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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Czai
pt. ’Pochodne halogenowe 4-tiourydyny jako fotosensybilizatory uszkodzen
DNA”

Rozprawa doktorska mgr Anny Czai pt.”Pochodne halogenowe 4-tio-
urydyny jako fotosensybilizatory uszkodzen DNA” zostala wykonana w
Pracowni Sensybilizatorow Biologicznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr. hab. Janusza Raka jako promotora
doktoratu. Promotorem pomocniczym byta dr Magdalena Zdrowowicz-Zamojé.
Rozprawa dotyczy bardzo aktualnej tematyki, o duzym znaczeniu dla medycyny,
a mianowicie poszukiwania nowych, efektywnych fotosensybilizatoréw w terapii
fotodynamicznej komorek rakowych. Stanowi opracowanie naukowe o duzym
znaczeniu poznawczym i aplikacyjnym.

Praca doktorska zostata przedstawiona w formie tradycyjnej zawierajace;
wprowadzenie, cele pracy, metodologi¢, badania wtasne, podsumowanie oraz
spis literatury. Zawiera streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz bardzo
przydatny dla czytelnika wykaz najczesciej stosowanych skrotow. Rozprawa
zostala przedstawiona na 157 stronicach; zawiera 46 rysunkow, 10 tabel oraz spis
cytowanej literatury ze 163 pozycjami literaturowymi. Zakonczona zostata,
wchodzacym w sklad pracy doktorskiej, artykutem opublikowanym ostatnio w
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Pierwszy rozdzial rozprawy 1. Wprowadzenie zostat podzielony na kilka
podrozdziatéw stanowigcych bardzo dobry wstep do tematyki doktoratu. W
podrozdziale 1.1 Doktorantka przestawita podstawowe informacje dotyczace
terapii  fotodynamicznej wraz z jej rysem historycznym, rozwojem i
wspoélczesnym zastosowaniem gidéwnie w leczeniu onkologicznym. Przedstawita
stosowane fotosensybilizatory oraz cechy wymagane od idealnego
fotosensybilizatora. Omowita mechanizmy dziatania terapii fotodynamicznej
wraz z ograniczeniami tej metody. Na zakonczenie tego podrozdzialu
przedstawita fotosensybilizatory wykorzystywane w leczeniu raka prostaty. Drugi
podrozdziat Wprowadzenia 1.2. obejmuje opis modyfikowanych nukleozydow
oraz zasad azotowych jako fotosensybilizatory, ze szczegolnym uwzglednieniem
tiopochodnych nukleozydow i zasad azotowych takich jak: 4-tiotymidyna, 6-
tioguanina, 4-tiouracyl, 4-tio-2’-deoksyurydyny oraz opis halogenowych
pochodnych 2’deoksyurydyny. Podrozdzial ten zawiera takze informacje
literaturowe o fotochemicznych wtasciwosciach halogeno-tionukleozydow, m.in.
5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyny (BrSdU) oraz 5-jodo-4-tio-2’deoksyurydyny
(1SdU)  stosowanych ~w  badaniach  doktoratu. Po  przedstawieniu
fotosensybilizatorow w pierwszych dwoch podrozdziatach Wprowadzenia w
podrozdziale 1.3 Doktorantka skoncentrowata si¢ na materiale, ktoéry podlega
dziataniu fotosensybilizatorow, a mianowicie omédwita uszkodzenia natywnego 1
modyfikowanego DNA indukowane promieniowaniem ultrafioletowym.
Rozdziat Wprowadzenie zostal napisany w sposob poprawny 1 przejrzysty w
oparciu o odpowiednio dobrane pozycje literaturowych, w tym takze prace
dotyczace mechanizmu fotolizy halogenotiourydyn z grupy profesorow
Skalskiego 1 Wenskiej z Wydziatu Chemii UAM. Jest on wystarczajagcym
wprowadzeniem do przedstawianych dalej probleméw badawczych.

Cele rozprawy doktorskiej zostaty przedstawione w rozdziale 2. Gléwnym
celem pracy byto zbadanie mechanizmu fotosensybilizujagcego dzialania halogeno

pochodnych tiourydyny, a mianowicie 5-bromo-4-tio-2’deoksyurydyny (BrSdU)



oraz 5-jodo-4-tio-2’deoksyurydyny (ISdU) w roztworach modyfikowanych
nukleozydow, modelowych fragmentach DNA oraz w komorkach.
Szczegotowe cele badawcze dotyczyly trzech zasadniczych zagadnien:
(1) Poznanie mechanizmu fotochemicznych reakcji nukleozydow BrSdU i
ISdU
(2) Zbadanie fotochemiczne indukowanych uszkodzen modelowych
fragmentéw DNA znakowanych BrSdU
(3) Analiza mechanizmu fotosensybilizujacego dziatania BrSdU i ISdU w
komdrkach nowotworu prostaty.

Rozdziat 3 rozprawy Metodologia sktada si¢ z trzech czesci omawiajacych
ww. trzy zagadnienia. Pierwsza dotyczy fotolizy stacjonarnej modyfikowanych
nukleozydow w roztworach, stosowanych odczynnikéw, uktadow do naswietlan
1 procedur badawczych podczas naswietlania w skali analitycznej 1 preparatywnej,
stosowanej aparatury do uzyskania i scharakteryzowania fotoproduktow, a takze
opisu metod obliczeniowych do uzyskania teoretycznych widm absorpcji
fotoproduktow. Czes¢ druga przedstawia metody badawcze dla fotolizy
oligonukleotydow znakowanych BrSdU: oczyszczanie oligonukleotydow,
analiza instrumentalna, okreslenie stezenia oligonukleotydow, hybrydyzacja
oligonukleotydow, procedury stosowane w fotolizie znakowanego DNA oraz do
wyznaczenia wydajnosci kwantowej fotolizy na podstawie zaniku nici
znakowanej, a takze trawienia fotoproduktow. Czgs¢ trzecia dotyczy metodologii
w badaniach fotochemicznych prowadzonych w komdérkach nowotworowych 1
zawiera opisy testu cytotoksycznosci, ukladu do naswietlan 1 stosowanych
procedur, testu klonogenicznos$ci, cytometrycznego 0znaczania cyklu
komoérkowego oraz $mierci komorkowej, cytometrycznej analizy fosforylacji
histonu H2A.X, detekcji reaktywnych form tlenu oraz analizy statystycznej
wynikow. Rozdziat Metodologia, podobnie jak poprzednie rozdziaty rozprawy,
oceniam pozytywnie. Doktorantka zastosowata poprawnie dobrane metody
badawcze, co w konsekwencji doprowadzito do osiggnigcia zamierzonych celow

badawczych.



Najistotniejszg czescig rozprawy jest rozdzial 3. Badania wlasne, w ktérym
Doktoranta przedstawita wyniki 1 dyskusje swoich badan. Podobnie jak przy
prezentacji celéw rozprawy i metodologii rozdziat ten zawiera trzy podrozdziaty
dotyczace fotolizy stacjonarnej modyfikowanych nukleozydow BrSdU i ISdU,
uszkodzen modelowego DNA punktowo znakowanego BrSdU indukowanych
promieniowaniem UVA oraz wiasciwosci fotosensybilizujacych BrSdU i 1SdU
na poziomie komérkowym.

Fotoliza stacjonarna BrSdU i 1SdU zostata przeprowadzona w roztworach
wodnych buforu fosforanowego w skali analitycznej i preparatywnej w celu
identyfikacji fotoproduktoéw i1 uzyskania kinetyk ich tworzenia. Naswietlania
prowadzano w uktadzie do naswietlan stosujagc promieniowaniem UVA (Amax
=350 nm). Zastosowane metody analityczne (HPLC, spektrometria mas MS i
MS/MS, spektroskopie UV-Vis, oraz *H NMR doprowadzity do identyfikacji 6
gtéwnych fotoproduktow dla fotolizy BrSdU oraz 7 fotoproduktéw dla 1SdU, w
tym dimerowych struktur disiarczkowych. Szczegdétowe wyniki prowadzace do
identyfikacji poszczegdlnych fotoproduktow zostaly przedstawione w sposob
jasny i poprawny. Struktury wielu produktow zostaly jednoznacznie
potwierdzone przez poroOwnanie z wynikami analiz chromatograficznych i
spektroskopowych dla posiadanych wzorcow. Zidentyfikowane fotoprodukty
wraz z ich strukturami zostaty przedstawione w Tabeli 2, a kinetyki ich tworzenia
1 zaniku w trakcie naswietlania na Rysunku 11. Na podkreslenie zastuguje
przeprowadzanie obliczen teoretycznych (TD-DFT) widm absorpcji UV dla
struktur fotoproduktow 1 poréwnanie widm teoretycznych z widmami
uzyskanymi eksperymentalnie. Dobra zgodno$¢ widm teoretycznych i
eksperymentalnych uzyskana dla wigkszo$ci fotoproduktow stanowi dodatkowy
argument za prawidtows ich identyfikacjg. Przedstawione na Rysunku 11 kinetyki
tworzenia 1 zaniku poszczegélnych fotoproduktéw w trakcie naswietlania dato
mozliwos$¢ §ledzenia mechanizmu wtornych reakcji fotochemicznych zachodzacy
w badanym uktadzie. Obserwacje te Doktorantka trafnie zanalizowata poprzez

niestabilnos¢ niektorych fotoproduktow (np. disiarczkéw a6, b4 i b5) podczas
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naswietlania, co wynika z absorpcji przez te fotoprodukty padajgcego
promieniowania 1 ich wtérnej fotolizy. Na zakonczenie tego podrozdziatu
Doktorantka w sposob opisowy przedstawila propozycje mechanizmu reakcji
zachodzacych w badanym uktadzie z uwzglgdnieniem homolitycznego rozpadu
wigzania C-X jako fotochemicznej reakcji pierwotnej.

Podsumowujac podrozdziat o fotolizie BrSdU i 1SdU Doktorantka poréwnata
uzyskane w doktoracie wyniki z wynikami badan grupy poznanskiej badajace;j
podobne uktady (pozycje 109 i 110). Wyniki fotolizy stacjonarnej i analizy
fotoproduktow sg porownywalne. Jednakze prezentowane w odnos$niku 109
wyniki laserowej fotolizy btyskowej daly dodatkowa mozliwos¢ bezposrednie;j
obserwacji krotko zyjacych produktow, a mianowicie rodnika sulfanylowego.
Utworzony w reakcji homolitycznego rozpadu wigzania C-X rodnik urydylowy
(5-Ces) ulega przeksztatceniu w bardziej stabilny rodnik sulfanylowy (RS.),
uczestniczacy w dalszych reakcjach, m.in. w tworzeniu disiarczkow. Szkoda, ze
propozycja mechanizmu reakcji pierwotnych 1 wtérnych podczas fotolizy
badanych pochodnych halogenowych 4-tiourydyny nie zostat przedstawiona
przez Doktorantke na catloSciowym schemacie, co znacznie utatwitoby jego
zrozumienie 1 dyskus;je.

Druga zasadnicza cz¢$¢ rozprawy doktorskiej (drugi podrozdzial w
rozdziale Badania wiasne) dotyczy uszkodzen modelowego DNA punktowo
znakowanego BrSdU indukowanych promieniowaniem UVA. Na wstepie
przedstawiono charakterystyke 1 sposdb oczyszczania stosowanych nici
komplementarnych oligonukleodydow znakowanych BrSdU oraz hybrydyzacje
prowadzaca do otrzymania dwuniciowych czasteczek DNA o dlugosci 30 par
zasad. Nastgpnie omoéwiono reaktywnos$¢ fotochemiczng otrzymanych modeli
dwuniciowych oligonukleotydéw (trzy pary dwuniciowych oligonukleotydéw o
réznym otoczeniu podstawienia BrSdU). Jako metody analityczne zastosowano
denaturujagca wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg (DHPLC) oraz
chromatografi¢ cieczowej sprzezong ze spektrometria mas (LC-MS).

Przeprowadzone badania wykazaly powstawanie trwalych produktow
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sieciowania nici DNA w wyniku fotolizy duplekséw zawierajacych BrSdu.
Swiadczy o tym powstawanie fotoproduktow o masach niewiele nizszych od
dwuniciowego DNA powstajacych poprzez dehalogenacje BrSdU z
wydzieleniem czasteczki HBr lub eliminacj¢ innych fragmentéw. Waznym
podkreslenia jest to, ze dla zadnej pary zastosowanych dwuniciowych uktadow
nie zaobserwowano fragmentow oligonukleotydow wskazujgcych na peknigcia
jednoniciowe.

Ilosciowy opis efektywnosci obserwowanych reakcji fotochemicznych
polegal na wyznaczeniu wydajnosci kwantowej zaniku nici znakowanej BrSdU
(Tabela 7). Uzyskano bardzo mate warto$ci wydajno$ci kwantowe rzedu 107,
(Uwaga dotyczaca obliczenia wartosci zostala przedstawiona w dalszej czesci
recenzji). Zaobserwowano réznice w wartosciach wydajnosci kwantowych w
zaleznos$ci od lokalnego otoczenia podstawienia BrSdU w nici DNA.

Naturalng konsekwencja dalszych badan byto podjecie proby identyfikacji
trwatych fotoproduktow tworzonych podczas naswietlania dwuniciowych DNA
znakowanego BrSdU. Doktoranta przeprowadzita te badania z zastosowaniem
trawienia enzymatycznego i analizy LC-MS dla wybranej pary dwuniciowych
oligonukleotydow o najwigkszej wydajnosci fotolizy. Zaproponowala strukture
fotoproduktu jako addukt (trimer) SdU-dA-dT (Rysunek 37) oraz mechanizm
jego tworzenia w wyniku fotodehalogenacji BrSdU i addycji do atomu C8
adeniny (wewnatrzniciowe sieciowanie), a nastepnie utworzenie wigzania z
tyming z nici komplementarnej (migdzyniciowe sieciowanie).

Podsumowujac badania prezentowane w tym podrozdziale, chcialbym
podkresli¢ fakt wykazania dla modelowych dwuniciowych oligonukleotydow z
punktowa modyfikacja bromopochodng 4-tiourydyny (BrSdU) tworzenia
stabilnych fotoadduktow zawierajacych wigzania kowalencyjne migedzy zasadami
azotowymi w przeciwienstwie do modyfikacji bromopochodng urydyny BrdU. W
tym ostatnim przypadku, co wykazano w literaturze (m.in. pozycje literaturowe
125, 151), fotoreakcja zachodzi poprzez przeniesienie elektronu i pekniecie nici

DNA. Sugeruje to znaczny wpltyw atomu siarki na wlasciwosci fotochemiczne
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badanych modeli DNA, a scislej alternatywny mechanizm fotoreakcji zwigzany z
obecnos$cig atomu siarki.

Trzecia zasadnicza czg¢$¢ rozprawy doktorskiej (trzeci podrozdziat w
rozdziale Badania wtasne) obejmuje analiz¢ mechanizmu fotosensybilizujacego
mechanizmu dziatania BrSdU 1 ISdU w komdrkach nowotworu prostaty.
Doktorantka wykazata, ze stosowane fotosensybilizatory bez udziatu
promieniowania fotolizujacego nie wykazywaly cytotoksycznosci. Jednakze
naswietlanie uktadow prowadzito do znacznego spadku zywotnosci komorek,
szczegolnie dla 1SAU, zaleznie od zastosowanej dawki promieniowania. Testy
klonogenicznosci wykazaly znaczne zmniejszenie przezywalnosci komorek,
jednakze efekt ten byt silniejszy dla fotosensybilizatora 1ISAU w poréownaniu do
BrSdU. Przeprowadzone testy cytometryczne komorek naswietlanych
promieniowaniem UVA w obecnosci fotosensybilizatorow BrSdU i 1SdU
dostarczyty =~ dodatkowych  informacji  potwierdzajacych  przydatnos¢
zastosowanych modyfikowanych nukleozydéw jako fotosensybilizatorow. Jak
pisze Doktorantka w Podsumowaniu: ,,dostarczyly informacji o zatrzymaniu
cyklu komorkowego w fazie G2/M, indukowaniu wczesnej apoptozy,
zwigkszeniu poziomu YH2A. X, czyli markera podwojnych pegknie¢ nici DNA oraz
zwigkszenia poziomu reaktywnych form tlenu”. Rozszerzenie zakresu doktoratu
0 badania dziatania BrSdU i ISdU jako fotosensybilizatorow wzgledem komorek
nowotworu prostaty znacznie uwiarygodnito mozliwosci ich zastosowania, a w
konsekwencji wptyneto na bardzo pozytywng oceng rozprawy doktorskiej

Podsumowujac badania prezentowane w rozdziale Badania wlasne, jako
fotochemik zajmujacy si¢ podobng tematyka badawcza, chcialbym podkresli¢
ogrom pracy eksperymentalnej Doktorantki wlozonej w  uzyskanie
prezentowanych wynikow. Wymagalo to nie tylko wielkiego zaangazowania, ale
przede wszystkim znajomos$ci metod eksperymentalnych chromatograficznych,
spektroskopowych, spektrometrii mas oraz metod obliczeniowych, a takze metod
badawczych stosowanych na poziomie komorkowym. Prezentowane w tym

rozdziale wyniki 1 ich analiz¢ oceniam bardzo pozytywnie.
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Badania mgr Anny Czai zawarte w rozprawie doktorskiej, przyniosty
niewatpliwie wiele nowych 1 oryginalnych wynikéw rozszerzajacych wiedze
dotyczacg pochodnych halogenowych 4-tiourydyny jako fotosensybilizatorow, a

takze ich potencjalnego zastosowania w fotodynamicznej terapii.

Do najwazniejszych osiagnie¢ rozprawy zaliczam:

1. Zidentyfikowanie  fotoproduktow  tworzonych podczas fotolizy
stacjonarnej wybranych halogeno-tionukleozydéw: 5-bromo-4-tio-2’-
deoksyurydyny (BrSdU) oraz 5-jodo-4-tio-2’deoksyurydyny (ISdU) w
buforowanych roztworach wodnych, w tym dimerowych struktur
disiarczkowych oraz zaproponowanie mechanizmu reakcji
fotochemicznych pierwotnych i wtornych.

2. Wykazanie w przypadku fotolizy modelowych dwuniciowych
oligonukleotydow z punktowa modyfikacjg BrSdU tworzenie stabilnych
fotoproduktow sieciowania mie¢dzyniciowego o nieco nizszej masie
czasteczkowej niz natywne dupleksy, zawierajacych kowalencyjne
wigzanie migdzy zasadami. Zaproponowanie dla wybranego uktadu
struktury takiego fotoproduktu jako adduktu SdU-dA-dT. Fotoliza
podobnych uktadow z modyfikacja BrdU (5-bromodeoksyurydyna)
niezawierajacg atomu siarki (11) prowadzita do jednoniciowych peknigc.

3. Przeprowadzenie kompleksowych badan oceniajgcych BrSdU i 1SAU jako
potencjalne fotosensybilizatory wobec komorek nowotworu prostaty.
Wykazanie mozliwosci ich wykorzystania jako fotosensybilizatory w

komdrkach nowotworowych.

Na zakonczenie z obowigzku recenzenta chciatbym przedstawi¢ kilka
komentarzy i uwag krytycznych.

Pierwsza dotyczy numeracji rozdzialow i podrozdziatow rozprawy. Bardzo
klarowna numeracja w spisie rozdziatdow przedstawionym na stronach 5-6 nie jest

stosowana w dalszej czesci rozprawy. Dla przyktadu na str.15 podrozdziat
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Terapia fotodynamiczna ma numer 8.1 zamiast 1.1. Wszystkie dalsze
podrozdziaty niezaleznie od ich umiejscowienia w tekScie majg numer 8 i kolejne
numery podrozdziatéw. Numer 8 w spisie rozdziatow dotyczy literatury.

Druga uwaga dotyczy wyznaczania wydajnosci kwantowej fotolizy na
podstawie zaniku nici znakowanej (str. 47- 48 oraz str.114). Zgodnie z definicja
wydajnosci kwantowej (wzor (4)) nsoton to liczba moli zaabsorbowanych fotonow
przez uktad. Czy w stosowanych warunkach eksperymentalnych cate padajace
promieniowanie dla A= 350 nm bylo absorbowane? Jesli nie, to wyniki
prezentowane w Tabeli 7 wymagajg korekty.

Trzeci komentarz dotyczy fotolizy BrSdU i ISdU w skali analitycznej (str. 54-
61). Czy w opinii Doktorantki mozliwe jest oszacowanie wydajnosci kwantowych
zaniku substratu oraz tworzenia fotoproduktéw korzystajac z Wynikow
prezentowanych na Rysunku 11, uwzgledniajac absorpcje promieniowania
wzbudzajacego przez fotoprodukty tworzone podczas naswietlania? Dodatkowa,
czwarta, uwaga dotyczy roznych warunkéw prowadzenia eksperymentu dla
fotolizy w skali analitycznej przedstawionych w rozdziale Metodologia (str. 43)
oraz w rozdziale Badania wtasne (str. 54).

Piata uwaga zwigzana jest z nazewnictwem rodnikow typu RSe, w doktoracie
(str. 67, 98) - rodniki tiolowe. Zgodnie z T. Sokotowska, A. Wisniewski,
Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych
indywiduow  chemicznych, Wydawnictwo Uniwersytetu Wroctawskiego,
Wroctaw, 2001 str.40, Wiadomosci Chemiczne, Biblioteka rodniki te powinny
by¢ nazywane jako sulfanylowe lub tiylowe.

Uwagi te oraz drobne pomyiki edytorskie zauwazone w tekscie nie wplywaja
na jakos¢ rozprawy doktorskiej i mojg bardzo pozytywng ocen¢ rozprawy
doktorskiej.

Mgr Anna Czaja jest mtodym dobrze zapowiadajacym si¢ naukowcem o
duzym jak na doktoranta do$wiadczeniu badawczym. Oprocz prezentowanej

rozprawy doktorskiej i wchodzacej w jej sktad jednej publikacji w Spectrochimica

9



Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, jest wspotautorem
sze$ciu artykutdéw w renomowanych czasopismach naukowych: J. Am. Chem.
Soc. (2 pozycje), International Journal of Molecular Sciences (2 pozycje),
Scientific Reports, Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry oraz
jednego rozdzialu w monografi naukowej. Jest takze wspoétautorem dwoch
zgloszen patentowych. Uczestniczyta w realizacji projektow badawczych
krajowych 1 uniwersyteckich.  Prezentowala wyniki swoich badan na
konferencjach naukowych miedzynarodowych i krajowych. Jej rozwoj naukowy
oraz umiejetno$¢ pracy w zespole prowadzacym badania z wykorzystaniem

réznorodnych metod i technik badawczych zastuguja na bardzo pozytywna oceng.

Podsumowujac, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Anny
Czai odpowiada swoim poziomem naukowym i metodycznym wymaganiom
ustawowym wynikajagcym z ustawowy z dnia 20 lipca 2018 r. ,Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. 2024, poz.1571) i wymaganiom
zwyczajowym stawianym pracom doktorskim. Upowaznia mnie to do
postawienia wniosku o przyjecie pracy i dopuszczenie Kandydatki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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