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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Ewy Kobylskiej

pt. ..Badanie wlasciwoSci fizyko-chemicznych, struktury oraz aktywnosci biologicznej

metabolitow nowych analogéw insuliny”
wykonanej pod kierunkiem
Promotora prof. dr hab. inz. Michata Chudego

Opiekuna naukowego dr Anety fukomskiej

Rozprawe zrealizowano na wydziale Chemii Politechniki Warszawskiej oraz w Sieci
Badawczej tukasiewicz — Instytucie Chemii Przemystowe] imienia Profesora Ignacego

Moscickiego.

Podstawa opracowania recenzji

Podstawa formalng opracowania recenzji jest Uchwata nr 285/28/2023 Rady Naukowej

Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej z dnia 24.01.2023 r.

Wprowadzenie - aktualno$é tematu, cele

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Ewy Kobylskiej powstata

w ramach programu ,,Doktorat wdrozeniowy” w dziedzinie nauki $ciste i przyrodnicze,
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w dyscyplinie nauki chemiczne. Praca dotyczy istotnych probleméw zwigzanych
z bezpieczenstwem stosowania rekombinowanych lekéw biologicznych podawanych
w terapii cukrzycy. Ze wzgledu m.in. na masowos¢ wystepowania, dramatyczny wzrost liczby
zachorowan obserwowany w ostatnich dekadach oraz liczbe powiktan wystepujaca u chorych,
cukrzyca stanowi niewatpliwie jedno z najwiekszych wyzwah terapeutycznych naszych
czaséw. Implikuje to potrzebe prowadzenia badan nad nowymi lekami do terapii tego
schorzenia. W ramach takich badan w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw (obecnie Sieé
Badawcza Lukasiewicz — Instytut Chemii Przemystowej im. prof. Ignacego Moscickiego)
powstaly oryginalne, dtugodziatajace analogi insuliny AKR i SK3R. Czgsteczki insuliny
ludzkiej ~wytworzone zostaty z wykorzystaniem metod inzynierii = genetycznej
1 zmodyfikowane, tak aby po podaniu symulowaty dostarczanie naturalnie produkowane;
w organizmie insuliny bazowej i zapewniaty dtugotrwale dziatanie. W zwigzku z tym, ze
analogi insuliny sg w nieco inny sposéb metabolizowane niz insulina ludzka, istotne jest
pogiebienie wiedzy dotyczacej wiasciwosci biologicznych powstajacych w organizmie
pochodnych analogéw. Potrzeba badan wynika w szczegdlnosci z ich potencjalnego wptywu
na procesy zwigzane z wywolaniem i rozwojem raka. Badania takie sg szczegblnie wazne
biorgc pod uwage, ze opracowane, innowacyjne analogi charakteryzuja si¢ podobiefistwem
strukturalnym do glarginy - zarejestrowanej czasteczki insuliny dlugodziatajacej, dla ktérej
pojawily si¢ podejrzenia o potencjalne wiasciwosci mutagenne. Dlatego tez, przed
rozpoczeciem szeroko zakrojonych badan przedklinicznych, istotne jest przeanalizowanie
produktow biotransformacji AKR i SK3R, ze szczegblnym uwzglednieniem potencjalnej

mutagennosci opracowanych czasteczek oraz ich metabolitow.

W tym kontekscie, niezwykle trafne jest podjecie przez Doktorantke tematu, ktérego celem
bylo zbadanie tozsamosci podstawowych produkiéw biotransformacji innowacyjnych
dlugodziatajgcych analogow insuliny, wytworzenie wzorcéw tych pochodnych oraz

charakterystyka ich aktywnosci biologicznej.

Opis rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska liczy 218 stron, w tym 15 tabel oraz 115 rysunkéw. Struktura pracy jest
typowa dla rozpraw naukowych i obejmuje nastepujace czeSci: spis tresci, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, wstgp, cel i zakres pracy, badania wiasne, wnioski,

bibliografie, spis tabel, spis rysunkoéw. Spis bibliografii obejmuje 121 publikacji naukowych,



zroédet internetowych oraz dokumentéw réznych organizacji miedzynarodowych. Zrédia
literatury z ostatnich 5 lat stanowia 22% wszystkich pozycji. Odwotania do przedstawionych
w bibliografii pozycji literaturowych maja uzasadnienie wynikajace z tresci rozprawy i sa
prawidlowo dobrane. Sposéb oznaczenia cytowan zrédet literatury jest zgodny ze stylistyka

stosowang w literaturze naukowej przedmiotu.

Rozprawa charakteryzuje si¢ poprawna struktura i staranng polszczyzna. Na uwage zastuguje

przejrzystos¢ z jaka zaprezentowane sa poszczeg6lne, skomplikowane zagadnienia.

W rozdziale ,,Streszczenie” i ,,Abstrakt” Doktorantka zaprezentowata w zwiezly sposéb

przestanki podjecia tematu badawczego oraz gtéwne zadania badawcze i rezultaty uzyskane

w ramach doktoratu.

Rozdziat ,,Wstep” podzielony jest na 5 podrozdziatéw zawierajgcych analize stanu wiedzy
w temacie rozprawy. W pierwszym podrozdziale zebrane zostaly najwazniejsze informacije
dotyczgce choroby jaka jest cukrzyca. W drugim podrozdziale opisana zostala insulina
ludzka, jej budowa, synteza, dziatanie biologiczne, oddziatywanie z receptorem oraz jej
metabolizm. W kolejnym podrozdziale poruszona zostata tematyka analogdéw insuliny
ludzkiej i ich metabolitow. Opisane zostaly tu szybkodziatajace i dugodziatajace analogi,
ktére sg dostgpne komercyjnie. W tym podrozdziale znalazty sie¢ rowniez dane dotyczace
innowacyjnych dlugodzialajacych analogéw insuliny ludzkiej AKR i SK3R, ktére
opracowano w Sieci Badawczej Lukasiewicz — Instytucie Chemii Przemystowej im. prof.
Ignacego Moscickiego (L- IChP). W nastepnym podrozdziale oméwiono problematyke
potencjalnego wptywu insuliny na proces rozwoju nowotworéw. W ostatnim podrozdziale
Doktorantka podsumowata czes¢ literaturowa. Informacje zawarte w rozdziale ,,Wstep”
zostaly poparte danymi literaturowymi i stanowig bardzo dobre wprowadzenie w podjeta

przez Doktorantke tematyke badawcza.

W rozdziale ,,Cel i zakres pracy” przedstawiono gléwny cel badafi zaplanowanych do
realizacji w ramach doktoratu. Autorka jako cel pracy przyjmuje okreslenie tozsamosci
podstawowych produktow biotransformacji innowacyjnych diugodziatajgcych analogéw
insuliny, wytworzenie wzorcow tych pochodnych oraz charakterystyke ich aktywnosci

biologicznej.

Doktorantka do osiagniecia celu gtéwnego zaplanowata realizacje celow szczegdtowych

obejmujacych:



- zbadanie $ciezek biotransformacji innowacyjnych analogéw insuliny: AKR i SK3R,
- opracowanie technologii wytwarzania wzorcow metabolitéw AKR i SK3R,

- opracowanie zestawu procedur analitycznych do weryfikacji jakosci wytworzonych
wzorcow metabolitdw (tozsamosé, czystos¢, zawartos¢, zachowanie natywnej struktury

biatka) do wdrozenia w rutynowej kontroli jakosci,

- opracowanie metod weryfikacji wiasciwosci biologicznych metabolitéw (oddziatywanie

z receptorem, aktywacja szlakéw sygnatowych w komérce, pobér glukozy),

- opracowanie metod weryfikacji dziatania niepozadanego metabolitéw (wplyw na

proliferacje komérek prawidtowych i nowotworowych, mutagennosé).

W tym rozdziale postawione zostaty réwniez hipotezy badawcze, ktdre byty weryfikowane

w trakcie prowadzonych prac.

Cel przyjety w pracy ma charakter Scisle utylitarny i jest zgodny z ogélnym celem doktoratu
wdrozeniowego, w ramach ktérego wedlug zamierzen Ustawodawcy powstaé maja

rozwiazania, pozwalajace uzyskac danej firmie trwala przewage konkurencyjna.

Czgs¢ doswiadczalna pracy zaprezentowana zostala w rozdziale ,,Badania wiasne”. Obejmuje
ona opis przeprowadzonych doswiadczen oraz wyniki, ktére znalazty zastosowanie
praktyczne skutkujgce poszerzeniem technik stosowanych w L- IChP. Pragne zaznaczyé, ze
uktad wszystkich doswiadczen jest starannie przemyslany i zaplanowany w logiczny sposob.
Doktorantka wiasciwie dobrata metody badawcze. Kazdy z 13 podrozdzialéw stanowi
odrebna logiczng catos¢, z whasna czescia metodyczng, eksperymentalng, wynikami oraz
krotka dyskusjg wynikéw. Poszczegélne podrozdziaty grupuja sie w 3 gléwne zadania
badawcze. Pierwsze zadanie obejmowalo opracowanie metodyki badania biotransformacii
oraz identyfikacji powstajacych metabolitéw insuliny AKR i SK3R oraz glarginy w osoczu
krwi. W dalszych etapach prac niezbedne byto zastosowanie wzorcéw metabolitéw. Badania
prowadzone na potrzeby realizacji tego zadania doprowadzity do opracowania pieciu
i skomercjalizowania dwoéch technologii wytwarzania metabolitéw glarginy. W ostatnim
etapie prac Doktorantka przeprowadzita szeroko zakrojone badania wlasciwosci
biologicznych uzyskanych metabolitow. W ramach tych badaf zmierzono powinowactwo
wytworzonych metabolitéw do receptora insulinowego oraz przesledzono, jakie szlaki
enzymatyczne sa w wyniku tego oddziatywania aktywowane. Zwr6cono szczeg6lng uwage na

aktywacje szlakéw prowadzacych w kierunku proliferacji komérek. Badano réwniez stopien



realizacji funkcji metabolicznych, okreslany poziomem poboru w odpowiedzi na obecno$é
poszczegblnych substancji w medium hodowlanym komoérek. Przeprowadzono testy
mutagennosci i wptywu na proliferacje komoérek. Badania te byly prowadzone w celu

weryfikacji bezpieczenstwa stosowania analogobw AKR i SK3R.

Rozdziat ,,Wnioski” obejmuje catosciowe podsumowanie wynikéw uzyskanych w ramach
przeprowadzonych badan. W tym rozdziale zebrano réwniez informacje o wszystkich
metodach wykorzystanych w badaniach oraz opracowanych technologiach, ktére poszerzyty
ofert¢ Instytutu. Konkluzjg doktoratu jest potwierdzenie zasadnosci kontynuacji badan nad
innowacyjnymi dtugodziatajacymi analogami insuliny opracowanymi w E-IChP w zakresie

niezbgdnym do rejestracji tych preparatow jako lekéw w terapii cukrzycy.

Najwazniejsze osiggniecia rozprawy
Za najwazniejsze osiagnigcie ujete w rozprawie uwazam:

1. Wdrozenie technologii wytwarzania metabolitéw analogéw insuliny AKR, SK3R
1 glarginy.

2. Opracowanie i wdrozenie w L-IChP nowych technologii wytwarzania metabolitéw
analogow insuliny: desB32Arg AKR (metabolitu insuliny AKR, powstajgcego po
odcigciu argininy z C-konca tancucha f), desB32Arg desB31Lys AKR (metabolitu
insuliny AKR, powstajacego po odcigciu argininy i lizyny z C-korica taficucha B),
desB31Arg SK3R (metabolitu insuliny SK3R, powstajacego po odcieciu argininy
z C-korica taficucha B), desB32Arg glarginy (metabolitu glarginy, powstajgcego po
odcigciu argininy z C-konca tancucha f), desB32Arg desB31Arg glarginy (metabolitu
glarginy, powstajgcego po odcigciu dwoch arginin z C-konca tancucha B).

Na uwagg zashuguje, iz technologie wytwarzania: desB32Arg glarginy i desB32Arg
desB31Arg glarginy zostaty skomercjalizowane i sa obecnie sprzedawane.

3. Opracowanie lub zoptymalizowanie i wdrozenie w E-IChP nowych metod
analitycznych, ktére moga by¢ wykorzystane w celach komercyjnych. Sg to metody
badania: biotransformacji biatek terapeutycznych w osoczu kréliczym i osoczu
ludzkim, metoda badania szlakéw metabolicznych indukowanych fosforylacja
receptora insulinowego in vitro, poboru glukozy in vitro oraz metoda badania

mutagennosci z uzyciem zminiaturyzowanego testu AMES in vitro.



Ponadto, oprécz dorobku wdrozeniowego, Doktorantka zgromadzita dorobek naukowy

obejmujgcy wspétautorstwo 3 publikacji w czasopismach z listy filadelfijskiej oraz

wspolautorstwo 2 rozdzialéw w monografiach.

Uwagi redakcyjne
W trakcie czytania zauwazytam drobne niedociggniecia:

1. Na rys. 46 znajduje si¢ nieprawidtowe okreslenie probki slepej (rozpuszczalnika préb)
jako ,,placebo”.
2. W bibliografii nie podano numeréw stron dla poszczegélnych pozycji literaturowych.

Podanie takich danych utatwitoby odszukanie publikacji.

Wymienione niedociggnigcia nie wnosza nic do merytorycznej oceny pracy.

Ocena merytoryczna

Wysoko oceniam tematyke rozprawy wybrang przez Doktorantke. Jest ona bardzo wazna
i aktualna oraz ma istotne znaczenia praktyczne i komercyjne. Cel rozprawy doktorskiej
zostal jasno sformulowany i wyjasniony. Cele szczegdtowe zostaly podporzadkowane

realizacji celu gléwnego.

Po przeprowadzeniu analizy tresci rozprawy stwierdzam, ze postawiony przez Doktorantke

cel glowny pracy zostat osiggniety.

Wyniki zadaf realizowanych przez Doktorantke stanowig cenny dorobek majacy duze
znaczenie praktyczne i komercyjne. Do realizacji glownego celu pracy Doktorantka
opracowata autorskie technologie wytwarzania i oczyszczania biatek- metabolitéw analogéw
insuliny. Zastosowano je jako wzorce do badan fizykochemicznych i biologicznych. Do tej
pory nie pojawialy si¢ w literaturze zadne dane w tym temacie, cho¢ problematyka badania
produktéw biotransformacji glarginy przyciaga od kilku lat uwage naukowcéw. Technologie
te stanowig nowos¢ i opracowanie ich jest odpowiedzia na realne zapotrzebowanie rynkowe.
Na uwage zasluguje fakt, ze wzorce wytworzone zgodnie z dwoma opracowanymi przez

Doktorantke technologiami juz sg sprzedawane.



Wyniki prac przeprowadzonych przez Doktorantke wnoszg istotne elementy o znaczeniu
zar6wno naukowym, jak i praktycznym. Umozliwily zbadanie metabolitéw innowacyjnych
analogéw insuliny ludzkiej AKR i SK3R oraz uzupehienie brakujacych elementow

w dokumentacji badan przedklinicznych.

Whioski koncowe

Na podstawie przediozonej do recenzji rozprawy doktorskiej, majac na wzgledzie
przedstawione wczesniej uwagi i spostrzezenia stwierdzam, ze rozprawa pt. ,Badanie
wiasciwosci  fizyko-chemicznych, struktury oraz aktywnoéci biologicznej metabolitéw
nowych analogéw insuliny” Pani mgr inz. Ewy Kobylskiej spetnia w catosci, okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018

poz. 1668 z pézn. zm.), warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

Rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, potwierdza
ogolng wiedze teoretyczng Doktorantki w dziedzinie nauki $ciste i przyrodnicze,
w dyscyplinie nauki chemiczne. Dowodzi takze Jej umiejgtnosci samodzielnego planowania
1 prowadzenia badan. Doglebne i szczegétowe zbadanie problemu potencjalnych wasciwosci
mutagennych innowacyjnych dlugodziatajacych analogbéw insuliny ludzkiej wskazuja na
szeroka wiedze teoretyczng i praktyczna Pani mgr inz. Ewy Kobylskiej oraz umiejetnosé

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Wobec powyzszych faktéw wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
o dopuszczenie Pani mgr inz. Ewy Kobylskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie

stopnia doktora.

Matgorzata Kesik-Brodacka






