Krakéw, 15 luty 2023 r.

RECENZJA

Recenzja niniejsza dotyczy rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Ewy Kobylskiej pt.
,Badanie wiasciwosci fizyko-chemicznych, struktury oraz aktywnosci biologicznej
metabolitéw nowych analogdéw insuliny”, wykonanej pod opiekg promotora, pana
prof. dr hab. inz. Michata Chudego. Zgodnie z przestanym mi zawiadomieniem Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej z dn. 26.01.2023 r.,
podstawg prawng do sporzgdzenia tej recenzji jest art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. pt. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”, Dz. Ustaw 2018, poz. 1668 z pdzn.
zm. Do recenzji otrzymatem wydrukowang wersje rozprawy w postaci ksigzki oraz
identyczng wersje elektroniczng, w postaci pliku w formacie PDF. Do rozprawy
zatgczono spis prac naukowych dotyczacych jej dyscypliny oraz osobny spis
wszystkich publikacji doktorantki. Zgodnie ze stosownymi adnotacjami w rozprawie,
praca byta efektem badan prowadzonych w trzech placéwkach, w Instytucie Chemii
Przemystowej (IChP) im. prof. Moscickiego Sieci Badawczej tukasiewicz oraz w
Katedrze Biotechnologii Medycznej Wydziatu Chemicznego i w Centrum CEZAMAT Pt.
Warszawskiej. Realizowana byta w ramach programoéw ,lInicjatywa Doskonatosci —
Uczelnia Badawcza” a takze , Doktorat wdrozeniowy” Ministerstwa Edukacji i Nauki.
Podkreslam szczegdlnie ten ostatni program, bowiem stowo ,wdrozeniowy” ma
istotny charakter dla ocenianej rozprawy.

Recenzowanie rozpoczne od kwestii formalno-redakcyjnych. Rozprawa liczy
218 stron. Rozpoczyna sie obszernym pieciostronicowym Streszczeniem, osobno w
wersji polskiej i angielskiej, zawierajgcym merytoryczne wprowadzenie w tematyke
pracy, skrétowy opis jej celdw, etapow, oraz przeprowadzonych badan, liste pieciu
prezentacji konferencyjnych, w ktdérych przedstawiono uzyskane wyniki, dane
opublikowanego streszczenia pokonferencyjnego oraz liste trzech prac magisterskich
zwigzanych z tematem rozprawy, wykonanych pod opiekg naukowg doktorantki.
Nastepnie przedstawiono liczacy 34 strony Wstep teoretyczny, wprowadzajgcy
czytelnika w zagadnienia zwigzane z cukrzycg, jej typami i patofizjologia, z biochemig,
biologia, biotechnologia oraz farmakologig insuliny i jej analogdéw, a takze ich
zwigzkami z procesami nowotworzenia. Zwraca uwage, ze Wstep zawiera az 22
bardzo starannie opracowane, czytelne, estetyczne i zarazem informatywne
ilustracje. Wstep zakoriczony jest jego syntetycznym Podsumowaniem, liczagcym 4,5
strony, pozwalajgcym usystematyzowaé i utrwali¢ najwazniejsze informacje.
Nastepnie doktorantka klarownie opisuje cele swojej pracy, zaréwno ogdlne, jak i tez
pie¢ celéw szczegétowych, oraz formutuje 4 hipotezy badawcze, ktore chciataby
zweryfikowacd. Nastepna i najobszerniejsza czes$¢ rozprawy to opis Badan wtasnych,
liczacy 134 strony. Dzieli sie on na 13 podrozdziatéw, kolejno omawiajgcych
przeprowadzone prace i ich wyniki. Kazdy taki podrozdziat zawiera starannie i
metodycznie przygotowane osobne opisy badanych substancji, uzytych odczynnikow
i materiatow a takze aparatury, nastepnie przedstawiono opis procedury badania, a
takze prezentacje i dyskusje uzyskiwanych wynikdéw. Wszystkie wyniki ilustrowane sg
az 93 starannie opracowanymi rysunkami oraz 15 tabelami. Po Badaniach wtasnych
zamieszczono rozdziat z Wnioskami, liczacy 8,5 strony, ktéry syntetycznie
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podsumowuje uzyskane wyniki, ich znaczenie poznawcze i praktyczne, bezposrednio
i klarownie odnoszac je do sformutowanych wczesniej celdéw badawczych oraz
hipotez naukowych. Rozprawe koriczg spis bibliografii, a takze spisy tabel i rysunkow.
Sam spis bibliografii liczy 121 publikacji naukowych, Zrédet internetowych,
ksigzkowych oraz materiatéw roznych instytucji miedzynarodowych. Zrédfa te w
mojej opinii sg dobrane celnie i prawidtowo, sg takze w ogromnej wiekszosci zrédtami
aktualnymi, pochodzgcymi z ostatnich lat.

Rozprawa napisana jest bardzo staranng polszczyzng, zwracajg uwage
wysokie kompetencje jezykowe doktorantki, jej wyrazny talent do zrozumiatego
przedstawiania skomplikowanych zagadnien oraz ich systematyzowania, do
powtarzania istotnych kwestii, porzagdkowania a takze do hierarchizowania wiedzy.
Bardzo wysoko i pozytywnie oceniam takze strone redakcyjng rozprawy, wszystkie jej
czesci sg starannie opracowane, spdjne stylistycznie, uporzgdkowane przestrzennie i
estetyczne. Pieczotowicie opracowano takze ilustracje, ktére nie tylko s3
informatywne (dotyczy to zwtaszcza schematéw insulin i jej analogéw), ale tez
atrakcyjne wizualnie, podkresli¢ i pochwali¢ nalezy tez staranne spolszczenie
rysunkow zaczerpnietych ze Zzrédet obcych.

Jesdli chodzi o moje uwagi krytyczne do strony formalnej rozprawy to
istotniejsze zastrzezenia mam dwa. Pierwsze dotyczy spisu tresci, ktéry prezentuje
tylko gtdwne rozdziaty pracy, pomijajac jej liczne i bogate podrozdziaty oraz pod-
podrozdziaty. Dodatkowo, orientacje w tresci rozprawy utrudnia niekonsekwentna,
mieszana, rzymsko-arabska numeracja jej sktadowych czesci, i w efekcie wiele
podrozdziatdw oraz pod-podrozdziatéw ma powielajgce sie, takie same numery
arabskie. Druga moja krytyczna uwaga dotyczy spisu bibliografii. O ile jest on bardzo
starannie opracowany i konsekwentny stylistycznie, to brakuje w nim numeracji stron
wszystkich publikacji. Jest to istotny niedostatek bo nie zamieszczono w spisie
bibliografii innych danych, pomocnych w odszukaniu danej pracy, jak identyfikator
DOI lub numer PMID. Jezeli natomiast chodzi o bardziej btahe niedostatki formalne
ocenianej rozprawy doktorskiej, to zaliczytbym do nich:

— niescisto$¢ na stronie 9; opisywana tam publikacja, ktéra ukazata sie w pismie
Engineering Proceedings, i bedgca efektem realizacji doktoratu, jest w
rzeczywistosci streszczeniem pokonferencyjnym,

— brak odnosnikéw bibliograficznych do tresci opisywanych w niektérych miejscach
tekstu rozprawy — szczegdlnie we Wstepie,

— obecno$¢ kilku nieprawidtowych zapozyczen obcojezycznych, jak N-/C-
terminalny, et. al., rpm, supernatant, medium,

— niekonsekwencja w uzyciu trybu jezykowego ustepdéw o charakterze Scisle
naukowym; ich wiekszo$¢ posiada powszechnie przyjety w publikacjach
naukowych tryb bezosobowy, lecz wybrane ustepy majg z kolei odmienng i
konsekwentng forme osobowa,

— nietypowy sposdb narracji w niektérych ustepach pracy, polegajacy na tym, ze
informacje wstepne lub tez wprowadzajgce do danego podrozdziatu znajdujg sie
na koncu podrozdziatu innego, poprzedzajgcego. Np. tresci zwigzane z rozdziatem
3 znajdujg sie na koncu podrozdziatu 2.4.4, obszerne wprowadzenie do rozdziatu
5 znajduje sie na koncu podrozdziatu 4.3, wprowadzenie do rozdz. 8 jest w
podrozdziale 7.2, itd. Jest to nieco dezorientujgce dla czytelnika.

I na koniec:

— niektére dane dotyczgce stosowanych odczynnikdw lub materiatdw sg niesciste;
np. nr katalogowy proteazy V8 podany na str. 101 jest w rzeczywistosci numerem
seryjnym partii produktu, zas numery katalogowe niektérych materiatéw firmy

Strona 2



Beckman Coulter podane na str. 123 i 124 dotyczg prawdopodobnie numeréw
katalogowych materiatéw z firmy Sciex.

Na tym chciatbym zakonczyé komentowanie strony formalnej ocenianej
rozprawy i przejs¢ do oceny merytorycznej. W najwiekszym skrdcie, rozprawa
doktorska pani mgr inz. Ewy Kobylskiej poswiecona jest badaniom biochemicznym
nad wybranymi farmaceutycznymi analogami insuliny. Praca stanowi wiec czes¢
jednego z najwazniejszych  nurtow  wspodfczesnej biotechnologii, nauk
farmaceutycznych  oraz  badan biomedycznych,  poswieconych lekom
przeciwcukrzycowym. Co wiecej, jest to dziedzina, w ktérej mamy znaczace krajowe
osiggniecia, zaréwno naukowe, jak i tez aplikacyjne, zapoczatkowane w latach 20-
tych minionego wieku wdrozeniem produkcji insuliny przez Panstwowy Zaktad
Higieny, a pdiniej takze przez inne placowki, jak Zjednoczenie Wytworni Surowic i
Szczepionek ,Biomed”, Tarchominskie Zaktady Farmaceutyczne/Polfa Tarchomin
S.A., firme Bioton a ostatnio takze przez firme Polfarmex. Natomiast gtéwnym i
dominujgcym krajowym zapleczem badawczym nad insuling oraz jej analogami
stanowit Instytut Biotechnologii i Antybiotykdw — skonsolidowany niedawno ze
wspomnianym wyzej IChP Sieci Badawczej tukasiewicz. Sposréod wielu
zaprojektowanych i wytworzonych w tej placdwce nowatorskich analogéw insuliny,
dwa z nich, o nazwach AKR oraz SK3R, staty sie przedmiotem badan ocenianej
rozprawy doktorskiej. Oba s analogami dtugodziatajgcymi i aktywnos¢ ta jest
skutkiem obecnosci dwdch dodatkowych zasadowych aminokwaséw, lizyny i
argininy. Podwyzszaja one punkt izoelektryczny analogéw, co obniza ich
rozpuszczalnosé w fizjologicznych warunkach i wydtuza czas uwalniania aktywnych,
monomerycznych czasteczek leku. Dodatkowo, zwiekszono stabilnosé obu analogoéw,
sterycznie zmniejszajac ich podatnosé na szkodliwg deamidacje poprzez wstawienie
po jednym dodatkowym aminokwasie, alaninie lub serynie, na C-koricach taricuchow
A. Natomiast w ramach swojej rozprawy doktorskiej, pani mgr inz. Ewa Kobylska
podjeta sie opracowania oraz wdrozenia metod wytwarzania metabolitéw obu
badanych nowych analogdéw insuliny, ktére powstajg z nich po dostaniu sie do
krwioobiegu, wskutek dziatania karboksypeptydaz osoczowych. Metabolity te nie
zawierajg jednej C-konicowej argininy (zwigzki desB32Arg AKR lub desB31Arg SK3R),
lub dwdch C-koricowych aminokwasdw, argininy i lizyny (zwigzki desB32Arg
desB31Lys AKR). Zapewne zachecona sukcesem, doktorantka opracowata dodatkowo
takze metody wytwarzania poszukiwanych na rynku metabolitow ogdlnie
dostepnego handlowego analogu insuliny, glarginy, a mianowicie zwigzkdéw
desB32Arg glargina oraz desB32Arg desB31Arg glargina. We wszystkich przypadkach
opracowana metoda wytwarzania obejmowata  trawienie analogow
karboksypeptydazg B oraz oczyszczanie powstatych produktéw za pomoca
preparatywnej chromatografii RP-HPLC. Kolejnym osiggnieciem pani mgr inz.
Kobylskiej byto opracowanie oraz wdrozenie licznych i zrdznicowanych
biochemicznych metod analitycznych dla insulin, ich analogédw oraz metabolitow,
umozliwiajgcych:

— badanie przemian metabolicznych w osoczach ludzkim i kréliczym za pomoca
spektrometrii mas MALDI-ToF,

— badanie stabilnosci termicznej roztworéow za pomocg mikrokalorymetrii
réznicowe;j,

— porédwnawcze badanie tozsamosci czasteczek za pomocg mapowania
peptydowego wykorzystujgcego trawienie proteazg V8 oraz analityczne rozdziaty
technikg RP-HPLC,
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— szacowanie wielkosci czgsteczek za pomocg techniki DLS,

— porédwnawcze badanie zmian w konformacji czasteczek za pomoca
spektrofotometrii  w  $wietle UV-Vis oraz za pomocg techniki
spektrofluorymetryczne;j,

— wyznaczanie punktéw izoelektrycznych czasteczek za pomocag kapilarnego
ogniskowania izoelektrycznego z detekcjg spektrofotometryczng przy 280 nm,

— badanie powinowactwa czgsteczek do rekombinowanych izoform A i B
zewnatrzkomorkowych domen receptorow insulinowych oraz
zewnatrzkomorkowej domeny receptora IGF1 za pomocg techniki MP-SPR,

— badanie wptywu analizowanych substancji na poziom wybranych
wewnatrzkomoérkowych biatkowych markeréw szlakéw metabolicznych za
pomocg komodrek HepG2, gotowej mikromacierzy przeciwciat oraz detekcji
chemiluminescencyjnej,

— badanie potencjalnego cytotoksycznego lub proliferacyjnego wptywu
analizowanych substancji na komaorki Clone 9 i HepG2 przy uzyciu testu MTT,

— badanie potencjalnego mutagennego wptywu analizowanych substancji na
komoérki bakteryjne za pomocg zminiaturyzowanego testu typu AMES, bez
obecnosci oraz w obecnosci eukariotycznego ekstraktu komorkowego S9,
oraz

— badanie wptywu analizowanych substancji na tempo poboru glukozy przez
przeksztatcone w adipocyty komédrki 3T3 L1 MBX za pomocg testu
spektrofotometrycznego wykorzystujgcego 2-deoksyglukoze.

Zakres zrealizowanych prac oraz wdrozonych metod jest wiec bardzo szeroki, wrecz
imponujacy, dobdr zastosowanych technik pomiarowych jest znakomicie dobrany do
specyfiki badanego materiatu, ogromna wiekszos¢ to techniki bardzo nowoczesne i
zaawansowane. Co wiecej, doktorantka znakomicie zoptymalizowata warunki analiz i
dowodem tego sg wzorowej jakosci widma MALDI-ToF (strony 58-71), wzorowe
chromatogramy z preparatywnych (str. 76-92) oraz analitycznych (str. 104-107 i 126-
127) rozdziatéw RP-HPLC, a takze pozostate wyniki, jak przebiegi sensograméw SPR,
widm absorbcyjnych i emisyjnych oraz innych. Uznanie takze budzi pomystowe i
czytelne zestawienie wynikéw z mikromacierzy - w postaci tabelarycznych
prostokatnych paneli, prezentowanych na str. 155-158.

Moje uwagi krytyczne dotyczgce kwestii merytorycznych sg stosunkowo
btahe i przedstawie je w kolejnosci pojawiania sie w tekscie:

W Streszczeniu (str. 5 oraz 11) uzyte sformutowania mogg sugerowaé, ze
wszystkie osoby na swiecie cierpigce na cukrzyce, czyli grubo ponad pét miliarda
ludzi, wymagajg terapii insuling lub jej analogami. A tak oczywiscie nie jest.

— Legenda do rys. 7 jest niefortunnie sformutowana, zamiast ,schematu efektéw
biologicznych”  bardziej adekwatny opis to ,Sciezki  sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej”.

— Uzyte na stronach 35, 69 i 99 okreslenia enzymdéw jako trawiennych sg
niefortunne, lepiej bytoby je w tym miejscu okresli¢ enzymami proteolitycznymi.

— Mam watpliwosci, odnosnie warunkéw proteolizy enzymatycznej opisanych na
str. 74. 15 mM roztwér wodoroweglanu amonu wydaje mi sie by¢ zbyt stabym
buforem aby doprowadzi¢ 0.01 M kwas solny do optymalnego pH.

—  Opisy procentowych i molowych wspoétczynnikdw absorbancji w tabelach 2i 5 sg

sprzeczne lub niezrozumiate dla mnie. Wspdiczynnik procentowy dotyczy

bowiem absorbancji roztworu 1 grama substancji w 100 g roztworu, podczas gdy
stezenia w kolumnie z tym wspodtczynnikiem opisano jako gram na litr oraz
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rownowazne miligram na ml. Analogicznie, wspotczynnik molowy absorbangji
dotyczy stezenia 1 mola na litr, podczas gdy na dole opisu kolumny z tym
wspotczynnikiem podano stezenie masowe 1 mg/ml.

— W procedurze preparatywnego oczyszczania metabolitéw analogéw insulin do
odsalania zastosowano mato wydajne i nieco ,staromodne” kolumienki PD-10.
Intryguje mnie, dlaczego nie uzyto do tego celu znacznie efektywniejszej
procedury odsalania poprzez chromatografie RP-HPLC w lotnych roztworach
woda/TFA/acetonitryl a nastepnie liofilizacje? Prosze panig doktorantke o
ustosunkowanie sie do tej kwestii.

— Intryguje mnie takze, jaki cel ma stosowanie opisanej na str. 83 liofilizacji w 3
réznych temperaturach? Rowniez prosze doktorantke o ustosunkowanie sie do tej
kwestii.

— Przedstawienie na rys. 46 probki Slepej (rozpuszczalnika prob) jako probki
.placebo” jest nieprawidtowe.

— Na stronie 102 w opisie trawienia enzymatycznego na 0.25 mg insuliny zuzyto az
0.1 mg proteazy V8. Jedli to nie jest omytka to dlaczego w tym konkretnym
przypadku zastosowano tak duzg ilos¢ enzymu wobec biatka trawionego? Prosze
panig doktorantke o ustosunkowanie sie do tej kwestii.

— W podrozdziale 9.1.4 zadeklarowano, ze w ramach badan wstepnych wykonano
testy roznych technik immobilizacji receptora insulinowego na powierzchni
sensora SPR, i optymalna okazata sie bezposrednia immobilizacja chemiczna, z
uzyciem crosslinkeréw EDC i NHS. Otrzymane w efekcie krzywe kinetyczne SPR
oraz wyniki dla réznych insulin oraz ich analogdéw wyszty prawidtowo, i w duzej
mierze zgodnie z oczekiwaniami. Z drugiej jednak strony, do pomiaréw stosowano
immobilizowane osobno rekombinowane izoformy A i B zewnatrzkomorkowych
domen receptoréw insulinowych oraz takze rekombinowang zewnatrzkomérkowa
domene receptora IGF1. Z kolei zaréwno doniesienia literaturowe (np. ,Structure
of the insulin receptor-insulin complex by single-particle cryo-EM", doi:
10.1038/nature26153, i wiele innych), jak i tez informacje prezentowane
szczegdtowo w samej rozprawie (Wstep, podrozdziat 2.4.2), jasno wskazuja, iz
czasteczka insuliny wigze sie z dwoma regionami dimeru receptora. Mam
watpliwosci, czy w opisanych warunkach udato sie taka dimeryczng strukture
odtworzy¢ na powierzchni sensora, nie znalaztem takze w rozprawie stosownej
dyskusji na ten konkretnie temat. Prosze zatem doktorantke o komentarz w tej
kwestii. Prosze takze o informacje, czy w opisanych doswiadczeniach SPR
prébowano wyznaczyé warto$¢ statych asocjacji/dysocjacji dla peptydu/biatka
kontrolnego, nie bedacego insuling ani jej analogiem?

— W podrozdziale 10.1.3, opisujagcym odczynniki uzyte do oznaczen na
mikromacierzach, przedstawiono kilka roztwordw, ktérych nie uzywano w opisie
adekwatnej procedury w podrozdziale 10.1.5. | odwrotnie, wspomniany opis
procedury zawiera pewne roztwory, nie opisane wczesniej w rzeczonym spisie
roztwordw. Obawiam sie wiec, ze mimo starannosci i drobiazgowosci doktorantki,
odtworzenie tych konkretnie pomiaréw moze nastrecza¢ problem.
| na koniec:

—  Whbrew informacji podanej na str. 161, mieszanina TrypLE Express Enzyme uzywana
do dysocjacji komorek adherentnych nie zawiera trypsyny.

Tak jak wczesniej jednak podkreslitem, przedstawiona wyzej lista mych zastrzezen
merytorycznych dotyczy kwestii stosunkowo btahych, gtéwnie o technicznym
charakterze, i nie umniejsza mojej wysokiej oceny strony merytorycznej ocenianej
rozprawy, a takze uzytecznosci i wysokiej jakosci opracowanych wdrozen, zaréwno tych
produkcyjnych, jak i tez analitycznych. Wychodzac natomiast naprzeciw zwyczajowi
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przyjetemu na obronach doktorskich, prosze panig doktorantke o ustne
ustosunkowanie sie, w miare mozliwosci, do zamieszczonych powyzej czterech kwestii,
dotyczacych odsalania, liofilizacji, proporcji enzym/substrat oraz dimeréw w SPR.

Podsumowaujac, przedstawiona rozprawa doktorska bez watpienia stanowi
oryginalne i samodzielne opracowanie naukowe doktorantki, dotyczace
biochemicznych wiasnosci nowoopracowanych analogdw insulin oraz ich metabolitow,
a takze prezentuje konkretne zastosowania uzyskanych wynikéw do produkgji oraz do
walidacji okreslonych preparatéw farmaceutycznych. Dowodzi takze adekwatnej
wiedzy teoretycznej doktorantki oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan
naukowych. Dysertacja pani mgr inz. Kobylskiej spetnia rowniez pod wzgledem
formalnym kryteria pisemnej monografii naukowej, posiadajac réwnoczesnie cechy
opracowania o charakterze wdrozeniowym. W mojej ocenie recenzowana praca spetnia
zatem w petni wszystkie wymogi rozprawy doktorskiej, sformutowane w punktach 1, 2,
3 i 4 art. 187 Ustawy cytowanej na wstepie niniejszej recenzji. Na tej podstawie
wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej
o dopuszczenie pani mgr inz. Ewy Kobylskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Elektronicznie
r podpisany przez
T
?@lﬁr \“QLQQLPaweI Mak
Data: 2023.02.15
12:57:45 +01'00"

Strona 6



		2023-02-15T12:57:45+0100
	Paweł Mak




