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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Kingi Westphal
pt. "Radio- i fotoliza znakowanych DNA. Od syntezy modyfikowanych
oligonukleotydow do zaleznosci sekwencyjnej fotouszkodzen”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Kingi Westphal pt.
"Radio- i fotoliza znakowanych DNA. Od syntezy modyfikowanych
oligonukleotydow do zaleznosci sekwencyjnej fotouszkodzen” wykonana zostata
w Pracowni Sensybilizatorow Biologicznych Katedry Chemii Fizycznej
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr. hab.
Janusza Raka, promotora doktoratu. Praca dotyczy bardzo aktualnej i waznej
tematyki, a mianowicie dzialania foto- i radiosensybilizatorow opartych o
modyfikowane nukleozydy. Jest kontynuacja 1 rozwinigciem badan
prowadzonych od wielu lat, z wielkim powodzeniem, przez profesora Janusza
Raka.

Praca doktorska prezentuje obszerny material eksperymentalny i stanowi
zwarte opracowanie naukowe o duzym znaczeniu poznawczym i aplikacyjnym
dla chemii medycznej. Zostala przedstawiona w formie trzech publikacji
naukowych opublikowanych w latach 2016-2017 w renomowanych
czasopismach naukowych oraz opisu projektu doktorskiego. Opis ten zawiera:
wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wstep stanowiacy
wprowadzenie literaturowe w omawiane dalej zagadnienia, cel pracy, wyniki
badan wraz z dyskusjg przedstawione w dwoch podstawowych rozdziatach:
rozdzial 4, ,Radio- i fotoliza modyfikowanych DNA” oraz rozdziat 5
,Manipulacje enzymatyczne jako narzedzie syntezy modyfikowanego DNA”, a
takze podsumowanie rozprawy i bibliografie. Praca zawiera réwniez
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oswiadczenia Doktorantki i wspotautorow o ich udziale w publikacjach
przedstawionych jako rozprawa doktorska.

Jak juz wspomniatem prace doktorska stanowi cykl trzech wieloautorskich
artykulow opublikowanych w latach 2016-2017 w bardzo dobrych
czasopismach z chemii fizycznej, fotochemii i chemii organicznej takich jak:
Journal of Physical Chemistry B,. Organic & Biomolecular Chemistry oraz
Journal of Photochemistry and Photobiology B. We wszystkich publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem. Jak jednoznacznie wynika z zataczonych
oswiadczen gldownych wspotautorow publikacji, a takze z okreslenia wkiadu
wspotautorskiego Doktorantki, udziat Jej we wszystkich tych pracach byt
dominujgcy. Jej udzial polegal na pomysle i zaplanowaniu eksperymentow,
optymalizacji i syntezie zwigzkéw do badan, wykonaniu wigkszosci zadan
eksperymentalnych, interpretacji wynikéw oraz wspoéttworzeniu i korekcie
manuskryptéw. Profesor Janusz Rak, promotor i wspétautor wszystkich trzech
prac, jednoznacznie stwierdza, iz Jego udzial w pracach polegal gléwnie na
uczestnictwie =~ w  planowaniu  projektoéw, interpretowaniu  wynikow
eksperymentalnych oraz przygotowaniu poszczegdlnych manuskryptow.
Pozostali wspotautorzy dr Magdalena Zdrowowicz, mgr Samanta Makurat oraz
dr hab. Agnieszka Zylicz-Stachula z Wydzialu Chemii UG, profesor dr hab.
Krzysztof Bobrowski i dr inz. Konrad Skotnicki z Instytutu Chemii i Techniki
Jadrowej w Warszawie okreslili swoj udzial w publikacjach jako polegajacy na
wspotwykonaniu  czesci  eksperymentalnej, przeprowadzeniu  obliczen
kwantowo-chemicznych i ich interpretacji, konsultacji czesci zagadnien
dotyczacych chemii radiacyjnej i obstudze uktadu do napromieniowania probek,
a takze udzialu w opracowaniu manuskryptow. Biorac wigc pod uwage ww.
oswiadczenia w mojej opinii, Doktorantka miata pelne prawo wykorzystac
wyniki prac wieloautorskich w swojej rozprawie doktorskiej.

W pierwszej czesci opisu wprowadzajacego Doktorantka przedstawila
podstawowe informacje dotyczace radioterapii i terapii fotodynamicznej
podkreslajac role i znaczenie zastosowania modyfikowanego DNA, a tym
samym selektywnego uwrazliwienia komoérek nowotworowych za pomocg
zwigzkow chemicznych. Opisata takze mechanizmy odpowiedzialne za
degradacje materialu genetycznego w wyniku naswietlania promieniowaniem
jonizujacym lub promieniowaniem nadfioletowym (UV). Czgs¢ ta zostata
napisana w sposob poprawny i zilustrowany schematami reakcji. Dla przyktadu
na rysunku 6 przedstawione zostaly struktury dimeréw wewnatrzniciowych
powstatych w wyniku potaczenia poszczegdlnych zasad azotowych. Wstep
literaturowy zostat oparty na ponad szesc¢dziesigciu pozycjach literaturowych. W
mojej opinii prezentacja zagadnien omawianych w tej czgsci rozprawy jest w
zupetnosci  wystarczajgcym  wprowadzeniem w omawiane W czgsci
eksperymentalnej problemy badawcze.



Cel pracy doktorskiej zostal przedstawiony przez Doktorantk¢ w sposdb
jasny i przekonywujacy. Zastosowanie modyfikowanych nukleozydow jako
radio- i fotosensybilizatorow w terapii antynowotworowej wymaga znajomosci
mechanizméw  reakcji  zachodzacych podczas radiolizy 1 fotolizy.
Zaproponowane zostaly zatem trzy zasadnicze cele badawcze rozprawy
doktorskie;j.

Pierwszy - dotyczyl poznania i opisania ilosciowego mechanizmu radiolizy
jednoniciowych fragmentéw DNA znakowanych jodopochodnymi zasad
azotowych,.

Drugi - okreSlenia wplywu sekwencji zasad azotowych w tancuchu
modyfikowanego DNA na wydajnos¢ jego fotoindukowanej degradacji, a Scislej
jak  pisze Doktorantka na ,okresleniu  wydajnosci  powstawania
fotoindukowanych peknig¢ w dwuniciowym fragmencie DNA znakowanym
statym motywem 5’-XCAABrUY-3’, w ktorym X i Y wplywajg na potencjat
jonizacji guanozyny oraz powinowactwo elektronowe modyfikowanego
nukleozydu” (gdzie X/Y to adenozyna (A), guanozyna (G), cytydyna (C) lub
tymidyny( T)).

Trzeci cel, to wg Doktorantki ,,zaprojektowanie narzedzia pozwalajacego na
synteze  znakowanych fragmentow DNA o dowolnej sekwencji,
umozliwiajacego  testowanie = wiasciwosci  foto-/radiosensybilizujagcych
modyfikowanych nukleozydow™.

W mojej opinii podjete w rozprawie cele badan s3 uzasadnione naukowo i
wazne aplikacyjnie.

Wymienione wyzej trzy cele badawcze zrealizowane zostaly w trzech
publikacjach doktoratu i omoéwione w trzech czesciach opisu projektu
doktorskiego:

1. Rozdziat 4. Radio- i fotoliza modyfikowanych DNA

Podrozdzial 4.1. Sekwencja zasad azotowych w {tancuchu DNA
warunkuje fotosensybilizujgce wlasciwosci znacznika

2. Podrozdziat 4.2. Radiosensybilizujgcy potencjat jodopochodnych zasad

azotowych

3. Rozdzial 5. Manipulacje enzymatyczne jako narzedzie syntezy

modyfikowanego DNA. Chemiczno-enzymatyczna synteza dwuniciowego
DNA punktowo znakowanego 5-bromo-deoksyurydyng.

Opis projektu doktorskiego w czgsci eksperymentalnej zostal takze
przygotowany w sposob jasny i przejrzysty. Zostal zilustrowany wieloma
schematami, tabelami i rysunkami. Stanowi dobre podsumowanie materiatu
badawczego zawartego w publikacjach stanowiacych rozprawe doktorska.
Badania mgr Kingi Westphal przedstawione w rozprawie doktorskiej,
przyniosty niewgtpliwie wiele oryginalnych wynikéw rozszerzajgcych wiedzg o
mechanizmach dziatania radio- i fotosensybilizatorow DNA wprowadzonych do



tancucha biopolimeru, co moze mie¢ znaczenie w doborze odpowiednich
modyfikowanych nukleozydéw w radioterapii.

Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy doktorskiej mgr Kingi Westphal
zaliczam:

1. Potwierdzenie udziatu dhugozasiegowego fotoindukowanego
przeniesienia elektronu jako procesu odpowiedzialnego za uszkodzenia
DNA (z udzialem modyfikowanych nukleozydow). Wykazanie, ze proces
ten silnie zalezy od rodzaju nukleotydu w najblizszym sasiedztwie donora
i akceptora elektronu, a co za tym idzie od sekwencji zasad azotowych w
tancuchu DNA znakowanym 5BrdU. Zastosowanie odpowiednio
dobranych struktur nici DNA oraz korelacji eksperymentalnie zmierzonej
wydajnosci uszkodzen z uzyskanymi w obliczeniach kwantowo-
mechanicznych zmianami entalpi swobodnej dla procesu przeniesienia
elektronu (AGe) i jej analizie w oparciu o teori¢ Marcusa zastuguje na
szczegblne wyroznienie. W mojej opinii, fotochemika, jest to
najistotniejsze osiagnigcie pracy doktorskiej

2. Opisanie radiosensybilizujacych wtasciwosci jodopochodnych zasad
azotowych na przyktadzie trinukleotydéw znakowanych 5-jodocytydyng
(5-IdC) lub 5-jodourydyng (5-IdU). Oznaczenie produktéw reakcji
radiolizy ww. trinukleotydow indukowanej przez solwatowane elektrony
(radioliza wodnych odtlenionych roztworéw w obecnosci zmiatacza
rodnikow hydroksylowych) i wyznaczenie wydajnosci ich tworzenia.
Dato to mozliwos$¢ zaproponowania mechanizmu zachodzacych reakcji.

3. Wykazanie prawie dwukrotnie wigkszej wrazliwosci jodopodstawionych
nukleozydow na dziatanie solwatowanych elektronéw w poréwnaniu z ich
bromowanymi odpowiednikami (przebadanymi uprzednio: J. Rak et al.
Org. Biomol. Chem., 2015, 13,10362) oraz zaproponowanie
mechanizméw wyjasniajacych obserwowane réznice.

4. Zaproponowanie i zoptymalizowanie procedury umozliwiajacej synteze
dwuniciowych DNA znakowanych wybranym sensybilizatorem. Daje to
mozliwo$¢ testowania nowych sensybilizatorow do zastosowania w
fotodynamiczne;j terapii.

Z obowigzku recenzenta chcialbym przedstawié tylko kilka drobnych uwag,
ktore nie wptywaja na moja pozytywna oceng¢ doktoratu.

1. Szkoda, ze w opisie projektu doktorskiego nie przedstawiono listy
skrotow stosowanych w pracy. Dla przyktadu skrét IR stosowany w pracy
1.2 nie oznacza ogdlnie przyjetego w chemii terminu - podczerwien.

2. W jaki sposob uzyskano promieniowanie monochromatyczne A=320 nm
z emisji lampy rteciowej wysokocisnieniowej (jakie filtry byly
zastosowane)? Selektywne wzbudzanie okreslonej zasady azotowej ma
istotne znaczenie w opisie mechanizmu reakcji fotochemicznych.



3. Czy podjeto cho¢ wstepne badania, metoda radiolizy impulsowej,
mechanizmu reakcji solwatowanych elektronéw z  trinukleotydami
znakowanymi 5-I1dC i 5-1dU? Badania te umozliwilyby bezposrednie
zaobserwowanie nietrwatych produktéw posrednich oraz kinetyki ich
tworzenia i zaniku.

4. Szkoda takze, ze Doktorantka nie zilustrowata proponowanych
mechanizmoéw reakcji radiolizy trinukleotydéw znakowanych 5-1dC i 5-
IdU i ich bromopochodnych odpowiednikéw schematami reakcji,
ograniczajgc si¢ jedynie do stownego opisu.

Poziom badan prezentowanych w rozprawie doktorskiej Pani mgr Kingi
Westphal jednoznacznie $wiadczy, iz nalezy Ona do grupy miodych
naukowcdow potrafigcych z powodzeniem prowadzié¢ badania z zastosowaniem
roznorodnych, eksperymentalnych technik badawczych, nalezycie interpretowaé
wyniki w oparciu o obliczenia kwantowo-mechaniczne i literature przedmiotu
badan. Jak wynika z zataczonego CV, Doktorantka systematycznie rozwija
swoje umiejgtnosci badacze nie tylko w kraju, ale takze na stazach
zagranicznych. Uczestniczy w realizacji projektéw badawczych wewnatrz
uniwersyteckich (UG) oraz NCN. Jest wspétautorem az dmewu;cm publikacji
(w tym trzech wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej) i wielu prezentacji
na konferenqach krajowych i mle;dzynarodowych a takze jest laureatkg kilku
nagrod i wyréznien dla magistrantow i doktorantéw. Jest zatem bardzo dobrze
zapowiadajgcym si¢ mtodym pracownikiem naukowym.

Reasumujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Kingi
Westphal odpowiada swoim poziomem naukowym i metodycznym
wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Upowaznia mnie to do
postawienia wniosku o przyjecie pracy i dopuszczenie Kandydatki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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