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RECENZJA
pracy doktorskiej pani mgr Justyny Agaty Wiczk
pt. ,,Uszkodzenia radiacyjne i fotochemiczne w DNA modyfikowanym
bromopochodnymi zasad nukleinowych. Badania metodami: DHPLC, LC-
MS oraz gPCR”

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Justyny Wiczk
zostala wykonana w Pracowni Sensybilizatorow Biologicznych Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Janusza Raka.
W ramach projektu doktorskiego przedstawiono do oceny 4 publikacje:

D1. UV-Induced Strand Breaks in Double-Stranded DNA Labeled with 5-
Bromouracil:Frank or Secondary?

Justyna Wiczk, Justyna Miloch, Janusz Rak

The Journal of Physical Chemistry Letters 2013, 4, 4014-4018 IF 8.54

D2. Irreversible Electron Attachment — a Key to DNA Damage by Solvated
Electrons in Aqueous Solution

Kinga Westphal, Justyna Wiczk, Justyna Miloch, Gabriel Kciuk, Krzysztof
Bobrowski, Janusz Rak

Organic & Biomolecular Chemistry 2015, 13, 10362—-10369 IF 3.04

D3. Tytut: DHPLC and MS Studies of a Photoinduced Intrastrand Cross-
Link in DNA Labeled with 5-bromo-2'-deoxyuridine

Justyna Wiczk, Justyna Miloch, Janusz Rak

Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 2014, 130, 86-92
IF3.56

D4. Quantitative Assay of Photoinduced DNA Strand Breaks by Real-Time
PCR

Justyna Wiczk, Kinga Westphal , Janusz Rak

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2016, 128, 480-484
IF3.17

Publikacje przedstawione do recenzji posiadaja bardzo wysoki wspotczynnik
oddzialywania: trzy z nich okoto 3, praca D1 ponad 8.

Ogolna ocena projektu doktorskiego i dokonan naukowych Doktorantki

Moja ogolna ocena dokonan naukowych pani mgr Justyny Wiczk jest
bardzo wysoka. Doktorantka opublikowala 9 publikacji naukowych, w tym 7
w  migdzynarodowych czasopismach naukowych o bardzo duzym
wspotczynniku oddzialywania (taczna wartos¢ IF wynosi 24.676). Jest
rowniez wspotautorka prezentacji na 16 konferencjach miedzynarodowych
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(zagranicznych 2 wystgpienia ustne, 14 plakatow) i 13 krajowych (5
referatow 1 8 plakatow). Odbyla staz naukowy w Interdisciplinary Center for
Nanotoxicity, Jackson State University, Jackson, Mississipi w Stanach
Zjednoczonych Ameryki Poéinocnej (maj-wrzesien, 2014). Pani magister
Wiczk brata udziat w realizacji czterech grantow badawczych oraz kierowata
Projektem dla Mlodych Naukowcéw 1 Doktorantow Uniwersytetu
Gdanskiego. Jest rowniez dwukrotng beneficjentkg stypendium dla
najlepszych doktorantdéw macierzystego Wydziatlu, a takze dwukrotng
stypendystka ~ dotacji  podmiotowej na  dofinansowanie = zadan
projakosciowych. Uzyskala nagrod¢ za najlepsza prace doswiadczalng na X
Rzeszowskiej Konferencji Mtodych Fizykow (2015 rok), a jej prezentacja na
Konferencji Mlodych Naukowcow w Krakowie (2014 rok) zostata
wyrozniona. Uczestnictwo w licznych kursach i szkoleniach oraz uzyskanie 9
certyfikatow, dotyczacych metod analitycznych w diagnostyce, nauce 1
przemysle, §wiadcza o wyjatkowych kwalifikacjach do prowadzenia prac
eksperymentalnych. Dorobek Doktorantki jest ponadprzecietny, ze
wzgledu na liczbe i wysoki poziom publikacji i prezentacji
konferencyjnych.

Badania zostaty precyzyjnie zaplanowane, profesjonalnie wykonane przy
uzyciu czgsto pionierskich technik pomiarowych, a analiza uzyskanych
danych jest wnikliwa. Na szczegélne wyroznienie zastuguje przedstawienie
oryginalnych tez oraz ich wiarygodne uzasadnienie. Mam tu na mysli
szczegblnie  wyjasnienie mechanizmu degradacji modelowych
oligonukleotydow znakowanych 5-BrdU, 5-bromo-2’-deoksycytydynag (5-
BrdC),  8-bromo-2’-deoksyadenozyna  (8-BrdA) lub  8-bromo-2’-
deoksyguanozyna (8-BrdG) indukowanej solwatowanymi elektronami, a
takze analiz¢ pojedynczych peknig¢ nici indukowanych promieniowaniem
UV w polinukleotydach modyfikowanych atomem chlorowca.

Uwagi szczegolowe i dyskusja

Rozprawa doktorska obejmuje 47 stron druku. Jej uktad nie budzi
zastrzezen i odpowiada ogoélnie przyjetemu schematowi prezentacji prac
naukowych. Otwiera ja wykaz publikacji, bedacych podstawg pracy. We
wstepie Autorka opisuje chemioterapi¢ jako obiecujacg alternatywe dla
klasycznych metod leczenia chorob nowotworowych. Chemoradioterapia to
selektywne uwrazliwienie DNA komorek nowotworowych za pomoca
substancji chemicznych (lekow), dostarczonych przed ekspozycja na
promieniowanie wysokoenergetyczne. Nie jest ona prosta sumg radio- i
chemioterapii, ale charakteryzuje si¢ synergizmem dzialania. Zasady
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nukleinowe specyficznie modyfikowane atomem chlorowca (MZN) sa grupa
zwigzkoéw, ktore moga znalez¢ zastosowanie w tego typu terapii. MZN ze
wzgledu na podobienstwo strukturalne do natywnych zasad nukleinowych
mogg by¢ efektywnie wecielane przez polimerazy komoérkowe do DNA
komorek organizmu ludzkiego. DNA zawierajagcy modyfikowane nukleozydy
posiada te same cechy, co jego natywny odpowiednik i dopiero
promieniowanie jonizujace lub UV indukuje degradacje tkanki
nowotworowej. Praca doktorska mgr Wiczk dotyczy tej aktualnej i waznej
tematyki badawczej, i miesci si¢ w szerokim programie badan, jakie prowadzi
jej promotor, Pan Prof. Janusz Rak. Jego zespodt znany jest z szeregu waznych
dokonan, zarowno w badaniach eksperymentalnych jak i teoretycznych,
dotyczacych uszkodzen DNA. O randze tych badan §wiadczg m.in. bardzo
liczne cytowania.

W ramach pracy doktorskiej Autorka postawita sobie cztery gléwne cele:

1. Zbadanie mechanizmu fotochemicznego tworzenia si¢ pojedynczego
pekniecia nici w dupleksie DNA, znakowanym punktowo 5-BrdU (5-bromo-
2’-deoksyurydyna).

2. Wyjasnienie mechanizmu, indukowanej solwatowanymi elektronami,
degradacji modelowych oligonukleotydow znakowanych 5-BrdU, 5-bromo-
2’-deoksycytydyng (5-BrdC), 8-bromo-2’-deoksyadenozyna (8-BrdA) lub 8-
bromo-2’-deoksyguanozyna (8-BrdG).

3. Optymalizacja protokolu denaturujgcej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (DHPLC) do prostej i szybkiej analizy uszkodzen DNA, jako
alternatywy dla powszechnie wykorzystywanej elektroforezy zelowe;.

4. Opracowanie warunkéw analizy pojedynczych peknig¢  nici,
wykorzystujacej ilosciowg tancuchowa reakcje polimerazy (qPCR — ang.
quantitative polymerase chain reaction) z wykorzystaniem sondy TagMan.

W rozdziale 2 mgr Wiczk przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy
uszkodzen DNA, indukowanych promieniowaniem elektromagnetycznym:
$wiatlem 1 jonizujgcym. Autorka szczegdlng uwage poswiecita nukleozydom
o wlasciwosciach radio- 1 fotosensybilizujacych. Na pochwale zastuguje
zastosowanie licznych schematow, utatwiajagcych zrozumienie mechanizméw
uszkodzen DNA, znakowanego atomami chlorowca. Cel pracy zostal podany
w rozdziale 3. Kolejny — 4 rozdziat, zatytutowany: O mechanizmach foto- i
radiodegradacji DNA znakowanego bromopochodnymi zasad nukleinowych
jest rodzajem przewodnika, dotyczacego najwazniejszych aspektéw badan
opisanych w publikacjach D1 i D2. Z tre$ci tego rozdzialu wynika, ze
wykorzystanie denaturujacej wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(DHPLC), zamiast powszechnie stosowanej denaturujgcej elektroforezy
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poliakrylamidowej, pozwolilo na wyjasnienie kontrowersji dotyczacych
mechanizmu tworzenia si¢ fotouszkodzen DNA znakowanego 5-
bromouracylem. Badania opisane w pracy D1 pokazaty, ze uszkodzenie
interpretowane jako pierwotne pgkniecie nici DNA, w rzeczywistosci jest
peknigciem wtornym, tworzacym si¢ na skutek termicznej degradacji
niestabilnego 2’-deoksyrybonolaktonu. Ta wazna obserwacja zostata
potwierdzona metodg ESI-MS (spektroskopia masowa z jonizacja przez
rozpylanie w polu elektrycznym). Wtasciwosci radiouczulajgce bromowanych
zasad nukleinowych zostaly zbadane metodami chemii radiacyjnej z
wykorzystaniem trinukleotydéw, w ktorych dwie czasteczki tyminy otaczaly
natywne zasady nukleinowe (X) lub ich bromowane pochodne (Y).
Otrzymane i opisane w publikacji D2 wyniki wykazaty, ze reagujace z
trinukleotydami elektrony hydratowane nie prowadza do uszkodzenia
badanych natywnych fragmentow DNA. Znaczace zwickszenie podatnosci na
uszkodzenia indukowane przez promieniowanie jonizujace zaobserwowano
dla zmodyfikowanych bromem zasad. Sposrod przebadanej grupy
bromopochodnych nukleozydow wskazano te, ktére powinny najefektywniej
prowadzi¢ do nienaprawialnych uszkodzen na poziomie komérkowym. Sg to
5-bromo-2’-deoksycytydyna oraz 5-bromo-2’-deoksyurydyna.
W pracy D3 zbadano produkty fotolizy §wiattem UVG (300 nm) wodnych
roztworéw  40-merowego, dwuniciowego oligonukleotydu, punktowo
znakowanego 5-BrdU (ds40Br) (5’-GAA TCA GGG GAT AAC GCA GGA
GAA AABrU ATG TGA GCA AAA G-3’ (ss40Br) oraz jednoniciowego
oligonukleotydu-5’-CTT TTG CTC ACA TAT TTT CTC CTG CGT TAT
CCC CTG ATT C-3° (ss40komp). Fotoprodukty analizowano za pomoca
DHPLC, ESI-MS, chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowgq
spektrometria mas (LC-MS/MS) oraz denaturujacej metody PAGE.
Zaproponowana przez Autorke metodologia eksperymentalna wykorzystujaca
DHPLC umozliwita nie tylko detekcje pgknie¢ nici DNA, ale takze innych
typow uszkodzen, takich jak dimery. Przy pomocy trawienia enzymatycznego
sprzezonego ze spektroskopiag mas udato si¢ doktadnie okresli¢ ich strukturg.
Wykazano powstawanie wewnatrzniciowego dimeru pomiedzy A (adening) i
U (uracylem). Ta praca (w zgodzie z publikacjg D1) w pelni zaprezentowata
przewage DHPLC nad elektroforeza zelowa w analizie uszkodzen
oligonukleotydow, modyfikowanych chlorowcem.

Rozdzial 5 Opisu projektu doktorskiego nosi intrygujacy tytut: Jak
zwiekszy¢ arsenal metod do badan uszkodzen DNA?
W omawianym Rozdziale Autorka opisala klasyczne, rutynowe sposoby
oznaczania uszkodzen w biopolimerach. Przeanalizowata w nim wady metod
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bazujacych na rozdziatach elektroforetycznych z wykorzystaniem barwnikow
fluorescencyjnych, a jako alternatywe dla drogiej chromatografii cieczowej
sprzezonej z wysokorozdzielczym spektrometrem masowym zastosowata
technik¢ ilosciowej tancuchowej reakcji polimerazy (PCR w czasie
rzeczywistym).

W publikacji D4 opisano uszkodzenia typu SSB w DNA. Zaprojektowana
sekwencja przedstawiona na Rysunku 17 zawieratla zbadany juz wczes$niej
(praca D1) reaktywny fotochemicznie motyw (5’-CAABrUA-3’),
wbudowany do odcinka, sktadajacego si¢ z 75 par zasad (ds75Br), ktérego
obecnos¢ prowadzi do peknig¢ nici. Do oznaczenia ilosci peknigé
wykorzystano sond¢ typu TagMan w ktorej na koncu 5° znajdowat sie¢
fluorofor zwany reporterem (6-FAM — 6-karboksyfluoresceina), natomiast na
koncu 3° — wygaszacz (BHQ-1 — Black Hole Quencher 1-[(4-(2-nitro-4-
metylo-fenylo)-azo)-yl-((2-metoksy-5-metyl-fenylo)-azo)]-anilina. W wyniku
procesu FRET (rezonansowego przeniesienia energii zgodnie z mechanizmem
Forstera) fluorescencja byta wygaszona. Na etapie elongacji tancucha
dochodzi do degradacji sondy przez polimeraz¢ Taq, (posiadajacg aktywnos$¢
5’-egzonukleazy), a uwolniony reporter fluoryzuje. Do hydrolizy sondy moze
doj$¢ wylacznie podczas elongacji nieuszkodzonego fragmentu DNA.
Wiarygodno$¢ pomiarow wykonanych technikg qPCR, potwierdzono
niezalezng metoda. Z sukcesem zastosowano technik¢ DHPLC, sprze¢zong z
wysokorozdzielczg spektrometrig mas (LC-MS), ktoéra umozliwia iloSciowe
oznaczenie SSB. W pracy D4 wykazano, ze roznice wartosCi uszkodzen
mierzone obiema metodami nie przekraczajg 1,7 %. Jest to bardzo dobry
wynik, $wiadczacy o tym, ze wykorzystana metoda qPCR moze by¢ z
powodzeniem stosowana do ilosciowych badan nad degradacja znakowanego
DNA. Umozliwia ona rowniez okreslenie miejsca uszkodzenia DNA.

Praca jest napisana poprawnym jezykiem, w sposob jasny, wystarczajaco

zwiezly, bez zbednych komentarzy co sprawia, ze zapoznanie z tre$cig
projektu doktorskiego jest tatwe. Cytowane zrodta literaturowe (105 pozycji),
ilustrujace omawiane zagadnienia zostaty prawidtowo dobrane.
Realizacja zaplanowanych badan wymagala od doktorantki znakomitego
przygotowania teoretycznego w zakresie biologii molekularnej, chemii
radiacyjnej, spektroskopii optycznej oraz praktycznej umiejetnosci
stosowania zaawansowanych metod analitycznych i fizykochemicznych.
Nieliczne bledy stylistyczne 1 zargonowe sg wynikiem prob unikania
powtodrzen, gdyz Autorka kilkakrotnie stosuje prawidtowe sformutowania, by
zamieni¢ je wkrotce na btedne.
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Na stronie 4 znajduje si¢ tekst: Powstawanie uszkodzen DNA indukowanych
przez rodniki hydroksylowe (OH") —indywidua tworzgce sie w wyniku
radiolizy wody - jest utrudnione przy obnizonym stezeniu tlenu w
komérce.*** 7 drugiej strony w warunkach hipoksji zaabsorbowane
promieniowanie skutkuje powstaniem mato reaktywnych solwatowanych
elektronow (esy) W takiej samej ilosci co rodniki OH' .

Powyzszy akapit wskazuje, ze skroty myslowe mogg prowadzi¢ do btednych
wnioskow. Elektron hydratowany nie jest mato reaktywny, przeciwnie to
wyjatkowo reaktywne indywiduum redukujace. Z catg pewnoscig Autorka o
tym wie, piszac w publikacji D2, Ze e, reaguje z zasadami nukleinowymi ze
stalg szybkos$ci, kontrolowang dyfuzyjnie. Na stronie 24 zamieszczono
zdanie: Otrzymane wyniki wskazujg jednoznacznie na brak reaktywnosci e,
generowanych w wyniku dziatania promieniowania jonizujgcego na wode,
wobec natywnego DNA, co sugeruje rowniez ich znikomgq role w radioterapii.
Rozumiem intencje Autorki: elektron hydratowany w reakcji z DNA nie
prowadzi do znaczacych uszkodzen biopolimeru. Jednakze, stala szybkos$ci
reakcji e, Z DNA wynosi ponad 10° dm® s™ mol™. Nie jest wigc to warto§é
mala. Poprawnie nalezatoby powiedzie¢, ze reakcje elektronu hydratowanego
z czgsteczkami zmiatacza, zwigzanego z polielektrolitem s3 znaczaco
spowolnione w odniesieniu do uktadu homogenicznego. Przyczyny tego sa
dwie: elektrostatyczne odpychanie elektronu hydratowanego od ujemnie
natadowanego tancucha polielektrolitu oraz czynnik geometryczny (bedacy
konsekwencja nalozenia sfer wychwytu elektronu przez czasteczki zmiatacza
skumulowane w strukturze polimeru). W przypadku krétkich fragmentoéw
DNA obnizenie stalej szybkosci zmiatania e,y powinno by¢ mate w
odniesieniu do zasady nukleinowej. Mozna wigc w przypadku trimeréw
stwierdzi¢, ze elektron hydratowany reaguje z DNA, ale nie uszkadza go.
Ponadto sadze, ze wprowadzanie przez Autorke wilasnych skrétow dla
elektronu solwatowanego: ey, i rodnika hydroksylowego: OH' nie byto trafne.
Skrot e nie uwzglednia fadunku, a w skrocie OH” kropka oznaczajgca rodnik
powinna by¢ umiejscowiona przy symbolu tlenu. W publikacji Autorka
zastosowala poprawne skroty i1 takowe powinny by¢ wykorzystane rowniez w
tek$cie rozprawy. W mojej opinii, w pracy nalezato unika¢ Zargonowego
okreslenia ,,naswietlanie” w odniesieniu do oddziatywania promieniowania
jonizujagcego na DNA. Jest to szczegOlnie niefortunne, gdyz Autorka w
badaniach stosowata zaréwno S$wiatlo (promieniowanie optyczne) jak 1
promieniowanie jonizujagce. W odniesieniu do tego ostatniego, wsrod
chemikow radiacyjnych od lat przyjety jest termin "napromieniowanie".
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Inne drobne bledy to:

- wielokrotnie uzyte sformutowanie Rysunek zamiast Rysunku strony (19, 21,
22, 23, 31, 33, 36, 37)

- strony 22 1 23 wystepuja w pracy podwojnie

- btednie oznaczono strony suplementu publikacji D2

- w tytule publikacji D3 (strona 2 i o§wiadczenie Autorki) zamiast
intrastrand jest intrastarand

- Uzyte na stronie 34 sformutowanie ..., a uwolniony reporter emituje
fluorescencje jest tautologizmem, wystarczy napisac ..., a uwolniony
reporter fluoryzuje

Podsumowanie

Od ponad trzydziestu lat stosuj¢ w badaniach techniki radiacyjne oraz
spektroskopii optycznej 1 sadzg, ze upowaznia mnie to do stwierdzenia, ze
material do§wiadczalny zostal zebrany w sposob profesjonalny i wyjatkowo
rzetelny. Duzym sukcesem jest wykorzystanie w analizie pgknie¢ nici DNA
denaturujgcej wysokosprawnej chromatografii cieczowej zamiast klasycznej
elektroforezy poliakrylamidowej. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje
pionierskie zastosowanie techniki RT-PCR do analizy ilosciowej uszkodzen
indukowanych §wiattem w znakowanym DNA. Autorka nie tylko zastosowata
te wymienione powyzej metody pomiarowe, ale wyniki badan potwierdzita
alternatywnymi, klasycznymi sposobami. Zataczone publikacje zawieraja
niezbedne informacje, umozliwiajace powtorzenie pomiarOw w niezaleznych
badaniach. Chciatbym stwierdzi¢, ze rozprawa pani mgr Justyny Wiczk
stanowila dla mnie zajmujaca lekture ze wzgledu na zawarty w niej bardzo
bogaty materiat do§wiadczalny 1 zagadnienia zwigzane z ciekawg, a nowa dla
mnie tematyka, dotyczaca ilosciowej tancuchowej reakcji polimerazy. Nie
ulega watpliwosci, ze doktorantka w pelni zrealizowata zamierzony cel
badan, uzyskujac bardzo ciekawe i cenne wyniki, ktére stanowig znakomitg
podstawe do dalszych badan z tego zakresu.

Autorka konkluduje swoja prace doktorskg ostroznym stwierdzeniem:
W ten sposob komorka nowotworowa moglaby zosta¢ pozbawiona
naturalnych mechanizmow naprawczych, a wowczas juz stosunkowo
niewielkie dawki promieniowania powinny prowadzi¢ do efektow letalnych.
Zatem moje badania powinny przyczyni¢ si¢ do opracowania nowej,
bezpieczniejszej terapii przeciwnowotworowej.” W mojej ocenie wyniki
pracy doktorskiej dostarczyly cennych informacji rokujacych praktyczne
zastosowanie zmodyfikowanych zasad nukleinowych w leczeniu chordb
nowotworowych. Gratulujgc Autorce Swietnej pracy doktorskiej, zycze jej,

2

90-924 +6dz, Wrdblewskiego 15 budynek C2
tel. 042 631 31 59, fax 042 636 02 46 e-mail: marianwo@mitr.p.lodz.pl




TR

Politechnika todzka

Instytut Techniki Radiacyjnej
dr hab. inz. Marian Wolszczak

aby ktory§ z przebadanych zwigzkow okazal si¢ lekiem stosowanym w
medycynie (uktadem modelowym w dalszych pracach juz sg)!

Oceniajac  wysoko poziom badan naukowych przedstawionych w
rozprawie doktorskiej w konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona przez
Doktorantke rozprawa speinia standardy stawiane pracom doktorskim oraz
wymogi art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14
marca 2003 (Dz U. Nr 65 poz. 595 z pozniejszymi zmianami) 1 dlatego wnosze
do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego 0
dopuszczenie mgr Justyny Wiczk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Rozprawa doktorska pani mgr Justyny Agaty Wiczk zarO6wno swym
zakresem, poziomem badan jak i rangg osiggni¢¢ naukowych wykracza poza
poziom typowych prac doktorskich. W zwigzku z tym wnioskuj¢ o
wyroznienie recenzowanej rozprawy.
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