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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Konrada Kowalskiego

“Nowe metody otrzymywania i wtasciwosci biochemiczne zwigzkéw boru z biatkami”

tagodna i selektywna modyfikacja reszt aminokwasowych biatek jest waina w badaniach
struktury i funkcji tych czgsteczek. Dodatkowo, potgczenie biatkowych antygendw z matymi, czesto
syntetycznymi podstawnikami, pozwala na tworzenie nowych struktur, jak na przykiad szczepionek
koniugatowych. Dobér warunkéw koniugacji jest niezwykle wazny aby ten proces byt wydajny. W
warunkach idealnych, ilo$¢ zwigzanych czasteczek powinna by¢ kontrolowana i homogenna, a przytaczony
ligand oraz modifikowany nosnik powinny zachowac swoje funkcje biologiczne. Produkty koniugacji
powinny mie¢ cechy pozwalajgce na doktadne scharakteryzowanie, zaréwno pod wzgledem wiasciwosci
fizykochemicznych jak i miejsc potaczen, w celu zapewnienia powtarzalnosci eksperymentow.
Szczegdlnym wyzwaniem jest koniugacja ligandow amfifilowych, o stabej rozpuszczalnosci w buforach i
majgcych sktonnosé do agregacji. Do grupy tego typu badan mozna zaliczy¢ prace doktorskg mgr. Konrada

Kowalskiego, ktorej przedmiotem jest badanie wtasciwosci koniugatéw zwigzkéw boru z biatkami.

Klastery boru posiadajg unikalne cechy i wzbudzajg rosnace zaintersowanie w medycynie. Sg
stabilne, niskotoksyczne, a potaczone z biatkami nadajg im nowe wilasciwosci fizykochemiczne i
biologiczne, jak na przykiad przediuzenie czasu dziatania w organiZzmie. W zwiazku z tym badania nad
prowadzeniem kontrolowanych reakcji modyfikacji biatek kilkoma réznymi klasterami boru, jak i doktadna
charakterystyka otrzymanych produktéw, jest niezwykle waina i z tego powodu uwazam tg prace

doktorskg za interesujacy i Wartos'ciowa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 119 stron i zostala podzielona na czesci: streszczenie,

wykaz dorobku, wstep, materiaty, metody, wyniki oraz dyskusja, podsumowanie i bibliografia.

W rozdziale ‘Wstep, cel i zatozenia pracy’ doktorant omawia zastosowanie zwigzkdéw boru w

medycynie, charakterystyke klasteréw boru i ich odzialywanie z biatkami oraz opisuje techniki



wykorzystywane do fizykochemicznych badan wiasciwosci biatek. Na poczatku autor podaje przyktady
leku przeciwnowotworowego i przeciwgrzybiczego oraz objasnia udziat atomu boru w mechanizmie
dziatania tych lekéw. Nastepnie dotorant przedstawia zastosowanie zwigzkéw boru jako znacznikéw
fluorescencyjnych w diagnostyce oraz w terapii borowo-neutronowej uzywanej do leczenia nowotworow.
W kolejnym fragmencie doktorant w interesujacy sposob opisuje budowe klasteréw boru takich jak
klastery dwudziestoscienne, karborany, zawierajace jeden lub wiecej atomdw wegla i metalokarborany,
zawierajgce skoordynowany atom metalu oraz omawia ich zastosowanie jako farmakoforéw i koniugatow
makroczgsteczkowych. Ostatnia cze$¢ poswiecona jest technikom badania fizykochemii biatek, jak
spektrometria masowa, dichroizm kotowy i dynamiczne rozpraszanie $wiatta. Omowiony fragment pracy
jest logiczny i uzasadnia podjety plan badan wtasnych oraz dobdr metod. Interesujgcym dodatkiem do
wstepu bytoby omowienie mozliwych schematéw kowalencyjnego wigzania stabo rozpuszczalnych w
$rodowisku wodnym klasteréw boru do biatek, a w dalszej czesci pracy, uzasadnienie wyboru aduktow

oksoniowych, a nie innych pochodnych reaktywnych wobec grup funkcyjnych aminokwasow.

Cztery wybrane pochodne klasteréw boru zostaty elgancko przedstawione na rysunku w czesci
‘Materialy’, a analizy ich stabilnosci w roztworach wodnych i rozpuszczalnikach organicznych
przeprowdzono poprawnie przy uzyciu ESI-MS-TOF oraz ESI-MS/MS. Jedyna uwaga to brak wyjasnienia
dlaczego nie przeprowadzono wstepnej analizy zwigzku BC-4, uzywanego w dalszych eksperymentach.
Nastepnie autor opisat metody ich koniugacji z blokowanymi aminokwasami, lizozymem jaja kurzego i
fudzka insuling oraz techniki oczyszczania, analiz chemicznych i biologicznych otrzymanych koniugatow.

Eksperymenty zostaty zaplanowane poprawnie oraz przestawione jasno i szczegdfowo.

W rozdziale ‘Wyniki oraz dyskusja’ autor przedstawit szeroka reaktywno$¢ przyktadowego
klasteru boru, adduktu dioksanowego metalokarboranu (BC-3), z nukleofilowymi grupami funkcyjnymi
amonhokwasdw, takimi jak grupy aminowe, guanidynowe, imidazolowe i tiolowe. Badania oparte byly na
szczegOtowej interpretacji widm fragmentacyjnych ESI-MS- TOF. Wyniki zachecaty do prowadzenia

dalszych eksperymentéw z uzyciem biatek.

Reakcje lizozymu jaja kurzego z adduktami klasteréw boru przeprowadzono dwoma sposobami:
w Srodowisku wodno-organicznym oraz w fazie statej w podwyzszonej temperaturze. W roztworze
uzyskano i oczyszczono koniugaty lizozymu postawione jedng czasteczkg metalokarboranéw. Efektywnosc¢
syntezy tych dwoch koniugatdéw wyniosta ok. 50 %. Klaster boru BC-1 nie wykazat rekatywnosci w tych
warunkach, jakkolwiek nie jest tutaj jasne dlaczego nie analizowano dalej koniugatu karboranu BC-2.

Prowadzac reakcje w fazie statej uzyskano koniugaty wszystkich czterech klasterow z wyzszg wydajnoscia;



efektywnosc reakcji z BC-4 wzrosta do ponad 70 %. Analizy widm HPLC-ESI-MS-TOF oraz widm dichroizmu
kotowego jednopodstawionych koniugatéw metalokarboranéw wykazaty zachowanie struktury pierwszo-
, drugo- i trzeciorzedowej lizozymu. Analizy z uzyciem techniki dynamicznego rozpraszania Swiatla
zademonstrowaly sktonno$¢ koniugatow do agregacji. Wszystkie koniugaty wykazaty obnizong aktywnos¢
biolgiczng lizozymu. Autor wiasciwie wykonat badania nad syntezag i charakterystyka koniugatow z

lizozymem, z uzyciem licznych nowoczesnych technik i staranng interpretacjg danych.

Kolejnym krokiem byto dobranie optymalnych warunkow reakcji klasterow boru z ludzkg insuling.
Zatozeniem tej czesci pracy byto zwiekszenie powinowactwa insuliny do ludzkiej albuminy i wydtuzenie
czasu poftrwania tego hormonu w ustroju. W tym celu przeprowadzono szereg wstepnych reakcji. Do
dalszych badan wyizolowano i oczyszczono jednopodstawione koniugaty adduktow dioksanowych
dodekakarboranu i metalokarboranu. Kolejnym zadaniem byfo zlokalizowanie miejsca podstawienia
tancucha klasteru boru w obrebie czasteczki insuliny. W tym celu autor trawit konuigaty enzymami
proteolitycznymi i analizowat otrzymane peptydy za pomocg technik LC-MS/MS i ESI-MS-TOF. W
rezultacie zidentyfikowatl kilka réinych aminokwaséw ulegajacych jednoczesnemu podstawieniu na
taricuchu B insuliny. Uzyskane produkty nie byty zatem jednolite, ale z danych z pismiennictwa wynika, ze
podstawione aminokwasy nie biorg udziatu w wigzaniu insuliny do receptora, a co za tym idzie aktywnosé
biologiczna insuliny potencjalnie nie powinna ulec obnizeniu, cho¢ wymaga to dodatkowego
eksperymentu w przysztosci. W ostatnim etapie pracy doktorant wykazat, w oparciu o techniki wygaszania
fluorescencji, iz jednopodstawione koniugaty metalokrabonu z insuling wykazujg okolo 200 razy wyzszg
zdolno$¢ wigzania do ludzkiej albuminy niz komercyjnie dostepny diugodziatajgcy analog - detemir.
Uzyskane w tej czesci wyniki sg obiecujace i zachecajg do prowadzenia dalszych badan, zwilaszcza do
uzyskania jednolitych  koniugatéw, podstawionych jednym klasterem metalokarboranu na
zidentyfikowanym aminokwasie ludzkiej insuliny, w celu zapewnienia powtarzalnosci i harmonizacji

badan biologicznych.

W podsumowaniu; przedstawiona praca doktorska obszernie opisuje badania w waznej, z punktu
widzenia praktycznego, dziedzinie wiedzy. Doktorant wykazat sie znajomoscig metod syntezy koniugatow,
ich oczyszczania i charakterystyki biologicznej i fizykochemicznej z uzyciem najnowszych technik
badawczych. Wyniki sg jasno opisane i tadnie zilustrowane. Kazda cze$¢ pracy jest krétko podsumowana,
co ufatwia czytelnikowi Sledzenie prowadzonych eksperymentéw i zrozumienie wyboru kolejnych krokdw.
Czes$¢ uzyskanych wynikéw zostata opublikowana w trzech renomowanych angielskojezycznych

czasopismach.



Poza kilkoma uwagami wymienionymi powyzej, drobne btedy to:

« str. 3: spis tresci ma nieréwne akapity;

« str. 4: wspisie tresci brakuje rozdziatu 7.2.;

« str. 5: nie jest jasne, co autor rozumie pod nazwa biatka bioaktywne;

« str. 6: zdolno$¢ wigzania konigatu z insuling do HSA byla 200-krotnie, a nie 20-krotnie wyisza;

+  str. 49: tytuf rozdziatu 6.12. nalezy poprawic;

o str. 88: w $rodowisku wodno-organicznym, w przypadku lizozymu klaster BC-1 nie wykazat
rekatywnosci, a w przypadku insuliny, klaster BC-2, lecz autor nie skomentowat tej réznicy lub jest to
pomytka w oznaczeniu;

« brakuje konsekwencji w uzywaniu skrétow BC-1 lub BC1 dla wszystkich czterech zwigzkow;

» opisy rysunkéw z widmami powinny wskazywad jaka technika fragmentacji byta uzyta.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej jest wysoce pozytywna. Spetnia ona
wymagania wynikajace z ustawy o stopniach i tytule naukowym. Na tej podstawie mam zaszczyt i
przyjemno$é zwrdcenia sie do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu o dopuszczenia mgr. Konrda Kowalskiego do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, majac na uwadze wysoki poziom przedstawionej pracy i fakt opublikowania czesci

wynikow w renomowanych czasopismach, wnosze o wyrdznienie tej rozprawy stosowng nagroda.
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