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1. Imie i nazwisko:
Tomasz Goszczynski (ORCID: 0000-0002-9995-3260)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

13.12.2012  Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN.
Tytul rozprawy doktorskiej: Koniugaty metotreksatu z poli-(O-2-
hydroksyetylo)skrobiq. Synteza oraz badanie witasciwosci chemicznych i
biologicznych. Promotor: Prof. dr hab. inz. Janusz Boratynski, rozprawa
doktorska wyrozniona uchwatg Rady Naukowej IITD PAN we Wroctawiu

30.06.2004  Magister chemii
Wydzial Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
Tytut pracy: Synteza i badanie analogow skonwertowanego cyklolinopeptydu X
—CLX
Promotor: dr Bolestaw Picur

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

03.09.2013 — obecnie adiunkt, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN, Laboratorium Chemii Biomedycznej,
Zaktad Onkologii Do§wiadczalnej

01.09.2011-02.09.2013 specjalista, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN, Laboratorium Chemii Biomedycznej,
Zaktad Onkologii Do$wiadczalne;j

4. Opis osiagniecia wynikajacego a art.16 ust. 2 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.)

4.1. Tytul osiagniecia naukowego:
Osiagnieciem w mys$l ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl publikacji,
dotaczony do dokumentacji jako Zatacznik nr 6, objety wspolnym tytutem:

Modyfikacje bioczasteczek klasterami boru

4.2. Lista publikacji wchodzacych w sklad cyklu habilitacyjnego

H1. Goszczynski, T. M., Fink, K., Kowalski, K., Lesnikowski, Z. J., and Boratynski, J.
(2017) Interactions of Boron Clusters and their Derivatives with Serum Albumin, Sci.
Rep. 7, 9800.1F2017=4.12

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 65 %:

autor korespondencyjny, wspdtautor ogolnej koncepcji badan, pomystodawca calosci
przeprowadzonych doswiadczen, wiodgcy udzial w planowaniu doswiadczen i analizie
wynikow, wykonanie pomiarow DLS, CD oraz MALDI MS, wiodgcy udziat w przygotowaniu
manuskryptu, polemice z recenzentami oraz przygotowaniu pracy do druku.
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H2. Kowalski, K., Goszczynski, T., Lesnikowski, Z. J., and Boratynski, J. (2015) Synthesis
of lysozyme-metallacarborane conjugates and the effect of boron cluster modification
on protein structure and function, ChemBioChem 16, 424-431.1F2015=2.85

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 65 %:

wspotautor ogolnej koncepcji badan, wiodgcy udzial w planowaniu doswiadczen i analizie
wynikow, wykonanie wigkszosci pomiarow DLS oraz CD udzial w przygotowaniu manuskryptu
jego edycji, polemika z recenzentami.

H3. Goszczynski, T. M., Kowalski, K., Lesnikowski, Z. J., and Boratynski, J. (2015) Solid
state, thermal synthesis of site-specific protein-boron cluster conjugates and their
physicochemical and biochemical properties, Biochim. Biophys. Acta 1850, 411-418.
IF2015=5.08

Indywidualny wktad w autorstwo szacuj¢ na 70 %:

autor korespondencyjny, wspotautor ogolnej koncepcji badan, pomystodawca catosci
przeprowadzonych doswiadczen, wiodgcy udzial w planowaniu doswiadczen i analizie
wynikow, opracowanie i optymalizacja reakcji termicznych w fazie stalej, wykonanie
wigkszosci pomiarow DLS, CD oraz identyfikacja miejsc modyfikacji technikq MS/MS,
przygotowanie manuskryptu jego edycja, polemika z recenzentami, przygotowanie pracy do
druku.

H4.  Fink, K., Kobak, K., Kasztura, M., Boratynski, J., and Goszczynski, T. M. (2018)
Synthesis and Biological Activity of Thymosin p4-Anionic Boron Cluster Conjugates,
Bioconjugate Chem 29, 3509-3515.1F2017=4.48

Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 60 %:

autor korespondencyjny, wspélautor ogolnej koncepcji badan, pomystodawca catosci
przeprowadzonych doswiadczen, wiodgcy udzial w planowaniu doswiadczen i analizie
wynikow, udzial w przygotowaniu manuskryptu, polemice z recenzentami oraz przygotowaniu
pracy do druku.

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Proponowana rozprawa habilitacyjna stanowi jednotematyczny cykl czterech prac
oryginalnych. Przedstawiony cykl publikacji przygotowany zostal w ramach mojej pracy
realizowanej w Laboratorium Chemii Biomedycznej w Instytucie Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Bioczasteczki, ze szczegdlnym uwzglednieniem biatek 1 peptydow, sa kluczowym
komponentem $§rodowiska biologicznego zaangazowanym we wszystkie procesy zyciowe.
Istotnym etapem, decydujagcym o ich ostatecznej aktywnos$ci biologicznej, sa modyfikacje
posttranslacyjne podczas ktorych bardzo czgsto drobne zmiany strukturalne ksztattuja przyszia
funkcje biologiczng danej czasteczki. Z praktycznego punktu widzenia, rozwdj chemicznych

metod modyfikacji czgsteczek biologicznych daje szanse analizy wptywu modyfikacji na

Strona 31z 22



Zatgcznik 2. T. Goszczynski — Autoreferat

badany proces biologiczny oraz ingerencj¢ w ten proces. Dodatkowo, ingerencja w procesy
patologiczne, ich kontrolowanie za pomoca zmodyfikowanych czasteczek aktywnych moze
przektada¢ si¢ na nowe farmaceutyki i strategie terapeutyczne wielu choréb. W zwigzku z tym,
badania prowadzone w kierunku wykorzystania nowych struktur do modyfikacji dajacych
nowe mozliwosci interakcji ze srodowiskiem biologicznym, opracowywanie nowych metod
syntetycznych zapewniajacych wydajno$¢ i1 selektywno$¢ modyfikacji w potaczeniu z
weryfikacjg aktywnosci biologicznej produktow, stanowig wazne wyzwania zarowno w sferze
naukowej jak i aplikacyjne;j.

Obecnie, dzigki wielu interdyscyplinarnym badaniom taczacym osiggnigcia biologii,
biochemii, medycyny i chemii nieorganicznej obserwuje si¢ nowy obszar badawczy, ktory
moze zaowocowal zupelnie nowymi substancjami bioaktywnymi i terapeutycznymi w
niedalekiej przysztoscil? Klastery boru jako czasteczki nieorganiczne wykazuja wiele
charakterystycznych  wlasciwos$ci, nieobecnych w ich organicznych, weglowych
odpowiednikach. Wegiel 1 bor taczy zjawisko katenacji dzigki ktoremu oba pierwiastki tworza
liczne grupy réznorodnych strukturalnie zwigzkoéw lecz w przypadku wegla dominuja struktury
o budowie tancuchowej 1 pier§cieniowej natomiast w przypadku boru obserwujemy bogata i
zréznicowang rodzing przestrzennych struktur klatkowych. Charakterystyka elektronowa,
fizyczna oraz chemiczno-biologiczna zwiazkoéw wegla i boru jest diametralnie rézna ale w
niektorych aspektach komplementarna wzgledem siebie i w zwigzku z tym synteza czasteczek
hybrydowych, zawierajacych oba typy struktur — organiczne bioczasteczki i nieorganiczne
klastery boru — moze prowadzi¢ do otrzymania nowych, niespotykanych wczesniej wtasciwosci
i potencjalnych zastosowan w biologii i medycynie!*.

Badania nad zwigzkami boru zostaly zapoczatkowane pionierskimi pracami Alfreda Stocka
w 1912 roku ale istotny rozwoj chemii boru rozpoczat si¢ pod koniec lat 40-tych XX-wieku, w
czasach zimnej wojny a inspirowany byl potencjalnym wykorzystaniem borowodorow jako
paliw do zastosowan militarnych. Paradoksalnie badania te doprowadzity do odkrycia wysoce

stabilnych, przestrzennych struktur w tym dwudziesto$ciennych borandéw, karborandéw i

! Lesnikowski, Z. J., Challenges and Opportunities for the Application of Boron Clusters in Drug Design.
J.Med.Chem., 2016, 59 (17), 7738.

2 Vinas, C., The uniqueness of boron as a novel challenging element for drugs in pharmacology, medicine and
for smart biomaterials. Future Med. Chem. 2013, 5 (6), 617.

3 Lesnikowski, Z. J., Recent developments with boron as a platform for novel drug design. Expert Opin. Drug
Discov. 2016, 11 (6), 569-78.
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metalokarboranow*>® (Rysunek 1). Podstawowa jednostka budulcowa klasterow boru jest
trojkat jako bezposrednia konsekwencja zdolnosci boru do tworzenia elektronodeficytowych
wigzan 3-centrowych, 2-elektronowych. Za struktur¢ wyjSciowg calej grupy klasteréw boru
bedacych glownym obiektem moich zainteresowan naukowych oraz tematem wiodacym
przedmiotowego cyklu habilitacyjnego jest dodekaboran [B12H12]%, dunastowierzchotkowy di-
anion o symetrii dwudziesto$ciennej sktadajacy si¢ jedynie z atoméw boru i wodoru. W formie
soli sodowej jest doskonale rozpuszczalny w wodzie. Posiada zdolnos$¢ tworzenia kompleksow
inkluzyjnych z cyklodekstrynami na skutek efektow chaotropowych a nie oddziatywan
hydrofobowych’. Ze wzgledéw strukturalnych (duza liczba atoméw boru zwigzanych w
stosunkowo matej przestrzeni) pochodne anionu dodekaboranylowego wykorzystywane sg jako
zrédlo boru 1°B w eksperymentalnej terapii nowotworéw metoda wychwytu neutronéw przez
bor - BNCT (Boron Neutron Cpture Therapy)?2.

Zastagpienie jednego lub wigkszej liczby wierzchotkéw BH w strukturze dodekaboranu
izoelektronowa grupg CH™ daje poczatek nowej grupie hydrofobowych zwigzkow — closo-
karboranow. Ze wzgledu na zblizong objetos¢ klasterow karboranowych wzgledem rotujace;j
grupy fenylowej, jednym z gtownych zastosowan tych zwiazkéw w biologii i medycynie jest
ich wykorzystanie jako hydrofobowych, przestrzennych mimetykéw grupy fenylowej przy
projektowaniu nowych lekow i substancji aktywnych biologicznie, ktérych mechanizm dziata
uzalezniony jest z oddzialywan hydrofobowych®. Usunigcie jednego wierzchotka BH ze
struktury karboranu skutkuje powstaniem kolejnej, stabilnej grupy zwiazkéw — nido-
karboranéw, ktore charakteryzuje wyzsza hydrofilowos¢ w stosunku do ich odpowiednikow
closo. Dodatkowo dikarborany w formie nido wykazujg zdolnos¢ kompleksowania jonow

metali przejSciowych, dajac w rezultacie nieorganiczne izoelektronowe analogi metalocenow.

4 Pitochelli, A. R.; Hawthorne, M. F., The Isolation of the Icosahedral [B12H12]% lon. J. Am. Chem. Soc. 1960, 82
(12), 3228.

5 Heying, T. L.; Ager, J. W.; Clark, S. L.; et al., A New Series of Organoboranes .1. Carboranes from Reaction of
Decaborane with Acetylenic Compounds. Inorg. Chem. 1963, 2 (6), 1089

5 Fein, M. M.; Mayes, N.; Cohen, M. S. et al., Carboranes .2. Preparation of 1- and 1,2-Substituted Carboranes.
Inorg. Chem. 1963, 2 (6), 1115

7 Assaf, K. I.; Ural, M. S.; Pan, F. et al., Water Structure Recovery in Chaotropic Anion Recognition: High-Affinity
Binding of Dodecaborate Clusters to gamma-Cyclodextrin. Angew. Chem. Int. Ed.,2015, 54 (23), 6852

8 Hatanaka, H.; Nakagawa, Y., Clinical results of long-surviving brain tumor patients who underwent boron
neutron capture therapy. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 1994, 28 (5), 1061

9 Julius, R. L; Farha, O. K.; Chiang, J. et al., Synthesis and evaluation of transthyretin amyloidosis inhibitors
containing carborane pharmacophores. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 2007, 104 (12), 4808.

10 Nakamura, H.; Yasui, Y.; Maruyama, M. et al., Development of hypoxia-inducible factor (HIF)-1alpha
inhibitors: effect of ortho-carborane substituents on HIF transcriptional activity under hypoxia. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2013, 23 (3), 806
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Odkrycie tego zjawiskal'! zaowocowalo powstaniem kolejnej grupy zwiazkow —
metalokarboranéw. Tworzy¢ je moga réznego typu karborany jako ligandy oraz jony wielu
metali. Kompleksowanie jonu Co(lll) przez dwie klatki nido-karboranu [1,2-C2B9H11]* daje
najobszerniej opisany w literaturze naukowej metalokarboran - bis(1,2-dikarba-
undekaborano)-commo-3,3’-kobaltan (I11) [Co(1,2-C2BgH11)2]” czgsto zapisywany jako
COSAN (od CObalt SANdwich). Metalokarborany posiadajg cze$ciowo zblizone wlasciwosci
do karboranéw, ale wykazuja niezwykly potencjat zwigzany z interakcjami z czasteczkami
biologicznym co czyni je interesujgcym obiektem do badan biologicznych i medycznych.
Neutralne karborany charakteryzuja si¢ wysoka hydrofobowoscia lecz anionowe
metalokarborany wykazuja wlasciwosci wyraznie amfifilowe!?. Na uwage zastuguje fakt, ze
opisywane klatki borowe wykazujg aromatycznos$¢ (3D-aromatyczno$¢) a ich tadunek ujemny
jest zdelokalizowany (w przypadku metalokarboranu COSAN tadunek ujemny jest rozmyty na
45 atomoéw 1 wiagze si¢ to ze stosunkowo niewielka Srednig gestoscig tadunku na powierzchni
czasteczki). Dodatkowo klastery boru posiadaja w swej strukturze, nie wystepujace naturalnie
w $rodowisku biologicznym, jednostki B-H. W zwigzku z tym, w przeciwienstwie do
czasteczek organicznych uczestniczacych w procesach zyciowych, dla ktérych oddziatlywania
wodorowe sg kluczowe, klastery boru nie sg zdolne do tworzenia klasycznych wigzan
wodorowych ale przejawiajg zdolnos¢ do tworzenia wigzan diwodorowych. Jest to jedna z cech
diametralnie odrdzniajacych klastery boru od biologicznych czasteczek organicznych
powodujaca, ze klatki borowe nie s3 w stanie, na rOwnych zasadach, konkurowa¢ z analogami

organicznym o ten sam cel biologiczny.

1 Hawthorne, M. F.; Young, D. C.; Wegner, P. A., Carbametallic Boron Hydride Derivatives .. Apparent Analogs
of Ferrocene and Ferricinium lon. J. Am. Chem. Soc. 1965, 87 (8), 1818

12 Uchman, M.; Dordovic, V.; Tosner, Z.; Matejicek, P., Classical Amphiphilic Behavior of Nonclassical
Amphiphiles: A Comparison of Metallacarborane Self-Assembly with SDS Micellization. Angew. Chem. Int. Ed.
2015, 54 (47), 14113-7
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Rysunek 1. Struktury wybranych klasteréw boru o symetrii dwudziestosciennej.

Odkrycie klasteréw boru zainicjowalo nowy nurt poszukiwan no$nikéw boru dla terapii
nowotworow metoda BNCT i réwnoczesnie stworzyto nowe mozliwosci zastosowan boru w
chemii medycznej®. Nalezy podkresli¢, iz badania nad no$nikami boru dla BNCT sg obecnie
tylko jednym z wielu aspektow chemii boru a glowny nacisk koncentrowany jest na
poszukiwaniach innowacyjnych zwigzkéw aktywnych biologicznie i potencjalnych lekow?®.
Posrod wielu zwigzkoéw niskoczasteczkowych, zawierajacych klastery boru, otrzymanych na
potrzeby badan biologicznych opisano min. pochodne aminokwaséw, lipidow, weglowodandw,
porfiryn, zasad nukleinowych, nukleozydow i interkalatorow DNA, jak rowniez biopolimerow
takich jak peptydy 1 biatka, oligofosforany czy tez krétkie fragmenty kwasow nukleinowych
(DNA- i RNA-oligonukleotydy)'*. Dodatkowo, w badaniach biologicznych wykazano, ze

niewielkie r6znice w budowie chemicznej klasterow boru moga powodowac¢ znaczne roznice

13 |ssa, F.; Kassiou, M.; Rendina, L. M., Boron in drug discovery: carboranes as unique pharmacophores in
biologically active compounds. Chem. Rev. 2011, 111 (9), 5701

14 Lesnikowski, Z. J., Challenges and Opportunities for the Application of Boron Clusters in Drug Design. J. Med.
Chem. 2016, 59 (17), 7738
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w ich aktywnosci biologicznej*>!® Ponadto klastery boru sa strukturami abiotycznymi — w
organizmach zywych brak jest enzyméw mogacych metabolizowaé te struktury. W
konsekwencji mozna spodziewaé si¢, ze oporno$¢ na dziatanie zwigzkéw biologicznie
aktywnych zawierajgcych w swojej strukturze klaster boru jako farmakofor lub element
modyfikujacy moze pojawiaé si¢ pdzniej w trakcie terapii niz dla zwigzkow wylacznie

organicznych.

Wybierajac jako przedmiot modyfikacji biologicznie aktywne czgsteczki o znanej,
dobrze udokumentowanej aktywnosci biologicznej i mechanizmie dzialania mozna bedzie
sledzi¢ wptyw klastera na aktywnos¢ tych czasteczek oraz ich mechanizm dziatania co pozwoli
na formutowanie ogoélnych wnioskéw dotyczacych wptywu wybranej struktury borowej na
okreslone systemy biologiczne. Dodatkowo, czasteczka biologicznie aktywna o charakterze
leku sprzg¢zona z klasterem boru moze w wyniku tego polaczenia uzyska¢ nowe, wlasciwosci
terapeutyczne. Zmianie moze ulec takze metabolizm koniugatu, klirens, mechanizm
deponowania w tkankach, wnikania do komorek itp. Chemia biologiczna i medyczna klasterow
boru rozwingta si¢ po cze¢sci w odpowiedzi na zapotrzebowanie terapii BNCT na nowe, bardziej
efektywne i skuteczne nosniki boru. Badania w tym obszarze zainicjowaly gromadzenie wiedzy
na temat toksycznos$ci, farmakokinetyki 1 innych wlasciwosci wielu typow bioczasteczek
modyfikowanych klasterami boru co stymulowalo rozwoj prac nad innymi niz BNCT
zastosowaniami terapeutycznymi tych polaczen. Obecnie najciekawszym nurtem w obszarze
chemii medycznej klasterow boru jest wykorzystanie ich w projektowaniu nowych ukladéw

bioaktywnych jako narzgdzi molekularnych i potencjalnych lekow.

Jedna z gtownych przyczyn dlaczego klastery bory do tej pory nie znalazly szerokiego
zastosowania w biologii do modyfikowania bioczasteczek byt brak dogodnych metod ich
funkcjonalizacji. Opisanie reakcji nukleofilowego otwierania pierscienia cyklicznych
oksoniowych pochodnych klasterow boru stworzylo nowe mozliwosci otrzymywania wielu

funkcjonalizowanych pochodnych w tym pochodnych metalokarboranow”*8, Procedura ta jest

15 Cigler, P.; Kozisek, M.; Rezacova, et al., From nonpeptide toward noncarbon protease inhibitors:
Metallacarboranes as specific and potent inhibitors of HIV protease. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 2005, 102 (43),
15394.

16 Brynda, J.; Mader, P.; Sicha, V. et al., Carborane-based carbonic anhydrase inhibitors. Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 2013, 52 (51), 13760

17 Semioshkin, A. A.; Sivaev, |. B.; Bregadze, V. ., Cyclic oxonium derivatives of polyhedral boron hydrides and
their synthetic applications. Dalton Trans 2008, (8), 977

18 Sivaev, I. B.; Semioshkin, A. A.; Brellochs, et al., Synthesis of oxonium derivatives of the dodecahydro-closo-
dodecaborate anion [B12H12](2-). Tetramethylene oxonium derivative of [B12H12](2-) as a convenient precursor
for the synthesis of functional compounds for boron neutron capture therapy. Polyhedron 2000, 19 (6), 627
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obecnie z powodzeniem stosowana do reakcji z grupami aminowymi, hydroksylowymi oraz
tiolowymi wielu drobnoczasteczkowych zwigzkéw w warunkach bezwodnych!®? ale jest
catkowicie nieskuteczna w stosunku do biatek/peptydéw a warunkach wodnych lub wodno-
organicznych. W zwigzku tym faktem zaistniala potrzeba opracowania nowej, oryginalnej
procedury syntetycznej.

Pierwsze doniesienia dotyczace reakcji termicznych w fazie statej z udziatem bialek i
redukujacych cukrow pojawity sie pod koniec lat 40-tych XX wieku®. Koncepcja ta zostala
nastgpnie rozwinigta przez Prof. Boratynskiego?? zaréwno pod katem naukowym jak i
aplikacyjnym jako metoda otrzymywania aktywnych biologicznie neoglikokoniugatow?223,

Nadrzgdnym celem badan sktadajacych si¢ na niniejszy cykl habilitacyjny byto
okreslenie perspektyw wykorzystania klasteréw boru o symetrii dwudziestosciennej jako
nowych, nieorganicznych elementow do modyfikacji czasteczek aktywnych biologicznie.
Prace obejmowaly okreSlenie interakcji wybranych typow klasterow ze srodowiskiem
biologicznym, opracowania metod syntezy koniugatow klasterow boru z biatkami/peptydami

oraz ostatecznie okre$lenia wptywu modyfikacji klasterem boru biologicznie aktywnego

peptydu na jego wlasciwosci 1 funkcje biologiczne.

Podsumowanie wynikéw opisanych w publikacjach wchodzacych w sklad cyklu

habilitacyjnego

4.3.1. Goszezynski, T. M., Fink, K., Kowalski, K., Lesnikowski, Z. J., and Boratynski,

J. (2017) Interactions of Boron Clusters and their Derivatives with Serum
Albumin, Sci. Rep. 7, 9800.1F2017=4.12

Dwudziestoscienne klastery boru oraz metalokarborany znane sa od blisko 60 lat,
opisane zostaly ich wtasciwosci fizyczne oraz chemiczne, niektére z opisywanych klasterow

znalazty zastosowanie w roznych obszarach nauki 1 przemystu, miedzy innymi w katalizie,

1% Wojtczak, B. A.; Andrysiak, A.; Gruner, B.; Lesnikowski, Z. J., "Chemical ligation": a versatile method for
nucleoside modification with boron clusters. Chemistry 2008, 14 (34), 10675

20 Semioshkin, A.; Laskova, J.; llinova, et al., Reactions of oxonium derivatives of [B12H12](2-) with sulphur
nucleophiles. Synthesis of novel B-12-based mercaptanes, sulfides and nucleosides. J. Organomet. Chem. 2011,
696 (2), 539.

21 Lea, C. H.; Hannan, R. S., Studies of the Reaction between Proteins and Reducing Sugars in the Dry State .1.
The Effect of Activity of Water, of Ph and of Temperature on the Primary Reaction between Casein and
Glucose. Biochim. Biophys. Acta 1949, 3 (3), 313

22 Boratynski, J.; Roy, R., High temperature conjugation of proteins with carbohydrates. Glycoconj. J.
1998, 15 (2), 131.

23 Kanska, U.; Boratynski, J., Thermal glycation of proteins by D-glucose and D-fructose. Arch. Immunol. Ther.
Exp. 2002, 50 (1), 61
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produkcji materiatdbw do optyki nieliniowej, chemii cieklych krysztatow, ekstrakcjach
sladowych ilosci metali (szczegolnie przy utylizacji radioaktywnych odpadéw z elektrowni
jadrowych), syntezy polimeréw przewodzacych i innych?*. Paradoksalnie wlasciwosci
biologiczne tej bardzo licznej grupy zwigzkow sg niezwykle stabo poznane. Fakt ten moze
zdumiewac¢ zwlaszcza gdy wezmiemy pod uwage plany wykorzystania niektorych klasterow
boru lub czasteczek hybrydowych zawierajacych klastery boru w biologii a zwlaszcza w
medycynie. Niniejsza praca stanowi probe czg¢sciowego uzupetnienia tej luki o podstawowe
informacje dotyczace oddziatywania roznych typow klasterow boru oraz borowych czgsteczek
organiczno-nieorganicznych z albuming podstawowym biatkiem transportowym krwi ssakow.
Badania zostalty wykonane z wykorzystaniem technik fluorescencyjnych, absorpcyjnych (UV-
VIS), dichroizmu kotowego, dynamicznego oraz statycznego rozpraszania $wiatta (DLS, SLS)
oraz spektrometrii mass (MALDI-TOF-MS).

Opisywane w pracy badania jednoznacznie wskazuja, ze z posrdd testowanych
klasterow boru i ich pochodnych najwigkszg sile oddziatywania z albuming wykazuja
metalokarborany i1 rodzaj zwigzanego jonu metalu nie ma istotnego znaczenia na sit¢
oddzialywania. Powinowactwo wzgledem albuminy maleje zgodnie 2z szeregiem:
metalokarborany [M(C2BgH11)2]” > karborany (C2B1oH12) >> dodekaboran [B12H12]* (Rysunek
2). Dodatkowo wykazali§my, ze metalokarborany przy niskich stg¢zeniach (do stosunku
molowego 1:1 wzgledem albuminy) oddziatujg specyficznie z kieszenig hydrofobowg biatka a
nastgpnie przy wzrastajacym stezeniu klastera moga oddziatywa¢ niespecyficznie z

powierzchnig albuminy.

Q =BorBH
@ =CH

20

[B,H C3BoH1p [Co(C,BgH ),

Albumina
‘ sila odzialywania z albumina

Rysunek 2. Oddziatywanie wybranych klastrow boru z albuming. Kolejnos¢ wedtug wzrastajqce sity oddziatywania.

2 Nunez, R.; Tarres, M.; Ferrer-Ugalde, A.; Electrochemistry and Photoluminescence of Icosahedral Carboranes,
Boranes, Metallacarboranes, and Their Derivatives. Chem. Rev. 2016, 116 (23), 14307.
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W pracy oprocz niemodyfikowanych klasteréw boru analizowane byly takze klastery
zawierajace kowalencyjnie przylaczone drobne fragmenty organiczne oraz koniugaty klasterow
z adenozyng. Analiza wynikow oddziatywania tych zwigzkéw z albuming pokazuje ze
przylaczony kowalencyjnie organiczny fragment do klastera boru nie wptywa znaczaco na site
oddziatywania klatki borowej z bialkiem 1 ten fakt prowadzi do najistotniejszego wniosku
omawianej pracy: klastery boru a szczegdlnie metalokarborany mogg petni¢ funkcje kotwicy
zapewniajacej czasteczkom bioaktywnym wigzanie z albuming dajac obiecujace mozliwosci
wplywania na parametry farmakodynamiczne oraz farmakokinetyczne projektowanych

struktur.

4.3.2. Kowalski, K., Goszczynski, T., Lesnikowski, Z. J., and Boratynski, J. (2015)

Synthesis of lysozyme-metallacarborane conjugates and the effect of boron cluster
modification on protein structure and function, ChemBioChem 16, 424-
431.1F2015=2.85

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie perspektyw wykorzystania pochodnych
oksoniowych metalokarboranéw do modyfikacji biatek w $rodowisku wodnym lub wodno-
organicznym. Jako biatko modelowe zaproponowany zostal lizozym jaja kurzego, reakcje
optymalizowano zaréwno w roztworach jak i w fazie stalej (po usunigciu rozpuszczalnika)
natomiast jako donory metalokarboranow postuzyty ich pochodne oksoniowe z cyklicznymi
eterami (tetrahydropiranem oraz 1,4-dioksanem).

W pracy wykazano, ze w zaproponowanych warunkach mozliwe jest kowalencyjne

przyltaczenie czasteczki metalokarboranu do biatka modelowego wedlug schematu:
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Q =BHorB Q =CH
Rysunek 3. Schemat reakcji miedzy centrami nukleofilowymi biatka a pochodng oksoniowqg metalokarboranu.

Bylo to pierwsze doniesienie (réwnolegle z praca H3, omdéwiong w pkt. 4.3.3 ponizej)
dotyczace wykorzystania pochodnych oksoniowych klasterow boru do reakcji z biatkami w
srodowisku wodnym. Dodatkowo w ramach opisywanych badan zostaly wyizolowane
koniugaty metalokarboran-lizozym 1 zbadano ich wlasciwosci. Analizowano wplyw
modyfikacji lizozymu klasterem boru na strukture przestrzenng biatka (spektroskopia CD,
DLS, MS) oraz jego aktywno$¢ enzymatyczng wzgledem M. lysodeikticus. Wykazano, ze
przytaczenie klatki metalokarboranowej do lizozymu nie powoduje istotnych zmian
strukturalnych, powoduje natomiast zmiany parametrow hydrodynamicznych biatka
prowadzac do jego stopniowej oligomeryzacji. Niniejsza praca jest pierwszym doniesieniem
opisujacym wpltyw przylaczenia pojedynczej czasteczki metalokarboranu do biatka na jego

strukture 1 wtasciwosci biologiczne.

4.3.3. Goszczynski, T. M., Kowalski, K., Lesnikowski, Z. J., and Boratynski, J. (2015)

Solid state, thermal synthesis of site-specific protein-boron cluster conjugates and

their physicochemical and biochemical properties, Biochim. Biophys. Acta 1850,
411-418. 1F2015=5.08

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie termicznej metody modyfikacji bialek w fazie
stalej jako najbardziej obiecujacej 1 zapewniajacej optymalng wydajnos$¢. Dodatkowo waznym

elementem pracy byla analiza wplywu podstawienia wybranymi klasterami boru na
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wiasciwosci fizykochemiczne i1 biologiczne lizozymu, ktéry ponownie zostal wybrany jako
biatko modelowe. W reakcjach wykorzystano pochodne oksoniowe dodekaboranu -
[B12H110(CH2CH>)20] oraz dikarboranu w formie nido - [10-O(CH.CH2).0-7,8-C2BgH11].

Bardzo istotnym elementem omawianej pracy byto scharakteryzowanie reszt aminokwasowych
ulegajacych modyfikacji podczas reakcji termicznej w fazie statej. Za pomocg wykonanej prze
mnie kompleksowej analizie LC-MS/MS wykazano, ze w zadanych warunkach modyfikacji
ulegaja gltownie reszty argininy-128 oraz treoniny-51 w sekwencji lizozymu (Rysunek 4).
Wynik ten byt niezwykle istotny z punktu widzenia uniwersalno$ci metody termicznej w fazie
statej. Wykazano, ze reakcje nie przebiegaja w sposob catkowicie statystyczny z centrami
nukleofilowymi biatka lecz mamy do czynienia z szeregiem czynnikOw umozliwiajacych
kontrolowanie przebiegu reakcji pod katem miejsc modyfikacji. Wykazanie, ze reakcja moze
zachodzi¢, z wykazujaca niezwykle stabe wilasciwosci nukleofilowe, grupa hydroksylowa
treoniny podczas gdy na powierzchni czgsteczki lizozymu sg dostepne o wiele silniejsze grupy
nukleofilowe (na przyktad grupy e-aminowe lizyny) stworzyto nadziej¢ na perspektywiczne
mozliwo$ci dostosowania reakcji termicznej w fazie stalej do ukierunkowanych, celowanych

modyfikacji bioczasteczek.

Treonina-51
Arginina-128

20
Q =BHorB

Lizozym

-
L o

reakcja termiczna

pochodna oksoniowa w fazie stalej
klastera boru

Rysunek 4. Schemat reakcji termicznej w fazie statej pochodnej oksoniowej dodekaboranu z lizozymem.

W pracy wykazano takze, ze przylaczenie przedmiotowych klasterow boru, podobnie jak
metalokarboranu opisywanego w poprzedniej pracy (pkt. 4.3.2) wywiera zaniedbywalny
wplyw na strukture drugo i trzeciorzedowsa lizozymu oraz powoduje, kontrolowane termicznie,

zmiany w parametrach hydrodymanicznych otrzymanych konigatow.
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Niniejsza praca jest pierwszym doniesieniem opisujagcym wykorzystanie termicznej reakcji w
fazie statej do modyfikacji specyficznych reszt aminokwasowych w strukturze biatka

klasterami boru.

4.3.4. Fink, K., Kobak, K., Kasztura, M., Boratynski, J., and Goszczynski, T. M. (2018)

Synthesis and Biological Activity of Thymosin B4-Anionic Boron Cluster
Conjugates, Bioconjugate Chem 29, 3509-3515.1F2017=4.48

Powstanie niniejszej publikacji miato bezposredni zwigzek z wynikami
przedstawionymi w poprzednich trzech pracach cyklu habilitacyjnego i stanowi pewnego
rodzaju zwienczenie prac zwigzanych wykorzystaniem klasterow boru do modyfikacji
bioczasteczek w celu uzyskania nowej jakosci biologicznej. Jako obiekt modyfikacji wybrana
zostata Tymozyna B4 (TP4) - peptyd o szerokiej aktywnosci biologicznej, bioracy udziat w
procesach regeneracji wielu tkanek. T4 odgrywa znaczaca role w rozwijajacym sie sercu?>,
poprawia prac¢ serca i zmniejszyla obszar blizny poprzez zwigkszenie przezycia
kardiomiocytow w eksperymentach in vivo z udzialem myszy z indukowanym zawatem serca?.
Synteza koniugatéw Tp4-matalokarboran zoptymalizowana zostata tak by modyfikacji ulegaty
jedynie grupy karboksylowe peptydu.

Cosan

pochodna o
oksoniowa

rozdzial Koniugat
HPLC Tp4-Cosan

Rysunek 5. Schemat syntezy koniugatow T84-COSAN z wykorzystaniem reakcji termicznej w fazie statej.

Przytaczenie anionowego metalokarboranu do kwasnych grup karboksylowych za pomoca
wigzania estrowego zapewnilo zachowanie sumarycznego tadunku peptydu. Dodatkowo
wykazaliSmy uniwersalno$¢ termicznej metody modyfikacji w fazie statej oraz fakt, Ze

precyzyjny dobor srodowiska reakcyjnego pozwala na otrzymywanie koniugatow 0 zadanej

% Smart, N.; Risebro, C. A.; Melville, et al., Thymosin beta 4 induces adult epicardial progenitor mobilization
and neovascularization. Nature 2007, 445 (7124), 177

26 Bock-Marquette, I.; Saxena, A.; White, M. D.; et al., Thymosin beta 4 activates integrin-linked kinase and
promotes cardiac cell migration, survival and cardiac repair. Nature 2004, 432 (7016), 466
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strukturze. Dodatkowo wytworzone wigzania estrowe charakteryzowaty si¢ ograniczong
stabilno$cia, silnie zroznicowang w zaleznosci od lokalizacji w tancuchu peptydowym, co
stworzyto dodatkowa mozliwos$¢ kontrolowanej hydrolizy tego wigzania np. w miejscach
docelowych, wyniku ktérej odtwarzna zostawata niezmodyfikowana T4.
W doswiadczeniach biologicznych z wykorzystaniem linii HIC2 (szczurze kardiomiocyty)
wykazaliSmy, ze wszystkie otrzymane koniugaty przejawialy co najmniej aktywnos¢
natywnego peptydu TB4. Najistotniejsze rezultaty dotyczyly wptywu otrzymanych koniugatow
TP4 z metalokarboranem (COSAN) na kardiomiocyty hodowane w warunkach stresowych
poniewaz takie warunki bardzo czesto towarzyszg rozmaitym stanom patologicznym.
Zastosowano, w warunkach hipoksji, warunki niedoboru zelaza indukowane deferoksaming
oraz warunki stresu oksydacyjnego indukowanego nadtlenkiem wodoru. W stosunku do
natywnej TP4 zaobserwowano istotny statystycznie, pozytywny wplyw na przezywalno$é
kardiomiocytow pod wplywem opisywanych koniugatow, szczegdlnie gdy czasteczka
metalokarboranu przytaczona byt w obrebie C-konca peptydu.

W szerszym aspekcie przedmiotowa praca stanowi nasz oryginalny wktad do nowej
wiedzy na temat oddzialywan klasteréw boru ze $rodowiskiem biologicznym co ma istotne

znaczenie dla projektowania nowego typu zwigzkow o potencjale terapeutycznym.

Podsumowujac badania opisane w publikacjach stanowiacych cykl nalezy zwrdcic
uwage na: 1) opracowanie metod umozliwiajacych otrzymywanie niedostepnych wcze$niej
koniugatow klasterow boru i biatek/peptydéw oraz 2) wykrycie przez nas aktywnosci
biologicznych tego rodzaju pochodnych. Oba osiggnigcia uzasadniajg (i umozliwiajg) badania
molekularnych aspektow aktywnos$ci biologicznych nowej klasy koniugatow, ze szczegolnym

uwzglednieniem roli klasterow boru oraz ich oddzialywan z partnerami biologicznymi.

Cecha wspolna przedtozonych publikacji jest pionierskie, wieloaspektowe podejscie do
przestrzennych, nieorganicznych struktur jakimi sg klastery boru wyznaczajac nowa,

biologiczna platforme ich wykorzystania.

Za najwazniejsze osiggniete rezultaty uwazam:
1. Opisanie interakcji wybranych klasteréw boru i ich pochodnych z albumina,
podstawowym biatkiem transportowym krwi ssakow.
2. Zaproponowanie klasyfikacji klasterow boru pod katem wzrastajagcego powinowactwa
do albuminy: metalokarborany [M(C2BgH11)2]” > karborany (C2B1oH12) >>
dodekaboran [Bi12H12]?".
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3. Zaproponowanie nowej metody syntezy aktywnych biologicznie konigatow klasterow
boru z biatkami/peptydami
4. Wykazanie skutecznosci biologicznej, modyfikowanej za pomoca metalokarboranu

tymozyny B4, w stosunku kardiomiocytow.

5. Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych
5.1. Podsumowanie

Moj dorobek naukowy wraz z jednotematycznym cyklem publikacji obejmuje
wspotautorstwo w 16 artykutach oryginalnych i przegladowych:

15 pracach opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports
(Jako pierwszy autor — 5 prac, autor korespondencyjny — 5 prac), wspotautorstwo w 1 pracy
spoza bazy JCR, 19 komunikatach zjazdowych oraz 5 referatach wygloszonych na
migdzynarodowych 1 krajowych konferencjach (w tym jeden wyktad plenarny), 4 patenty
krajowe, 2 krajowe zgloszenia patentowe oraz 1 migdzynarodowe zgloszenia patentowe.
Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF, impact factor) wszystkich prac wynosi 42.81.

Do dnia 15 stycznia 2019 roku, wedtug bazy Web Of Science (WOS, All database), prace byty
cytowane 60 razy, indeks Hirscha wynosi 5.

Laczny IF czterech prac objetych rozprawa habilitacyjng wynosi 16,54 przy ilosci cytowan 21
(15.01.2019)

W ramach dziatalno$ci naukowej, jestem kierownikiem realizowanego w konsorcjum z
Wydziatem Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego, projektu badawczego
SONATA, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz wykonawca w trzech innych
projektach badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki (zal. 4 pkt. 1.8).
Dodatkowo wuczestnicze w realizacji projektu TANGO 2 (Wspdlne przedsigwzigcie
Narodowego Centrum Nauki i Narodowego Centrum Badan i Rozwoju). Bratem takze udziat
w projekcie NeolLek ktorego zrodlem finansowania byly $srodki UE w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka oraz bralem aktywny udzial w dwoch projektach
naukowych realizowanych przez przedsigbiorstwo Adamed. Lacznie uczestniczylem lub
uczestnicz¢ w realizacji 9 projektow badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum
Nauki oraz Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

W ramach dziatalnosci dydaktycznej bytem promotorem 3 prac inzynierskich, 5 prac
magisterskich oraz promotorem pomocniczym w dwoch przewodach doktorskich (jeden
zakonczony z wyroznieniem, drugi w trakcie realizacji). Realizowatem takze zadania dotyczace

organizacji szkolen naukowych oraz popularyzacji nauki, szczegélnie zwigzanej z
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przyblizaniem biologicznych zastosowan klasterow boru zarowno wsréd pracownikoéw nauki,
studentéw jak i mtodziezy (zat. 4, pkt. 2.13)

Najwazniejsze uzyskane przeze mnie wyniki zostaty zawarte w ramach proponowanego
cyklu habilitacyjnego, szczegétowo opisanego w punkcie 4.3 niniejszego autoreferatu. Ponizej
przedstawione zostaly najwazniejsze zagadnienia wykraczajace poza ten cykl, w tym

czg$ciowo niepublikowane.

5.2. Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

W latach 1999-2004 studiowatem na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego,
specjalno$¢ Chemia Srodowiska. W 2002 roku rozpoczalem prace badawcza w Zakladzie
Chemii i Stereochemii Peptydow i Biatek pod kierunkiem dra Bolestawa Picura (Kierownik
Prof. dr hab. Zbigniew Szewczuk), ktorej tematem byla chemiczna synteza analogow
cyklolinopeptydow. Nastgpnie temat ten stal si¢ tematem mojej pracy magisterskiej
zatytutowanej ,,Synteza i badanie analogéw skonwertowanego cyklolinopeptydu X — CLX” a
wyniki uzyskane podczas jej realizacji staly si¢ przedmiotem komunikatow zjazdowych?"8,
Podczas realizacji tych badan, wspotpracowatem z zespotem Prof. dr hab. Michata Zimeckiego
kierownika Zakladu Terapii Dos$wiadczalnej w Instytucie Hirszfelda, gdzie badane byty
zwigzki przeze mnie zsyntezowane pod katem aktywnosci immunosupresyjne;j.

W tym okresie sprecyzowaniu ulegly moje zainteresowania naukowe 1 przyszly profil
badawczy, czyli synteza 1 modyfikacje makroczasteczek w celu poszukiwania nowych
aktywnosci biologicznych.

W 2008 roku rozpoczalem prace w Instytucie Hirszfelda w Laboratorium Chemii
Biomedycznej pod kierunkiem Prof. dr hab. inz. Janusza Boratynskiego a gtownym tematem
badan byly koniugaty lekéw przeciwnowotworowych z makroczasteczkami. Realizowatem
badania dotyczace wykorzystania fibrynogenu i jego pochodnych jako nosnika metotreksatu
(leku przeciwnowotworowego z grupy antyfolianow) w ramach grantu ,Perspektywy
zastosowan nowych pochodnych metotreksatu” (N302 098434, 2007-2012). Wyniki tych badan
zostaly opublikowane w czasopiémie BBA General Subjects?®(zatacznik 4. Pkt. 1.1.14).

Roéwnolegle testowatem mozliwosci zastosowania pochodnych skrobi (hydroksyetyloskrobi o

27 Picur, B.; Ruchala, P.; Lisowski, M.; Cebrat, M.; Pasternak, A.; Pacamaj, R. Z.; Stefanowicz, P.; Goszczynski, T.;
Tarnawski, L., Cyclic peptides from plants of genus linum. Biopolymers 2003, 71 (3), 369.

28 Picur, B.; Goszczynski, T.; Tarnawski, L.; et al., synthesis and investigations of new active peptides containing
converted sequences of natural cyclolinopeptide x: nmr, cd, and biological studies. J. Pept. Sci. 2004, 10, 274
2% Goszczynski, T.; Nevozhay, D.; Wietrzyk, J.; Omar, M. S.; Boratynski, J., The antileukemic activity of modified
fibrinogen-methotrexate conjugate. Biochim. Biophys. Acta 2013, 1830 (3), 2526
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zroznicowanych masach czasteczkowych) jako nosnikéw metotreksatu. Wyniki tych badan
staty si¢ przedmiotem mojej rozprawy doktorskie;j.

W latach 2009-2014 bratem intensywny udzial w realizacji projektu inwestycyjnego
,Utworzenie Zintegrowanego Laboratorium NeolLek - Doswiadczalnej Onkologii 1
Innowacyjnych Technologii”, POIG.02.01.00-02-073/09 (zalacznik 4. Pkt. 1.9.1). Celem
projektu bylo utworzenie certyfikowanego laboratorium badawczego NeoLek na bazie dwoch
laboratoriow dziatajacych w Instytucie Hirszfelda: Laboratorium Chemii Biomedycznej oraz
Laboratorium Do$wiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej. W ten sposob powstato
interdyscyplinarne laboratorium, w ktorym prowadzone sa kompleksowe badania
potencjalnych preparatow przeciwnowotworowych, a takze opracowywane sa nowe preparaty
i technologie wykorzystujace wybidrcze, makroczasteczkowe nosniki  substancji
terapeutycznych. W ramach tego projektu uczestniczylem w przebudowie i wyposazaniu
Laboratorium Chemii Biomedycznej w sprzet zapewniajacy nowoczesne mozliwosci badawcze
zaréwno zwiazkow niskoczasteczkowych (synteza i analiza drobnoczasteczkowych substancji
aktywnych biologicznie) jak i makroczgsteczek biologicznych w tym koniugatow tych
substancji. Do najistotniejszych technik zaliczam spektrometri¢ mas, dichroizm kotowy oraz
metody chromatograficzne, techniki ktorych podstawy teoretyczne i umiejgtnosci praktyczne
zdobylem juz na etapie wykonywania projektu magisterskiego na Uniwersytecie Wroctawskim
a w ramach opisywanego przedsigwzigcia mogtem doskonali€ i rozwija¢ ich wykorzystanie do
moich wiodacych zainteresowan naukowych.

Podczas realizacji wyzej wymienionego projektu uczestniczylem w szeregu warsztatach oraz
szkoleniach naukowych co zaowocowato biegla praktyczng umiejetnos$cig wykorzystywania
takze innych technik badawczych, ktorymi dysponowato stworzone laboratorium NeoLek (Zat.

4, pkt. 2.10)

5.3. Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej w 2012 roku kontynuowalem prace w Instytucie
Hirszfelda we Wroctawiu na stanowisku specjalisty, a od 2013 roku adiunkta. W tym czasie
rozwijatem 1 rozwijam nadal swoje zainteresowania naukowe dotyczace modyfikacji
chemicznych makroczasteczek w stworzonych nowoczesnych warunkach zaréwno lokalowych
jaki sprzetowych laboratorium NeoLek. 4 marca 2016 r. zwienczeniu ulegly prace zwigzane z
utworzeniem Laboratorium i1 Biuro do Spraw Substancji Chemicznych podjeto decyzje o
przyznaniu Certyfikatu Dobrej Praktyki Laboratoryjnej w zakresie badan in vitro

cytotoksycznos$ci podstawowej oraz analiz chemicznych.
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Realizowane przeze mnie badania, przez caly czas skoncentrowane byly wokot
zagadnien dotyczacych modyfikacji chemicznych makroczasteczek jako drogi do
poszukiwania nowych aktywnosci biologicznych. Tematy badawcze realizowane byty we
wspotpracy z pracownikami Instytutu Hirszfelda oraz innych osrodkéw naukowych krajowych
1 zagranicznych. M¢j wklad w realizacje poszczegolnych tematow badawczych, ktore
zaowocowaly opublikowaniem wynikéw lub ich prezentacja na konferencjach naukowych,
zostat szczegotowo opisany w Zalaczniku 4, a niektére z tych tematdéw byty przedmiotem prac
inzynierskich i1 magisterskich, w przypadku ktorych pelitem funkcje promotora (Zat. 4, pkt.
2.4) oraz promotora pomocniczego w przypadku przewodow doktorskich (zal. 4, pkt. 2.5).

Obszar tych badan mozna podzieli¢ na nastepujace zagadnienia:

5.3.1. Opracowanie metod syntezy koniugatow cyklodekstryna-biatko

W ramach wspotpracy Instytutu Hirszfelda z Instytutem Chemii, Ochrony Srodowiska
i Biotechnologii Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodniczego im. Jana Dlugosza w
Czestochowie, odbylem staz badawczy w ramach ktoérego zajmowatem si¢ opracowywaniem
nowych metod syntezy koniugatow cyklodekstryn z biatkami. Cyklodekstryny (CD) sa
cyklicznymi oligosacharydami, zbudowanymi z jednostek glukopiranozowych potaczonych
wigzaniami o-1,4-glikozydowymi. Przyjmujg strukture Scigtego stozka, w ktoérym grupy
hydroksylowe sg skierowane na zewnatrz, w wyniku czego wnetrze cyklodekstryn jest
hydrofobowe, natomiast powierzchnia zewnetrzna pozostaje hydrofilowa. Fakt ten powoduje,
ze cyklodekstryny maja zdolno$¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych ze zwigzkami
hydrofobowymi. Wtasciwosci te stwarzajg mozliwosci wykorzystania tych zwigzkow w wielu
dziedzinach chemii, szczegolnie w chemii biatek, gdzie moga peni¢ rolg specyficznego
farmakofora oraz moga stanowi¢ elementy molekularnych systeméw dostarczania lekow,
transportujgc  aktywne biologicznie zwigzki do komorek docelowych®. W ramach
prowadzonych badan opracowano oryginalng, wysokotemperaturowa metode syntezy
koniugatéw biatko-cyklodekstryna w fazie stalej oraz testowano wtasciwosci chemiczne i
biologiczne otrzymanych koniugatow. Gldwna reakcja prowadzaca w efekcie do otrzymania
kowalencyjnych koniugatow jest reakcja zachodzaca migdzy wolnymi grupami aminowymi
obecnymi w strukturze biatka a grupg aldehydowa pochodnej CD, przebiegajaca wedtug

schematu:

30 L oftsson, T.; Jarho, P.; Masson, M.; Jarvinen, T., Cyclodextrins in drug delivery. Expert Opin. Drug Deliv. 2005,
2(2),335
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Zsyntezowane koniugaty Lizozym-CD zostaly oczyszczone za pomoca chromatografii
oddziatywan hydrofobowych oraz scharakteryzowane za pomocg spektrometrii mas, techniki
dynamicznego rozpraszania $wiatta oraz spektrometrii dichroizmu kotowego. Wyznaczono
aktywno$¢ biologiczng koniugatéw wzgledem natywnego lizozymu oraz wykazano zdolno$é
tworzenia kompleksow inkluzyjnych przez koniugaty za pomocg spektrofotometrii UV-VIS
wykorzystujac modelowy zwigzek — fiolet krystaliczny. Wykazano, Ze opisywana metoda
syntezy jest wydajna, nie wplywa w znaczacy sposob na struktur¢ biatka modelowego, ktore
zachowato aktywno$¢ biologiczng a kowalencyjnie przylaczona B-cyklodekstryna zachowata
zdolnos$¢ tworzenia kompleksoéw inkluzyjnych.

Realizowane przeze mnie badania, otworzyly nowe mozliwosci syntezy zwigzkow
bioaktywnych zawierajacych, jako element sktadowy, cyklodekstryny oraz staty sie¢ kolejnym
przyktadem uniwersalnosci termicznych metod syntezy w fazie statej jako drogi do

poszukiwania nowych aktywnych biologicznie zwigzkow.

5.3.2. Opracowanie metod chemicznych modyfikacji bialek terapeutycznych

W ramach wspotpracy Instytutu Hirszfelda z firmg Adamed bralem udzial w realizacji
dwoch projektow badawczych (zat 4. Pkt 2.2.1 1 2.2.2): “Biokoniugaty przeciwnowotworowe
nowej generacji” (INNOMED/I/8/NCBR/2014) oraz 3 CLA - biotechnologiczny, kierowany
lek przeciwnowotworowy ( POIG.01.04.00-00-002/08), ktorych beneficjentem byta firma
Adamed. W  obszarze tego  wspoldziatania  zajmowalem si¢ = modyfikacja
drobnoczgsteczkowych substancji aktywnych pod katem ich koniugacji z docelowymi
biatkami, optymalizacjg reakcji z grupami aminowymi oraz tiolowymi biatek, selektywnym
utlenianiem biatek oraz badaniami analitycznymi i strukturalnymi otrzymanych koniugatéw

wykorzystujac techniki spektrometrii mas oraz dynamicznego rozpraszania $wiatta.

5.3.3. Opracowanie formulacji oraz metod analitycznych nowych zwigzkow o
wlasciwosciach przeciwnowotworowych.

W ramach wspotpracy z Prof. Waldemarem Priebe z MD Anderson Cancer Center,

University of Texas zajmowatem si¢ opracowywaniem formulacji zwigzkow o selektywnych

wlasciwosciach przeciwnowotworowych oraz opracowaniem nowych metod ilosciowej analizy
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tych zwigzkow w ztozonych matrycach biologicznych. Uzyskane wyniki zostaty wykorzystane

do ztozenia dwoch aplikacji grantowych w programach Strategmed.

5.3.4. Wykorzystanie klasteréw boru do modyfikacji bioczasteczek

W realizowanym przeze mnie obszarze, dotyczacym modyfikacji czasteczek w
poszukiwaniu nowych aktywnosci biologicznych, z udziatem Prof. Janusza Boratynskiego oraz
Prof. Zbigniewa Le$nikowskiego, zrodzit si¢ pomyst wykorzystania klasteréw boru i ich
niecodziennych  wlasciwosci  fizykochemicznych, do modyfikacji biatek/peptydow.
Wezesniejsze doswiadczenia Pracowni Wirusologii Molekularnej i Chemii Biologicznej
Instytutu Biologii Medycznej PAN w zakresie chemii klasteréw boru a nastepnie prace
zainicjowane w Laboratorium Chemii Biomedycznej Instytutu Hirszfelda i realizowane
bezposrednio przeze mnie, przerodzily si¢ wieloletnig wspotprace w tej dziedzinie. W ramach
tego wspoéldziatania, ktorego efekty oraz perspektywy zostaly szerzej opisane w pkt 4.3
powstaty dwa patenty krajowe, jedno zgloszenie patentowe, trzy opublikowane prace oraz

liczne komunikaty zjazdowe.

5.3.5. Klastery boru i ich pochodne jako inhibitory kinazy CK2

W zwigzku z sukcesem wykorzystania pochodnych oksoniowych klasterow boru do
syntezy nowych organiczno-nieorganicznych czasteczek oraz z rozwojem nowych zastosowan
reakcji termicznych w fazie statej, zostal wykreowany olbrzymi, niezagospodarowany obszar
badawczy. Prowadzone rownolegle badania wlasciwosci biologicznych klasterow boru oraz
wykorzystanie juz poznanych ich cech do syntezy nowych struktur aktywnych jest nie tylko
ciekawe z naukowego punktu widzenia ale takze stwarza obszerne pole zastosowan
praktycznych. Klastery boru, ze wzglgdu na swdj abiotyczny charakter stanowig innowacyjny
komponent w projektowaniu zwigzkdéw aktywnych biologicznie. Mozna przyjac, ze ze wzgledu
na swoje wlasciwosci strukturalne 1 elektronowe ich oddzialtywania z bioczasteczkami takimi
jak biatka (enzymatyczne, receptorowe, inne) moga odbywac si¢ na nieco innych zasadach niz
przyjete dla ligandéw catkowicie organicznych. Nieoczekiwane odkrycie wlasciwosci
inhibitorowych matalokarboranu [Co(C2BgH11)2]” w stosunku do kinazy biatkowej CK2 dato
poczatek wspotpracy Instytutu Hirszfelda z Katolickim Uniwersytetem Lubelskim Jana Pawta
II (Wydzial Biotechnologii i Nauk o Srodowisku) w zakresie syntezy nowych borowych
inhibitorow kinazy CK2, ktora jest zaliczana do obiecujacych celéw terapeutycznych w

onkologii ze wzgledu na silng nadekspresje tego enzymu w wielu typach nowotworow>!. Z

31 Martins, L. R.; Lucio, P.; Melao, et al., Activity of the clinical-stage CK2-specific inhibitor CX-4945 against
chronic lymphocytic leukemia. Leukemia 2014, 28 (1), 179
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uwagi na fakt, ze zastosowanie klasterow boru stwarza potencjalne mozliwosci syntezy
zupetnie nowych, nieorganicznych lub hybrydowych inhibitorow CK2 temat jest jednym z
podstawowych zadah w kierowanym przeze mnie projekcie Sonata realizowanym w

konsorcjum z Katolickim Uniwersytetem Lubelskim.

5.4. Plany naukowo-badawcze na przyszlosé.

Uzyskane i opublikowane do tej pory wyniki jednoznacznie wskazujg na duzy potencjat
zwigzany z modyfikacjami bioczgsteczek za pomocg klasterow boru. Moim zamiarem jest
dynamiczne rozwijanie tej tematyki zar6wno w celach poznawczych jak i utylitarnych.
Rozwinigcie omawianych zagadnien badawczych wymaga szerokiej wspotpracy z grupami
naukowymi zardwno w macierzystym Instytucie, jak i poza nim. Poza obecnymi partnerami
zamierzam dalej rozwija¢ interdyscyplinarne wspoOlprace majac na uwadze nastgpujace
zagadnienia oczekujace na realizacje:

5.4.1. Wykorzystanie silnego powinowactwa metalokarboranow do albuminy
surowicy w polaczeniu ze skuteczno$cig termicznej metody modyfikacji
biatek/peptyddéw w fazie stalej w kierunku syntezy terapeutycznych koniugatéw o
przedhuzonym czasie péitrwania we krwi 1 wzmocnionej aktywnosci biologiczne;.

5.4.2. Wykorzystanie abiotycznego charakteru klasteréw boru przy projektowaniu
substancji o wlasciwosciach przeciwnowotworowych w tym inhibitorow
specyficznych enzymow

5.4.3. Wykorzystanie abiotycznego charakteru klasterow boru przy projektowaniu
struktur o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych 1 przeciwgrzybicznych -
poniewaz w organizmach zywych brak jest enzymow mogacych metabolizowaé
klatki borowe mozna spodziewaé si¢, ze oporno$¢ na dziatanie zwigzkoéw
biologicznie aktywnych zawierajacych w swojej strukturze klaster boru moze

pojawiac si¢ pozniej w trakcie terapii niz dla zwigzkdéw wytacznie organicznych.
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