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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Jakuba Cebuli Koniugaty metalokarboranéw z
insuling - nowa strategia potegowania skutecznosci biologicznej lekow peptydowych
powstalej w Laboratorium Chemii Biomedycznej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem dr. hab.
Tomasza Goszczynskiego — promotora — i dr. inz. Krzysztofa Finka — promotora

pomocniczego.

Jednym z kierunkéw poszukiwan nowych terapii wymuszonych m.in. zjawiskiem narastajgce;j
antybiotykoodpornosci patogennych bakterii czy tez niedoskonalos$ciami wspolczesnie
stosowanych terapii cukrzycy jest sigganie po radykalne, ,abiotyczne” (np. poprzez
wprowadzanie wigzan C-F) modyfikacje chemiczne molekul potencjalnych lekéw. W ten
wilasnie nurt badafn wpisuje si¢ rozprawa mgr. inz. Jakuba Cebuli ,, Koniugaty
metalokarborandw z insuling - nowa strategia potggowania skutecznosci biologicznej lekéw
peptydowych”, w ktorej Autor eksploruje mozliwe terapeutyczne zastosowania molekul, w
ktorych strukturg wprowadzone zostaly do$¢ nieoczywiste na gruncie konwencjonalnej
farmakologii grupy chemiczne — ligandy karboranowe koordynujace jon metalu (z reguty
kobaltu). Za tym $mialym, cho¢ majacym swojg wczesniejsza, poprzedzajgcq prace Doktoranta
historie, posunigeciem przemawiaja jednak pewne argumenty: niska toksyczno$é tych
zwigzkoéw, a przede wszystkim charakterystyka oddziatywan metalokarboranowych klasterow
z niepolarnymi fragmentami biomakromolekularnych targetéw (,,efekt superchaotropowy”) i
wigzaca sie¢ z tym m.in. zdolno$¢ metalokarboranéw do odwracalnego wigzania albumin

surowiczych krwi.
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Na przedstawiona do recenzji rozprawe sktadajg si¢ poprzedzone dos¢ zwigzltym wstepem i
zarysem celu pracy manuskrypty trzech prac: dwoch juz opublikowanych w renomowanych
czasopismach i jednej zdeponowanej na serwerze pre-print ChemRxiv - niezrecenzowanej do
chwili sktadania rozprawy. Do rozprawy dotaczone sg deklaracje wkiadu merytorycznego
pozostalych wspotautoréw tych publikacji oraz ptyta DVD-R z jej cyfrowg wersjg oraz plikami

Supplementary Information poszczegdlnych artykutow.

Pierwszy manuskrypt rozprawy pt. ,,Supramolecular chemistry of anionic boron clusters and
its applications in biology” opublikowany w prestizowym Coordination Chemistry Reviews
(J. Cebula jako pierwszy autor) jest pracg przegladowa wprowadzajaca w chemig
metalokarborandéw 1 ich potencjalnie uzytecznych biomedycznie oddziatywan (réwniez za
sprawg modyfikacji kowalencyjnych) z biatkami, membranami lipidowymi i kwasami
nukleinowymi. Jakkolwiek o jej niezaprzeczalnych walorach $wiadczy juz sama ranga
czasopisma, musze jednak w tym momencie wspomnie¢, ze w pracy tej, jak i w kolejnych
dwéch manuskryptach (ale réwniez w autonomicznym wstepie rozprawy ) zabraklo mi bardziej
szczegotowych, mechanistycznych rozwazan na temat istoty efektu superchaotropowego czy
tez zaprezentowania obecnego stanu wiedzy 1 hipotez co do miejsca wigzania klasterow
metalokarborandw na powierzchni albumin surowiczych (np. dyskusji mozliwej roli miejsc

Sudlowa I 1 II).

Oryginalne wyniki swoich badan mgr. inz. Cebula prezentuje w drugiej wchodzacej w sktad
rozprawy pracy . Structural Patterns Enhancing the Antibacterial —Activity of
Metallacarborane-Based Antibiotics” opublikowanej w renomowanym Journal of Medicinal
Chemistry, ACS (J. Cebula jako pierwszy autor z 14-stu; wedlug zgodnych o$wiadczen
wspdtautoréw, Doktorant wnidst do niej kluczowy wklad juz na etapie wstepnej koncepcji
badan, opracowania i przeprowadzenia syntez zwigzkow, wreszcie analizy wynikow i pisania
manuskryptu). Dzigki imponujgcym naktadom pracy mgr. inz. Cebuli (m.in. synteza dwoch
serii modyfikowanych chemicznie COSAN-6w) oraz szerokiej gamy metod weryfikacji

aktywnosci biologicznej tych zwigzkdéw (wobec réznych typow patogennych bakterii, jak i




wybranych linii komoérek ludzkich hodowanych in vitro) autorom udato si¢ uzyskaé
sfunkcjonalizowane molekuty COSAN o silnym i selektywnym (vis a vis komérek ludzkich)
dziataniu bakteriobdjezym. Dodatkowym walorem pracy jest wzigcie pod uwage II podzbioru
molekul, w ktérych screening wlasciwosci biologicznych prowadzony byt dla
metalokarborandéw z inkrementalnie modyfikowang grupg funkcyjnq. Tego rodzaju podejscie
moze sta¢ si¢ przyczynkiem do dalszych, poglebionych prac nad molekularnymi

mechanizmami dziatania tych lekéw.

Ostatnim wlgczonym do rozprawy manuskryptem jest ,,dn Alternative Strategy for Albumin
Binding in  Therapeutics. Proof-of-Concept  Synthesis of Metallacarborane—Insulin
Conjugates” (i tu Doktorant jest pierwszym autorem wnoszacym kluczowy 1 wszechstronny
wkiad w jego powstanie). Ambitnym zamierzeniem tej najscislej odpowiadajacej tytutowi i
celom rozprawy doktorskiej pracy jest wykazanie, iz sprzgganie insuliny z metalokarboranami
(COSAN) moze byé skuteczna strategig tworzenia analogéw hormonu wykazujgcych
powinowactwo do albumin surowiczych (podobnych do stosowanych juz analogow insuliny o
przedtuzonym dziataniu wyposazonych w kotwice lipidows zamiast klasterow boru). Tego
rodzaju mediowane przez COSAN oddziatywanie insulina — albumina powinno prowadzi¢ do
opdznionego w czasie uwalniania aktywnych hormonalnie monomeréw insuliny do osocza
pozwalajac na uzyskanie pozadanych profili farmakokinetycznych. W pracy przetestowano
rézne strategie funkcjonalizacji insuliny ludzkiej za pomocg COSAN-6w — zaréwno pod katem
skutecznosci syntezy i oczyszczania koniugatéw biatko-metalokarboran, jak i wplywu liganda
na konformacjg¢ insuliny (przy uzyciu spektroskopii CD), ich wigzania do biatka HSA (m.in. z
wykorzystaniem spektroskopii fluorescencyjnej i SPR) i wreszcie aktywnosci biologicznej tych
analogébw. Mimo znaczacej skali trudnosci tego przedsigwzigcia Doktorantowi (i jego
wspolpracownikom) udato si¢ dowiesé, ze oparte o metalokarborany ,derywatyzowanie”
insuliny prowadzi do powstania analogéw hormonu o zmodyfikowanych zgodnie z pierwotng
hipoteza badawcza whagciwosciach farmakologicznych. Jakkolwiek wysoko oceniam i te prace

cheiatbym wskazaé na kilka drobnych aspektow budzacych pewien niedosyt:




1. Zakotwiczenie COSAN na C-koficu tancucha B insuliny wydaje si¢ by¢ intuicyjnym,

bezpiecznym podejsciem w minimalnym stopniu zaburzajacym oddziatywania
hormonu z receptorem insuliny (np. w site 1). Jednak zaobserwowane w pracy obnizenie
intensywnosci  sygnatu CD  (eliptycznosé¢ przy 222 nm) sugeruje pewng
dalekozasiggows destabilizacje natywnych struktur a-helikalnych. Wydaje sie, ze
przyjrzenie si¢ temu procesowi z wykorzystaniem dynamiki molekularnej bytoby
uzasadnione.

. Jakkolwiek manipulacja temperaturg (albo lepkoscia) wydaje si¢ konieczna by odréznié
czysto statyczne 1 czysto dynamiczne scenariusze wygaszania fluorescencji (w rezimie
stacjonarnych pomiaréw intensywnosci), w przypadku uktadu HSA - INS-MC
podejscie to jest problematyczne ze wzgledu na mozliwa nawet w zakresie
umiarkowanych temperatur (298-310K, wg. Supporting Information do ms. 3) zmiane
dynamiki fluktuacji bocznych tancuchéw aminokwasowych w na powierzchni HSA.
Pewniejszym sposobem weryfikacji mechanizmu wygaszania bylyby pomiary
czasowo-rozdzielcze fluorescencji. Oczywiscie kwestia ta ma tak naprawd¢ marginalne
znaczenie z punktu widzenia nadrzednego celu pracy, a mechanizm statyczny od
poczatku wydaje si¢ by¢ oczywisty.

W pracy zabrakto mi préby odpowiedzi na do$é istotne w przypadku insuliny pytanie o
to, jak ten nowy typ funkcjonalizacji wplynie na tendencje biatka do agregacji 1
tworzenia fibryli amyloidowych (spontaniczna agregacja insuliny jest dobrze znanym
problemem w jej przechowywaniu i w opartej o insuline terapii cukrzycy). Wyobrazam
sobie, ze - z jednej strony COSAN moéglby przeciwdziataé agregacji poprzez steryczne
blokowanie tworzenia si¢ protofilamentéw insuliny (zwlaszcza w przypadku krotkich
tgcznikow, jak w INS-3) ze wzgledu na postulowane ciasne upakowanie struktury
rownoleglej, in-register B-kartki w insulinowym amyloidzie. Z drugiej jednak strony,
sfunkcjonalizowany COSAN-em C-kohcowy fragment B-faficucha moglby pozostawad
czgSciowo nieustrukturyzowany i poza strukturg beta-kartki, co pozwolitoby
monomerom INS-MC na uniknigcie blokujacej agregacje zawady sterycznej. Na

dodatek, efekt superchaotropowy pomiedzy ligandami COSAN a niepolarnymi




fragmentami insuliny moglby lokalnie stymulowaé wczesne fazy amyloidogennej
nukleacji prowadzgc ostatecznie do wyraZniejszej tendencji do tworzenia agregatow.
Wydaje sig, ze prosty test —np. oparty o fluorescencje¢ tioflawiny T moglby rozstrzygnaé

tego rodzaju spekulacje recenzenta.

Jednak wszystkie poruszone tu kwestie nie zmieniajg mojej wysokiej oceny pracy ,, Koniugaty
metalokarboranéw z insuling - nowa strategia potggowania skutecznosci biologicznej lekow
peptydowych” wnoszace] oryginalny 1 rzetelny wkiad w projektowanie nowych lekéw

opartych.

W podsumowaniu:
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4
Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U, 22024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.) oraz
wnioskuje o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ponadto, biorgc pod uwagg wysoka jakos¢ uzyskanych wynikéw naukowych, doskonate
portfolio publikacyjne mgr. inz. Jakuba Cebuli (w tym réwniez publikacje nie zwigzane

bezposrednio z rozprawg) oraz jego postawe akademicka wnosze o wyrdznienie rozprawy.
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