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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Krzysztofa Finka
pt. , Wihasciwosci chemiczne i biologiczne koniugatéw i komplekséw

klasterow boru z makroczasteczkami”

Zwiazki boroorganiczne wykazujg réznorodne zastosowania biologiczne, ktére s
podstawg ich zastosowah w medycynie. Dwie bardzo wazne grupy zwigzkéw to kwasy
boronowe i ich pochodne oraz klastery boru. W badaniach ich aktywnosci antybakteryjnej,
antygrzybiczej i antynowotworowej istotnym problemem jest ich wprowadzenie do
organizmu oraz farmakodynamika. Z tego powodu, po intensywnym rozwoju badah nad
aktywnoscig biologiczna, coraz wigksze znaczenie majg badania zwigzane ze znalezieniem
pochodnych  wykazujagcych  wysokie powinowactwo do  osocza, umozliwiajace
rozprzestrzenianie si¢ tych substancji w organizmie. Do grupy tego typu badan mozna
zaliczy¢ pracg doktorskg Pana mgr. inz. Krzysztofa Finka. Jako obiekt badan wybral on
klastery boru, ktérych dziatanie biologiczne jest od wielu lat przedmiotem intensywnych
badan. Jednak nadal kierunki: rozprowadzenie leku w organizmie i jego trwalo$é oraz
kontrolowane uwalnianie pozostawiajg wiele niezbadanych obszaréw. Z tego powodu
uwazam wybor tematu pracy doktorskiej za trafny i perspektywiczny.

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 136 stron i zawiera streszczenie, cel pracy,
wprowadzenie (15 stron), oméwienie badah wlasnych 68 stron), podsumowanie i dyskusje
wynikow (7 stron), cze$¢ do$wiadczalng ("Materialy i metody", 16 stron) oraz bibliografie,

obejmujacyg 194 pozycje.

Czgs¢ zatytulowana “Wprowadzenie” obejmuje zwiezte oméwienie typéw badanych
klasterow boru (boranéw, karboranéw i metalokarboranéw), oddziatywanie tych zwigzkéw z
biatkami, zastosowanie klasteréw boru w medycynie ze wskazaniem zalet tych Zwigzkow i

przyklady réznego typu klasterow ze wskazaniem ich charakterystycznych cech
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strukturalnych. W dalszym fragmencie Autor opisuje albuming, jej funkcje w organizmie i
budowe, a takze zagadnienie oddziatywania z lekami. Rozwija zagadnienie stosowania
peptydow terapeutycznych i potrzebe tworzenia koniugatow oraz wyjasnia sposoby
wprowadzania lekow do tkanki nowotworowej dzigki efektowi EPR. Kolejny fragment
dotyczy peptydu tymozyny B4 i jego roli w regeneracji uszkodzonych tkanek, w tym migsnia
sercowego, a jako strategi¢ poprawy jego dziatania podaje tworzenie koniugatow
zwigkszajagcych czas poltrwania, w wyniku czego nastepuje zwiekszenie efektu
terapeutycznego. Omowiony fragment jest logicznym i jasnym uzasadnieniem podjecia
zaplanowanych badan. Jednak koncowy fragment mowiacy o tym, ze klastery boru majg
wysokie powinowactwo do albuminy, jest tylko ogdlnym stwierdzeniem, popartym jednym
odnosnikiem [9]. W tym fragmencie wyraZznie brakuje podania informacji literaturowych.
Przyktadowe publikacje podatem jako zalgczniki [1-3]:

[1] Goswami, L.N., Cai, Q., Ma, L., Jalisatgi, S.S., Hawthorne, M.F., Org. Biomol. Chem., 13
(2015) 8912.

[2] Kracke, G.R., VanGordon, M.R., Sevryugina, Y.V., Kueffer, P.J., Kabytaev, K., Jalisatgi,
S.S., Hawthorne, M.F., ChemMedChem, 10 (2015) 62.

[3] Golovina, G.V., Rychkov, G.N., Ol'shevskaya, V.A., Zaitsev, A.V., Kalinin, V.N,,
Kuzmin, V.A., Shtil, A.A., Anti-Cancer Agents Med. Chem., 13 (2013) 639.

W tym miejscu spodziewalem si¢ opisu metod badania oddziatywan albumin z
klasterami boru i ich koniugatami. Autor jednak nie wyodrebnil tych informacji
literaturowych, umieszczajac je w poszczegdlnych rozdziatach opisu badan wiasnych.
Utrudnia to czytelnikowi ogélne zapoznanie si¢ z metodyka tego typu badan. Chociaz nie jest
to typowy uklad rozprawy doktorskiej oddzielajacy czgs¢ literaturowg od badan wlasnych, to
dzigki takiemu ujeciu mozliwa jest tatwiejsza analiza postepowania w poszczegdlnych
do$wiadczeniach i dokonywania modyfikacji eksperymentow.

Opis badan wlasnych podzielony jest na dwie czgséci. Pierwsza z nich obejmuje
badania powinowactwa klasteréw boru do albumin. Obszerne badania obejmujg 16 zwiazkow
boru nalezgcych do klasy borandéw, karborandéw i metalokarboranéw i zaczynajg sie od
pomiaréw wygaszania fluorescencji. Badania sg logicznie zaplanowane, zaczynajg sie od
wstepnej oceny powinowactwa i doboru stezen. Dalej nastepuje badanie mechanizmu
(badania  temperaturowe), okrelenie wartosci statych wigzania i parametrow
termodynamicznych. Z warto$ci tych parametréw okreslono dominujace typy oddziatywan

oraz oceniono ktore rodzaje zwigzkéw boru oddzialujg najsilniej i jaki jest wplyw

podstawnikow.



Wyniki tej czgsci pracy potwierdzity uzyteczno$¢ badan oddziatywan albumina -
zwigzek boru. Jednak zastosowana metodyka jest trudna do wykorzystania jako dostepna
metoda analityczna. Jako szybka metode Autor zaproponowat metode SPR, w ktérej albumina
jest immobilizowana na powierzchni zlota, analitem jest klaster boru, a mierzony jest
wspdtezynnik refrakcji. Wykonano pomiary z uzyciem zwigzku referencyjnego, warfaryny,
osiagajac szybka asocjacje i1 dysocjacje i bardzo dobrg powtarzalno$¢ wynikow. Jednak
badania prowadzone dla klasterow boru wykazaty osiagniecie wysycenia miejsc wigzacych,
co uniemozliwilo wyznaczenie wartosci stalej Kp. Doktorant zastosowal wigc
zmodyfikowang metodg pomiaru przy pojedynczym stezeniu. Metoda ta nie pozwala na
okreslenie bezwzglednych wartosci powinowactwa, jednak zastosowanie zwigzkow
referencyjnych (warfaryny i ibuprofenu) pozwolita prowadzi¢ badania tg metoda. Wyniki
badan sg zgodne z rezultatami badan wygaszania fluorescencji. Z wyjatkiem dodekaboranu
badane zwigzki wykazujg wysokie powinowactwo do albuminy, co najmniej na poziomie
zwigzkow referencyjnych.

Druga czgé¢ badan wlasnych Autora obejmuje synteze koniugatéw peptydu TP4 z
wybranymi klasterami boru i badania ich oddziatywan z albuming, uzupetnione o badanie
wplywu utworzenia koniugatu na aktywno$¢ biologiczng peptydu. Autor wybral do badan
dwa klastery boru - CoD, wykazujacy najwyzsze powinowactwo do albuminy i dodekaboran,
ktéry nie oddziatuje z albumina. Analizujgc opisane w literaturze reakcje w roztworach i w
ciele statym wybrat on do reakcji oksoniowe addukty zwiazkéw boru, ktére po otwarciu daja
polaczenie przez linker, istotne z punktu widzenia zachowania aktywnosci biologiczne;
peptydu. Reakcje byly prowadzone w ciele statym, aby unikngé denaturacji bialek.
Prowadzenie reakcji w réznych warunkach dato koniugaty o réznych stopniach podstawienia.
Dla zwigzkéw o jednokrotnym podstawieniu zwiazek boru moze byé przytgczony w réznych
miejscach sekwencji aminokwaséw peptydu. Autor zastosowal zaawansowane techniki
rozdzialu i identyfikacji produktéw. Stwierdzil, ze modyfikacji ulegaja wszystkie grupy
karboksylowe peptydu. Wyodrebnit on 9 koniugatéw dodekaboranu i 5 dla CoD, okreélit ich
stabilnos¢ badajac hydroliz¢ wiazania estrowego przy réznych wartoéciach pH. Stwierdzil, ze
stabilno$¢ koniugatow zalezy od aminokwasu wigzacego zwiazek boru (mala dla Asp, duza
dla Glu) i od pH. Waznym stwierdzeniem bylo, ze hydroliza prowadzi do niezmienionego
peptydu T4.

Po syntezie i wyodrebnieniu koniugatéw Autor badat ich oddzialywanie z HSA
obydwoma opisanymi technikami (wygaszenie fluorescencji i SPR). Dla niezwigzanego CoD

otrzymat on podobne wyniki jak w I czgsci dla BSA, co pozwala na uzywanie biatka BSA
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jako modelowego. Wartosci otrzymane dla koniugatéw sg poréwnywalne dla otrzymanych
dla samego metalokarboranu, a miejsce modyfikacji nie ma wplywu na wartosci. Pomiary
SPR wykazaty, ze peptyd TB4 wykazuje brak powinowactwa do HSA, koniugaty Tp4-B,H;,
majg stabe powinowactwo, a koniugaty TB4-CoD wykazujg réznice w kinetyce asocjacji i
dysocjacji. Autor udowodnil réwniez metodsg dichroizmu kolowego, ze tworzenie
komplekséw z koniugatami TB4-CoD nie wplywa strukture drugo- i trzeciorzedowa bialka.
Ostatnim fragmentem badaf bylo sprawdzenie, czy przylgczenie klasteru boru wplywa na
toksycznos¢ (nie spowodowalo wystapienia toksycznosci) i na aktywnosé biologiczng (nie
zmniejszylo dziatania ochronnego wobec komoérek kardiomycytow HOC2).

Ostatnig czg¢scig opisowa pracy jest rozdzial "Materialy i metody". Doktorant bardzo
szczegblowo opisal przygotowanie materiatu, prowadzenie pomiardw i opracowanie
wynikow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi oméwienie wynikéw bardzo
obszernych badan w wazhej z punktu widzenia praktycznych zastosowan dziedzinie wiedzy.
Doktorant prowadzit badania, wykorzystujac wyniki kolejnych etapow do zaplanowania
nastgpnych. Wykazal si¢ znajomoscia metod syntezy koniugatéw, ich rozdziatu i analizy z
uzyciem nowoczesnych metod badawczych. Wykorzystal zaawansowane techniki do
okreslenia oddziatywan. Wyniki badaf sa bardzo dobrze opracowane, a ich prezentacja,
zarowno w postaci graficznej jak i tabelarycznej, bardzo jasna i czytelna. Po kazdym
fragmencie badan nastepuje podsumowanie, umozliwiajace oceng danego etapu. Ta forma
pozwala czytelnikowi sledzi¢ caty ciag prowadzonych badaf i znalezé uzasadnienie doboru
metod badawczych i badanych ukladow. Niezaleznie od wymienionych czastkowych
podsumowan, Autor przedstawit wyczerpujaco "Podsumowanie i dyskusje wynikow",
obejmujace catosé pracy.

Nalezy podkredli¢, ze Doktorant opublikowat cze$é swoich wynikéw w trzech
publikacjach, a takze przedstawil je na 3 konferencjach, w tym dwoch migdzynarodowych.
Kierowal réwniez grantem Preludiuml0 przyznanym przez Narodowe Centrum Nauki. Za
wkiad w uzyskanie miedzynarodowego certyfikatu przez laboratorium NEOLEK uzyskat
nagrode dyrektora laboratorium.

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest bardzo starannie przygotowana, a korekta tak
staranna, ze wyeliminowala "literdwki". Mimo bardzo starannej lektury znalaziem tylko
nieliczne bledy, ktore wymieniam z obowigzku recenzenta:
str. 14: estry borowe (powinno byé: boronowe),

str. 15: orto (nie: ortho),



str. 19: bilirubina - produkt rozpadu tlenu (?2??),

str. 47: poniewaz, ... (jedyny btad interpunkcyjny, jaki znalaztem).

Troche wigcej uwag mam do bibliografii:

[22] 1 [31]: "center do center dot center dot (chyba skopiowane z Web of Science) zamiast
D-H.--H-A,

tytuty czasopism: cate tytuty, np. [32] lub ich skréty [45] dla tego samego czasopisma,

skréty z kropkami [52] lub bez (wiekszos¢).

W konkluzji stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska jest
wartoSciowym opracowaniem dobrze przygotowanych i przeprowadzonych badan
dotyczgcych waznych z punktu widzenia potencjalnych zastosowan ukladéw. Rozprawa
spelnia wymagania wynikajace z art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. Wnosze
zatem o dopuszczenie Pana mgr. inz. Krzysztofa Finka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Biorac pod uwage szeroki zakres badan, ich wysoki poziom merytoryczny oraz
wyrézniajacy poziom opracowania, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu o

wyréznienie rozprawy Pana mgr. inz. Krzysztofa Finka.

Prof. dr hab. iz Andrzej Sporzynski



