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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Zdrowowicz
pt. "Pochodne zasad nukleinowych jako substancje uwrazliwiajgce DNA na
promieniowanie elektromagnetyczne ”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny
Zdrowowicz pt. “Pochodne zasad nukleinowych jako substancje
uwrazliwiajgce DNA na promieniowanie elektromagnetyczne ” zostala
wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, w Pracowni
Sensybilizatorow Biologicznych pod kierunkiem prof. dr. hab. Janusza Raka.
Praca dotyczy aktualnej i o duzym znaczeniu tematyki, a mianowicie opisania
mechanizmow indukowanego fotochemicznie i radiacyjnie uszkadzania DNA z
zastosowaniem pochodnych zasad nukleinowych jako uczulaczu, co moze by¢
istotne dla nowoczesnej terapii nowotworowej. Jest kontynuacja i rozwinigciem
badan prowadzonych od wielu lat, z wielkim powodzeniem, przez profesora
Raka i Jego grupe badawcza.

Praca doktorska prezentuje obszerny material eksperymentalny o duzym
znaczeniu poznawczym. Zostala przedstawiona w formie szesciu
wspotautorskich publikacji w renomowanych w skali $wiatowej czasopismach
naukowych wraz opisem projektu doktorskiego obejmujacym wykaz publikacji
wchodzacych w sktad pracy doktorskiej oraz nastgpujace podrozdzialy: wstep,
cele pracy, wyniki badan, podsumowanie i literatura. Rozprawa zawiera takze
kopie publikacji wchodzgcych w sktad pracy doktorskiej, oswiadczenia
wspotautorow oraz podsumowanie dorobku naukowego mgr Zdrowowicz.

Jak juz wspomniatem, prace doktorska stanowi cykl szesciu
wieloautorskich artykutow opublikowanych w latach 2013-2017 w czolowych
czasopismach naukowych z chemii fizycznej i bioorganicznej takich jak: J.



Phys. Chem. B (3 publikacje), J. Phys. Chem. Letters (1 publikacja),
PhysChemChemPhys (1 publikacja) oraz Organic & Biomolecular Chemistry (1
publikacja). W czterech z nich mgr Zdrowowicz jest pierwszym autorem. Jak
jednoznacznie wynika z zalgczonych oswiadczen gléwnych wspétautorow
publikacji, a takze z okreslenia wktadu wspoétautorskiego Doktorantki, udziat Jej
we wszystkich tych pracach byt znaczacy, a w czterech dominujacy. Jak sama
ocenia, Jej udziat w wiekszosci publikacji polegat na optymalizacji i syntezie
zwigzkéow do badan, wykonaniu wigkszosci zadan eksperymentalnych,
interpretacji wynikow oraz udzial w tworzeniu i korekcie manuskryptow.
Profesor Janusz Rak, promotor i wspotautor wszystkich prac, jednoznacznie
stwierdza, iz Jego udziat w pracach polegal gléwnie na uczestnictwie w
planowaniu projektow, interpretacji wynikéw eksperymentalnych oraz
przygotowaniu poszczegélnych manuskryptéw. Biorac wigc pod uwage ww.
oswiadczenia w mojej opinii, Doktorantka miala pelne prawo wykorzystaé
wyniki prac wieloautorskich w swojej rozprawie doktorskiej.

Opis projektu doktorskiego, stanowiacy swoiste podsumowanie wynikow
prezentowanych w sze$ciu artykutach naukowych, zostal napisany w sposéb
jasny i przejrzysty. Zawiera kilkanascie rysunkéw ilustrujgcych w przystepny
sposob omawiane wyniki i schematy reakcji. Jedyne drobne uwagi krytyczne
dotyczg braku spisu stosowanych skrotow, co utrudnia czytelnikowi analize
tekstu. W opisie projektu stosowany jest niezupelnie Scisty terminu ,,rodniki
izopropylowe” dla rodnikéw (OHisop" ).

Ogblnym celem pracy, jak pisze Doktorantka bylo ,,wyjasnienie
mechanizmu fotouwrazliwiania DNA przez bromonukleozydy, z drugiej strony
— zaproponowanie nowych pochodnych zasad nukleinowych o potwierdzonym
potencjale radiosensybilizujgcym”. W pracy skoncentrowata si¢ na trzech
szczegotowych celach badawczych:

(1)pierwszy dotyczyt zrozumienia mechanizméw fotouczulania DNA przez
bromopochodne dwoch pirymidynowych zasad nukleinowych 5-bromo-
2’-deoxyurydyny (BrdU) oraz 5-bromo-2’-deoxycytydyny (BrdC),

(2) drugi - zbadania reakcji bromonukleozydéw z rodnikami 2-hydroksy-2-
propylowymi (OHisop" ) stanowigcymi model wtérnych rodnikow
organicznych powstalych w komorce na skutek dziatania promieniowania
jonizujacego,

(3)oraz trzeci - poznania wasciwosci nowych, potencjalnych radiouczulaczy
uszkodzen DNA, a mianowicie tio i selenocyjaninowej pochodnej
uracylu.

Na szczegOlne podkreslenie zastuguje przedstawienie przekonywujacej
argumentacji uzasadniajacej podjecie tego typu badan, laczacej badania
podstawowe z potencjalnym zastosowaniem badanych ukladéw jako



efektywnych promieniouczulaczy w leczeniu nowotworéw (w fotodynamicznej
terapii jak i radioterapiti).

Badania mgr Magdaleny Zdrowowicz zawarte w rozprawie doktorskiej,
przyniosty niewatpliwie wiele nowych i oryginalnych wynikoéw rozszerzajacych
wiedze o przydatnosci pochodnych zasad nukleinowych jako substancji
uwrazliwiajgcych DNA na promieniowanie elektromagnetyczne.

Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy doktorskiej mgr Magdaleny
Zdrowowicz zaliczam:

1. Dobér nowoczesnej i majgcej ogromne znaczenie badawcze i medyczne
tematyki badan wraz z doborem odpowiednich pochodnych nukleozydow
do badan fotochemicznych i radiacyjnych.

2. Udowodnienie i opisanie mechanizméw reakcji odpowiedzialnych za
uszkodzenia powstate w wyniku naswietlania promieniowaniem
nadfioletowym DNA znakowanego 5-bromo-2’-deoksyurydyny (BrdU)
oraz 5-bromo-2’-deoksycytydyny (BrdC). Wykazanie, ze glownym
mechanizmem uszkodzen zmodyfikowanego DNA jest tworzenie
jednosieciowych peknie¢, co jest konsekwencja dalekozasiegowego
przeniesienia elektronu pomiedzy wzbudzonymi BrdU (BrdC) a guanina.
Zaobserwowanie istnienia drugiego typu reakcji prowadzacej do
uszkodzenn DNA, a mianowicie sieciowania wewnatrzniciowego
(identyfikacja wewnatrzniciowych dimerow pirymidynowych
potaczonych wigzaniem kowalencyjnym). Wyznaczenie ilosciowych
parametrow  fotoindukowanej degradacji znakowanego DNA, a
mianowicie wydajnosci kwantowej rzedu 8x107.

3. Wykazanie, iz wlasciowosci fotouczulajace zaleza od lokalnej sekwencji
sgsiadujgcych zasad, iz 5-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU) jest lepszym
fotosensybilizatorem  uszkodzen = DNA anizeli 5-bromo-2’-
deoksycytydyna (BrdC).

4. Udowodnienie mechanizmu reakcji bromopochodnych wybranych
nukleozydéw pirymidynowych (5-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU) 5-
bromo-2’-deoksycytydyna (BrdC)) i purynowych (5-bromo-2’-
deoksyguanozyny (BrdG) i 5-bromo-2’-deoksyadenozyny (BrdA)) z
rodnikami 2-hydroksy-2-propylowymi (OHisop’). W badaniach tych
zastosowano zarOwno fotochemiczne jak i radiacyjne metody
generowania rodnikéw (OHisop® ). Wykazano, ze w przypadku reakcji
bromopirydyn tworzg si¢ dwa produkty koncowe: debromowany
nukleozyd (dU lub dC) oraz addukt nukleozyd-rodnik OHisop’, natomiast
dla bromopuryn giéwnie addukt. Obserwacje te poparte obliczeniami
kwantowo-chemicznymi jednoznacznie wskazaly na istnienie dwoch
roznych mechanizméw zachodzacych reakcji; pierwszy, prowadzacy do
utworzenia adduktow to substytucja rodnikowa, natomiast drugi polega
ma przeniesieniu elektronu pomigdzy rodnikiem OHisop” a



bromonukleozydem, dysocjacji wigzania C-Br w utworzonym
anionorodniku, powstaniu reaktywnego rodnika zlokalizowanego na
zasadzie nukleinowej i dalszymi reakcjami oderwania atomu wodoru
prowadzacymi do nukleozydu (dU lub dC).

5. Wykazanie, ze bromopirydyny sa efektywniejszymi sensybilizatorami
rodnikowych uszkodzen DNA niz bromopuryny.

6. Przeprowadzenie systematycznych i dobrze zaplanowanych studiéw nad
poszukiwaniem nowych, potencjalnych sensybilizatorow DNA o
pozadanych wiasciwosciach radiouczulajacych, polegajgcych na:

- zaprojektowaniu ich struktur w oparciu o obliczenia teoretyczne,

- przeprowadzeniu syntezy wybranych zwigzkow,

- potwierdzeniu eksperymentalnym ich sensybilizujgcego potencjatu (za
pomocg spektroskopii fotoelektronowej),

- badaniach mechanizmu reakcji z zastosowaniem odpowiednich metod

bezposredniej obserwacji produktéw posrednich (EPR) jak i metod

analizy produktéw koncowych (HPLC, MS).

7. Udowodnienie mechanizmu reakcji zachodzacych podczas radiolizy 5-
tiocyjano-2’-deoksyurydyny (SCNdU). Wykazanie dwoch niezaleznych
reakcji: pierwszej polegajacej na rozerwaniu wigzania S-CN z
utworzeniem anionu CN~ i rodnika 5-tiourydynowego ((dU-S°) i w
konsekwencji produktu trwatego dU-S-S-dU oraz drugiej polegajacej na
rozerwaniu wigzania S-C w anionorodniku (SCNdU)™ z utworzeniem
rodnika 5-urydylowego (dU") i anionu rodankowego SCN™.

8. Udowodnienie mechanizmu indukowanej promieniowaniem
jonizacyjnym degradacji dla selenowej pochodnej, a mianowicie 5-
selenocyjanouracylu (SeCNU)). Wykazanie rozerwania wigzania Se-CN
jako pierwotnej reakcji z utworzeniem rodnika U-Se’ i dalszej reakeji
wtornej polegajacej na rekombinacji tych rodnikéw z utworzniem
produktu trwatego U-Se-Se-U.

9. Wykazanie, iz nowe pochodne zasad nukleinowych, a mianowicie tio- i
selenocyjaninowe pochodne uracylu, moga by¢ wielce obiecujagcymi
radiosensybilizatorami DNA w terapii przeciwnowotworowe;.

Waznym podkreslenia jest umiejetne zastosowanie przez Doktorantke
réoznorodnych i wilasciwie dobranych metod badawczych (stacjonarne
naswietlania fotochemiczne, generowanie fotochemiczne lub radiacyjne
rodnikéw 2-hydroksypropylowych (OHisop’) jako reagentéw do badania
degradacji wybranych nukleozydow, elektroforeza, metody chromatografii
cieczowej i spektrometrii mas, spektroskopia molekularna m.in. UV-Vis, EPR,
PES oraz obliczenia kwantowo-chemiczne), umozliwiajacych zrealizowanie
zatozonych celow badawczych.

Jednakze sposob wyznaczenia wydajnosci kwantowej degradacji
znakowanego DNA (@ = 8,4x10? i 2,5x10~ dla DNA znakowanego BrdU oraz



BrdC) i uwzglednienie efektu filtru wewnetrznego wymaga kilku stow
komentarza, o co pozwol¢ sobie poprosi¢ Doktorantke w czasie publicznej
obrony pracy doktorskiej. Podobnej dyskusji wymaga problem wydajnosci
przeniesienia energii triplet-triplet pomigdzy wzbudzong czasteczka acetonu a
stosowanymi bromonukleozydami.

Jak wynika z prezentowanej rozprawy, a takze z zalaczonego
catosciowego dorobku naukowego, Doktorantka nalezy do grupy miodych
naukowcow potrafigcych z powodzeniem prowadzi¢ badania z zastosowaniem
réznorodnych metod badawczych fotochemii, chemii radiacyjnej i metod chemii
analitycznej. Posiada umiejetno$¢ interpretacji uzyskanych wynikéw
uwzgledniajgc metody obliczeniowe oraz obszerng literatur¢ przedmiotu badan.
Takie podejscie do badan chemicznych charakteryzujace si¢ systematyczng
realizacjg dobrze zaplanowanych badan zastuguje na bardzo pozytywna oceng.

Reasumujgc stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr
Magdaleny Zdrowowicz 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.

Ze wzgledu na atrakcyjno$¢ tematyki badawczej, poziom naukowy,
jako$¢ przeprowadzonych badan, wieloaspektowe podejscie do badania
mechanizméw reakcji oraz jasnos¢ prezentacji wynikéw i ich dyskusji,
wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej. Jest to jedna z
najlepszych prac doktorskich jakie przypadio mi recenzowaé¢ w mojej karierze
naukowe;j.




