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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Marii Polskiej
zatytulowanej
»Degradacja fragmentéw DNA zawierajacych bromopochodne zasad nukleinowych pod
wplywem niskoenergetycznych elektronéw lub promieniowania UV”’
przedstawionej Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego (UG) celem uzyskania

stopnia doktora nauk chemicznych w zakresie chemii

Rozprawa doktorska obejmuje wyniki badan dotyczacych: (i) degradacji modelowych
nukleotydéw znakowanych bromem powodowanej niskoenergetycznymi elektronami, (ii)
stymulowanej elektronami desorpcji (ESD) anionéw do fazy gazowej z nukleotydow
znakowanych bromem (iii) inicjowanej promieniowaniem UV degradacji 5-bromo-2’-
deoksyurydyny w fazie wodnej zawierajacej aceton i izopropanol oraz (iv) syntezy catkowicie
znakowanego 5-bromo-2’-deoksyurydyna nienatywnego plazmidu i okreslenie jego
podatnosci na fotodegradacj¢ (przejawiajaca si¢ pekaniem nici DNA) powodowana
promieniowaniem UV. Tematyka rozprawy miesci si¢ w obszarze badan rozwijanych od lat w
grupie profesora Janusza Raka na Wydziale Chemii UG oraz w wielu o$rodkach
zagranicznych, zogniskowanych na poszukiwaniu zmodyfikowanych nukleotydéw, ktére
mogty by by¢ wbudowane do DNA jako fragmenty (uczulacze) podatne na dziatanie
niskoenergetycznych elektronéw lub promieniowania nadfioletowego. Zwiazki takie sa
interesujace pod katem ich wykorzystania w dynamicznej radioterapii lub fototerapii
przeciwnowotworowej. Tematyka rozprawy wkomponowuje si¢ w gtéwny nurt zainteresowan

wspotezesnej chemii. Jest interesujaca poznawczo. Dotyka réwniez aspektéw aplikacyjnych.
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W tym kontekscie wybdr tematyki nalezy uznaé za trafny i idacy naprzeciw oczekiwaniom
formutowanym pod adresem srodowisk badawczych.

Rozprawa doktorska podzielona jest na pig¢ rozdzialow: wstep, cel pracy, metodyka
badan, dyskusja wynikéw oraz podsumowanie i wnioski. We wstepie autorka rozprawy
omdwila zagadnienia dotyczace: oddziatywania promieniowania jonizujacego z materia
ozywiong, oddziatywania niskoenergetycznych elektronéw z czasteczkami, uszkodzenn DNA
powodowanych niskoenergetycznymi elektronami oraz wykorzystania pochodnych
halogenowych zasad nukleinowych jako radio- i fotosensybilizatoréw. W rozdziale drugim
kandydatka sprecyzowata cele podejmowanych badan. W rozdziale trzecim autorka opisata
szczegotowo uzyte w badaniach substancje, stosowang aparatur¢ oraz wykorzystywane
metody badawcze. Rozdzial czwarty obejmuje dyskusj¢ wynikéw uzyskanych w trakcie
realizacji zarysowanych na wstepie celow badawczych. Rozprawe koficzy podsumowanie
zgromadzonych wynikéw wraz ze zwigzle sformulowanymi wnioskami. Tekst rozprawy
zawiera odno$niki do 175 prac oryginalnych lub przegladowych. Jest réwniez uzupeiony
wykazem uzywanych skrotow. W suplemencie zamieszczone sg kopie 3 publikacji, na bazie
ktérych rozprawa zostata przygotowana (sa to dwie prace w: J. Phys. Chem. B (IF = 3,696) i
jedna praca w J. Chem. Phys (IF = 3,333) — w dwoch z nich kandydatka jest pierwszym
autorem). Kandydatka jest ponadto wspétautorem trzech prac — po jednej w: J. Phys. Chem. B
(IF= 3,696), J. Pharm. Biomed. Anal. (IF= 2,967) oraz BMC Biochemistry (IF = 2,000) —
ktore jak deklaruje nie wchodzg w zakres rozprawy (tematyka dwéch z nich zazebia si¢ do
pewnego stopnia z niepublikowanym fragmentem rozprawy). Kandydatka jest ponadto
wspotautorem 11 prezentacji konferencyjnych.

Istotne osiagnigcia rozprawy doktorskiej scharakteryzowane sg ponizej.

* Badania wykazaly, ze dziatanie niskoenergetycznych elektronéw (o energii 10 eV)
na trimery znakowane bromem w obrgbie urydyny, cytozyny, adenozyny i
guanozyny powoduje gtéwnie usuwanie atomu halogenu i odtworzenie natywnych
trimeréw, a w mniejszym stopniu uwalnianie tyminy oraz niewielkich ilosci
monofosforanéw. Stwierdzita, ze znakowane w obrebie jednej z zasad nukleinowych
trimery sa w réznym stopniu ale zawsze bardziej wrazliwe na degradacje w tych
warunkach niz uklady natywne, co czyni bromopochodne zasad potencjonalnymi
radiosensybilizatorami DNA mogacymi znalez¢ zastosowania w  skojarzonej
radioterapii przeciwnowotworowe;j.

* Badania dowiodty, ze w wyniku dziatania elektronéw o energii 0-20 eV na natywne

i podstawione bromem trimery (wymienione powyzej) zaadsorbowane na



powierzchni zlota uwalniane sa aniony: H, CH; /NH, O/NH,”, OH i CN™ (oraz
Br™ w przypadku bromopochodnych) w drodze badZ to dysocjacyjnego przytaczenia
elektronéw (gdy energia elektronéw jest rzgdu 5-9 eV), badZ bipolarnej dysocjacji
(gdy energia elektronéw sigga 13-14 eV). Analiza relacji miedzy stosunkami
ilosciowymi uwalnianych jonéw umozliwita wskazanie drég ich powstawania.
Podobna analiza umozliwita ocen¢ podatnosci bromowanych oligonukleotydéw na
uwalnianie jonéw Br a przez to ich uzytecznosci jako potencjalnych radiouczulaczy.

e Badania wykazaly, ze naswietlanie 5-bromo-2’-deoksyurydyny w uktadach
woda/izopropanol/aceton promieniowaniem o dtugoéci fali 300 nm prowadzi do
zaniku zwiazku z wydajnoscia kwantowa 0,63 oraz pojawienia sie w
poréwnywalnych ilosciach 2’-deoksyurydyny i adduktu ostatniego zwigzku z
izopropanolem.  Podobienstwa ~w  zachowaniu  5-bromo-2’-deoksyurydyny
naswietlanej promieniowaniem elektromagnetycznym oraz poddanej dziataniu
niskoenergetycznych elektronéw stwarzaja przestanki do uzycia pierwszej z metod
do oceny radioaktywnosci wyzej wymienionego polaczenia jak i innych
halogenowych pochodnych zasad nukleinowych.

e Badania dowiodly, ze sztuczny plazmid znakowany calkowicie S5-bromo-2’-
deoksyurydyna, otrzymany metodami biologii molekularnej, stanowi dogodny uktad
do badania (metoda elektroforezy agarowej) wydajno$ci pojawiania sie peknieé w
molekule DNA poddanej dziataniu promieniowania nadfioletowego.

Obszerny material do$wiadczalny przedstawiony w rozprawie przez kandydatke jest
efektem przeprowadzenia przez nig wszechstronnych badan, w ktérych wykorzystane zostaly
techniki umozliwiajace: analiz¢ produktéw oddzialywania zwiazkéw z niskoenergetycznymi
elektronami, rejestracj¢ widm mas uwalnianych w efekcie stymulowanej elektronami
desorpcji anionéw (ESD), analiz¢ produktéw fotolizy 5-bromo-2’-deoksyurydyny w wyniku
absorpcji promieniowania nadfioletowego (HPLC, MS, obliczeniowe) oraz  synteze
sztucznego plazmidu DNA znakowanego 5-bromo-2’-deoksyurydyna (biologii molekularnej)
i wykorzystanie go do oceny peknig¢ pojawiajacych sie w czasteczce DNA poddane;j
dzialaniu promieniowania nadfioletowego.

Ilos¢ danych doswiadczalnych zgromadzonych w rozprawie jest duza i §wiadczy o
wszechstronnym zaangazowaniu kandydatki w realizacje badan. Wyniki przedstawione saq W
rozprawie lub zalaczonych publikacjach. Fakt opublikowania wigkszosci wynikéw i
wigczenia ich do ogoélnoludzkich zasobéw wiedzy $wiadczy, ze zyskaly one aprobatg

mig¢dzynarodowej spotecznosci naukowe;.



Praca napisana jest na ogét starannie i klarownie. Drobnych bledéw literowych nie

wymieniam. Kilka niedopatrzen przytaczam ponize;j.

Kilkakrotnie w tek$cie rozprawy pojawia si¢ stowo ,rezonans” lub ,rezonanse”,
ktérego znaczenie nie jest jasne — na przyklad na stronie: 26 wiersze 10—13 od dotu,
29 wiersze 5-8 od goéry i wiersz 10 od dotu, 32 wiersze 10-15 od gory
(... rezonansowy wychwyt elektronéw...”), 89 wiersze 7-9 od dotu (,,... rezonansowe
przylaczenie elektronu do molekuly ...”), 90 wiersze 8-9 od goéry (,,sygnat ESD jonéw
wodorowych (H") stanowi szeroka struktura rezonansowa (DEA)...”), 90 wiersze 6-8
od dotu (... rezonans o energii 8,5-10 eV odpowiada wlasnie uwolnieniu H™ z grupy
CH3”), 90 wiersze 4-6 od dohu (,,niewielkie przesunigcie maksimum rezonansu ...”),
92 wiersze 8-9 od dolu (,widmo ESD jonéw CH;/NH posiada strukture
rezonansowa rozpoczynajaca si¢ przy 6 eV i przechodzaca przez maksimum przy
okoto 8,5 eV”), 93 wiersze 11-12 od dotu (,,desorpcja rezonansowa rozpoczyna sie
przy energii 5 eV, ...”), 94 wiersze 11-12 od dotu (,,wyrazna desorpcj¢ rezonansowa
anionu OH™ ...”), 95 wiersze 9-10 od géry (,,wreszcie ksztalt i pozycja sygnatu DEA
desorbowanych z TBrXT jonéw OH™ przypomina rezonans Br™ ...”).

W tekscie kilkakrotnie pojawia si¢ okre$lenie ,spektroskopia masowa”, zamiast
spektroskopia mas”, wzglednie ,,widmo masowe”, ,zamiast widma mas” — na
przyklad na stronie: 51 wiersz 2 od dotu, 66 wiersze 67 od géry (,.analizator
masowy”, zamiast ,.analizator mas”), 70 wiersze 1-4 od géry, 105 wiersze 1-3 od
gory, 105-106 podpisy pod rysunkami IV.3.6 i IV.3.7, 107 wiersze 47 i 12-14 od
gory oraz podpis pod rysunkiem IV.3.8.

Zbedny jest jeden z wyrazow ,tworzenia” lub ,,powstawania” w opisie rysunkow
[.4.19 (strona 53) i 1.4.20 (strona 54).

W zdaniu na stronie 108 (wiersze 5—7 od géry) zbedne jest stowo charakterystyk.

W zdaniu na stronie 111 (wiersze 11-13 od dotu) zbedne jest stowo ,,wspomnianego”
(lub ,,wymienionego”).

Czy istnieje jakis$ szczegdlny powdd, aby podawaé warto$ci powierzchni prazkéw i
odchylenia standardowego z doktadnoscia do 8 cyfr znaczacych (tabele IV.4.3 i IV.4.4
na stronach 128 i 129).

Podsumowujac, rozprawa doktorska jest wartosciowym zbiorem wiedzy dotyczacej radio-

oraz fotoreaktywnosci prostych znakowanych bromem oligonukleotydéw oraz sztucznego

plazmidu DNA. Zgromadzony material dowodzi, ze kandydatka opanowala podstawowe



techniki warsztatu naukowego i jest przygotowana do samodzielnego projektowania i
prowadzenia badan.

Biorac powyzsze przestanki pod uwage uwazam, ze przedtozona do oceny rozprawa
doktorska spelnia ustawowe (w $wietle ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. nr 65 poz. 595, z
pozn. zm.), a takze rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie
szczegbtowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskim i habilitacyjnym
oraz w postegpowaniu o nadanie tytulu profesora z dnia 15 stycznia 2004 roku (Dz.U. nr 15
poz. 128, z p6zn. zm.)) oraz zwyczajowe Kkryteria stawiane rozprawom doktorskim.

Wnosz¢ o dopuszczenie rozprawy do publicznej obrony.
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