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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Pauliny Spisz, doktorantki na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego, pod tytutem , Badania radiacyjne i biologiczne pochodnych uracylu w kontekscie
wspomagania radioterapil’; promotor: prof. dr hab. Janusz Rak

Praca doktorska pani mgr inz. Pauliny Spisz dotyczy chemicznych i biologicznych podstaw bardzo
obiecujgcej, nowatorskiej terapii nowotwordw. Terapia ta miataby polegac¢ na wprowadzaniu do DNA
komorek nowotworowych specyficznych pochodnych uracylu, ktére to pochodne pod wpltywem
promieniowania jonizujgcego stosowanego w radioterapii miatyby ulega¢ reakcji dysocjacyjnego
wychwytu elektronu, co w efekcie powodowatoby degradacje DNA i $mier¢ komorki.

Sadze, ze przekonywanie kogokolwiek o wadze i aktualnosci badan majacych prowadzi¢ do nowych
terapii antynowotworowych jest zbedne. Jest to jedno z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej
medycyny, a zapewne i nauki w ogole. O ile pewien postep w tej dziedzinie moze sie zapewne
dokona¢ poprzez doskonalenie obecnych metod w chemio- i radioterapii oraz medycynie nuklearnej,
z pewnoscig wigksze nadzieje na przetom w skutecznosci leczenia nalezy wigza¢ z nowymi,
oryginalnymi ideami. Praca pani mgr Spisz zdecydowanie nalezy do tego ostatniego, pionierskiego
nurtu badan.

Na szczegodlne podkreslenie zastuguje nie tylko pomyst, ale réwniez fakt, ze praca p. mgr Spisz jest
bardzo obszerna, wielowatkowa i oparta na bardzo szerokiej palecie nowoczesnych metod
badawczych, zaréwno doswiadczalnych (w tym fizykochemicznych i biologicznych), jak
i obliczeniowych. W efekcie uzyskano wielostronny obraz badanych zjawisk, niewatpliwie przyblizajacy
nas do ich zrozumienia, i w przysztosci (oby niedalekiej) do ich praktycznego zastosowania. Wyniki
uzyskane w tej pracy staly sie podstawg czterech publikacji w bardzo dobrych czasopismach
naukowych, licznych wystapien na konferencjach krajowych i miedzynarodowych, a takze stypendiow
i nagrod za dziatalnos¢ naukowa.

Warte podkresli¢, ze Doktorantka jest rowniez wspétautorka publikacji innych niz te, ktére stanowia
podstawe rozprawy doktorskiej (artykut w Bioorganic Chemistry, rozdziat w monografii wvdanej przez
wydawnictwo Springer).
Najwazniejsze osiggniecia tej pracy mozna by stresci¢ nastepujgco:
1. Wykazanie, ze okreslone rodzaje modyfikowanych nukleozydéw — pochodnych uracylu —
dziatajg jako radiosensybilizatory uszkodzen DNA.

2. Zbadanie mechanizmu tego efektu polegajagcego na wychwycéniu uwodnionego elektronu
i zapoczatkowaniu w ten sposob sekwencji reakcji mogacych prowadzi¢ do uszkodzenia DNA.

3. Stwierdzenie i wyjasnienie réznic w zachowaniu réznych pochodnych uracylu w badanych
reakcjach.

4. Zaobserwowanie i wyjasnienie istotnych rozbieznosci miedzy wynikami obliczen kwantowo-
mechanicznych a danymi do$wiadczalnymi dla jednej z badanych pochodnych.
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5. Wykazanie, ze trzy najbardziej obiecujace pochodne uracylu nie wykazujg istotnej
cytotoksycznosci.

6. Wykonanie i zinterpretowanie wynikow licznych testéw biologicznych pozwalajacych wskazac
mechanizmy biochemiczne powodujgce zwiekszong wrazliwos¢ komdrek nowotworowych na
promieniowanie jonizujgce w obecnosci niektdrych pochodnych uracylu.

Praca zostafa zaplanowana i napisana w sposdb bardzo dojrzaty; obserwowane efekty sg poddane
wnikliwej analizie i interpretacji. Autorka udowodnita ponad wszelkg watpliwo$é, ze opanowata
W swojej dziedzinie obszerny warsztat badacza, posiadta umiejetnoé¢ formutowania celéw
badawczych i dobierania do nich odpowiednich technik, analizy i interpretacji ztozonych,
wielowatkowych zbioréw wynikdw, ich krytycznej analizy i formutowania wnioskow. Opanowata
takze umiejetnoS¢ pisania prac naukowych w sposob zarazem precyzyjny i klarowny. Praca jest
bardzo dobrze napisana, dojrzatym, sprawnym i poprawnym jezykiem. Czyta sie jg z przyjemnoscia.

Nie znalaztem w tej pracy zadnych istotnych bledéw merytorycznych. Ale, jak w kazdej dobrej
i obszernej pracy naukowej, tak i tu mozna znalez¢é pewne elementy dyskusyjne, czy tez wskazaé na
pewne niedopowiedzenia czy niejasnosci.

Moim zdaniem, zagadnieniami, ktére mogltyby wymagac poszerzenia, uzupetnienia czy wyjasnienia
sg przede wszystkim nastepujgce cztery kwestie.

1. W moim odczuciu we wstepnej czesci pracy zabrakto klarowneégo wyjasnienia, jak Autorka
wyobraza sobie prowadzenie terapii w oparciu o badane zwiazki. W jaki sposéb miatyby one
by¢ podawane do organizmu ? Jak miatby wyglada¢ ich transport ? Czy bytyby selektywnie
wchtaniane przez komorki nowotworowe (a jesli tak, to w oparciu o jaki mechanizm) ?
Czy wbudowywanie tych zwigzkéw do genomu komorki przebiega selektywnie lub choéby
preferencyjnie w komorkach rakowych ? Czy mechanizmy te sa wspdlne dla réznych
rodzajow nowotworéw ? Jaka musiataby by¢ czestotliwoéé wystepowania w DNA tych
zmodyfikowanych elementéw, by terapia byta skuteczna ? Jakie efekty uboczne moga
towarzyszyc tej terapii ? Czy traktowanie komérek zdrowych (nie nowotworowych) badanymi
pochodnymi uracylu rowniez powoduje zwiekszenie wrazliwosci na dziatanie promieniowania
jonizujacego ?

2. Kolejnym zagadnieniem, ktére moze budzi¢ pewne watpliwosci, jest to, ze postulowany
przez Autorke mechanizm dziatania pochodnych uracylu jest uzalezniony od stezenia tlenu
w komorkach. Oczywiscie wiemy, ze, przynajmniej w guzach litych, wystepuje zjawisko
hipoksji. Powstajg tu jednak pewne watpliwosci. Jak niskie musiatoby byé stezenie tlenu
w komoérkach, by opisywana reakcja wygrywata konkurencje ze zmiataniem elektronu przez
tlen ? W jakiej czesci komorek litego guza wystepuje tak niskie stezenie tlenu ? Czy émierc
jedynie tych komadrek przyniostaby istotny efekt terapeutyczny ?

3. Na podstawie wyliczen przedstawionych na str. 84 mozna by tatwo wyliczy¢ wydajnosé
radiacyjng zaniku substratu. Bytoby interesujgce poréwnanie tej wartosci z wydajnoscia
radiacyjng elektrondw uwodnionych w badanym uktadzie. Podobnie, mozna by wyliczyé
wydajnosci radiacyjne poszczegdlnych produktéw i pordwnaé je z wydajnoscia zaniku
substratu. To pozwolitoby ustali¢ bilans materiatowy radiolizy, poréwnaé¢ wydajnoéci
poszczegolnych kanatéw reakcji i stwierdzi¢, czy obraz radiolizy pokazany na rys. 23 jest
zasadniczo kompletny. Analogiczna uwaga odnosi sie do wynikéw radiolizy BrSdU.

4. Wrazenie pewnego niedosytu pozostawiajg niektore fragmenty pracy dotyczace pomiardw
wykonanych za pomoca radiolizy impulsowe;.

a. Tlos¢ pochtonietej energii promieniowania nie jest tozsama z zabsorbowang dawka.
Grej jest jednostka dawki, nie energii (str. 71). Na tej samej stronie nie podano
zrédet zastosowanych do obliczen dozymetrycznych wartoéci wydajnoéci radiacyjnej
jonorodnikéw rodankowych i ich molowego wspdtczynnika absorpcji. Szkoda, ze nie
opisano tez aparatury pomiarowej uzytej w badaniach radiolizy impulsowej, ani
zastosowanych procedur prowadzenia pomiaréw i analizy wynikow.



b. Na rys. 40 C i D zastosowano nietypowg i niezbyt dogodng dla czytelnika skale
czasu, operujacg milionowymi i tysigcznymi czeSciami minut. Bardziej naturalne
bytoby przyjecie jako jednostek sekund (ew. mikro- i milisekund). Jednak
poréwnanie rys. 40 C i D z pierwowzorami z pracy oryginalnej D2 zdaje sie
wskazywac, ze minut jako jednostek uzyto omytkowo.

c. W jaki sposob sprawdzano, czy kinetyka danego procesu ma charakter
pierwszorzedowy, pseudo-pierwszorzedowy czy drugorzedowy ? Nie pokazano np.
zaleznosci czasow potdwkowych od dawki i/lub stezen substratéw.

d. Nie jest jasne w jaki sposob wyliczono wartosci drugorzedowych statych szybkoéci
reakcji podane na str. 102. Jakie zatozenia przyjeto w tych obliczeniach ?

Zadna praca o tej objetosci i stopniu skomplikowania nie jest wolna od pewnych usterek czy
drobnych niedopowiedzen. Obowigzek recenzenta nakazuje mi o nich wspomnie¢.

Na stronie 5 czytamy: ,W warunkach hipoksji elektrony hydratowane (réwniez powstajace
w trakcie radiolizy wody) generowane sa réwnie licznie co rodniki *OH.” Czy to sie istotnie
rézni od radiolizy w zwyktych warunkach fizjologicznych ? 1 tam wydajnoé¢ radiacyjna
elektronéw uwodnionych jest zblizona do wydajnosci radiacyjnej *OH, tyle ze elektrony te
(w braku efektywniejszych zmiataczy) reagujg nastepnie z tlenem.

Motywacja do podjecia badan opisanych w tej pracy jest jasna i czytelna; Autorka pisze
o tym klarownie i przekonujgco na str. 6. Nieco mniej oczywisty jest wybor modyfikowanych
nukleozydéw — dlaczego pochodne uracylu i dlaczego wiasnie te ?

W drugim akapicie na str. 7 prawdopodobnie jest btad. Czytamy najpierw, ze ,wysokos¢
bariery aktywacyjnej w procesie DEA (...) wynosi 12,6 i 26 kJ * mol (...), odpowiednio dla
BrSdU i ISdU.” Ale dalej napisano, ze bariera jest ,znaczaco wieksza” w przypadku BrSdu.
Ta sama usterka pojawia sie w angielskim streszczeniu pracy.

Hipoksja nie jest stanem zupetnego braku tlenu, a jedynie jego obnizonego stezenia. Dlatego
trudno zaakceptowal stwierdzenie (str. 29), ze w warunkach hipoksii ~elektrony
hydratowane nie reagujg z tlenem”. Zapewne reagujg, jedynie z mniejsza szybkoécig niz
przy stezeniu tlenu w komorkach zdrowych, przez co reakcja ta staje sie nieco mniej
konkurencyjna w stosunku do innych reakgji elektronu (np. DEA).

Wielekro¢ okreslenie ,rodnik hydroksylowy” jest tgczone z przymiotnikiem ~genotoksyczny”.
Oczywiscie, reakcje rodnika *OH z DNA prowadza do uszkodzenia gendw. Jednak
powtarzajgce sie w tekscie pracy okreslenie ,genotoksyczny rodnik hydroksylowy” moze
sktania¢ mniej fachowego czytelnika do przekonania, ze owa genotoksyczno$é jest jakas
szczegolng, wyjatkowg wiasciwoscig rodnikéw *OH. Tymczasem rodniki *“OH s przeciez
~toksyczne” nie tylko dla DNA; ich selektywnos¢ jest bardzo niska i reagujg praktycznie ze
wszystkimi obecnymi w komdrce zwigzkami organicznymi (i z czgéciq nieorganicznych, w tym
nawet z jonami metali na najwyzszych typowych stopniach utlenienia). Zatem
genotoksycznos¢ nie jest ich jakas szczegding, wyjatkowg cecha.

Czy procedury syntetyczne i pomiarowe opisane na str. 61-65 oraz 67 zostaly opracowane
przez Doktorantke w ramach niniejszej pracy (na co wskazywatby brak odnoénikdw
literaturowych) ?

Do$wiadczenie recenzenta z odtlenianiem roztworéw wodnych (wsparte pomiarami przy
uzyciu elektrody tlenowej) wskazuje, ze 3 minuty nasycania argonem moze by¢
niewystarczajacym czasem do skutecznego usuniecia tlenu. Oczywiscie zalezy to od objetoéci
probki, geometrii naczynia i kilku innych czynnikdw.

Jaka byta moc dawki przy napromienianiu probek promieniami X i jak te moc dawki
wyznaczono ?

Z czego wynikaly znaczne roznice sktadéw roztwordw poddanych radiolizie stacjonarnej
i impulsowej (stezenie substratow, stezenie zmiatacza) ?
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e Czy utrzymywanie badanych substratow w temperaturze 155 °C (str. 72) nie powoduje ich
degradacji ?

s Czy urzadzenie badawcze opisane na str. 72 jest aparaturg komercyjnie dostepng, czy tez
zostato skonstruowane przez Zespdt, w ktorym dziatata Autorka ?

e W opisie miareczkowania konduktometrycznego stezenie titranta podano raz jako 24 mM,
a raz jako 20 mM.

o Czy 4-tio-2'-deoksyurydyna moze powstaé w wyniku napromienienia ISdU poprzez
mechanizm inny niz DEA ?

e Ostatni akapit na str. 92 wymaga komentarza. Skoro wydajna reakcje z nadtlenkiem wodoru
obserwowano w roztworze zawierajgcym 30 mM tert-butanoly, to 6w nadtlenek wodoru
pochodzi zapewne z rekombinacji *OH (jak napisano), ale z rekombinacji w gniazdach, zanim
rodniki *OH stajg sie tatwo dostepne dla reakcji ze zmiataczem. Potwierdzeniem
postulowanego mechanizmu utleniania mogtoby zapewne byc proste doswiadczenie bez
uzycia promieniowania, polegajgce na dodaniu do badanego uktadu nadtlenku wodoru
w odpowiednim stezeniu.

¢ Oczywiscie wynik wskazujacy na znikoma cytotoksycznos¢ badanych pochodnych wzgledem
zdrowych komorek nalezy uzna¢ za pozytywny i pozadany. Dlaczego jednak rownie
pozadanym wynikiem (jak wydaje sie wynika¢ z podsumowania na str. 170-171) jest fakt, ze
badane zwigzki nie wykazuja cytotoksycznosci wzgledem komdrek nowotworowych ?

» Drobne usterki jezykowe zdarzajg sie zupetnie wyjgtkowo (,, w pierwszym kroku studiowano
nad wiasciwosciami radiosensybilizujgcymi BrSdU i 1SdU”, str. 60). Moze nie wszedzie
zgodzitbym sie z zastosowang interpunkcja, ale po czesci jest to kwestia stylu, a poza tym
oczywiscie nie ma to zadnego wplywu na ogdlng ocene pracy. Oby wszyscy autorzy
doktoratow i publikacji potrafili pisac tak logicznie i jasno.

¢ Sposéb sformatowania spisu bibliografii jest nieco niekonsekwentny. Przejawia sie to
zwihaszeza w niekonsekwentnym stosowaniu wielkich i matych liter w nazwach czasopism,
w tym nawet w nazwie tego samego czasopisma (por. przykiadowo pozycie 61 i 62),
a niekiedy réwniez w tytulach cytowanych artykutow (por. poz. 74, 119, 130, 131).

Chciatabym podkresli¢, ze wymienione wyzej uwagi krytyczne majg jedynie drugorzedne znaczenie
i w zadnej mierze nie wplywaja na moja bardzo wysoka ocene rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska pani mgr inz. Pauliny Spisz jest aktualna, ciekawa
i wartosciowa, stoi na bardzo wysokim poziomie i zawiera istotne elementy nowosci naukowej.
Doktorantka wykazata sie dogtebng znajomoscig przedmiotu, umiejetnoscig stawiania $miatych
hipotez, wtasciwego planowania badan z wykorzystaniem bardzo bogatego wachlarza odpowiednio
dobranych metod doswiadczalnych i obliczeniowych, tworczej ale jednoczesnie krytycznej
interpretacji i oceny wynikdw oraz biegtoscig w pisaniu prac naukowych.

Stwierdzam, Ze przedstawiona rozprawa doktorska spetnia formalne wymagania stawiane
rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie
pani mgr inz. Pauliny Spisz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wymienione powyzej obserwacje, bardzo wysoki poziom pracy,
istotne elementy nowosci naukowej, a takze fakt, ze praca jest podstawg czterech bardzo dobrych
publikacji w renomowanych czasopismach naukowych, wnosze do Rady o wyrdznienie tej rozprawy.



