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Recenzja pracy doktorskiej autorstwa mgr inz. Jakuba Cebuli pt. "Koniugaty
metalokarboranéw z insulina — nowa strategia potegowania skutecznosci biologicznej lekow

peptydowych "

Badania bedace podstawa przedstawionej pracy doktorskiej zostaly wykonane przez Doktoranta
podczas jego pracy w Laboratorium Chemii Biomedycznej w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk pod opiekg naukowg dr hab.
Tomasza Goszczynskiego jako promotora i dr inz. Krzysztofa Finka jako promotora pomocniczego.
Tematyka pracy koncentruje si¢ na opracowaniu nowych analogéw insuliny modyfikowanych z
wykorzystaniem metalakarboranow, w szczegolnosci kompleksu kobaltu COSAN.

Insulina jest kluczowym hormonem regulujagcym metabolizm, ktéry umozliwia komérkom
pobieranie 1 wykorzystywanie glukozy. Jej prawidtowe dziatanie zapewnia utrzymanie réwnowagi
energetycznej organizmu i stabilnego poziomu glukozy we krwi. Odgrywa takze niezwykle wazng
role w terapii cukrzycy typu 1 i 2 gdy podawana jest egzogennie. Pomimo ponad stuletniego
stosowania insuliny, nadal istnieja ograniczenia zwigzane z jej farmakokinetyka, ryzykiem hipo- i
hiperglikemii, konieczno$cia iniekcji i kontrolowania poziomu glukozy. Wspolczesne strategie
modyfikacji insuliny, na przyklad poprzez zmiany sekwencji aminokwasowej czy dolaczanie
kwaséw tluszczowych, poprawily jej wlasciwosci, lecz nadal nie rozwigzuja wszystkich problemow

klinicznych. Na tym tle zaproponowano zastosowanie klastréw boranowych, a w szczegdlnosci




metalakarboranéw, ktére charakteryzuja sie unikalnymi wlasciwosciami  fizykochemicznymi
istotnymi w chemii medycznej, t. j. zdolnoscia do przenikania przez blony biologiczne,
samoorganizacji, wigzania albuminy czy zwiekszania stabilnosci bialek. Koniugacja insuliny z
COSAN ma na celu nadanie jej nowych cech, takich jak wydhuzone dziatanie, poprawiona stabilnos$é
czy zmodyfikowana aktywnos¢ biologiczna, co mogloby stanowi¢ innowacyjng strategie
terapeutyczng w leczeniu cukrzycy.

Tres¢ pracy doktorskiej, majacej 161 stron, przedstawiona jest w formie tzw. przewodnika,
gdzie w pierwszej czgsci zostalo zamieszczone wprowadzenie. Wstep do zagadnien zwigzanych z
badaniami zostal napisany sposéb przejrzysty i tatwy do zrozumienia dla osob, ktore na co dzien nie
zajmuja si¢ chemia biomedyczna. Rozdzial ten, liczacy cztery i pot strony jest do$¢ skromny w swojej
tresci i do$¢ pobieznie wprowadza czytelnika w zagadnienia istotne dla zrozumienia poszczegdlnych
manuskryptow wchodzacych w sklad pracy doktorskiej. Zdaje sobie sprawe, ze idea tzw.
przewodnikow polega na przedstawieniu opublikowanych (w tym wypadku nie wszystkich) prac, co
skraca znaczaco objetos¢ rozprawy. Niemniej jednak, wstgp powinien by¢ na tyle wyczerpujacy, aby
lektura dalszej czesci pracy nie stanowita wigkszego problemu dla czytelnika. Mimo skromnej
objetosci, wstep nalezycie odwoluje si¢ do literatury fachowej o czym $wiadczg 62 pozycje
literaturowe. Praca Pana Jakuba Cebuli pozbawiona jest rozdzialu rozwijajacego uzywane w pracy
skroty. Na przyktad na stronie 11 pojawiaja sig¢ skroty, ktore wyjasnione sg dopiero pozniej, cho¢ ich
rozwiniecie powinno pojawic si¢ w miejscu pierwszego uzycia. Osobny rozdziat poswiecony skrotom
uzywanym réwniez w publikacjach pomdglby istotnie w lekturze pracy doktorskiej.

Cele pracy zostaly zawarte we wstgpie 1 nie stanowig osobnego rozdziatu, co jest dosé
nietypowa forma ich prezentacji, jednakze nie wplywajaca na ich zrozumienie. Do$¢ sporym
zaskoczeniem jest umieszczenie Celu 1 pracy jako studium literatury. Studium literaturowe jest
oczywistg czgscig pracy badawczej, nawet jesli skutkuje ona niezaleznym artykutem przegladowym
jak to ma miejsce w przypadku Manuskryptu 1. Niemniej jednak, jasne jest, ze nadrzednym celem

pracy Doktoranta bylo opracowanie i synteza pierwszych koniugatow insuliny z metalakarboranami



(INS-MC) oraz kompleksowa ocena ich potencjatu terapeutycznego. Realizacja obejmowata zaréwno
etapy syntetyczne, badania fizykochemiczne oraz biologiczne, pozwalajace okresli¢ whasciwosei i
aktywno$¢ otrzymanych zwigzkéw i koniugatéw. To, czego zabrakto mi w celach, to jasne wskazanie
czytelnikowi, ze synteza zwigzkéw bazujacych na klatkach boranowych, otrzymanych w trakcie
realizacji pracy, miala na celu uzyskanie dwoch typéw substancji: o charakterze anytproliferacyjnym
jako alternatywa dla antybiotykow a takze niskocytotoksycznych do koniugacji z insuling. O tym
czytelnik dowiaduje si¢ w zasadzie tylko ze streszczenia. W zwiazku z powyzszym, a takze majgc na
uwadze tres¢ wszystkich manuskryptéw warto byloby zmieni¢ tytut pracy, trafniej wskazujgcy oba
cele.

Zasadnicza czg$¢ ocenianej pracy to wyniki pracy teoretycznej i eksperymentalnej zawarte w
trzech manuskryptach naukowych:
* Manuskrypt 1: Coordination Chemistry Review (2023), 477, 214940, w ktorej Doktorant jest
pierwszy na liscie sposrod czterech autordw.
» Manuskrypt 2: Journal of Medicinal Chemistry (2023), 66, 14948-14962, w ktorej Doktorant jest
pierwszy na liscie sposrod 14 autorow.
* Manuskrypt 3: Nieopublikowany pre-print zdeponowany w bazie CheRxiv (2025) DOI:
10.26434/chemrxiv-2025-sp2rt, w ktorym Doktorant jest pierwszych sposréd o$miu autordw.
Kazdy z manuskryptow poprzedzony jest krétkim wprowadzeniem, utatwiajacym zrozumienie tresci
manuskryptu. Do pracy, aczkolwiek tylko w wersji elektronicznej, zostaly dotgczone rdéwniez
suplementy, w ktorych znajduja si¢ wyniki i opisy, ktore nie weszty w tre$¢ manuskryptow. Istotna
czes¢ pracy to oswiadczenia wspdtautorow, ktore wedtug mnie z powodzeniem mogty zostaé zebrane
jedynie w wersji elektroniczne;.

Wiodgca rola Doktoranta w badaniach jest jasna i niepodwazalna, o czym $wiadczy pozycja
na liscie wspotautorow manuskryptéw. Zauwazalna jest jednak spora ilo$¢ pozostatych autoréw,
zwlaszcza w Manuskrypcie 2. Do pracy dotaczone sg, co prawda, skrupulatnie przygotowane

o$wiadczenia wspotautoréw, nie mniej jednak prosze, aby Doktorant podczas obrony mdgt odniesé



si¢ do swojego oraz innych wkladu w powstanie manuskryptow. Tekst pracy, w tym zalaczonych
manuskryptéw jest napisany zrozumialym i poprawnym jezykiem angielskim. Cato$¢ przewodnika
jak 1 publikacji stanowi dobry opis dziatan Doktoranta pod okiem promotoréw. Jednoczesnie lektura
pozostawia klika miejsc, ktére warto skomentowaé oraz pytan, na ktére bede rad ustyszed
odpowiedzi. Dla ulatwienia moje glowne komentarze i pytania zostaty pogrupowane jak w rozprawie,

tj. z podziatem na kolejne manuskrypty.

Manuskrypt 1: Coordination Chemistry Review (2023)

Manuskrypt 1 zostal opublikowany w prestizowym czasopi$mie naukowym, stojacym na czele
czasopism poswigconych chemii koordynacyjnej i sama publikacja w nim zastuguje na pochwate.
Niewatpliwie, studium literatury poswigconej klastrom boranowym przydato sie Doktorantowi na
dalszych, praktycznych etapach pracy doktorskiej. Prace rozpoczyna krétki rys historyczny
dotyczacy zaréwno klastrow boranowych jak i rozwojowi chemii supramolekularnej. Wida¢ z tego,
ze oba rodzaje chemii rozwijaly sie w podobnym czasie, mimo wezesniejszego odkrycia pierwszych
borowodoréw.  Autor Systematycznie opisuje  strukture najpopularniejszych  klastrow
borowodorowych podkreslajac role ich pochodnych z podstawionymi atomami wegla (karborany).
Nastgpnie, na tamach manuskryptu szczegétowo opisuje whasciwoscei klastrow boranowych typu
gos¢-gospodarz skupiajac si¢ na kompleksach z makrocyklami ale w szczegdlnosci na biomelkutach,
tj. bialkach, DNA, cukrach czy blonach komorkowych. Nastepnie przechodzi do tematyki
nanoczgstek, ktérych struktury bazuja na klastrach boranowych. Ostatni rozdziat pracy poswiecony
jest cickawemu zagadnieniu, jakim sa klosomery (ang. closomers), czyli organiczne pochodne
dodekahydroksy-dodekaboranu [Bi2(OH)12]*, gdzie reszty organiczne potgczone sa z klastrami
poprzez wigzania B—O-C. Dzigki temu powstaje uklad ztozony z klatki boranowej, linkera oraz
liganda. Ligandy stanowia funkcjonalny element klosomeru, pozwalajacy na wprowadzenie licznych
wlasciwoscei do tychze obiektow, ktére nastepnie zostaty zobrazowane w postaci przyktadéw, takich

jak sondy MRI czy czasteczki teranostyczne. Ponizej kilka pytan wynikajacych z lektury artykutu:



1. Naczym polega superchaotropowy/nieklasyczny efekt hydroforbowy?

2. Z tresci pracy wnioskujg, ze metaliczne karborany nie sg toksyczne dla zwierzat i ludzi. Nie mnigj
jednak ciekawi mnie to, czy nie dochodzi choéby do czesciowego uwalniania jonéw metali i jakie sg
ich losy?

3. Jakie konkretnie wiasciwosci klastrow boranowych decyduja o ich transporcie przez blony
komorkowe?

4. Na stronie 15-tej pisze Pan o mozliwosci zastosowan klosomeréw do inhibicji oddzialywan biatko-
biatko. Bardzo prosze o rozwinigcie tego zastosowania.

5. Jakie sondy bazujace na klosomerach, a ktore jeszcze nie zostaly opracowane, mogg wedlug Pana

mie¢ szanse na szczegdlne powodzenie?

Manuskrypt 2: Journal of Medicinal Chemistry (2023)

W drugiej pracy, Doktorant dokonat oceny przydatnosci wszechstronnych soli oksoniowych do
tworzenia funkcjonalizowanych pochodnych metalakarboranéw. Lista pochodnych opublikowanych
w tej pracy obejmuje r6zne motywy strukturalne, mogace réznic si¢ aktywnoscia antyproliferacyjna.
W sumie jest to 14 pochodnych COSAN i [-COSAN réznicujacych sie podstawnikami organicznymi
tak, aby zbada¢ zaleznos¢ migdzy strukturg a aktywnoscig biologiczng: antybakteryjna i
cytotoksycznoscia. Zwigzki zostaly oczyszczone i scharakteryzowane o czym mozna si¢ przekonad
z lektury suplementu, a nastgpnie uzyte w badaniach aktywnosci. W tescie wobec Staphylococcus
aureus Autor zauwazyt, ze:

-zwia}zék 3 (pochodna pirydyny) wykazywat wysoka aktywnos$¢ (MIC = 3,91 uM) ale réwniez duza
toksyczno$¢ wobec komorek ssaczych,

-zwiazki 7 i 8 (pochodne adamantylowa i oktanowa) wykazywaty umiarkowang aktywnos¢ (MIC =
7,81-15,63 uM), lecz brak selektywnosci (SI < 1),

-zwiazek 9 (n-heksyl zakonczony grupa aminows) wykazywat poprawiong aktywnos¢ (MIC = 3,91

uM) i selektywnosé (ST =4,58),



-zwigzek 10 (amid lizyny) wykazywal umiarkowang aktywno$¢ (MIC = 7,81 uM) ale niska
toksyczno$é i najlepszy SI w pierwszej serii (SI = 6,9),

-zwigzek 11 (jodowany amid lizyny) wykazywal najwyzsza aktywno$¢ (MIC = 0,98 uM),
poréwnywalna z wankomycyna oraz bardzo wysoka selektywnos¢ (SI = 56,5),

-zwigzek 12 (amid norleucyny) wykazywal wysoka aktywnosé¢ (MIC = 1,95 uM) ale wieksza
toksyczno$é niz 11,

-zwigzek 13 (amid glicyny) wykazywat bardzo wysoka aktywnos¢ (MIC = 0,98 uM) ale mniejsza
selektywnos$¢ niz 11, jednakze wcigz dobra (SI = 49,4),

-zwigzki 14 1 15 (jodowane pochodne aminy drugorzgdowej i trzeciorzedowej) pozostawaty aktywne
wobec S. aureus (MIC = 1,9 uM i 7,8 uM).

Zaden z testowanych zwiazkoéw nie byt aktywny wobec Pseudomonas aeruginosa. Sposrod
przetestowanych zwigzkow, pochodne amidéw aminokwasowych charakteryzowaty si¢ najlepsza
rownowaga miedzy aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa a cytotoksycznoscia. Jodowanie klatki
metalakarboranowej znaczaco zwigkszylo aktywnos¢ przeciwbakteryjng i selektywnosé. Najbardziej
aktywny zwiazek (nr 11) wykazat bardzo niskie MIC wobec S. aureus (0,98 uM), szybkie dziatanie
bakteriobdjcze i niska toksyczno$¢ wobec komorek ssaczych oraz erytrocytow, osiggajac
selektywnos¢ poréwnywalng z wankomycyna. Rownowaga hydrofilowo-lipofilowa (logP i logkw)
okazata si¢ kluczowa dla uzyskania aktywnosci przeciwbakteryjnej i selektywnosci. Nadmiernie
lipofilowe pochodne miaty slaba selektywnos¢ i wysoka toksycznos¢ wobec komorek ssaczych.
Przeprowadzona analiza mikroskopowa sugeruje mechanizm membranolityczny, polegajacy na
destabilizacji blon komoérkowych bakterii. Podsumowujac, Doktorant opracowat wzorce strukturalne
sprzyjajace aktywnosci i selektywnosci pochodnych metalakarboranowych. Moga one stanowié
podstawe do dalszego rozwoju nowej klasy antybiotykdw opartych na klastrach boranowych. Warte
pochwaty jest interdyscyplinarne podejscie do badan od strony chemicznej az po testy przezyciowe.
Czy Doktorant dokonal syntezy i oczyszczania wszystkich zwigzkéw opublikowanych w

Manuskrypcie 2?



Pytania i komentarze:

1. Dlaczego zaden ze zwigzkdw nie wykazal aktywnosci wobec P. aeruginosa? Czy planowane
sa modyfikacje strukturalne ukierunkowane na przenikanie przez podwojng blone bakterii
Gram-ujemnych?

2. Autorzy sugeruja mechanizm membranolityczny, ale nie przeprowadzono szczegétowych
badan molekularnych. Jakie dodatkowe eksperymenty mozna by wykonad, aby jednoznacznie

potwierdzi¢ ten mechanizm?

3. Jak zachowuja sie te pochodne w warunkach symulujacych $rodowisko biologiczne (np. w
surowicy)?

4. Czy badano ich potencjalng podatnos¢ na metabolizm i mozliwe produkty degradacji?

5. Na Schemacie 1 w sciezce syntezy brak jest indeksu 2 przy R — powinno by¢ Ra.

Manuskrypt 3: Pre-print zdeponowany w bazie CheRxiv (2025)

Celem pracy bylto opracowanie i synteza pierwszych koniugatoéw insuliny z metalakarboranami (INS-
MC) oraz zbadanie ich wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych. Autorzy chcieli sprawdzié,
czy koniugacja insuliny z COSAN moze prowadzi¢ do czasteczek o nowych cechach
terapeutycznych, m.in. zdolnosci do wigzania albuminy, samoorganizacji oraz zmienionej
aktywnosci biologicznej. Doktorantowi udato si¢ otrzymaé¢ INS-MC zmodyfikowane w pozycji B29
insuliny. To istotny wynik, poniewaz wczesniejsze préby modyfikacji insuliny czesto konczyly sie
ograniczong stabilnoscig lub niska wydajnoscig. Uzyskane INS-MC wykazaty zdolnos$¢ do wigzania
albuminy oraz samoorganizacji w roztworze, co jest cechg pozadang w kontekscie przedtuzenia
dzialania leku i poprawy jego stabilnosci. Testy antyproliferacyjne i wychwytu glukozy pokazaty, ze
INS-MC zachowujg aktywnosc¢ biologiczna insuliny, cho¢ stopien tej aktywnosei byt zréznicowany
w zaleznosci od zastosowanego analogu. Przeprowadzone badania dostarczajg pierwszych dowoddow,
ze polaczenie insuliny z metalakarboranami jest mozliwe i Ze takie koniugaty moga stanowié punkt

wyjscia do dalszych prac nad nowa klasg analogéw insuliny. Udato si¢ stworzy¢ nowy typ analogow



insuliny z wykorzystaniem abiotycznego, w pelni syntetycznego szkieletu metalakarboranéw. INS-
MC zachowaly czgs¢ funkeji biologicznych insuliny, a jednoczes$nie uzyskaly nowe wiasciwosci
fizykochemiczne (wiazanie albuminy, samoorganizacja). Badania wskazuja, ze koniugacja insuliny
z metalakarboranami moze by¢ nowatorska strategia terapeutyczna, chociaz wymaga dalszych testéw

in vivo 1 optymalizacji konstrukcji.

Pytania :

1. Testy ograniczono do antyproliferacyjnych i wychwytu glukozy. Czy planowane sa réwniez
testy aktywnosci metabolicznej w modelach komérkowych bardziej zblizonych do
naturalnego dziatania insuliny (np. hepatocyty, adipocyty)?

2. Nie przedstawiono szczegétowych danych o stabilnosci INS-MC w  warunkach
fizjologicznych (np. w surowicy). Jak dtugo koniugaty zachowujg integralno$é i czy nie
ulegaja hydrolizie/metabolizmowi? Wigzanie albuminy sugeruje potencjalnie wydtuzony
czas dziatania, ale brak jest danych farmakokinetycznych. Czy planowane sa badania in vivo
potwierdzajace te zalozenia?

3. Czy autorzy badali toksyczno$¢ INS-MC wobec innych linii komérkowych (poza
standardowymi testami)? Jakie sg przewidywane ryzyka immunogennosci zwiazane z
wprowadzeniem metalakarboranow?

4. Jakie byly wydajnosci reakeji syntezy INS-MC i czy metoda jest skalowalna na potrzeby

dalszych badan (np. w modelach zwierzecych)?

Podsumowanie

Praca nad klatkami metalokarboranowymi jaka wykonat Pan mgr inz. Jakub Cebula jest godna
pochwaty, a w polaczeniu z jasnym przedstawieniem wynikéw powoduje, ze z przekonaniem
rekomenduj¢ dopuszczenie do publicznej obrony pracy doktorskiej. Z calg pewnoscia rozprawa

spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym



i Nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zmianami) prezentujac ogodlna wiedzg teoretyczng
Kandydata oraz umiejetno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z tym, z
pelnym przekonaniem stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr inz. Jakuba Cebuli do dalszych etapow
postepowania doktorskiego. Bioragc pod uwage zaréwno ilos¢ przeprowadzonych badan, jak i ich
range oraz to, ze badania zostaly juz opublikowane lub sg w trakcie publikacji wnosz¢ o wyrdznienie

ocenianej pracy doktorskiej.

Z powazaniem

Artur Krezel
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