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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Piotra Krzysztofa Grzeskowiaka pt.
»Synthesis and evaluation in vitro of novel arginine analogues as potential
new components of metabolic anticancer therapy”

Rozwdj nowych strategii terapii onkologicznych spowodowat wzrost zaréwno petnej
wyleczalnosci nowotwordw, jak i sredniego czasu zycia pacjentow. Jednak nowotwory
osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), w tym glejak wielopostaciowy (glioblastoma
multiforme; GBM), weiaz stanowia wyzwanie dla wspétezesnej neuroonkologii. Mimo
rozwoju wiedzy na temat biologii glejakéw i opracowania nowych, coraz
doskonalszych technik interwencji chirurgicznej, radiologiczne;j i
chemioterapeutycznej, pacjenci z ta choroba zwykle zyja do ok. kilkunastu miesigcy od
pierwszej diagnozy, a taka sytuacja pozostaje niezmieniona od wielu lat. Wynika to
zardwno z agresywnego przebiegu samej choroby, jak i jej umiejscowienia. Taki stan
rzeczy uzasadnia wysitki na rzecz rozwoju nowych strategii terapeutycznych,
wspomagajacych te juz wdrozone do leczenia nowotworéw OUN. Rozprawa doktorska
Pana mgr Piotra Krzysztofa Grzeskowiaka wpisuje sie w ten trend.

Jednym ze sposobdéw wspomagania chemioterapii nowotworéw OUN jest
eliminacja niektérych skladnikéw diety, ktére sa im niezbedne do prawidlowego
wzrostu a ktérych komorki nie sg w stanie samodzielnie syntetyzowaé (czyli wykazuja
wzglgdem nich auksotrofig). Do tej grupy nalezy strategia oparta na eliminacji argininy
z otoczenia komorek nowotworowych. Potencjalnie wzmaga ona skutki deficytow
metabolicznych komérek nowotworowych. Z drugiej strony strategia ta ma tez
ograniczenia, dlatego proponuje si¢ podejécia kombinowane, oparte na jednoczesnym
ograniczeniu biodostgpnosei argininy (w tym indukeji jej rozktadu) i podaniu jej
analogéw. Jednym 2z przykladéw takich analogéw jest L-kanawanina, ktérej
wbudowanie do syntetyzowanych biatek zaburza ich funkcje. Obiecujace wyniki badan
cytostatycznej aktywnosci tej substancji uzyskane wezesniej przez grupe prof. Jolanty
Redowicz, stanowily podstawe merytoryczng ocenianej rozprawy doktorskiej. Zostata
ona wykonana dzigki wspdipracy grup badaweczych z Wydzialu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej i Instytutu Biologii Do$wiadczalnej PAN (kierowanych
odpowiednio przez prof. Mariolg Koszytkowska-Stawinska i prof. Jolante Redowicz)
w ramach Projektu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj 2014-2020. Jej celem byto
wytypowanie substancji wykazujacych powinowactwo do arginyl-tRNA syntetazy
(enzymu uczestniczacego we wbudowywaniu argininy do tancuchéw peptydowych),
potencjalnie podnoszacych skutecznoé¢ skojarzonych terapii leczenia GBM opartych
na cytostatykach i deprywacji metabolicznej. Ze wzgledu na wage problemu
(nie)skutecznosci obecnie dostepnych strategii terapii GBM, tematyke przedstawionej
rozprawy doktorskiej uwazam za w pelni uzasadniong. Oceng te dodatkowo wspiera
interdyscyplinarny charakter rozprawy, taczacy zaawansowane techniki modelowania
matematycznego czgsteczek i ich interakcji, syntezy chemicznej i analiz biologicznych
in vitro.

Przedstawiona do oceny rozprawa wydana zostata w formie ksiazeczki o objgtosci
typowej dla tego typu opracowai: liczy ona 146 stron, zawiera 53 ryciny (w tym 22
ilustrujace dane dos$wiadczalne), kilka tabel i trzy pokaznych rozmiaréw zalaczniki
zawierajgce wzory strukturalne wytypowanych czasteczek, ponad 30 obrazéw widm
NMR oraz wyniki analiz wzoru ich dokowania w kieszeni wigzania. Praca ma do$¢
nietypowy uklad, gdyz poza szczegbélowym opisem metod, skadinad zamieszczonym
na konicu rozprawy (po Dyskusji i Wnioskach, a przed Zatacznikami), zawiera réwniez
opis narz¢dzi badawczych. Tak struktura uzasadniona jest jednak interdyscyplinarnym
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profilem tematycznym pracy. Rozprawe rozpoczynaja streszczenia i lista skrotéw, a
koficzy bibliografia liczagca 92 pozycje literaturowe (zaréwno oryginalne prace
do$wiadczalne, jak i artykutu przegladowe) oraz zalaczniki. Pozycje literaturowe
stanowig dobrg merytoryczng podstawe zaréwno wprowadzenia w problematyke
pracy, zawartego we Wstepie rozprawy, opisie Narzedzi, jak i Dyskusji uzyskanych
wynikéw. Jednak streszczenia w jezyku polskim i angielskim obejmuja tylko tlo
merytoryczne rozprawy; nie odnosza si¢ one do uzyskanych wynikéw oraz
podstawowych wnioskéw z nich plynacych, co nalezy uznaé za niedopatrzenie Autora.

Na tyle, na ile jestem w stanie to oceni¢, praca napisana jest precyzyjng
angielszezyzna; czyta sig ja plynnie, a liczba zidentyfikowanych przeze mnie bledow
literowych i jezykowych (np. str. VII; 1. 8 i 24; ostatnie zdanie: str. 78) pozostaje w
granicach normy dla tego typu opracowan. Dalo sie tez zauwazyé pewne
niedociagnigcia zw. z odnosnikami do poszczegélnych podrozdziatéw (np. odniesienie
do nieistniejgcego rozdziatu 3.3.3 i 3.3.4). Z drugiej strony, uwage zwraca wysoka
jako$¢ edytorska rozprawy, a w szczegélnodei staranno$é przygotowania ilustracji
symulacji  wzoréw dokowania w kieszeni wiazania i reakcji chemicznych, oraz
dbalos¢ Autora o szczegoty opisu i ilustracji wynikéw. Diagramy i ilustracje wplecione
w tekst sg bardzo eleganckie w formie i wspomagaja lekture pracy. Generalnie aspekt
edytorski rozprawy nalezy ocenié pozytywnie.

W 13-stronicowym Wstepie Autor zwigzle skompilowat tlo merytoryczne
rozprawy, a w szczegoOlnosci biologiczne znaczenie argininy, jako aminokwasu
budujacego biatka i decydujacego o ich tadunku powierzchniowym. Oméwit m. in.
przelozenie arginylacji bialek na ich wiasciwosci, degradacje w proteasomach,
powinowactwo do innych struktur sub-komorkowych (na przyktadzie F-aktyny i
oddziatywan ligand-receptor). Chciatbym si¢ w tym miejscu dopytaé, jak arginylacja
aktyny na wydajnos¢ tworzenia wiazek mikrofilamentéw, poniewaz na stronie 3 Autor
sugeruje hamujacy wplyw arginylacji na ten proces, a na stronie 10 zjawisko odwrotne.

Nastgpnie Autor skoncentrowat si¢ na metabolizmie argininy, szlakach syntezy tego
aminokwasu i jego znaczeniu dla innych szlakéw metabolicznych, w tym generujacych
tlenek azotu (NO), kreatyne i proling. Wreszcie przeszed! do oméwienia podstaw
epidemiologii i biologii nowotwordw, w szczegdlnosci glejaka, i znaczenia argininy
dla rozwoju i terapii tego nowotworu. Wspomnial on m.in. o defektach syntezy
argininy w komérkach glejaka i nawigzat do konsekwencji tych deficytow dla terapii
nowotworéw ukladu nerwowego, po czym plynnie przeszedt do oméwienia strategii
terapeutycznych nakierowanych na metabolizm argininy. Przede wszystkim
skompilowal on podstawowe informacje na temat potencjatu terapeutycznego
analog6w argininy (kanawaniny i indospicyny). Ostatni rozdzial to krétkie omowienie
mechanizméw  rzadzacych $miercig komoérek (w tym nowotworowych), jako
ostatecznego celu terapii nowotworowych. Wstep miejscami jest doé¢ lapidarny, a
Autor operuje zbyt daleko idgcymi uproszczeniami (np. ,cancer is the result of
deregulated cell proliferation”; str. 7), co jednak moze byé usprawiedliwione przede
wszystkim ,,chemicznym” profilem tematycznym rozprawy. Z drugiej strony ma on
logiczng strukture i stanowi zamknigta catoéé uzasadniajacg podjecie przedstawionych
w rozprawie badan; dlatego pozytywnie oceniam konstrukcje i tres¢ tej czesci
rozprawy.

Nastgpnie Autor wzigt pod lupg narzgdzia badawcze wykorzystane w pracy, ktore
podzielit na 3 podstawowe grupy: narzedzia informatyczne stuzace projektowaniu
nowych zwigzkéw chemicznych pod kontem wydajnosci ich interakcji z centrum
aktywnym arginyl-tRNA syntetazy; (ii) narzedzia pozwalajace na zoptymalizowang
pod wzgledem wydajnosci i kosztow syntezg zwigzkéw wytypowanych wzgledem
powyzszych kryteriow oraz (iii) techniki analizy aktywnodci biologicznej tych
zwiazkéw in vitro (immunoblotting, mikroskopia $wietlna). Generalnie wysoko
oceniam pomyst zamieszczenia takiej syntezy, poniewaz pozwala ona czytelnikowi
zorientowa¢ sig¢ w strategii dzialania i priorytetach przyswiecajacych Autorowi w
trakeie przygotowywania rozprawy o tak interdyscyplinarnym charakterze.
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Bardziej uszczegétowiony opis wykorzystywanych technik doswiadczalnych i
metodyki przeprowadzonych eksperymentéw (Materialy i Metody) Autor z kolei
umiescit na koncu rozprawy. Jak juz wspomniano, metodyczny zakres badan
wyjatkowo szeroki i obejmuje techniki in silico (w tym dokowanie molekularne),
techniki syntezy organicznej (,click chemistry”, synteza Pinnera, wykorzystanie grup
»protekcyjnych”) oraz szereg technik umozliwiajagcych okreslenie aktywnosci
biologicznej wytypowanych zwigzkéw (hodowle komérkowe, testy metaboliczne,
mikroskopia $wietlna i immmunoblot). Ich spektrum umozliwia weryfikacje
postawionych w pracy pytan. Zwigzly i konkretny styl ich opisu, dobér faktéow i
rozlozenie akcentéw stwarza mozliwos¢ powtérzenia opisywanych doswiadczefi.
Pokazuje tez, ze Autor swobodnie porusza si¢ w tematyce zwigzanej z rozprawa, w
szezegllnosci z jej czgscig dotyczaca warstwy in silico i syntezy chemicznej. Jednak
zwrécito moja uwagg zastosowanie testu MTS, ktéry mierzy réwnowage metaboliczng
komérek, a ta z kolei moze si¢ zmieniaé pod wplywem badanych substancji,
niekoniecznie w zwigzku z proliferacja komérek. Z drugiej strony obrazowanie
komoérek pozwolito na identyfikacje komoérek apoptotycznych. Tak wiec mimo tego
zastrzezenia, warstwe metodyczng rozprawy nalezy ocenié¢ wysoko.

Wysoko tez oceniam formeg i tre$¢ rozdziatéw, w ktérych Autor opisuje uzyskane w
ramach rozprawy wyniki. Opis ten jest przystepny, a krétkie wprowadzenia i
podsumowania ulatwiajg uchwycenie ciagéw przyczynowo - skutkowych, ktérymi
kierowal si¢ Autor wykonujgc kolejne doswiadczenia. W pierwszej czesci opisane
zostaly wyniki projektowania molekularnego analogéw argininy. W oparciu o analizy
wzoru ich dopasowania do ,kieszeni wigzacej” ArgRS oraz symulacji sity wigzania
poszczegblnych czasteczek do tego miejsca (i ich podobiefistw tych wartosci
okreslonych dla argininy) do dalszych badan wytypowano cztery zaprojektowane
analogi argininy (la-c i 2a). Zsyntetyzowano je wykorzystujac do tego celu technike
cykloadycji azotyno-alkinowej katalizowanej miedzia (CuAAC, synteza pierscienia
triazolowego), wsparty synteza Pinnera (synteza amidyny) i zastosowaniem grup
protekeyjnych. Rowniez ta cze$é rozprawy zashuguje na uznanie, gdyz Autorowi udato
si¢ zoptymalizowa¢ pod wzglgdem wydajnosci i kosztochtonnosci metode syntezy
nowych obiecujacych zwigzkéw chemicznych, Z kolei odnoszac si¢ do meritum
biologicznej czgsci rozprawy, nalezy zwrécié uwage na dobrze przemyslany model
doswiadczalny, na ktéry sktadajg si¢ 2 linie komérek glioblastoma. Analizy wplywu
poszczegblnych substancji na dobrostan komérek GBM nie wzbudzaja watpliwosci.
Autor w  przekonujacy sposob pokazal réznice aktywnosci biologicznej
poszczegblnych zwiazkéw. Hamujacy wplyw S-(3-amino-3-iminopropyl)-L-cysteiny
(S2a) na aktywnos¢ metaboliczng komérek glejaka skorelowany byt z aktywacja
szlakow pro-apoptotycznych (zaleznych od kaspazy-3) i zmianami morfologii komorek
charakterystycznymi dla postg¢pujacej apoptozy.

Generalnie bardzo wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng eksperymentalnej czesci
pracy. Uwage zwraca rzadko spotykana w publikacjach interdyscyplinarnoéé metodyki
i podejécia interpretacyjnego. Opis wynikow pracy jest przejrzysty, wiasciwie
uporzadkowany i dobrze wprowadza on czytelnika w rozwazania na temat znaczenia
poczynionych obserwacji (zaréwno w aspekcie podstawowym, jak i aplikacyjnym),
ktére znalazty si¢ w liczacych tgcznie 5 stron Dyskusji, Podsumowaniu i Wnioskach.
Wywéd, w ktéorym Autor interpretuje swoje wyniki, dotyczy zaréwno aspektow
zwigzanych z projektowaniem zwigzkow, ich synteza, jak i aktywnoscia biologiczna.
W warstwie biologicznej Autor zwraca uwagg na mozliwe mechanizmy lezace u
podstaw cytostatycznej aktywnos$ci S-(3-amino-3-iminopropyl)-L-cysteiny (2a) w
badanym modelu, w tym mozliwo$¢ inkorporacji 2a do taficuchow polipeptydowych,
lub udzialu tego zwigzku w modyfikacjach potranslacyjnych bialek. W $wietle
uzyskanych przez Autora wynikow oba scenariusze wydaja sie prawdopodobne. Same
wyniki tworza perspektywy wykorzystania przynajmniej tego zwiazku w terapii
glejakow, lecz nasuwajg tez wiele pytan, z ktérych cze$é zostata wyartykutowana
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przez Autora pod koniec tego rozdziatu. Po lekturze calej pracy, a w szczegolnosci
Dyskusji nasungto mi si¢ tez kilka innych pytan:

- czy za obserwowane efekty biologiczne S-(3-amino-3-iminopropyl)-L-cysteiny (2a)
nie moze odpowiada¢ blokada aktywnosci ArgRS zwiazana z trwatym wiazaniem tego
zwigzku w ,kieszeni” ArgRS?

- czy zasadnym byloby zatozenie, ze u Zrédel roznej aktywnoéci badanych zwigzkow
lezg réznice w ich biodostepnodci, tj. réznej wydajnosci penetracji  blon
komorkowych?

- czy obecnos¢ komérek, ktére przetrwaly dziatanie 2a sugeruje, ze mozliwa Jjest
mikroewolucja komérek opornych na ten zwigzek?

Powyzsze pytania i uwagi nie podwazajg merytorycznej wagi i sily oddzialywania
uzyskanych wynikéw. Opisane dane pokazuja potencjat podejscia metodycznego
zaproponowanego przez Autora do projektowania i syntezy analogéw argininy
potencjalnie przydatnych w terapii glejakéw. Pokazuja one réwniez potencjal S-(3-
amino-3-iminopropyl)-L-cysteiny jako zwiazku potencjalnie wspomagajacego terapie
tych nowotworéw. O ile finalna ocena jego przydatnosci wymaga dalszych praco- i
kosztochlonnych badan, o tyle juz teraz moze on stanowi¢ narzedzie w badaniach
pozwalajacych na zrozumienie proceséw rzadzacych reaktywnoscia komérek GBM na
deficyt argininy i na obecnos¢ analog6w argininy w biatkach. Podsumowujac, w mojej
ocenie przedstawiona do oceny praca prezentuje oryginalne rozwigzanie postawionego
problemu, ilustrujac jednoczesnie wiedze i kompetencje Autora w zakresie analiz in
silico, syntezy chemicznej i badan aktywnosci biologicznej zwigzkéw chemicznych.
Spetnia ona zatem warunki okreslone w Art. 13 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 ze zm.). Biorac pod uwage powyisze, przedktadam Wysokiej
Radzie Naukowej Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej wniosek o
dopuszczenie mgr Piotra Krzysztofa Grzeskowiaka do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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