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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. inz. Ewy Kobylskiej
pt. Badania wiasciwosci fizyko-chemicznych, struktury oraz aktywnosci biologicznej
metabolitdw nowych analogéw insuliny
wykonanej na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej
realizowanej w ramach programu ,,Doktorat Wdrozeniowy”

pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Michata Chudego

Analogi insuliny sa jednym z najszerzej stosowanych lekéw na $wiecie, w zwiazku z
masowym wystepowaniem cukrzycy pierwszego i drugiego rodzaju. W Polsce zapotrzebowanie na
ten lek jest pokrywane importem. Dlatego wysitki podjete przez Sie¢ Badawcza F.ukasiewicz- Instytut
Chemii Przemystowej im. Ignacego Moscickiego zmierzajace do opracowania i wdrozenia
technologii nowych analog6éw insuliny sg niezwykle trafne. Oceniana praca doktorska miesci sie tym
nurcie, stanowiac wazny fragment badan przedklinicznych dwéch dhugodziatajacych analogéw
mnsuliny: AKR i SK3R. Dlatego wybor tematu doktoratu wdrozeniowego uwazam za niezwykle
trafny.

Praca zostala wykonana pod promotorstwem profesora Michata Chudego, ktéry jest uznanym
badaczem posiadajacym imponujgcy dorobek w zakresie biomedycznym m.in. cytostatycznosci,
roznorodnych badan komérek rakowych, biomedycznych zastosowan nowych materialow.

Recenzowana dysertacja zostala zawarta na 218 stronach maszynopisu, w tym na 15

tablicach, ilustrowana 155 rysunkami. Przeglad literaturowy obejmuje 121 pozycji i koncentruje si¢



na cukrzycy, insulinie, jej analogach i metabolitach a takze potencjalnych zwiazkach stosowania
analogdw insuliny z procesami nowotworzenia. Struktura dysertacji odbiega od klasycznej struktury
dysertacji doktorskich; kazdy z 13 rozdzialow badan stanowi odrebna calo$é, z wlasna czeScia
eksperymentalng, wynikami 1 dyskusja wynikow. Wnioski stanowig odrebny rozdzial.

Eksperymentalna cze§¢ dysertacji rozpoczyna si¢ opisem badan biotransformacji
analogdéw insuliny AKR i SK3R w osoczu krwi. Badania te rozszerzono o biodegradacje glarginy —
insuliny analogami ktérej sg AKR 1 SK3R wytworzone metodami biotechnologicznymi. Badania te
prowadzono w osoczu kréliczym a potem ludzkim a postep biotransformacji w czasie $ledzono
technikg MALDI TOF/TOF. Wykazano pelny zanik substratow AKR, SK3R oraz glarginy oraz
tworzenie produktu biotransformacji desB32ArgdesB31LysAKR oraz
desB32ArgdesB31Lysglargina a takze desB32ArgSK3R. Wykazano takze, ze insulina ludzka nie
ulega biotransformacji w warunkach eksperymentu.

Kluczowym problemem w prowadzeniu dalszych badan okazala si¢ dostepnosc
wzorcow desB32ArgAKR, desB32ArgdesB31LysAKR, desB32ArgSK3R oraz desB32Argglargina,
desB32ArgdesB31Lysglargina. Dlatego podjeto skuteczne badania w kierunku opracowania
technologii ich otrzymywania 1 oczyszczania, lgcznie z metodami kontroli analitycznej. Substraty
AKR, SK3R oraz glarging poddawano trawieniu enzymem karboksypeptydaza B w warunkach
zoptymalizowanych dla kazdego z pozadanych produktow. Otrzymane metabolity byty rozdzielane i
oczyszezane metoda preparatywnej chromatografii a kontrola analityczna wszystkich operacji byta
dokonywana za pomocag HPLC z detekcjg spektofotometryczna. Technologie otrzymywania
desB32ArgAKR, desB32ArgdesB31LysAKR oraz desB32ArgSK3R wdrozono w celu wytwarzania
tych wzorcow na potrzeby wiasne Instytutu natomiast technologie wytwarzania wzorcow
desB32Argglargina oraz desB32ArgdesB31Lysglargina skomercjalizowano a certyfikowane wzorce
sa sprzedawane.

Analogi insuliny AKR i1 SK3R oraz ich metabolity byly poddane badaniom stabilno$ci
termicznej. Badania wykonano w 0,01 M roztworze HCI, w ktoérym przechowywane sg wzorce. Dla
porownania, do badan tych wilaczono insuline ludzkg. W celu przeprowadzenia tych badan
opracowano ich metodyke. Nie znaleziono istotnych r6znic w stabilnosci termiczne]
desB32ArgAKR, desB32ArgdesB31LysAKR, desB32ArgSK3R, AKR, SK3R oraz insuliny ludzkie;j.
Opracowana metoda badania stabilnosci termicznej insulin i ich metabolitow bedzie mogta znalez¢

zastosowanie do badania stabilno$ci formulacji farmaceutycznych insulin.



Waznym narzedziem stosowanym przez Doktorantke do identyfikacji analogéw
insuliny i ich metabolitéw jest sporzadzanie ich map peptydowych. Stosujac proteaze PV8, dokonuje
si¢ podzialu badanego analogu insuliny lub jego metabolitu na 4 fragmenty w miejscu wystepowania
kwasu glutaminowego. Jako wzorzec Doktorantka stosowala insuling ludzka. Identyfikacja
otrzymanych fragmentéw byta dokonywana technikg HPLC-UV-Vis, ktéra byta technika drugiego
wyboru ze wzgledu na ograniczony dostgp do techniki LC-MS, na tym etapie badan. Jednak technika
HPLC UV-Vis, stosowana bez wzorcow oczekiwanych fragmentéw jest tylko narzedziem
potilosciowym, wymagajacym znacznej wprawy badacza dla dokonania identyfikacji otrzymanych
fragmentdéw. Oczekiwatabym rozszerzonej dyskusji tego fragmentu badag.

Homogenicznos¢ i polidyspersyjnosé otrzymanych roztwordw wzorcéw Doktorantka
badala technika dynamicznego rozpraszania $wiatla, szeroko stosowang do badan substancji
wielkoczgsteczkowych pod katem potencjalnej agregaciji i rozktadu wielkosci czastek. Wyniki
takich badan stanowia wazng charakterystyke otrzymanych wzorcéw. Badania byty wykonane w 0,01
roztworze HCI, stosowanym do przechowania wytworzonych wzorcéw. Otrzymane wzorce
charakteryzuje niski wspétczynnik polidyspersyjnosci, w  kilku przypadkach lepszy od
wspolczynnika insuliny ludzkiej i znacznie lepszy od wspélezynnikéw metabolitow glarginy. Moim
zdaniem, wyniki przestawione na Rys. 53 mogly by by¢ przedstawione bardziej komunikatywnie.

Wazna charakterystykg bialek jest wyznaczenie punktu izoelektrycznego. Badania
takie wykonala Doktorantka w odniesieniu do analogéw insuliny AKR i SK3R oraz ich metabolitéw.
Dla celow poréwnawczych do programu badai wprowadzono insuline ludzka. Badania zostaty
wykonane technikg kapilarnego ogniskowania. Wartosci punktu izoelektrycznego analogdw insuliny
1ich metabolitéw okazaly si¢ wyzsze od wartosci dla insuliny ludzkiej, co zdaniem Doktorantki, jest
zgodne z oczekiwaniami na podstawie obliczen dokonanych na podstawie struktury I-rzedowej tych
zwigzkow. ldentycznie wyjasnia Doktorantka zmiany punktu izoelektrycznego metabolitéw w
odniesieniu do warto$ci analogoéw insuliny. Wdrozenie metody pomiary punktu 1zoelektrycznego
wzbogacilo oferte komercyjng £-IChP.

Badania spektroskopowe wykonane technikami spektrofotometrycznymi i
spektrofluorymetrycznymi  poshuzyty Doktorantce do oceny ekspozycji tyrozyny w analogach
insuliny SKR i SK3R, ich metabolitow a takze glarginy i w jej metabolitach w poréwnaniu do insuliny
ludzkiej. W badaniach tych uznano wplyw hydrofobowej fenyloalaniny jako nieistotny, cato$é
efektow zwiazanych z pierscieniem aromatycznym przypisujac tyrozynie. Widma UV-Vis oraz ich

pierwsze 1 drugie pochodne wykonane w zakresie 200-350 nm charakteryzuje bardzo zblizony
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przebieg dla wszystkich badanych 9 zwigzkéw, z czego Doktorantka wycigga wniosek, ze w
analogach insuliny ani w ich metabolitach nie dochodzi do ekspozycji fragmentdéw tyrozynowych na
zewnatrz ich molekut ani ich denaturacji w roztworach wzorcoéw. Réwniez widma fluorescencii
wszystkich badanych zwigzkéw wykazuja bardzo zblizony przebieg z maksimum wystepujacym dla
czystej tyrozyny. Poza rozwazaniami dotyczacymi konformacji pochodnych insuliny i ich
metabolitdéw, wykonane badania spektroskopowe stanowig ich podstawowa charakterystyke oraz
okazaty sie pomocne podczas wytwarzania wzorcow metabolitow do kontroli migdzyoperacyjnej.
Badania wlasciwosci biologicznych badanych analogéw insuliny i ich metabolitow
obejmowaly badania powinowactwa tych zwiazkéw do receptora insulinowego, badania aktywacji
szlakéw metabolicznych przez te zwigzki, badania przez nie proliferacji komorek, badania ich
mutagennosci oraz poboru glukozy indukowanego przez te zwiazki. W celu badania powinowactwa
badanych analog6éw insuliny i ich metabolitoéw do receptora insulinowego opracowano nowa metode
takich badan oparta na technice przeptywowej wersji powierzchniowego rezonansu plazmondw.
Oddzialywanie badany zwigzek — receptor insulinowy zbadano immobilizujac receptor insulinowy
na powierzchni chipa i wprowadzajac roztwdr badanego zwigzku w przeplywajacym strumieniu
popychanym faza ruchoma. Immobilizacja receptora insulinowego na powierzchni chipa jest
dokonywana in situ z wykorzystaniem protokotu NHS/EDC. Zastosowany chip zawiera
powierzchnie metaliczng (Au?), ktora jest pokryta karboksymetylodekstranem, ktérego grupy
karboksylowane zostaja aktywowane. Wprowadzony nastepnie roztwor receptora insulinowego
zostaje kowalencyjnie zimmobilizowany na powierzchni chipa, tworzac biosensor reagujacy na
wprowadzany badany zwigzek zmianag kata rezonansowego. Pomiar realizowany w warunkach
przeptywowych pokazuje zmiany kata rezonansowego w czasie, ilustrujace wigzanie badanego
zwigzku do receptora insulinowego, nastepnie osigganie stanu roéwnowagi 1 w koncu dysocjacje
wytworzonego kompleksu, kiedy przeplywajaca probka juz nie zawiera badanego zwiazku tylko
bufor popychajacy probke. Otrzymany sensogram pozwala obliczy¢ dane kinetyczne za pomocy
specjalistycznego oprogramowania. Badaniami objeto oddziatywania dwoch izoform receptora
insulinowego oraz receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu z analogami insuliny AKR i SK3R
1 ich metabolitami oraz z insuling ludzka oraz glarging i jej metabolitami. Doktorantka zebrata
obszerny material eksperymentalny, ktorego uzyskanie byto mozliwe dzigki zaletom opracowane;j
metody pomiaru. Wyznaczone stale dysocjacji tworzg obraz sity oddziatywania badanych analogéw
insuliny i ich metabolitdéw oraz insuliny ludzkiej z izoformami receptora insulinowego oraz z

receptorem insulinopodobnego czynnika wzrostu. Wyraznie wida¢ silniejsze wigzanie badanych



zwigzkow w pierwszym niz drugim miejscem wigzania. Insulina ludzka, SK3R oraz metabolit
desB32ArgdesB31LysAKR sa najsilniej wigzane do izoformy B receptora insulinowego podczas gdy
nieomal wszystkie badane metabolity sa najsilniej wiazane do receptora insulinopodobnego czynnika
wzrostu. Moim zdaniem to ostatnie spostrzezenie zastuguje na poszerzong dyskusje.

Badania aktywacji fosforylacji receptora insulinowego i receptora insulinopodobnego
czynnika wzrostu a takze innych szlakéw metabolicznych przez badane analogi insuliny i ich
metabolity zostaly przeprowadzone przez Doktorantke na komorkach HepG2. Dla celéw
poréwnawczych badaniami objgto glarging i insuling ludzka. Badania przeprowadzono stosujac
polilosciowy test enzymatyczny faczacy cechy testu ELISA i analizy metoda Western Blot. Badania
wykazaly, ze analogi insuliny AKR, SK3R oraz ich metabolity wykazuja bardzo podobne profile
dzialania biologicznego na komoérkach HepG2 jak ludzka insulina. Wdrozenie trudnego technicznie
testu enzymatycznego pozwolilo na jego wlaczenie do oferty badan komercyjnych IChP.

Waznym elementem badan przedklinicznych byt wplyw analogéw insuliny na
zywotnos¢ prawidtowych hepatocytow szezurzych linii komérkowej Clone 9 oraz zmienionych
nowotworowo hepatocytéw ludzkich linii HepG2. Badania wykonano z zastosowaniem
spektrofotometrycznego testu MTT, w ktérym barwnik (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-y1)-2,5-
difenylotetrazoliowy) ulega redukcji do nierozpuszezalnego fioletowego formazanu, nastepujace;
pod wplywem dehydrogenazy bursztynianowej, co jest posrednio skorelowane z liczba zywych i
aktywnych metabolicznie komorek. Wyniki badaf analogéw insuliny i ich metabolitéw odniesiono
do wynikow dla insuliny ludzkiej. Ani w przypadku komérek linii Clone 9 ani komérek linii HepG2
nie stwierdzono statystycznie réznych wynikdw, niz w przypadku insuliny ludzkiej, co Swiadczy o
braku dzialania cytostatycznego i wzmozonej proliferacji komérek. Wdrozone metody wzbogacity
potencjat badan wtasnych w tym zakresie oraz poszerzyly oferte badan komercyjnych IChP.

Kolejnym istotnym elementem badan przedklinicznych wykonanych przez
Doktorantke bylo badanie mutagennodci analogéw insuliny, ich metabolitéw a takze, w celu
poréwnawezym, glarginy i jej metabolitéw oraz insuliny ludzkiej. Badania wykonano in vitro z
zastosowaniem testu Ames’a, stosowanego w warunkach ograniczonego dostepu do badanych
substancji. Badaniom poddano dwa szczepy bakterii zawierajace mutacje uniemozliwiajace synteze
histydyny przez te bakterie a o mutagennosci badanych substancji §wiadczy przywrécenie zdolnosci
syntezy histydyny. Zaden z badanych analogéw insulin ani ich metabolitdw nie przekroczyt

potencjatu mutagennego ( dwukrotna warto$¢ kontroli negatywnej plus odchylenie standardowe), co



$wiadczy o braku mutagennosci badanych substancji. Wdrozona metoda badania mutagennosci
poszerza oferte badan komercyjnych IChP.

Ostatnia serie badan wiasciwosci biologicznych badanych analogéw insuliny i ich
metabolitow stanowily badania poboru glukozy przez komorki adipocytéw indukowanej przez
analogi insuliny i ich metabolity. Badania byty wykonane w warunkach in vitro na komdrkach linii
3T3 L1 MBX, poddane konwersji do adipocytow. Ze wzgleddéw pomiarowych zamiast glukozy w
badaniach zastosowano jej analog - 2-deoksyglukoze, ktora transportowana do wnetrza adipocytow
jest metabolizowana do produktu, ktérego stezenie mozna oznaczy¢ w enzymatycznej reakcji, co
odzwierciedla pobor glukozy przez adipocyty. Otrzymane wyniki wskazuja, ze analog insuliny AKR
i jego metabolity wykazujg podobny pobdr glukozy jak insulina ludzka, podczas gdy analog insuliny
SK3R oraz glargina oraz ich metabolity charakteryzuje nizszy pobdr glukozy do adipocytow.
Wdrozona metoda badania poboru insuliny do adipocytéw indukowana przez analogi insuliny
poszerza oferte badan komercyjnych IChP.

Recenzowana Dysertacja stanowi wazny fragment badan przedklinicznych, ktore
wymagaty dokonania szeregu wdrozen. Kluczowym z nich byto opracowanie i wdrozenie technologii
otrzymywania i oczyszczania metabolitow analogéw insuliny AKR i SK3R a takze glarginy.
Otrzymane wzorce metabolitow stanowity podstawe do przeprowadzenia niezbednych badan
biologicznych i fizykochemicznych. Technologia ta zostala skomercjalizowana a niektore wzorce
znalazty nabywcow. W zakresie badan biologicznych analogow insuliny AKR i SK3R 1 ich
metabolitow wdrozone zostaty metody badania aktywacji szlakéw metabolicznych przez te zwigzki,
badania przez nie proliferacji komorek, badania ich mutagennosci oraz poboru glukozy
indukowanego przez te zwigzki a takze badania powinowactwa tych zwiazkéw do receptora
insulinowego. Ta ostatnia metoda stanowi doskonale wykorzystanie potencjalu przeptywowe;j
techniki SPR. Wszystkie wdrozone metody poszerzyly ofert¢ badan komercyjnych. Podobnie
skutecznie wdrozone zostaly metody badan fizykochemicznych takich jak metoda badan
homogenicznosci i polidyspersyjnosci czy metoda badan punktu izoelektrycznego, ktére takze
wzbogacily oferte IChP kierowang do odbiorcéw komercyjnych. Z pewnoscia oceniana dysertacja
spetnita wymagania doktoratu wdrozeniowego.

Oprocz oczywistego dorobku wdrozeniowego, Doktorantka legitymuje si¢ dorobkiem
naukowym w postaci 3 publikacji w czasopismach z listy filadelfijskiej oraz 2 rozdzialow w

monografiach.



Z obowiazku recenzentki zwrdce uwage na kilka mato istotnych niedociggnie¢ redakcyjnych:

1.Rys 63 nie zawiera istotnego elementu jakim jest metal (Au) na powierzchni pryzmatu, bez
ktérego nie zaobserwujemy efektu SPR

2. Tablica 14. Zawiera blad w opisie kolumn (dwie maja ten sam opis)

3. Doktorantka powszechne stosuje ,,ug” zamiast ,,ug”.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przestawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu kompleksowych badan przedklinicznych , potwierdzajgc wiedze oraz umiejetno$é
samodzielnego prowadzenia zaawansowanych badan wdrozeniowych przez Doktorantke. Podjeta
tematyka jest niezwykle aktualna i ma bardzo duzy potencjat aplikacyjny. Dlatego z pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa mgr. inz. Ewy Kobylskiej pt. ,,Badania wiasciwosci fizyko-
chemicznych, struktury oraz aktywnosci biologicznej metabolitbw nowych analogdéw insuliny”
spelnia wszystkie wymagania odpowiednich przepiséw prawnych i zwyczajowych stawianych
pracom doktorskim i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki

Warszawskiej o dopuszezenie mgr. inz. Ewy Kobylskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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