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RECENZJA pracy doktorskiej pani mgr Kingi Westphal
pt. Radio- i fotoliza znakowanego DNA. Od syntezy modyfikowanych
oligonukleotydéw do zaleznos$ci sekwencyjnej fotouszkodzen

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Westphal zostata
wykonana w Pracowni Sensybilizatorow Biologicznych Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Janusza Raka.
Tematyka rozprawy jest bardzo aktualna, o duzym aspekcie poznawczym i jest
istotna z punktu widzenia potencjalnych zastosowan farmakologicznych
modyfikowanych nukleotydow.

Prof. Janusz Rak i jego zesp6t znany jest z szeregu waznych dokonan, zarowno
w badaniach eksperymentalnych jak i teoretycznych, dotyczacych reakcji
rodnikowych w uktadach biologicznie waznych. O randze tych badan swiadcza
m.in. bardzo liczne cytowania. Profesor Rak wspotpracuje takze z wiodgcymi
swiatowymi osrodkami zajmujgcymi sie oddzialywaniem promieniowania
jonizujacego i $wiatta z biomolekutami. Jego Pracownia jest jednym z
najwazniejszych miejsc prowadzacych takie badania.

Wykaz publikacji sktadajacych si¢ na projekt doktorski obejmuje trzy
nastepujace pozycje:

1. The sequence dependence of photoinduced single strand break in 5-bromo-
2’-deoxyuridine labeled DNA supports that electron transfer is responsible
for the damage

Kinga Westphal, Samanta Makurat, Janusz Rak

Journal of Physical Chemistry B, 2017, 121, 9169-9174. IF 3.146

2. Radiation damage to single stranded oligonucleotide labeled with
5-iodopyrimidines

Kinga Westphal, Konrad Skotnicki, Krzysztof Bobrowski, Janusz Rak
Organic & Biomolecular Chemistry, 2016, 14, 9331-9337. IF 3.423

3. Chemically-enzymatic synthesis of photosensitive DNA

Kinga Westphal, Magdalena Zdrowowicz, Agnieszka Zylicz-Stachula,
Janusz Rak

Journal of Photochemistry and Photobiology B, 2017, 167, 228-235. IF 3.165
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Ogolna ocena projektu doktorskiego i dokonan naukowych Doktorantki

Dorobek naukowy magister Westphal obejmuje dziewie¢ publikacji (siedem z listy
filadelfijskiej — Thomson Reuters Scientific Master Journal List) w tym rozdzial w
ksigzce Handbook of Computational Chemistry 2017. Prace byly cytowane 40 razy.
Indeks Hirsha doktorantki wynosi 4, a taczny wskaznik oddziatywania publikacji jest
bliski dwudziestu (19.134).

Jest ona wspotautorka prezentacji na 12 konferencjach miedzynarodowych i 11
krajowych. W dorobku ma dwa staze zagraniczne: pierwszy w ramach programu
Maria Curie Actions NanoBRIDGES — building Bridges between specialists on
computational and empirical risk assessment of engineered-nanomaterials —Jackson
State University, Jackson, USA, ktory odbyt si¢ w termine od maja do wrzesnia 2014
roku, oraz drugi, ktéry w ramach programu Visiting Research Graduate Traineeship
realizowany jest od lipca 2017 w Centrum Choréb Neurodegeneracyjnych w Dallas
(University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas, USA). Pani mgr Westphal
brata udziat w pigciu projektach badawczych w tym dwoch przyznawanych przez
Narodowe Centrum Nauki (OPUS 3, numer UMO-2012/05/B/ST5/00368 oraz
Maestro 6, numer: 2014/14/A/ST4/00405). W projektach w ktorych instytucjg
przyznajacg byt Uniwersytet Gdanski petnita rolg kierownika (projekty 538-8227-
B728-15,538-8227-B099-15/16 oraz 538-8277-B433-16/17). Jest rowniez dwukrotng
beneficjentka stypendium dla najlepszych doktorantow macierzystego Wydziatu, a
takze trzykrotng stypendystkg dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadan
projakosciowych. Praca magisterska Autorki, zatytutowana ,,Opracowanie warunkéw
powielania i delecyjnej mutagenezy syntetycznego genu kodujgcego bifunkcjonalng
endunukleaze Taqll” zostata przez Polskie Towarzystwo Chemiczne (oddziat
Gdanski) uznana za najlepszg prace dyplomowa 2014 roku. W 2016 roku na
Konferencji Mlodych Fizykdw organizowanej przez Uniwersytet Rzeszowski jej
prezentacja plakatowa byta najlepsza praca o charakterze eksperymentalnym.
Dorobek Doktorantki jest ponadprzeci¢tny, ze wzgledu na liczbe i wysoki poziom
publikacji naukowych.

Uwagi szczegélowe i dyskusja

Autorka w ramach projektu doktorskiego postanowita zrealizowacé trzy podstawowe
zagadnienia:

1. Wyznaczenie wydajnosci powstawania fotoindukowanych peknigc

w dwuniciowym fragmencie DNA, znakowanego motywem 5’-XGAABrUY-3’,

w ktorym X 1 Y wplywaja na potencjat jonizacji guanozyny oraz powinowactwa
elektronowego modyfikowanego nukleozydu (mNz).

2. Przeprowadzenie jakosciowej i ilosciowej analizy procesu radiolizy
jednoniciowych fragmentéw DNA znakowanych komercyjnie dostepnymi
jodopochodnymi zasad azotowych.

3. Synteza znakowanych fragmentéw DNA o dowolnej sekwencji, ktore umozliwiag
testowanie wlasciwosci modyfikowanych foto-/radiosensybilizujgcych nukleozydow.

Opisujgc zadanie 1 Autorka stwierdzita, ze wprowadzenie do DNA 5-bromo-2’-
deoksyurydynyny zwigksza podatnos¢ biopolimeru na degradacje indukowang
promieniowaniem UV w zakresie >290 nm. Jednoniciowe pekniecia DNA powstaja
na skutek dtugozasiggowego transferu elektronu z reszty guaniny do wzbudzonej



swiattem ultrafioletowym reszty BrdU. W wyniku transferu elektronu powstaje
wysoce niestabilny anionorodnik BrdU, ktéry dysocjuje na anion bromkowy i
reaktywny rodnik urydylowy. Ten ostatni jest stabilizowany przez oderwanie atomu
wodoru od sasiadujacej reszty cukrowej. Prowadzi to do przerwania helisy DNA.

W ramach projektu poddano naswietleniu UV siedem dwuniciowych fragmentow
DNA zawierajacych 25 par zasad, w strukturze ktorych znajdowat sie staty fragment
5’-XCAABrUY-3’ (Schemat 1), gdzie symbole X lub Y reprezentujg zasady A, G, C
lub T. Zlokalizowane w obrebie motywu dwie grupy A stanowig tacznik miedzy
donorem elektronu (guaning zlokalizowana w nici komplementarnej) a
modyfikowanym nukleozydem, umozliwiajac wydajny transfer elektronu. Nukleotyd
komplementarny do X modyfikuje potencjat jonizacji guaniny zas$ nukleotyd Y
zmienia powinowactwo elektronowe 5-BrdU. Analiza wynikow chromatografii
cieczowe]j (sprzegnietej ze spektrometria mas) naswietlonych roztworéw badanych
tancuchow DNA wykazata, ze najwieksza wydajnos$¢ zrywania nici odnotowano w
przypadku sekwencji zawierajacej motyw 5’-CCAABrUT-3". W tym eksperymencie
prawie 30% znakowanego oligonukleotydu ulegto uszkodzeniu. Natomiast jesli
zamiast reszty tymidyny z 5-BrdU sasiaduje guanozyna, wydajnosé¢ kwantowa
uszkodzenia oligonukleotydu znaczaco maleje - do 2% [praca 1]. Stosujgc teorie
Marcusa, Autorka potwierdzita, ze za proces uszkodzenia DNA odpowiada
fotoindukowany transfer elektronu. Uogélniajac, wydajnosé fotouszkodzen
zmodyfikowanego DNA jest mata a sekwencja zasad azotowych w tancuchu DNA
warunkuje fotouczulajace wtasciwosci znacznika. Stochastyczny charakter
modyfikacji DNA w komorce sprawia, ze prawdopodobienstwo wystgpienia
sekwencji o duzej wydajnosci zrywania nici jest bardzo mate. Wyjasnia to dlaczego
modyfikowane nukleozydy wciaz nie znajdujg zastosowania w praktyce kliniczne;.

Publikacja [2] zostata wykonana we wspotpracy z grupg badawcza profesora
Krzysztofa Bobrowskiego z Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie.
Praca dotyczyta radiolizy odtlenionych, wodnych roztworéw jednoniciowych
trinukleotydéw znakowanych 5-IdU lub 5-1dC w obecnosci zmiatacza rodnikow
hydroksylowych. Warunki eksperymentu pozwolity sledzi¢ reakcje badanych
nukleotydow jedynie z elektronami hydratowanymi. W wyniku ilosciowej analizy
chromatograficznej (sprzgzonej ze spektrometrig mas) zidentyfikowano zwiazki
swiadczace o uszkodzeniu struktury analizowanych trinukleotydow. Wykazano, ze
nastepuje przerwanie ciggtosci nici. Jest to bardzo cenna informacja. Strukture
kazdego z produktéw radiolizy potwierdzono przy uzyciu wzorcéw
chromatograficznych. Dwa razy wigksza wydajnos¢ powstawania radiacyjnych
uszkodzen jodopodstawionych zasad nukleinowych w stosunku do degradaciji
bromopodstawionych wskazuje, ze oligonukleotydy znakowane 5-IC lub 5-IU moga
by¢ skutecznymi lekami w radioterapii nowotworow.

Kolejnym etapem projektu doktorskiego mgr Kingi Westphal byta synteza
dwuniciowych DNA sktadajacych si¢ z trzydziestu lub siedemdziesieciu pieciu par
zasad, zawierajacych zmodyfikowana jednostke 5-BrdU. W tym celu
zoptymalizowano opisang w literaturze [1] metode enzymatycznej syntezy DNA co
pozwolito wprowadzi¢ 5-BrdU w $cisle okreslong pozycje helisy. Autorka
potwierdzita mechanizm degradacji DNA, zgodnie z ktorym $wiatlo UV prowadzi do
wzbudzenia mNZ i jego konwersji do U z jednoczesnym uwolnieniem reszty adeniny,
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co skutkuje powstaniem dwoch krétszych fragmentéw: ss13P (5’-TAT CTA GAC
AGC A-P-3’) oraz ssP16 (5’-P-UAACTC ATA TCA GTC A-3’) [publikacja 3].

Autorka projektu doktorskiego umiejetnie postuguje si¢ jezykiem ojczystym co
sprawia, ze prace czyta sie fatwo. Niestety czesto stosuje skroty myslowe, ktore
prowadza do tworzenia nieprecezyjnych sformutowan. I tak na stronie dziewiate]
stwierdza, ze radioliza jest reakcja. Mam petna swiadomos¢, ze Pani mgr Westphal
wie jak ztozonym procesem jest oddzialywanie promieniowania jonizujacego z
materig. Przy uzyciu zapisu typowego dla reakcji chemicznej, mozna jedynie
zaprezentowac np. jakie produkty radiolizy wody i w jakiej ilosci powstajg. Wsrod
produktow radiolizy wymieniony zostat tlen. Radioliza wody w warunkach
beztlenowych, przy zastosowanym przez Autorke rodzaju promieniowania
jonizujacego, nie prowadzi do generowania tlenu. W roztworach napowietrzonych czy
nasyconych tlenem wsrdéd produktow radiolizy wody formalnie pojawia sie tlen. Jest
to wynikiem reakcji nastgpczych rodnikéw O, lub HO;'". Nalezy podkresli¢, ze w tym
przypadku nie powstaja dodatkowe czasteczki tlenu.Molekuty tlenu sa regenerowane.
Tlen moze by¢ generowany w warunkach beztlenowych jedynie podczas radiolizy
uktadow wodnych przy zastosowaniu prominiowania o duzej wartosci LET [1].

Brak mi w opisie projektu doktorskiego widm absorpcyjnych badanych zwiazkéw.
Jest to istotne gdyz widmo dupleksu DNA zawierajacego 5-BrdU [3] wykazuje
maksimum dla 290 nm ale jest asymetryczne i sigga do 340 nm. Absorbancja dla 320
nm jest mata i trudno oszacowac jaka czes¢ swiatta uzytego do wzbudzenia jest
pochlonigta. W aneksie do publikacji (3) zamieszczono informacje o molowych
wspotczynnikach absorpcji modyfikowanych nukleotydow, ale nie podano dtugosci
fali dla ktorych zostaly one obliczone.

W opisie projektu doktorskiego Autorka zasugerowata, ze badane przez nig
modyfikowane nukleozydy (mNz) moga znalez¢é zastosowanie w leczeniu chorob
nowotworowych. Wymienita dwie terapie, radioterapi¢ i terapie fotodynamiczng
(PDT). Interesuje mnie w jaki sposob mozna wykorzysta¢ mNz w PDT? Wiadomo, ze
$wiatto UV nie przenika w glab skory czy tkanek (np. pecherza). Uzyte w pomiarach
swiatto (320 nm) wnika w tkanke na kilkadziesiat um. Czy mozna zerwa¢ wigzanie
C-I w mNz z wykorzystaniem procesow wielofotonowych przy zastosowaniu swiatta
z zakresu widzialnego?

Bardzo wysoko oceniam przeglad literatury (zawarty w rozdziale 2.2 1 2.3.1.1)
dotyczacy antynowotworowych wtasciwosci modyfikowanych atomami chlorowca
nukleotydow. Przeglad dotyczy m.in. radiolizy roztworéw DNA, w sktadzie ktorego
wystepuja zasady nukleotydowe modyfikowane atomem chlorowca. Autorka opisuje
w nim reakcje DNA i nukleotydéw z elektronem hydratowanym. Jest to uzasadnione
bo te elektrony stosuje w pomiarach. Prositbym Autorke aby podczas publicznej
obrony pracy skomentowata reaktywnosc¢ elektronéw suchych z badanymi
nukleotydami. Interesuje mnie to w kontekscie terapii nowotworowej z
wykorzystaniem mikrowigzek promieniowania X lub jonéw oraz z powodu czysto
naukowego -dysocjatywnego wychwytu elektronu.

Drobne uwagi edytorskie i redakcyjne

Skrot min. zapisywany z kropka oznacza wyrazy minimum, minimalny lub...
minister. Skrét min stosowany bez kropki oznacza minute. Taki skrét powinien byé
zastosowany w przedstawionym do recenzji projekcie. Domyslam sie, ze ten drobny



btad zostat spowodowany tym, iz skroty godziny, miesigca czy roku zapisujemy z
kropka (odpowiednio godz., m. lub r.), lecz skréty te nie majg statusu symboli
wielkosci fizycznych.

Na stronie 6 brakuje symbolu (-) w zapisie elektronu solwatowanego.

Na stronie 7 zamiast ,,fotouczulajgce” winno by¢ ,,fotouczulajace”

W schemacie zaprezentowanym na rysunku 1 ,,zagingt” symbol X i znak (-) a na
rysunku 3 Br-.

W przedstawionym na Rysunku 5 schemacie brakuje atomu jodu (pierwszy etap
heterolizy).

Opis rysunku 3 na stonie 14 jest niepoprawny. To nie jest fotoindukowany
mechanizm... a Mechanizm fotoindukowanego powstawania rybonolaktonu i
erytrozy

Skrét PSET (strona 15) moze byé pominiety, gdyz nie uzyto go w tekscie ani razu.
Na stronie 15 napisano sekwenjach zamiast sekwencjach.

Na stronie 17 opis do rysunku jest zbyt lakoniczny, mozemy na nim dostrzec wiecej
niz wigzanie C-I.

Terminologia fotochemiczna i radiacyjna w jezyku polskim jest dos¢ dobrze
zdefiniowana. Istniejace glosariusze i podreczniki pozwalajg na weryfikacije
intuicyjne stosowanych termindw z tymi zalecanymi. Autorka w pracy doktorskiej
uzywa pojecia fotowrazliwos¢. Jest to pojecie medyczne i oznacza wystapienie zmian
w odpowiedzi na fotostymulacje organizmu. Wtasciwym pojeciem jest
fotosensybilizacja lub fotouczulenie. Stosowanie odpowiednich termindw jest trudne i
zdecydowanie wymaga odwotania si¢ do zroédet. Dobrym przyktadem jest omawiane
pojecie. Autorka w publikacji angielskojezycznej stosuje termin photosensitizer
(fotosensybilizator, fotouczulacz) oraz photosensitivity ttumaczac ten drugi wyraz
formalnie prawidtowo (,,dostownie”) jako fotowrazliwos$¢. Z tresci publikacji wynika,
ze fotoczutos¢ jest lepsza nazwa. Jednorazowo termin ten zostal w pracy
wykorzystany. W mechanistycznej fotochemii termin ,,fotosensybilizacja” jest
ograniczany do przypadkéw, w ktorych fotosensybilizator nie jest zuzywany.
Kolejnym przyktadem trudnego pojecia jest termin: ekspozycja tac. expositio =
wylozenie, ma w jezyku polskim bardzo wiele znaczen. W kontekscie fotograficznym
oznacza naswietlanie, wigc mozna powiedzie¢ ekspozycja swiattem. Tak chemicy
radiacyjni zwykli ten termin stosowa¢ podczas opisu napromieniania (np. ekspozycja
dawkg). Oczywiscie, termin ekspozycja na promieniowanie UV stosowany
konsekwentnie w pracy jest rowniez prawidlowy, bo oznacza poddanie/wystawienie
na dziatanie czegos. Jako osoba starej daty nie jestem zwolennikiem wprowadzenia do
Jezyka specjalistycznego zbyt duzej ilosci poje¢ adaptowanych z jezyka angielskiego.
Mam swiadomos¢, ze terminy naukowe aktualnie stosowane w jezyku polskim to
wyrazy obce, przyswojone dawno. Autor ma prawo stosowaé¢ w opisie wynikow
badan nowe terminy, ale tylko wtedy gdy je objasnia. Brak mi definicji pojecia
,»fotolit” czy ,,suplementowany”.

W odnosniku 74 popetniono dwa btedy, Bryan jest imieniem autora o nazwisku
Oronsky, natomiat w nazwisku Knox pomineto ostatnig litere.
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Podsumowanie

W projekcie doktorskim Autorka zaplanowata trzy ambitne cele, ktére w pehni
zrealizowata. Materiat doswiadczalny zostat zebrany w sposob profesjonalny i
wyjatkowo rzetelny. Duzym sukcesem pracy jest wyjasnienie dlaczego 5BrU i inne
stosowane dotychczas w praktyce klinicznej mNz nie byly skuteczne. Na szczegdlne
wyroznienie zastuguje usystematyzowanie radiouczulajgcych wlasciwosci
Jjodopodstawionych nukleozydow: 5-1dC i 5-1dU. Mgr Westphal wykazata, ze te
nukleozydy sa dwukrotnie efektywniejszymi zmiataczami w reakcji z elektronami
hydratowanymi niz ich bromowane odpowiedniki. Opracowanie nowe;j,
enzymatycznej metody syntezy duplekséw DNA o dlugosci 30 i 75 zawierajacych
modyfikowane zasady nukleinowe punktowo zlokalizowane w wybranym miejscu
helisy stanowi znakomita podstawe do dalszych badan.

Chcialbym stwierdzi¢, ze rozprawa pani mgr Kingi Westphal stanowita dla mnie
zajmujacg lekture ze wzgledu na zawarty w niej bardzo bogaty materiat
doswiadczalny i zagadnienia zwigzane z bliskg mi tematykg. Nie ulega watpliwosci,
ze doktorantka w petni zrealizowata zamierzony cel badan, uzyskujac bardzo ciekawe
i cenne wyniki w intensywnie badanej na Swiecie dziedzinie.

Oceniajac wysoko poziom badan naukowych przedstawionych w rozprawie
doktorskiej stwierdzam, ze przedstawiony przez Doktorantke projekt doktorski
spetnia 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) i dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Westphal do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Rozprawa doktorska pani mgr Kingi Westphal zaréwno, poziomem badan jak i ranga
osiggni¢¢ naukowych wykracza poza poziom typowych prac doktorskich. W zwiazku
z tym wnioskuje¢ o wyréznienie recenzowanej rozprawy.
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