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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Polskiej
pt. ”Degradacja fragmentow DNA zawierajacych bromopochodne zasad
nukleinowych pod wplywem niskoenergetycznych elektronow lub
promieniowania UV”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Polskiej pt.
”Degradacja  fragmentow DNA zawierajqcych bromopochodne zasad
nukleinowych  pod  wplywem  niskoenergetycznych  elektronow  lub
promieniowania UV” zostala wykonana w Zakladzie Teoretycznej Chemii
Fizycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem
prof. dr. hab. Janusza Raka. Praca dotyczy aktualnej i o duzym znaczeniu
poznawczym tematyki, a mianowicie opisania mechanizméw reakcji
halogenopochodnych zasad nukleinowych inicjowanych radiacyjnie Iub
fotochemicznie. Badania te maja istotne znaczenie dla podjgcia ewentualnych
badan klinicznych w radio- lub fototerapii dynamicznej choréb nowotworowych
(halogenopochodne = zasad  nukleinowych  jako  potencjalne  leki
antynowotworowe).  Sa kontynuacjg i rozwinigciem badan fotochemicznych
prowadzonych od wielu lat, z wielkim powodzeniem, w gdanskim osrodku
chemii fizyczne;.

Praca doktorska prezentuje bardzo obszerny material eksperymentalny i
stanowi zwarte opracowanie naukowe o bardzo duzym znaczeniu,poznawczym..
Zostala przedstawiona w sposob zwiezly na 144 stronicach; zawiera 85
rysunkow (w pracy przyjeto konwencje zapisywania schematoéw reakcji i
wzorow chemicznych jako rysunki), 15 tabel oraz obszerny zestaw cytowanej
literatury - 175 pozycji literaturowych.

Rozprawa zredagowana zostata w sposob powszechnie przyjety i zawiera:
wprowadzenie wraz z czescig literaturowa, cel pracy, czg$¢ eksperymentalng
przedstawiajaca metodyke badan, dyskusje wynikdw, podsumowanie i wnioski,
spis publikacji wiasnych i komunikatéw konferencyjnych oraz cytowang
literature. Zawiera rowniez bardzo przydatny dla czytelnika wykaz
stosowanych skrotow. Zakonczona zostala kopiami trzech publikacji w
prestizowych czasopismach: J. Phys. Chem. B (2 publikacje z 2012 i 2010 roku)
oraz J. Chem. Phys. (z 2012 roku), w ktorych wykorzystano wyniki z pracy

doktorskie;.
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Jedyna uwaga, ktéra chciatbym w tym miejscu przekaza¢, dotyczy jezyka
rozprawy. Szkoda, ze Doktorantka nie przedstawila swojej pracy doktorskiej w
jezyku angielskim. W mojej opinii przedstawianie prac doktorskich w naukach
przyrodniczych w jezyku angielskim powinno sta¢ si¢ zwyczajem w Polsce, jak
to ma miejsce w wielu europejskich, czolowych osrodkach naukowych.
Zamieszczanie obszernego streszczenia w jezyku polskim umozliwitoby
zapoznanie si¢ z wynikami badan wszystkim zainteresowanym w kraju.
Jednakze wyzej wymienione publikacje z doktoratu (publikowane w jezyku
angielskim), ktore praktycznie ukazaly si¢ rownolegle z rozprawa doktorska
mogg by¢ wyjasnieniem dla mojej uwagi.

W czesci ,,Wstep” Doktorantka przedstawita podstawowe informacje
dotyczace oddzialywania promieniowania jonizujacego na materi¢ Zywa.
Szczegdlowo omowita obecny stan wiedzy nad uszkodzeniami DNA
generowanymi przez niskoenergetyczne elektrony, ostatnie wyniki badan
radiolizy i fotolizy halogenopochodnych zasad nukleinowych i nukleozydéw
oraz badan nad radiouszkadzaniem i fotouszkadzaniem DNA znakowanego
halogenopochodnymi zasad nukleinowych. Czes¢ literaturowa zostata napisana
w sposob poprawny, podkreslajacy istotne znaczenie zagadnien zwigzanych z
omawianymi reakcjami. Material w tym rozdziale zostal oparty na 117
cytowanych publikacjach. Szkoda, ze w tej czgsci rozprawy Doktorantka nie
podkreslita wktadu polskich grup badawczych, m.in. z UAM w Poznaniu, w

badaniach mechanizméw reakcji fotochemicznych zasad nukleinowych.
(Ponizej dwie przyktadowe, ostatnie prace z tego zakresu:

1. Skalski, B.; Rapp, M.; Suchowiak, M.; Golankiewicz, K. Photocycloaddition of 5-
Bromouracil to Uracil in a Dinucleotide Model Compound. Tefrahedron Letters 2002,
43, 5127-5129.

2. Lepczynska, J.; Komodzinski, K.; Milecki, J.; Kierzek, R.; Gdaniec, Z.; Franzen, S.;
Skalski, B. Photoaddition of 5-Bromouracil to Uracil in Oligonucleotides Leading to
5,5'-Bipyrimidine-Type Adducts: Mechanism of the Photoreaction. J. Org. Chem.
2012, 77, 11362-11367).

Pomimo tej ostatniej uwagi, w mojej opinii prezentacja omawianych w
czesci literaturowej zagadnien jest w  zupelnoSci  wystarczajacym
wprowadzeniem w omawiane dalej problemy badawcze.

Drobne, krytyczne uwagi dotyczace tego rozdziatu zostalty przedstawione
ponizej:

1. str. 16 i dalsze - znak minus oznaczajacy anionorodnik H (i inne) jest

zbyt maty (widoczny jako ,.kropka” charakteryzujaca rodnik),

2. str. 33, drugi akapit od géry — brak jednostek przy energiach dysocjacji,

3. str.  33-34, rozréznienie = mechanizméw  bezposredniej i

fotosensybilizownej (z udzialem acetonu) fotolizy 1 udzialu
wzbudzonych stanéw singletowych i trypletowych pochodnych
pirymidyn wymaga szerszego komentarza.



Jako podstawowe cele badan (rozdziat IT) Doktorantka przyjeta ,,zbadanie
podatnosci na uszkodzenia niskoenergetycznymi elektronami znakowanych
halogenopochodnymi zasad nukleinowych fragmentow DNA oraz wlasciwosci
fotouczulajacych 5-bromodeoksyurydyny w wodzie i sSrodowisku biopolimeru”.
Cele te Doktorantka realizowala poprzez doboér odpowiednich uktadéw do
badan, m. in. modelowych oligonukleotydow znakowanych 5-bromo-2’-
deoksyurydyna, 5-bromo-2’-deoksycytydyna, 5-bromo-2’-deoksyadenozyna, 5-
bromo-2’-deoksyguanozyng oraz natywnych uktadéw, a takze ,sztucznego”
plazmidu DNA znakowanego 5-bromo-2’-deoksyurydyna.

Na szczegélne podkreslenie zasluguje przedstawienie krotkiej, ale
przekonywujacej argumentacji uzasadniajacej podjecie tego typu badan, taczace;j
poznanie mechanizméw z potencjalnym zastosowaniem badanych uktadow w
radio- lub fototerapii dynamicznej choréb nowotworowych.

Rozdziat trzeci obejmuje swoim zakresem prezentacje czesci
eksperymentalnej zwigzanej z rozprawa. Zostal podzielony na cztery czesci
obejmujace kolejne zadania badawcze:

(1) bombardowanie elektronami tromeréw bromowanych (TBrXT, gdzie X
oznacza deoksytyming, deoksycytydyne, deoksyadenozyng lub
deoksyguanozyne) i natywnych TXT,

(2) desorpcje¢ anionéw stymulowanej elektronami z trimerow TXT 1
TBrXT,

(3) fotolize 5-bromodeoksyurydyny w roztworach woda: acetonitryl: 2-
propanol,

(4) synteza oraz fotodegradacja ,,sztucznego” plazmidu DNA znakowanego
5-bromodeoksyurydyna.

Rozdziat ten zawiera opis stosowanych substratéw do badan, aparatury,
warunki i procedury przeprowadzenia eksperymentéw 1 analizy wynikow.
Stanowi dobrg prezentacj¢ czesci eksperymentalnej pracy doktorskie;j.

Najistotniejszym i najwazniejszym rozdziatem rozprawy jest rozdziat
czwarty, przedstawiajacy wyniki badan i ich dyskusj¢. Rozdzial ten oparty
zostal gléwnie na materiale oryginalnym, w duzej czgsci opublikowanym w
trzech publikacjach : J. Phys. Chem. B, 2012, 116, 9676-9682, J. Chem. Phys.
2012, 136, 075101 oraz J. Phys. Chem. B, 2010, 114, 16902 — 16907. Wyniki
badan byly takze prezentowane przez Doktorantke na wielu konferencjach
krajowych i migdzynarodowych w formie ustnych wystapien i posterow.

Rozdziat piaty przedstawia w sposob skrotowy, aczkolwiek wystarczajacy,
gléwne wnioski wynikajace z tak obszernej w wyniki eksperymentalne
rozprawy.

Podsumowujac opis rozprawy nalezy stwierdzi¢, ze w swojej pracy
doktorskiej mgr Katarzyna Polska poprawnie przedstawila i krytycznie omowita
wyniki swoich badan. Stosujac rézne dostepne metody i techniki badawcze oraz
starannie i celowo dobrane uktady do badan opisala mechanizmy degradacji



fragmentow DNA zawierajacych bromopochodne zasad nukleinowych w
wyniku dziatania niskoenergetycznych elektronéw lub promieniowania UV.

Do najwazniejszych osiggnieé pracy doktorskiej mgr Katarzyny Polak

zaliczam:

| 8

Wykazanie, ze podczas bombardowania elektronami o energii 10 eV
modelowych oligonukleotydéw modyfikowanych bromopochodnymi
zasad nukleinowych (trimerow TBrXT) znakowanych 5-bromo-2’-
deoksyurydyna, 5-bromo-2’-deoksycytydyna, 5-bromo-2’-
deoksyadenozyna, 5-bromo-2’-deoksyguanozyna) gléwna reakcja
prowadzacg do degradacji badanych ukladow jest debromowanie do
utworzenia natywnych trimeréw (TXT) oraz ze reakcja ta odpowiedzialna
jest za dwukrotne zwigkszenie wydajnosci uszkadzania oligonukleotydow
modyfikowanych bromowanymi zasadami pirymidynowymi (TBrUT i
TBrCT) w poréwnaniu z natywnymi odpowiednikami, a w przypadku
zasad purynowych (TBrAT i TBrGT) za trzykrotny wzrost wydajnosci
degradacji.

Przeanalizowanie mozliwych mechanizméw fragmentacji bromowanych i
niebromowanych trimeréw TBrXT i TXT w wyniku dysocjacyjnego
przytaczenia elektronu oraz zaproponowanie schematu wtérnych reakcji
prowadzacych do uwolnienia tyminy i debromowanych produktow.

. Przebadanie desorpcji anionéw stymulowanych dziataniem elektronéw o

energii 0-20 eV z filméw bromowanych i natywnych trimerow
zaabsorbowanych na powierzchni zlota. Wykazanie, ze w przypadku
bromowanych pochodnych uwalniane sg gtéwnie aniony wodorkowe i
bromkowe. Uszeregowanie reaktywnosci bromowanych
oligonukleotydow w nastepujacej kolejnosci: TBrUT > TBrAT > TBrGT
> TBrCT.

Przeprowadzenie badan jakosciowych i ilosciowych nad sensybilizowang
acetonem fotolizg 5-bromo-2’-deoksyurydyny (5-BrdU) w roztworach
woda/2-propanol. Zidentyfikowanie glownych produktow reakcji, a
mianowicie :2’-deoksyurydyny (dU) oraz adduktu dU z 2-propanolem, a
takze wyznaczenie wydajnosci kwantowej fotorozktadu 5-BrdU réwnej
0,63.

. Na podstawie uzyskanych wynikow i danych literaturowych

zaproponowanie mechanizmu pierwotnych i wtérnych reakcji
fotochemicznych, a przede wszystkim reakcji przeniesienia elektronu z
rodnika 2-propylowego do 5-BrU prowadzacej do rodnikoanionu (5-
BrdU) ™ ulegajacego dalszej reakcji odszczepienia anionu bromkowego z
utworzeniem rodnika urydylowego dU".

Opracowanie protokétu syntezy ,sztucznego” DNA plazmidowego
catkowicie = znakowanego  5-bromo-2’-deoksyurydyng  (5BrdU).
Wykazanie, ze podczas naswietlania promieniowaniem UV o dugosci fali



300 nm do pojedynczych peknieé dochodzi wyltacznie dla plazmidu
znakowanego 5SBrdU.

Czytajac rozprawe nasunely si¢ recenzentowi nastgpujace uwagi, ktore
mam nadzieje, zostang wyjasnione podczas publicznej obrony doktoratu:

1. W pracy na str. 104 stwierdzono, ze ,,naswietlanie 5-BrdU fotonami o

dhugosci fali 254 nm prowadzi do wygenerowania poréwnywalnej
ilosci produktow fotodegradacji, jak w przypadku fotolizy $wiatlem o
dlugosci fali 300 nm”. Aby ten wniosek byl prawdziwy nalezy
uwzgledni¢ intensywnos¢ obu zrédet promieniowania, (a Scislej
intensywnos$¢ promieniowania absorbowanego przez substrat) a zatem
poréwna¢ wydajnosci kwantowe.

2. Na str. 110 przestawiono, ze ze wzgledu na mata wartos¢ wydajnosci
kwantowej fotorozktadu 5-BrdU w bezposredniej fotolizie w
poréownaniu z sensybilizowang acetonem reakcja mozna pierwszg
reakcje pomingé. Wniosek ten jest prawdziwy, jesli uwzglednione
zostang takze intensywnosci promieniowania absorbowanego przez
aceton oraz przez 5-BrdU (a Scislej intensywnosci promieniowania
absorbowanego przez jeden skladnik w obecnosci drugiego i
odwrotnie).

Nastr. 111 reakcja (1) jest blednie przedstawiona.
4. Str. 112, oszacowano ,szybkos$¢” powstawania acetonu w stanie
trypletowym w warunkach eksperymentalnych jako
3x107 dm>mol™'s™. Jak obliczono te wielko$é i co ona oznacza?

5. W literaturze polskiej przyjeto stosowanie w miejsce symbolu M

mol/dm’.

Mgr Katarzyna Polska nalezy do grupy mtodych naukowcow potrafiacych
z powodzeniem prowadzi¢ badania z zastosowaniem réznorodnych metod i
technik badawczych od syntezy organicznej poprzez metody stacjonarnej chemii
radiacyjnej i fotochemii, a takze biologii molekularnej. Ma umiej¢tnosé
interpretacji uzyskanych wynikéw uwzgledniajac metody obliczeniowe oraz
obszerng literature przedmiotu badan..

Badania mgr Katarzyny Polskiej prezentowane w rozprawie doktorskiej,
przyniosty niewatpliwie wiele nowych i oryginalnych wynikéw rozszerzajacych
wiedze o mechanizmach reakcji degradacji fragmentow DNA zawierajacych
halogenopochodne zasad nukleinowych inicjowanych radiacyjnie lub
fotochemicznie.

Rowniez z formalnego punktu widzenia ocena pracy jest bardzo
pozytywna. Rozprawa jest dobrze zaplanowana, jezyk poprawny, szata
graficzna nie budzi zastrzezen. Zauwazone przez recenzenta drobne bledy
zawarte w czeSci teoretycznej i eksperymentalnej nie umniejszaja w sSposob
istotny wartos$ci rozprawy doktorskiej. Rozprawa ma takze jeszcze jedng istotng
ceche — moze stanowié¢ podstawe do dalszych badan z zastosowaniem metod
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czasowo-rozdzielczych umozliwiajacych jeszcze glebsze poznanie mechanizmu
badanych reakcji radiacyjnych i fotochemicznych.

Reasumujgc stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr
Katarzyny Polskiej w pelni odpowiada swoim poziomem naukowym i
metodycznym wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Upowaznia mnie to
do postawienia wniosku o przyjecie pracy i dopuszczenie Kandydatki do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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