnych w niej mitochondriow. Wnioski ptyngce z tych badan
sg jednak bardzo interesujgce i stanowig jednoczesnie kluczowy test na ile w/w pochodne
adenozyny mogg znalez¢ zastosowanie w badaniach przedklinicznych w kontekscie
radioterapii.

Rozdziat ,Podsumowanie” stanowi podsumowanie najwazniejszych wynikéw
uzyskanych przez doktorantke podczas realizacji rozprawy i dla niektorych wynikajgce z
nich wnioski. Niektére wnioski nie sg do konca uzasadnione: np. pkt. 5, str. 53.

Na kolejne dwa rozdziaty autoreferatu sktadajg sie ,V.Literatura” i ,VI.Wykaz
Rysunkéw’.

Rozdziat ,Literatura” obejmuje spis cytowanych oryginalnych i przeglgdowych
prac, i monografii w autoreferacie, ale nie obejmuje prac cytowanych w dotgczonych do
autoreferatu publikacjach. Liczba i trafny dobdr cytowanej literatury (uwzgledniajgcy
réwniez ostatnie lata) Swiadczy o dobrym rozeznaniu doktorantki w literaturze zwigzanej
z zagadnieniami zawartymi w rozprawie (poza wspomnianymi wyzej przeoczeniami).



Rozdziat ,Wykaz Rysunkéw” zawiera zestaw podpiséw pod 19 rysunkami
znajdujgcymi sie w rozdziale ,/ll. Badania wtasne” i ktory wedtug recenzenta mogtby by¢
pominiety, bez szkody dla klarownosci tekstu rozprawy.

Dla formalnosci nalezy jeszcze odnotowac ostatni rozdziat ,,IX.Dorobek naukowy”,
ktory podsumowuje wszystkie osiggniecia naukowe doktorantki na ktore sktadajg sie poza
3 publikacjami stanowigcymi podstawe jej rozprawy doktorskiej: wspotautorstwo 8
publikacji w czasopismach recenzowanych, 2 publikacje znajdujgce sie na etapie recenzji
oraz 2 publikacje na etapie przygotowawczym, wspoétautorstwo 2 zgtoszen patentowych
poza 2 zwigzanymi bezposrednio z rozprawg doktorskg, 5 komunikatow ustnych
prezentowanych na konferencjach krajowych i 1 komunikatu prezentowanego na
konferencji miedzynarodowej oraz 15 komunikatow plakatowych prezentowanych na
konferencjach krajowych i miedzynarodowych w tym 2 uzyskanych wyréznieh za ich
prezentacje. Doktorantka kierowata rowniez 3 wewnetrznymi projektami z Funduszu
Badania Mtodych Naukowcow (2) i IDUB (1) na Wydziale Chemii UG na badania wtasne.
Dorobek ten zwigzany jest z 5-letnim okresem dziatalnosci naukowej doktorantki i nalezy
go oceni¢ bardzo wysoko.

Za szczegOblnie wazne wyniki uzyskane przez doktorantke w trakcie realizaciji
rozprawy uwazam:

e W oparciu o badania technikg radiolizy stacjonarnej roztworéw ASCH3s w wodzie i
acetonitrylu wykazanie, ze w aspekcie przysztego projektowania nowych zwigzkow, ktore
majg petni¢ role radiosensybilizatoréw, nie wystarczy bra¢ pod uwage tylko ich
powinowactwa elektronowego jak i fatwosci zachodzenia samego procesu DEA w tych
zwigzkach, ale rowniez mozliwosci ich protonowania w roztworach wodnych, co moze
skutecznie zahamowac proces DEA,

ew oparciu o badania technikg radiolizy stacjonarnej wodnych roztworéw dA-
NHbenzylOCF3, dA-NHbenzylSCF3 i dA-NHbenzylCF3s wykazanie, ze wszystkie badane
pochodne 2’deoksyadenozyny ulegajg degradacji w wyniku DEA, a struktura i ilos¢
utworzonych produktéw zalezy od rodzaju podstawnika w pozycji para w pierscieniu
benzenowym pochodnej; jedynie dla (dA-NHbenzylOCF3) i (dA-NHbenzylSCF3) jedynym
wspodlnym produktem degradacji jest 8-amino-2’deoksyadenozyna,

e W oparciu o analize cytotoksycznosci dwoch linii komorek nowotworowych i z jedng
z dwdch linii komorek zdrowych stwierdzono, Zze najwyzszg toksycznos$cig charakteryzuje
sie pochodna dA-NHbenzylSCF3, w oparciu o analize klonogenicznosci tych samych linii
komorek nowotworowych stwierdzono najwieksze obnizenie ich zywotnosci ponownie dla
tej samej pochodnej, i w oparciu o analize poziomu fosforylacji histonu H2A.X, tylko ta
sama pochodna w potgczeniu z napromienianiem powoduje zwiekszenie radiowrazliwosci
obu linii komorek nowotworowych,

e w oparciu o lokalizacje subkomérkowg pochodnych dA-NHbenzylOCFs, dA-
NHbenzylSCFs, stwierdzono, ze obie pochodne lokalizujg sie w jadrze komdrkowym i
cytoplazmie z dominujgcg lokalizacjg w tej ostatnie;.

Z obowigzku recenzenta musze rowniez wymieni¢ znalezione w tekscie autoreferatu
drobne uchybienia zwigzane m. in. z niefortunnymi lub btednymi terminami i
sformutowaniami ktore oczywiscie nie majg istotnego wptywu na wysokg merytoryczng
ocene rozprawy: str. 13 — ...dziatanie elektronow uwodnionych ma charakter poSredni’;
co doktorantka rozumie przez to stwierdzenie?, str. 15 — warunki ,normotlenowe; czy nie
jest to niezbyt fortunnie sformutowany termin odpowiadajgcy ,normoksji’?, str. 29 —



niefortunnie sformutowane fragmenty zdan: ,...pod wpfywem elektronu nastgpit jego
rozpad...”, ,...abstrahowac¢ atom wodoru...”, str. 32 — btedne zdanie ,W tym etapie
prawdopodobnie uczestniczg rodniki ‘t-BuOH, ktore powstajg podczas radiolizy i
jednoczesnie wychwytujg rodniki *OH’; to zdanie jest btednie sformutowane: rodniki °t-
BuOH nie powstajg podczas radiolizy tylko w wyniku wtornej reakcji rodnikéw *OH z t-
BuOH, rodniki *t-BuOH nie wychwytujg rodnikow *OH, rodniki *OH sg wychwytywane
przez t-BuOH, str. 33 — btedne zdanie ,W obecnosci utleniajgcych rodnikéw “t-BuOH...;
rodniki *t-BuOH nie majg wtasnosci utleniajgcych, w aspekcie reakcji typu red-ox uwazane
sg jako rodniki neutralne, w przeciwienstwie do rodnikbw centrowanych na weglu
powstajgcych z metanolu, etanolu, 2-propanolu, ktére majg wtasnosci redukujgce, str. 40
— ,...uzyskanie ujemnych....jest niefizycznie,...” str. 44 —  radiosensytywnosc” —
radiowrazliwos¢, str. 54 — ... aresztu komorkowego...? str. 55 — niefortunne
sformutowanie ,...sg wcielone do DNA... — wbudowane/wstawione do DNA?; btedny
termin: ,radiochemicznym”— chemiczno-radiacyjnym. Z kolei na str. 3623 publikacji #1
(str. 67) btednie uzyto nazwy stosowanego buforu podczas radiolizy roztworow wodnych
.phosphorus buffer’, chyba chodzi tu o ,phosphate buffer”. Jego nazwa zostata z kolei
poprawnie uzyta na str. 27 autoreferatu.

Koncowa ocena rozprawy. Reasumujgc, rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny
Datta zawiera oryginalne i wartosciowe wyniki zwigzane z analizg produktow i z
mechanizmami ich powstawania podczas radiolizy roztworéw wodnych otrzymanych
przez doktorantke nowych pochodnych adeniny oraz 2’-deoksyadenozyny w aspekcie ich
reakcji z elektronem uwodnionym oraz z badaniami ich aktywnosci biologicznej w
aspekcie ich zastosowania w radioterapii jako radiosensybilizatoréw.

W zasadzie, wszystkie postawione przez doktorantke cele badawcze rozprawy
zostaly przez nig zrealizowane. Jestem przekonany, ze doktorantka nie tylko
przygotowata wartosciowg rozprawe, ale przy tej okazji zdobyta wiedze zwigzang z
procesami rodnikowymi indukowanymi promieniowaniem jonizujgcym zachodzgcymi w
wodnych roztworach zasad nukleinowych, i doswiadczenie zwigzane z prowadzeniem
analiz stuzgcych do oceny ich aktywnosci biologicznej wraz z ich wtasciwg interpretacja,
jak rowniez zapoznata sie z roznorodnymi technikami badawczymi.

Powyzsze stwierdzenia upowazniajg mnie do sformutowania koncowej opinii, ze
rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Datta spetnia catkowicie wymagania
przewidziane Ustawg dla doktorantéw szkét doktorskich okreslone w art.187 ust. 1
— 3 z dnia 20 lipca 2018 wraz z pozniejszymi zmianami i wnosze o jej przyjecie przez
Rade Dyscypliny Nauki Chemiczne oraz dopuszczenie mgr inz. Magdaleny Datta do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

(prof. dr hab. Krzysztof Bobrowski)
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