WYDZIAL BIOTECHNOLOGII

© =

g g PAN - Instytut Immunologii
i © ZAKEAD BIOTECHNOLOGII BIALEK . ] _04_ 2 1

g 8 ul. Joliot-Curie 14a Wpl. @nia .........1.| 8 .............. [],\H .....
= 50-383 Wroctaw L. dz. L] 207F8
D=

tel. +48 71375 28 89
www.biotech.uni.wroc.pl

Wroctaw 15 kwietnia 2018 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgra inz. Krzysztofa Finka

»Witasciwosci chemiczne i biologiczne koniugatow i komplekséw klasteréw boru
z makroczasteczkami”

Unikalne wifasnosci polihedralnych klastrow boru powodujg, ze wzrasta zainteresowanie ich
zastosowaniem w medycynie. W zaleznosci od sktadu, zwigzki te mogg posiada¢ cechy hydrofobowe,
hydrofilowe lub amfifilowe. Ponadto klastry bodu charakteryzuja sie niska toksycznoscig, wysoka
stabilnoscia, sztywnoscig struktury oraz zdolnoscig do tworzenia wigzan okreslanych jako o-hole
bonds. Klastry boru moga by¢ dotaczone do zwigzkéw chemicznych w celu nadania im nowych
wiasnosci fizykochemicznych lub biologicznych, jako grupy farmakoforowe lub stanowi¢ elementy
rusztowania dla budowania czastek. Sposréd réznego rodzaju klastréw boru, ze wzgledu na swoje
wtasnosci, szczegoblnym zainteresowanie ciesza sie klastry dwudziestoscienne
(dwonastowierzchotkowe), karborany zawierajgce jeden lub wiecej atoméw wegla oraz
metalkarborany zawierajgce atom metalu. Kastry boru sg wykorzystywane w terapii
przeciwnowotworowej w celu generowania czastek a.

Pomimo wielu atrakcyjnych cech jakie posiadajg klastry boru, a co za tym idzie szerokich mozliwosci
ich zastosowania w lekach, zaskakujgco mato wiadomo o ich oddziatywaniu z podstawowym biatkiem
osocza — albuming. W tym zakresie przedstawiona do recenzji praca doktorka przynosi wartosciowe
informacje. Albumina petni wiele waznych funkcji biologicznych, miedzy innymi przenosi jony metali
lub kwasy ttuszczowe. Wigzanie lekdw z albuming wykorzystuje sie w celu znaczgcego przedtuzenia
czasu ich dziatania.

Celem pracy doktorskiej mgra inz. Krzysztofa Finka byto zbadanie oddziatywania klasterow boru
z albuming surowicy. Ponadto, przeprowadzit on synteze koniugatéw peptydu tymozyny (4
z klastrami boru o roznym powinowactwie do albuminy, a nastepnie ocenit aktywnos¢ biologiczng tak
otrzymanych czgstek. Uwazam, ze temat badan jest ciekawy a praca doktorska wykonana pod opieka
prof. dr hab. Janusza Boratynskiego dostarcza wartosciowych wynikdw.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 136 stron i zostata podzielona w sposdéb nietypowy na
rozdziaty: Cel pracy, Wprowadzenie, Badania wtasne, Podsumowanie i dyskusja wynikow, Materiaty
i metody oraz Bibliografia. Taka kolejnos¢ rozdziatéw przypomina strukturg artykuty naukowe.

W rozdziale Wprowadzenie przedstawiono charakterystyke klastrow boru, oddziatywania z biatkami
oraz ich zastosowanie w medycynie. Opisane zostaty struktury przestrzenne klastrow boru o réznej
liczbie wierzchotkdéw oraz pochodne klastrow boru z weglem i metalami. Wiecej uwagi poswiecono
uzyciu pochodnych dodekaboranu w przeciwnowotworowej terapii borowo-neutronowej. Ponadto
omowiono wtasnosci takich zwigzkdw, jak monokarba-closo-dodekaboran, monokarba-nido-




dodekaboran, dikarba-closo-dodekaboran, dikarba-nido-dodekaboran oraz metalokarborany.
Nastepnie przedstawiono wtasnosci albuminy surowicy krwi, jej strukture, miejsca wigzgce zwigzki
chemiczne oraz jej wptyw na farmakokinetyke i farmakodynamike lekdw. W koncowej czesci
Wprowadzenia opisano réznorakg aktywnos$é biologiczng tymozyny 4, zwracajac szczegding uwage
na jej udziat w regeneracji miesnia sercowego. Ten rozdziat pracy konczy opis strategii wydtuzenia
czasu dziatania tymozyny 4 w organizmie

Do najwazniejszych wynikéw przedstawionych w rozprawie doktorskiej zaliczam:

1. Opisanie oddziatywania klastréw boru z albumina.
W pierwszej kolejnosci wyznaczono zaleino$¢ wygaszania fluorescencji BSA pod wptywem
klastréw boru. Badania te przeprowadzono dla roznych stezen klastrow oraz rdznych
temperatur. Pomiary te pozwolity na wyznaczenie statych oddziatywania, parametréw
termodynamicznych (AG, AH, AS.) oraz iloSci miejsc wigzgcych na biatku. Ponadto, na
podstawie statej wygaszania fluorescencji, wyliczonej z rownania Sterna-Volmera, okreslono
mechanizm oddziatywania klastrow boru z BSA. Nastepnie, podjeto prdbe okreslenia
powinowactwa klastrow boru do HSA metodg pomiaru powierzchniowego rezonansu
plazmonow (SPR). Na podstawie skomplikowanych pomiaréw oraz analiz stwierdzono, ze
powinowactwo klastrow boru do HSA jest poréwnywalne do oddziatywania warfaryna:HSA.

2. Opracowanie warunkéw syntezy i otrzymanie z duzg wydajnoscig koniugatow TB4 z klastrami
boru.
Polipeptyd byt przytagczony do klastréw za pomocg linkera powstajgcego po otwarciu
pierscienia dioksanu, co zapewnifo zachowanie jego aktywnosci biologicznej. Produkty
reakcji rozdzielono za pomocg HPLC, a tozsamos¢ koniugatow potwierdzono za pomoca
spektrometrii mas (MS). W kolejnym kroku rozdzielono koniugaty w zaleznosci od miejsca
przytaczenia klastréw boru. Nastepnie, za pomoca ograniczonej proteolizy, potaczonej
z analizg MS, zidentyfikowano miejsca przytgczania klastréw boru do polipeptyddw.
Dodatkowo wyznaczono trwafo$¢ koniugatéw w srodowisku wodnym w rdéznym pH.

3. Zmierzenie powinowactwa otrzymanych koniugatéw TB4 z klastrami boru do HSA.
Poprzez pomiar zmian emisji fluorescencji w obecnosci koniugatéw wyznaczono statfe
wygaszana, powinowactwo oraz liczbe miejsc wigzania na HSA. Dia otrzymanych koniugatow,
udato sie, za pomocg analizy z uzyciem SPR, wyznaczy¢ powinowactwo do HSA. Ponadto,
poprzez pomiar skrecalnosci optycznej stwierdzono, ze koniugaty nie wplywajg na struktury
drugo- i trzeciorzedowe HSA.

4. Okreslenie aktywnosci biologicznej klastréw boru w testach in vivo.
Badania przeprowadzono wykorzystujgc szczurze kardiomiocyty linii H9C2. W pierwszej
kolejnosci stwierdzono, ze koniugaty nie sa toksyczne wzgledem badanych komorek
w warunkach normoksji. Nastepnie, prowadzac badania w warunkach hipoksji wykazano, ze
koniugat tymozyny B4 z metalokarboranem (TB4-CoD) zwieksza zywotno$¢ szczurzych
kardiomiocytow o 30-40% wzgledem kontroli.



Mam nastepujgce uwagi oraz pytania:

Nie pokazano krzywych na podstawie ktérych wyznaczono parametry wygaszania lub oddziatywania,
rysunki: 10, 11, 12, 14A, 38, 39, 40. Brak wykresu dla zwigzku 10 pokazujacego Kqi K,,. W tabelach 5,
20, 21 nie podano biedow dla statych (Kgy, AG).

Stafe dysocjacji rzedu mikromolowego (warfaryna lub ibuprofen z HSA), wskazuja na $rednie
powinowactwo a nie ,duze” (stosowat bym raczej okreélenie mocne), jak napisano w wynikach oraz
dyskusiji.

W jakim czasie od zmieszania klastrow boru lub koniugatéw z albuming wykonywano pomiary, czy
obserwowano zmiany w widmach (absorpcji lub fluorescencji) w trakcie inkubacji ? Na stronie 114
pojawia sie informacja, ze wykonano je bezposrednio po zmieszaniu, czy tak byto réwniez
w przypadku pozostatych eksperymentow?

Na sensorze CM5 poziom immobilizacji BSA wynosit 11,1 kRU? Czy prébowano wykonaé pomiary dla
mniejszej gestosc ? Obnizenie ilosci immobilizowanego BSA mogtoby poprawi¢ jako$¢ pomiaru.

Dlaczego uzyto skomplikowanej metody wyznaczania stezenia koniugatéw TR4-klaster boru za
pomocg MS. Czy klasycznymi metodami pomiaru stezenia biatek/peptyddw byto to niemozliwe?

Dlaczego niektdre z chromatogramow EIC dla TR4 (rys. 50) zawierajg dwa szczyty?

W rozdziale Wyniki obliczane sa parametry termodynamiczne (AG, AH, AS), ktére sg podstawg
wnioskowania o rodzajach wigzan odpowiadajgcych za oddziatywan. Niestety, nie podano literatury
na podstawie ktérej wysnuto wnioski.

Na stronie 96 pada okredlenie, ze otrzymane wyniki byly istotne statystycznie, nie przedstawiono
obliczen.

Jak wykonano pomiar fluorescencji z uzyciem spektropolarymetru Jasco 815?
Nie opisano w jaki sposdb wywotywano hipoksje.

W pracy pojawiajg sie angielskie nazwy, ktére mozna bez problemy przettumaczy¢ (np. data pitch,
band width, D.I.T, 108~sodium-mercaptoundecahydrododecaborate) oraz niefortunne stwierdzenia:
»bilirubina — produkt rozpadu tlenu”, ,czas péttrwania wzrést z 4 do 6 min do 5 do 7 h”, ,TR4
umozliwia przywrocenie embrionalnego programu, ktdry stworzyt tg tkanke”, ,terapie regeneracyjne
szukajg sposobow na wykorzystanie nasierdzia jako Zrdédta fibroblastow serca”, ,zastosowana przez
nas procedura reakcji nie powoduje peptydu...”, ,Dionex... wyposazony w detektor DAD oraz kolekcje
frakcji”, ,Kazde widmo byto poprawione o odpowiedni blank buforu”, ,Wszystkie wartosci
intensywnosci fluorescencji wykorzystane w tej pracy zostaty poprawione”, ,W trakcie pomiaréw SPR
buforem przeptywowym byt”, ,wykonano optymalizacje temperatury grzania w reakcji”, , Kazdy
pomiar zostat wyblankowany na 10-krotnie rozcienczony PBS”, ,komorki byly uwalniane przez
trypsynizacje”. Zamiast nazwy receptory purynergiczne powinno sie raczej uiywaé receptory
nukleotydowe.



Efekt zwigkszonej przepuszczalnodci i retencji (EPR) w przypadku niektdrych nowotworéw jest
niwelowany przez podniesione ci$nienie Srédmigzszowe wewngtrz guza. Jak wyglada sytuacja
W migsniu sercowym po zawale?

Poniewaz stata wygaszania wzrasta ze wzrostem temperatury, a ilo$¢ miejsc oddziatywania jest
wigksza od 1, czy mozliwy jest mieszany mechanizm wygaszania fluorescencji, wynikajacy z wielu
miejsc oddziatywania?

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca zawiera szereg wartosciowych wynikdéw. Badania
wykonanie przez mgra inz. Krzysztofa Finka pozwolity na charakterystyke oddziatywania klastrow
boru z albuming. Ta cze$¢ pracy zostata opublikowana w renomowanym czasopiémie Scientific
Reports. Ponadto, przeprowadzone badania pozwolity potwierdzi¢ przydatno$é koniugatéw tymozyny
B4 z metalokarboranem i HSA dla zwiekszenia przezywalno$¢ kardiomiocytéw poddanych hipoksii.
Autor rozpraw zastosowat szeroki wachlarz technik badawczych. Zamieszczony w pracy opis
przeprowadzonych badan, wskazuje na bardzo dobre zrozumienie stosowanych metod
eksperymentalnych.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej ,Wtasciwosci chemiczne i biologiczne
koniugatow i komplekséw klasteréow boru z makroczasteczkami” jest wysoce pozytywna, a rozprawa
spetnia warunki ujete stosownymi przepisami. Wnosze o dopuszczenie mgra inz. Krzysztofa Finka
przez Rade Naukowg Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L Hirszfelda PAN we
Wroctawiu do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesénie, majac na uwadze poziom przedstawionej pracy oraz fakt opublikowania czesci jej
wynikow w czasopismie o wysokim wspoétczynniku wptywu, wnosze o wyr6znienie rozprawy
doktorskiej stosowng nagrodg.

Daniel Krowarsch



