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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Gotunskiego zatytutowane;j
,Metyloksantyny jako modulatory antybiotykdw antracyklinowych
I aromatycznych mutagendéw — analiza oddziatywan z DNA oraz

aktywnosci biologicznej"

Ze wzgledu na wzrastajgcg na catym swiecie zapadalno$¢ na choroby nowotworowe i wcigz
niezadowalajgce wyniki terapii, skuteczne zwalczanie tych choréb stanowi jedno
z najpowazniejszych wyzwan wspétczesnych nauk medycznych. Nieustanne poszukiwanie
nowych substancji o aktywnos$ci przeciwnowotworowej, coraz lepsze poznawanie szlakéw
sygnatowych i metabolicznych komorek nowotworowych, a takze techniki, pozwalajgce
na wybidrcze niszczenie ognisk nowotworowych, stanowig podstawy do opracowywania
nowoczesnych terapii. Inne podejscie stanowig préby zwiekszenia skutecznosci dotychczas
stosowanych lekéw przeciwnowotworowych poprzez fgczne podawanie ich z innymi
substancjami, tzw. terapia kombinowana. Obecnos¢ substancji dodatkowych ma za zadanie
zwiekszy¢ skutecznos¢ chemioterapeutyku, zredukowa¢ jego skutki uboczne lub ufatwié
dostarczenie leku do tkanki nowotworowej. Badania prowadzone przez mgr. Grzegorza
Gotunskiego wpisujg sie wlasnie w ten drugi nurt badan i dotyczg modulacji oddziatywania
antybiotykdw antracyklinowych (takich jak doksorubicyna bgdz idarubicyna) z DNA przez

zwigzki z grupy metyloksantyn. Badania te sg - do pewnego stopnia - kontynuacjg tematyki,
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ktérg zespot Pracowni Biofizyki Katedry Biologii Molekularnej i Komdrkowej Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem dr. hab. Jacka Piosika, prof. UG, zajmuje sie od ok. 10 lat. Nalezy
zwroci¢ uwage na niezwykty pragmatyzm stosowanego przez zespot badawczy prof. J. Piosika
podejscia. W przypadku powodzenia, koszty takiej terapii kombinowanej bytyby znaczaco
nizsze niz wielu nowoczesnych terapii celowanych zwigzanych z wykorzystaniem

np. przeciwciat monoklonalnych.

Formalna ocena rozprawy
W skiad przedstawionej mi do oceny rozprawy wchodzg cztery opublikowane prace
doswiadczalne dotyczace modulacji oddziatywania ligandow aromatycznych z DNA przez

metyloksantyny.
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Sumaryczny IF opublikowanych prac wynosi 12,055, a liczba punktéw ministerialnych 105.
We wszystkich artykutach Doktorant jest pierwszym autorem; jego wktad w powstanie kazdej
z prac zostat jasno okreslony.

Ponadto w sktad rozprawy wchodzi krotkie opracowanie teoretyczne, wprowadzajgce
czytelnika w opisywane zagadnienia, prezentujgce cel i zatozenia badan, a takze metodologie
pracy (w szczegolnosci zastosowane modele matematyczne). Catos¢ zamyka zwiezie
podsumowanie uzyskanych wynikéw. Rozprawa doktorska zaopatrzona zostata rowniez
w streszczenie w jezykach polskim i angielskim.

Praca doktorska wykonana zostata w Pracowni Biofizyki Katedry Biologii Molekularnej
i Komoérkowej Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem pracy byt dr hab. Jacek Piosik, prof. UG,

a promotorem pomochiczym dr Anna Woziwodzka.
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Merytoryczna ocena rozprawy

Metyloksantyny, takie jak kofeina, czy tedfilina, posiadajg zdolnos¢ do tworzenia
niekowalencyjnych komplekséw z lekami przeciwnowotworowymi z grupy antracyklin, a takze
Z innymi zwigzkami aromatycznymi. Tworzenie takich komplekséw moze przejsciowo obnizaé
zdolnos¢ ligandéw aromatycznych do oddziatywania z DNA, wywierajgc w ten sposob funkcje
ochronng. Proponowane sg dwa mechanizmy wyjasniajgce to zjawisko. Pierwszy model
zaktada, ze metyloksantyny — poprzez tworzenie mieszanych agregatow — przechwytujg
czgsteczki liganda, obnizajgc w ten sposob liczbe jego czgsteczek, ktore mogg zwigzac sie
z DNA. Wedtug drugiego modelu metyloksantyny miatyby wigzac sie bezposrednio z DNA,
w ten sposob zmniejszajgc liczbe miejsc wigzgcych dostepnych dla liganda.

W pierwszej z prac wchodzacej w skiad rozprawy doktorskiej Autor badat oddziatywanie
pochodnej akrydyny — mutagenu ICR191 — z trzema metyloksantynami. Zastosowanie metod
spektrofotometrycznych w potgczeniu z obliczeniami opartymi o — wczesniej opracowane —
statystyczno-termodynamiczne modele oddziatywah pozwolito wykazaé, ze wzrost stezenia
kofeiny w ukfadzie mutagen:DNA w roztworze wodnym powoduje spadek ilosci zarowno
wolnej formy ICR191, jak i formy zwigzanej z DNA. Jednocze$nie zauwazono zwiekszenie
ilosci mutagenu zwigzanego w kompleksie z metyloksantyng. Podobnych obserwacji
dokonano w uktadzie modelowym zawierajgcym komorki eukariotyczne, mutagen oraz
kofeine. Zestawienie danych eksperymentalnych z wynikami otrzymanymi z modelowania
przywiodto Autora do wniosku, ze gtéwng rolg metyloksantyn w badanym ukfadzie byto
przechwytywanie czgsteczek ICR191 poprzez tworzenie z nimi komplekséw, co skutkowato
zmniejszeniem wigzania mutagenu do DNA. Dodatkowo, doktorantowi udato sie
zademonstrowac ochronng role kofeiny przed mutacjami wywotanymi przez ICR191 w DNA
bakterii. Ochrona ta byta tym wieksza, im wyzsze byto stezenie metyloksantyny. Ponadto
istotny byt czas podania mutagenu oraz metyloksantyny — maksymalng ochrone
obserwowano, gdy oba zwigzki podawane byty jednoczesnie; podanie kofeiny po 4 godzinach
od podania ICR191 wtasciwie niwelowato jej efekt ochronny. W tym miejscu nasuwa mi sie
pytanie na temat kinetyki tworzenia komplekséw mutagen-DNA oraz mutagen-
metyloksantyna, co w opublikowanej pracy w zasadzie nie bylo badane. Dlaczego
w przypadku doswiadczen na komodrkach eukariotycznych czas inkubacji z ICR191
i metyloksantyng wynosit 10 minut, podczas gdy w przypadku doswiadczen na bakteriach
czasy inkubacji siegaty kilku godzin?

Nastepna z prac wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej poswiecona jest oddziatywaniu
doksorubicyny z syntetyczng metyloksantyng, pentoksyfiling. Dodatkowym czynnikiem,
komplikujgcym analize w tym przypadku, jest zdolnos¢ doksorubicyny do tworzenia
homodimerow. Z tego powodu przy rozwazaniach nad procesami zachodzgcymi w uktadzie

DNA:doksorubicyna:pentoksyfilina uwzgledni¢ nalezy obecnos¢ wolnej formy leku
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(monomeru), doksorubicyny zdimeryzowanej, zwigzanej z DNA, a takze zwigzanej
w kompleksie z pentoksyfiling. Niewatpliwym osiggnieciem Autora rozprawy jest
sformutowanie nowego modelu matematycznego pozwalajgcego na dokonanie analizy takiej
czterosktadnikowej mieszaniny. Poprawnos¢ modelu zostata zweryfikowana, osiggnieto
wysokg zgodnos¢ z danymi eksperymentalnymi. Wykazano, ze utworzenie kompleksu
doksorubicyna-pentoksyfilina powoduje spadek zaréwno ilosci wolnej jak i zdimeryzowanej
doksorubicyny, a takze doksorubicyny zwigzanej z DNA, czyli ze czgsteczki pentoksyfiliny
mogg przechwytywaé czasteczki leku antynowotworowego, przejsciowo redukujac jego
zdolno$¢ do oddziatywania z DNA. Zjawisko to moze znalez¢ zastosowanie w ochronie
komorek nienowotworowych (np. znajdujgcych sie w poblizu miejsca podania leku
do organizmu) przed niekorzystnym dziataniem doksorubicyny.

W kolejnej pracy mgr Gotunski i wspotpracownicy postawili sobie za cel przebadanie wptywu
pentoksyfiliny na efekty biologiczne wywotywane przez doksorubicyne zaréwno w komaorkach
prokariotycznych, jak i eukariotycznych. W komérkach bakteryjnych wykazano ochronng role
pentoksyfiliny przed mutacjami wywotanymi przez doksorubicyne. llo§¢ zaobserwowanych
mutacji byta liniowo skorelowana ze stezeniem wolnej formy leku, wyliczonej przy uzyciu
modelu matematycznego skonstruowanego w poprzedniej pracy. Ciekawg obserwacjg byt
fakt, ze ochronna rola pentoksyfiliny zmniejszata sie wraz ze wzrostem czasu inkubacji
komérek z mieszaning doksorubicyna-pentoksyfilina, co moze $wiadczyé o przejsciowym
charakterze kompleksow leku z metyloksantyng i uwalnianiu z nich wolnej doksorubicyny
po pewnym czasie. W dalszej czesci pracy badano wplyw pentoksyfiliny na cytotoksycznosé
doksorubicyny w komodrkach eukariotycznych (linie komérkowe HaCaT oraz MCF-7 i MEL-
Juso). Nie jest dla mnie jasne, czym kierowat sie Autor przy wyborze linii komdrkowych
do eksperymentéw. Oprocz tego twierdzenie, ze pentoksyfilina redukuje cytotoksycznosc¢
doksorubicyny jedynie w komérkach nienowotworowych, przy braku podobnego efektu
w komorkach nowotworowych, jedynie na podstawie wynikéw osiggnietych w trzech liniach
komérkowych, wydaje mi sie zbytnig generalizacjg. Brakuje mi takze préby wyjasnienia
przyczyn réznic w dziataniu pentoksyfiliny zaobserwowanych pomiedzy komoérkami HaCaT
oraz MCF-7 i MEL-Juso. Autorzy wykazali takze, ze pentoksyfilina redukuje liczbe komérek
HaCaT zatrzymanych, na skutek dziatania doksorubicyny, w punkcie kontrolnym G./M cyklu
komodrkowego, a takze obniza wewnatrzkomérkowg fluorescencje doksorubicyny. Mechanizm
tego ostatniego efektu nie zostat jednak precyzyjnie wyjasniony. Czy byt on spowodowany
np. zmniejszong akumulacjg leku w komoérkach HaCaT w obecno$ci pentoksyfiliny, czy tez
wygaszeniem fluorescencji doksorubicyny po utworzeniu kompleksu z metyloksantyng?
Ostatnia praca cyklu tworzgcego rozprawe doktorskg poswigcona jest wptywowi pentoksyfiliny
na oddziatywanie innego antybiotyku antracyklinowego, idarubicyny, z DNA. Stanowi ona

pierwszg probe scharakteryzowania powstawania kompleksow idarubicyny z DNA
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i z metyloksantyng przy wykorzystaniu metod biofizycznych i obliczeniowych. Doktorantowi
udato sie wykazaé, ze pentoksyfilina wigze sie z idarubicyng obnizajagc w ten sposéb jej
zdolnos$¢ do oddziatywania z DNA, a takze biodostepno$é¢ leku. Ponadto, metyloksantyna
zmniejsza aktywnos$¢ mutagenng idarubicyny w komérkach bakteryjnych.

Uzupetnienie czterech opublikowanych artykutéw stanowig Wstep i Podsumowanie, napisane
w jezyku polskim. Czes¢ wstepna pracy, mimo ze niedluga, dobrze wprowadza czytelnika
w omawiane zagadnienia. Podsumowanie wypunktowuje najwazniejsze wyniki osiggniete
w ramach pracy doktorskiej. Niestety w tych czesciach pracy mgr Gotunski nie ustrzegt sie
drobnych btedéw, wynikajgcych gtéwnie z niestarannosci w procesie redakcji pracy. Juz
pierwsze zdanie Streszczenia, cytuje ,Jedng z ich bardziej znaczacych grup sg ligandy
aromatyczne...” wprowadza czytelnika w atmosfere tajemnicy, bowiem musi on samodzielnie
rozwikta¢ zagadke, co okresla zaimek ,ich”. Méj stanowczy protest budzi réwniez brak
odmiany nazwisk w nazwach stosowanych modeli matematycznych. Sformutowania, takie jak
»-model Kapuscinski-Kimmel” czy ,model Zdunek et al.” sg sprzeczne z duchem jezyka
polskiego, ktory w takich wypadkach wymaga umieszczenia nazwisk w formie dopetniacza.
Powinno by¢ ,model Kapus$cinskiego i Kimmela” oraz, analogicznie, ,model Zdunka
i wspotpracownikéw”. Obowigzuje tu ta sama zasada, zgodnie z ktérg méwimy o prawie

Newtona, a w przysziosci — by¢ moze — bedziemy méwi¢ o twierdzeniu Gotunskiego.

Podsumowanie

Rozprawe doktorskg mgr. Grzegorza Gotunskiego oceniam bardzo wysoko. Autorowi udato
sie zrealizowaC postawione sobie cele naukowe. Na trzech badanych parach: ligand
aromatyczny-metyloksantyna wykazat, ze metyloksantyny mogg przechwytywac czgsteczki
ligandéw, tworzac z nimi kompleksy i, tym samym, przejsciowo redukujgc ich zdolnos$¢
do wigzania sie z DNA. Skutkuje to obnizeniem aktywnosci mutagennej badanych zwigzkéw
aromatycznych w komérkach prokariotycznych, a takze wywiera efekt ochronny w komérkach
eukariotycznych (redukcja cytotoksycznosci antracyklin, ostabienie ich wplywu na cykl
komérkowy). Autor udowodnit, ze sposréd istniejacych modeli opisujgcych oddziatywanie
ligandéow aromatycznych 2z metyloksantynami, model zakfadajgcy przechwytywanie
czgsteczek liganddéw i wigzanie ich w kompleksach heterocyklicznych z metyloksantyng lepigj
odpowiada rzeczywistosci. Waznym osiggnieciem Doktoranta jest rowniez opracowanie
nowego modelu statystyczno-dynamicznego umozliwiajgcego analize oddziatywania
metyloksantyn z lekami przeciwnowotworowym, ktére posiadajg zdolnos¢ do dimeryzaciji, oraz
z DNA.

W mojej ocenie prezentowana rozprawa doktorka stanowi samodzielne i oryginalne

rozwigzanie problemu naukowego. Doktorant wykazat sie réwniez odpowiednig wiedzg
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w wybranej dziedzinie naukowej i udowodnit, Zze potrafi jasno stawiaC sobie cele
badawcze, planowac ich realizacje oraz skutecznie je realizowad.

Dodatkowo nalezy podkreslié, ze dorobek naukowy mgr. Grzegorza Gotunskiego (poza
rozprawg doktorska) jest imponujgcy jak na osobe dopiero rozpoczynajgcg kariere naukowg
i obejmuje dziewie€ publikacji petnotekstowych (sumaryczny IF 22,487, pkt. MNiSW 205) oraz
24 doniesienia konferencyjne. Ponadto Doktorant trzykrotnie otrzymywat dofinasowanie

w ramach Projektow dla Mtodych Naukowcdw i Doktorantow.

Whnioski koncowe

Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa pt. ,Metyloksantyny jako
modulatory antybiotykédw antracyklinowych i aromatycznych mutagenéw — analiza
oddziatywan z DNA oraz aktywnosci biologicznej” spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom
doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

0 dopuszczenie mgr. Grzegorza Gotunskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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