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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Gotunskiego pt. "Metyloksantyny jako modulatory
antybiotykéw antracyklinowych i aromatycznych mutagenéw — analiza oddzialywan z DNA

oraz aktywnosci biologicznej"

Toksycznos¢ stosowanych klinicznie klasycznych lekéw przeciwnowotworowych jest
jednym z najistotniejszych probleméw w terapii nowotworéw. Warunkiem powodzenia prac
zmierzajagcych  do  opracowania  efektywnych  modulatoréw  dziatania tych
chemioterapeutykéw, majacych na celu obnizenie ich toksycznosci, jest poznanie
mechanizmoéw tych odziatywan na poziomie komérkowym.

Dlatego tez uwazam, ze cel pracy doktorskiej Pana mgr Grzegorza Gotunskiego,
dotyczacy okreslenia mechanizméw molekularnych zwigzanych z wplywem metyloksantyn
na aktywnos¢ doksorubicyny i idarubicyny, nalezagcych do waznej klinicznie grupy
antybiotykéw antracyklinowych, jest bardzo istotny nie tylko naukowo, ale réwniez ma
potencjalnie bardzo duze znaczenie kliniczne. Zmierza bowiem do opracowania nowych
strategii majacych na celu poprawe indeksu terapeutycznego tych lekow, ktére mimo swojej
wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej charakteryzuja sie silna toksycznoscig. Do badan
wyselekcjonowano trzy metyloksantyny, tj. kofeing i teofiling nalezace do naturalnych
zwigzkoéw oraz pentoksyfiling bedaca syntetyczng metyloksantyna. Dodatkowo wlaczono do
nich modelowy zwigzek ICR-191 o silnych wlasciwosciach mutagennych, nalezacy do grupy
zwigzkow akrydynowych. Recenzowana praca doktorska zostala wykonana w Pracowni
Biofizyki Katedry Biologii Molekularnej i Komoérkowej Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego (UG) i Gdaniskiego Uniwersytetu Medycznego
(GUMed) pod kierunkiem dr hab. Jacka Piosika, prof. UG i dr Anny Woziwodzkiej, bedace;
promotorem pomocniczym przedlozonej rozprawy. Praca ta jest czescig kompleksowych
badaf prowadzonych przez zespél Promotora rozprawy dotyczacych oddzialywan
stakingowych ~ pomigdzy = metyloksantynami i réznorodnymi grupami  zwigzkow

aromatycznych z wykorzystaniem zaawansowanych modeli statystyczno-matematycznych.



We ,Wstepie” rozprawy Autor przedstawil w sposéb zwiezly charakterystyke
badanych zwiazkéw, tj. metyloksantyn ze szczegélnym uwzglednieniem pentoksyfiliny i jej
potencjalnego znaczenia w terapii nowotworéw oraz wyselekcjonowanych ligandéw
aromatycznych (zwigzku modelowego ICR 191 oraz lekéw przeciwnowotworowych —
doksorubicyny i idarubicyny). Zdefiniowal tez w przejrzysty sposéb  statystyczno-
termodynamiczne modele wykorzystywane w pracy do badania oddzialywan z DNA w
zaprojektowanych systemach eksperymentalnych. Ta cze$¢ rozprawy $wiadezy o dobrej 1
szerokiej znajomosci zagadnien bezposrednio zwigzanych z tematyka pracy doktorskiej.
Chciatabym przy tym podkresli¢ znajomos¢ najnowszej literatury, gdyz znaczaca czg$é
cytowanych przez Doktoranta pozycji pochodzi z okresu ostatnich 10 lat. Wsérdd nich
znajduja si¢ rowniez prace najnowsze z lat 2012-2016. Spis literatury zostat przygotowany w
sposob na og6t staranny, chociaz znajdujg si¢ w nim liczne bledy w numeracji poczawszy od
pozycji 44, co nieco utrudnia $ledzenie cytowanych przez Autora publikacji w czasie
studiowania ,, Wstepu” rozprawy doktorskie;.

Cel pracy oraz zadania badawcze zostaly sformutowane w rozprawie w sposéb jasny i
niebudzacy  zadnych — watpliwosci  merytorycznych.  Dotyczylty — one oddziatywan
wyselekcjonowanych zwigzkéw z DNA, odpowiednio w systemach dwusktadnikowych i
trojsktadnikowych, oraz oceny wptywu tych oddziatywan na ich aktywnogé biologiczng. Na
podkreslenie zastuguje stosowanie w badaniach szeregu biofizycznych, biochemicznych i
biologicznych metod eksperymentalnych z wykorzystaniem m.in. spektrofotometrii,
pomiaréw mikrokalorymetrycznych, konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej i cytometrii
przeplywowej oraz testow mutagennosci i komoérkowych testow cytotoksycznoscei, jak
rowniez zaawansowanych modeli statystyczno-termodynamicznych. Studiujge  wyniki
kolejnych publikowanych prac doswiadczalnych zamieszczonych w rozprawie daje si¢
zauwazy¢ sukcesywne wzbogacanie 1 rozszerzanie zakresu stosowanych technik
eksperymentalnych, co $wiadczy o wzbogacaniu warsztatu badawczego przez Doktoranta.
Jest to bardzo istotne w dazeniu do prowadzenia przez niego w przysziosci dojrzatej
interdyscyplinarnej dziatalnosci naukowe;.

W koncowej czgsei rozprawy doktorskiej Autor dokonat podsumowania uzyskanych
wynikéw. Syntetyczny sposéb ich przedstawienia oraz interpretacii swiadczy o szerokiej
wiedzy nabytej przez mgr Grzegorza Gotunskiego z zakresu biofizyki, biochemii, biologii
molekularnej i chemioterapii eksperymentalnej oraz stosowania zaawansowanych
statystyczno-termodynamicznych modeli oddziatywan. Na podkreslenie zastuguje réwniez

duza odpowiedzialno§¢ Doktoranta przy formutowaniu wnioskéw, co Swiadczy o jego



dojrzatodci badawczej. Cennym jest réwniez wskazanie przez Autora rozprawy perspektyw
dalszych badaf dotyczacych potencjatu terapeutycznego pentoksyfiliny w leczeniu
nowotworéw jako modulatora aktywnosci chemioterapeutykow z grupy antybiotykow
antracyklinowych.

Za najwazniejsze osiagnigcia przedstawione w rozprawie doktorskiej uwazam: i.
opracowanie zaawansowanego modelu statystyczno-termodynamicznego, bazujgcego na
zalozeniach modeli ,ligand-DNA” i | ligand-metyloksantyna MTX)” dla zwiazkéw
posiadajacych potencjal do dimeryzacji; ii. wykazanie, ze oddzialywanie badanych
metyloksantyn (kofeiny, teofiliny i pentoksyfiliny) z wyselekcjonowanymi ligandami
aromatycznymi (zwigzkiem modelowym ICR 191 oraz lekami przeciwnowotworowymi —
doksorubicyng i idarubicyna) prowadzi do zmniejszenia oddziatywan tych ligandow z DNA i
w dalszej konsekwencji do obnizenia ich aktywnogci mutagennej; iii. wykazanie, z
zastosowaniem keranocytéw jako modelu nienowotworowych komérek eukariotycznych, ze
pentoksyfilina wywiera efekt ochronny na komoérki prawidtowe poddane cytotoksycznemu
dziataniu doksorubicyny; iv. wykazanie z uzyciem modelowych linii raka piersi MCF-7 oraz
czerniaka  MEL-Juso, ze pentoksyfilina nie powoduje spadku  aktywnosci
przeciwnowotworowej doksorubicyny w stosunku do komérek nowotworowych.

Rozprawa napisana jest zasadniczo poprawnym jezykiem naukowym. Mam jednak
kilka uwag szczegdtowych, zaréwno o charakterze merytorycznym jak i redakcyjnym: i.
trudno zgodzi¢ si¢ z opinig Doktoranta, ze ,jedynie nieliczne zespoly badawcze podjety si¢
badan nad idarubicyng (IDA)” (str. 16), zwazywszy na fakt, ze w bazie PubMed znajduje sig¢
ponad 2000 publikacji dotyczacych tego leku przeciwnowotworowego; ii. cytowana przez
Autora pozycja literaturowa 24 dotyczy bialaczek, a nie chioniakéw, jak podano w tekscie
(str. 12); 1i1. idarubicyna jest polsyntetyczna, a nie syntetyczng antracyklina, jak stwierdzono
w rozprawie (str. 16); iv. str. 12 — okreslenie ,,utlenienie komorek nowotworowych” jest
nieprawidlowe i powinno by¢ zastgpione zwrotem ,.dotlenienie lub utlenowanie komérek
nowotworowych”; v. str. 15 ~ warto zastapi¢ zwrot ,,formowanie wolnych rodnikéw” bardzie]
prawidlowym polskim odpowiednikiem tego okreslenia, tj. ,,tworzenie wolnych rodnikow”;
vi. str. 16 — wskazanym byloby zastapienie okreslenia “wielolekooporne komorki
nowotworowe” stosowanym w polskiej terminologii zwrotem ,.komorki nowotworowe o
opornodci wielolekowej”. Te drobne uwagi wymienione powyzej nie rzutuja jednak na mojg
pozytywna ocen¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji ocenianego doktoratu i zamieszczone w

recenzowanej rozprawie zostaly opublikowane w postaci 4 prac do$wiadczalnych w



czasopismach z listy filadelfijskiej: Bioorganic & Medicinal Chemistry (IF - 2.930), Chemico-
Biological Interactions (IF - 3.143), Biochimie (IF - 3.112) i Bioorganic Chemistry (IF -
3.231), w ktorych mgr Grzegorz Golunski jest pierwszym autorem. Lgczna wartos$é IF tych
prac wynosi 12.416 (punkty MNiSW - 105), co daje w przeliczeniu na jedng publikacje
doswiadczalng wartos$¢ IF - 3.104 (punkty MNiSW - 26.25). Przytoczone wartosci wskazuja
na bardzo dobry poziom naukowy publikacji bedacych podstawg pracy doktorskiej. Zataczone
oswiadczenia wspotautoréw publikacji wchodzacych w sklad rozprawy wskazuja na wazna
rolg koncepcyjng i udziat doswiadczalny Doktoranta w powstaniu tych prac. Poniewaz jednak
sg to artykuly opublikowane z udzialem stosunkowo duzej liczby autoréw (2 prace — po 5
autor6w; 2 prace — po 7 autoréw), ktérzy wspoluczestniczyli w przeprowadzeniu czesci
eksperymentéw (m.in. pomiaréw spektrofotometrycznych, eksperymentéw z uzyciem testu
Amesa i doswiadczen z chromatyna), a co wiecej - wykonali cze$¢ badan bez udziatu
Doktoranta (m.in. eksperymenty mikrokalorymetryczne, do$wiadczenia z uzyciem testu
MTT, analizy cytometryczne cyklu komoérkowego oraz doswiadczenia z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego), jak rowniez uczestniczyli w projektowaniu tych doswiadczen
oraz analizie uzyskanych wynikow, dlatego ze wzgledéw formalnych wskazanym byloby
takze okreslenie udziatlu procentowego wspétautoréw w poszczegdlnych publikacjach.
Mogloby to utatwi¢ recenzentowi podjgcie decyzji dotyczacej ewentualnego zlozenia wniosku

o wyrdznienie ocenianej pracy doktorskiej.

Ocena dorobku naukowego

Dorobek naukowy Pana mgr Grzegorza Gotunskiego dotyczy w catosci obszaru nauk
biologicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem dyscypliny biochemia. Liczy on ogétem 13
publikacji (fgczny IF - 35.002; punkty MNiSW - 310), z czego na dorobek poza rozprawa
doktorska sktada si¢ 6 najczesciej wieloautorskich oryginalnych prac eksperymentalnych (IF -
22.586, punkty MNiSW - 205) i 3 prace przegladowe. Dotyczg one, obok gtoéwnego nurtu
naukowego Doktoranta zwigzanego z badaniem wplywu metyloksantyn na aktywnosé
biologiczng zwigzkéw aromatycznych z réznorodnych grup chemicznych, okreslenia
mechanizméw molekularnych dziatania fulerenu 60 na komorki zaréwno prokariotyczne, jak i
eukariotyczne, jak réwniez oceny potencjalu terapeutycznego tego zwigzku w leczeniu
nowotworow, ze szczegdlnym uwzglednieniem nowotworéw opornych na klasyczng
chemioterapi¢. Wprawdzie w wigkszosci dodatkowych prac niewchodzgcych w skiad pracy

doktorskiej (lacznie w 7 na 9 opublikowanych prac) Doktorant nie nalezy do autoréw



wiodacych, jednak dorobek ten $wiadczy o jego rozleglej aktywnosci badawczej oraz
umiejgtnosci pracy w duzych zespotach interdyscyplinarnych. O duzej aktywnosci naukowej
Doktoranta $wiadczy rowniez jego udzial w licznych konferencjach naukowych zaréwno
krajowych, jak i migdzynarodowych. Doktorant jest wspotautorem fgcznie 24 doniesien
konferencyjnych (3 referatow i 21 posteréw). Jego dorobek naukowy zostal wyrdzniony
kilkoma prestizowymi nagrodami, m.in. 2 nagrodami I stopnia Rektora UG i wyrdznieniem
im. W. Mozotowskiego przyznanym przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne. O docenieniu
dorobku mgr Grzegorza Gotuniskiego jako mtodego naukowca swiadczy rowniez przyznanie

mu Stypendium Prezydenta Miasta Gdafiska oraz stypendiow dla najlepszych doktorantow.

W podsumowaniu oceny rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze jest ona znaczacym
osiagnieciem naukowym Doktoranta i jego Promotora zrealizowanym z wykorzystaniem
nowoczesnych metod badawczych. Oceniana rozprawa $wiadczy réwniez o duzej wiedzy
Doktoranta w zakresie biologii molekularnej nowotworéw. Dowodzi takze opanowania przez
niego bogatego warsztatu metodycznego.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.).
Stwierdzam tez, Zze dorobek naukowy Pana mgr Grzegorza Gotunskiego uzasadnia nadanie
mu stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Wnosze zatem
do Wysokiej Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana mgr Grzegorza Gotunskiego do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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