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Od wielu lat obserwuje sie rosngce zainteresowanie podawaniem lekéw oraz
czynnikow biologicznych w postaci zwigzanej z nosnikami. Dotyczy do na réwni podawania
dozylnego, naskornego jak i doustnego. Powod takiego dziatania jest prosty, zamkniecie
lekébw w nosnikach poprawia ich farmakokinetyke, zmienia biodystrybucje i zwigksza
biodostepnos¢. W przypadku podania doustnego obserwuje sie zwielokrotnienie
biodostepnosci podanej dawki leku, wydtuzenie czasu wchtaniania (a tym samym
wydtuzenie farmakokinetyki lekow) oraz ochrone wielu lekéw i witamin przed drastycznymi
warunkami panujgcymi w srodowisku ukfadu pokarmowego. Wydaje sie, ze obecnie w
przypadku wiekszosci lekdw stosuje sie jakies formy spowolnionego uwalniania tak aby
lepiej wykorzystac potencjat zwigzany z czgsteczkami leczniczymi.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Tomasza Gtgba wpisuje sie w
nowoczesne trendy kapsutkowania lekéw i czynnikow biologicznych w celu uzyskania
dodatkowych efektow biologicznych. W przypadku recenzowanej rozprawy zastosowano
naturalng kazeine z mleka jako czynnik tworzgcy matryce, w ktérej mozna zamykac rézne
leki, witaminy a nawet bakteriofagi. Ostatnio obserwuje sie rosngce zainteresowanie
biatkami jako czynnikami przenoszacymi leki. Do znanych przyktadéw nalezy preparat
Abraxane® ktory jest kompleksem paklitakselu oraz albuminy stosowany w leczeniu
niektorych typow nowotworow. W przypadku recenzowanej rozprawy Pan mgr Tomasz
Gtab wykorzystat naturalng zdolno$¢ do formowania miceli i wyzszych agregatéw przez
kazeine aby wytworzy¢é nosnik o spowolnionym uwalnianiu dla wybranych lekow

modelowych takich jak:




ibuprofen, paracetamol, loperamid oraz dla witamina K2, kwas alfa liponowy. Opracowano
takze nosnik dla bakteriofaga T4. Dla wymienionych substancji i czgstek wirusa wykonano
szereg badan ktore stanowig wiekszoS¢ czesc rozprawy.

Oceniana rozprawa liczy 107 stron. Rozprawe rozpoczyna stosunkowo obszerny
~Wstep” opisujgcy wiasciwosci biologiczne i fizykochemiczne kazeiny i jej zastosowania.
Duzg czes¢ ,Wstepu” poswiecono przygotowaniu i produkcji nano- i mikronosnikow
kazeinowych. Dzieki temu mozna dowiedzie¢ sie w jaki sposob budowa kazeiny umozliwia
wigzanie lub skompleksowanie licznych czgsteczek biologicznie aktywnych umozliwiajgce
jej praktyczne zastosowanie. Ta czesc pracy zawiera sporo schematéw, rycin oraz tabel
utatwiajgcych zrozumiec¢ potencjat kryjacy sie w tej wydawatoby sie zwyczajnej czgsteczce.
W tym rozdziale omawiane sg takze zastosowania nanonosnikéw kazeinowych w dozylnym
podawaniu lekow przeciwnowotworowych oraz rozne chemiczne modyfikacje kazeiny
umozliwiajgce tworzenie mieszanych nosnikéw. Przy okazji warto zauwazy¢, ze ,Wstep” nie
ogranicza sie do opisu kazeiny jako nosnika lekéw czy witamin ale pokazuje cate (takze
historyczne) spektrum wykorzystania przemystowego tego biatka. Generalnie rozdziat ten
wskazuje na ogromny potencjat tej czgsteczki biatkowej. Czytajgc tg czes¢ pracy widaé, ze
doktorant porusza sie bardzo dobrze w zagadnieniach zwigzanych z biologig, biochemig,
oraz technologig kazeiny. W tej czesci zabrakto nieco szerszego spojrzenia na zagadnienia
zwigzane z doustnym podawaniem lekéw i innych substancji biologicznie aktywnych — np.
poréwnania nosnika kazeinowego z innymi nosnikami by pokazac jego zalety i potencjalne
ograniczenia. Mozna byto doktadniej przedstawic przypuszczalny proces uwalniania lekow,
regulacje tego procesu oraz jak proces kapsutkowania wptywa na spowolnienie ich
uwalniania oraz biodostepnosc.

Kolejna czesé pracy to rozdziat ,Wyniki i Dyskusja”’. Zdecydowano sie tu na
rownoczesne omawianie wynikow oraz ich dyskusje co nie jest czestym zwyczajem ale
pozwala tatwiej oceniaé uzyskiwane wyniki. Podczas pracy badawczej w pierwszej
kolejnosci doktorant zajgt sie immobilizacja fagow T4 w sferach kazeinowych metodg
wytrgcania. Tg cze$¢ badawczg rozpoczyna krotki rozdziat poswiecony bakteriofagom, ktéry
mogtby stanowic¢ czesé wiasciwego ,Wstepu”. Do wytrgcania kazeiny z kazeinianu sodu w
celu produkciji sfer wybrano jony kilku metali ziem alkalicznych. Najsilniejszg precypitacje
powodowat Bar, jednakze nie jest to metal ktéry mozna bez obaw stosowac w tego typach
preparatach. Ostatecznie wybrano wapn jako czynnik strgcajgcy kazeine, ktory naturalnie
wystepuje jako skfadnik miceli kazeinowych. Podczas badan zoptymalizowano proces

tworzenia sfer (precypitacji kazeiny) testujgc SDS, glicerol i etanol jako czynniki utatwiajgce



stworzenie sie sferycznych struktur pozbawionych pecherzykéw gazéw i defektow. Badania
z udziatem bakteriofagdw wymagaty stosowania sterylnej aparatury i materiatéw, a w tym
kazeiny. Aby uzyskac¢ sterylny preparat badano warunki sterylizacji kazeiny gdyz to
zagadnienie nie zostato w petni do tej pory opracowane i brak bylo dostepnej wiedzy.
Kazeine poddawano dziataniu promieniowania UV-C, ultradzwiekoéw i promieniowania
mikrofalowego oraz tgcznemu dziataniu wymienionych czynnikéw. Zastosowano réwniez
naswietlanie kazeiny wigzkg przyspieszonych elektronow i sterylizacje w autoklawie. W
wyniku przeprowadzonych badan doktorant stwierdzit, ze tylko autoklawowanie probek lub
ich naswietlanie wigzkg elektronowg o przy dawce promieniowania = 10 kGy skutkuje
skuteczng sterylizacjg. Metody te miaty rézny wptyw na kazeine, przy czym wiekszg
stabilnos¢ zaobserwowano dla sterylizacji wigzkg elektronéw. Po autoklawowaniu kazeiny
zaobserwowano pojawianie sie w obrazie elektroforetycznym agregatéw biatkowych o duzej
masie czgsteczkowej

Nastepnie przygotowano bakteriofagi, ktére immobilizowano w sterylnej kazeinie.
Uzyskano bardzo wysokg wydajnos¢é immobilizacji, w granicach 82%. Uzyskane wyniki
zostaty bogato przedyskutowane, jednakze zabrakto dyskusji na temat czy zastosowanie
tego typu sfer rzeczywiscie zapewnitoby ochrone dla bakteriofagéw biorgc pod uwage, ze
w doswiadczeniach nie wyprodukowano hartowanych czgstek kazeinowych zdolnych
przetrwaé kontakt z enzymami trawiennymi zotgdka. W opisywanych badaniach zabrakto
takze testu trawienia w warunkach zblizonych do spotykanych w soku Zotgdkowym.
Pozwolitoby to by¢ moze odpowiedzie¢ na pytanie jaki bytby los zimmobilizowanych fagow.
Czy doktorant moégtby przedyskutowac tg kwestie podczas publicznej obrony doktoratu?
Nalezy tutaj jednak doda¢, ze innych w badaniach dotyczgcych kapsutkowania
bakteriofagéw wielokrotnie stosowane byty polimery pochodzenia naturalnego, w tym
alginian i biatka serwatki. Nie stosowano natomiast jak dotgd nosnikéw na bazie kazeiny.
Jest to wiec pierwsze tego typu badanie.

Kolejnym ciekawym zagadnieniem, ktorym zajat sie doktorant byto zamykanie a
raczej wigzanie niskoczgsteczkowych lekéw. Jak juz napisano doktorant wybrat kilka
modelowych lekéw takich jak przeciwzapalne paracetamol i ibuprofen oraz
przeciwbiegunkowy loperamid. Wyboér tych lekéw zapewne nie byt przypadkowy a ich
wigzanie w micelach kazeinowych pozwolitoby na ich spowolnione uwalnianie i potencjalnie
mniejsze dziatania niepozgdane. Poniewaz kazeina wykazuje naturalne powinowactwo do
substancji hydrofobowych spodziewano sie stosunkowo wysokich wydajnosci

kapsutkowania. W badaniach uzyto rowniez labilng i hydrofobowg witamine K2 (K2 MK-7)



oraz hydrofobowy kwas alfa liponowy. W tym przypadku na szczegdlne zainteresowanie
zastuguje witamina K2, ktdéra zgodnie z ostatnimi badaniami powinna by¢ waznym
sktadnikiem naszej diety (ochrona przed osteoporozg, zwapnieniami naczyn krwionosnych
oraz zakazeniami wirusem SARS-CoV-Il) jednakze charakteryzujgca sie niskg stabilnoscig
w wiekszosci dostepnych preparatow czy suplementéow. Z tego powodu otrzymanie jej
stabilnej postaci jest waznym zadaniem. W przypadku badan nad wymienionymi
substancjami wykorzystano zaréwno odttuszczong jak i nieodtluszczona kazeine.
Etanolowe roztwory lekéw wkraplano do roztworu kazeiny co pozwalato na tworzenie ich
kompleksow z biatkiem a nastepnie stosujgc rézne czynniki powodowano precypitacje
kazeiny i po odmyciu badano ilos¢ zwigzanych lekéw lub witamin. Zastosowana metoda
pozwolita na skuteczne skompleksowanie lekdw z kazeing jednakze w przypadku
ibuprofenu i paracemalolu uzyskane wyniki zdaniem recenzenta nie pozwalajg na
komercjalizacje rozwigzania. Duzo ciekawiej sprawa wyglgda dla Loperamidu, ktéry
stosowany jest w nizszych, 2 miligramowych dawkach. W Przypadku tego leku
zastosowanie kompleksowania z kazeing mogtoby umozliwi¢ wytworzenie wartosciowego
preparatu o przedtuzonym uwalnianiu, co biorgc wskazania leku bytoby bardzo przydatne.
Moim zdaniem najbardziej (z praktycznego punktu widzenia) wartosciowy wynik uzyskano
dla witaminy K2 MK-7. Otrzymano tu stosunkowo wysokie wartosci skompleksowana
witaminy z hydrofobowymi fragmentami kazeiny, a biorgc pod uwage jej niskie dawkowanie
catkowicie wystarczajgce dla komercyjnego zastosowania. Co wazniejsze osiggnieto tu
bardzo wysokg stabilnos¢ co jest szczegodlnie wazne dla tej labilnej substancji. Stabilnosé
badano w komorach klimatycznych o réznej wilgotnosci powietrza (2%, 11%, 56% i 98%).
Do badan wybrano rézne zakresy czasowe, a na uwage zastuguje wynik uzyskany dla 6-cio
miesiecznego przechowywania dla nieodttuszczonej kazeiny — dla sfer kazeinowych
uzyskanych metodg strgceniowg przez kwas cytrynowy i askorbinowy uzyskano blisko
100% stabilnos¢ tej witaminy w 40-60% wilgotnosci powietrza. Wynik stabilno$ci uzyskany
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej nalezy traktowac jako znakomity.

Ostatnim elementem badan byty prace nad uzyskaniem stabilnej formy kwasu alfa
liponowego w macierzy kazeinowej. W tym przypadku postuzono sie chemicznym
sprzeganiem kwasu z resztami bocznymi aminokwasow. W celu skoniugowania kwasu
liponowego z kazeing postuzono sie reakcjg acylacji opartg o uzycie aktywnego estru N-
hydroksysukcynoimidu (NHS). Aktywne estry NHS sg elektrofilami, ktére mogg tatwo

reagowac z nukleofilowymi grupami aminowymi tworzgc stabilne wigzania amidowe.



Mimo skomplikowanej analizy uzyskanych wynikéw trudno ostatecznie stwierdzi¢ czy
proces tworzenia koniugatow przebiegt zgodnie z przewidywaniami, cho¢ nalezy stwierdzic,
ze prawdopodobnie zaszedt biorgc pod uwage to, ze mamy do czynienia ze stosunkowo
prostg reakcjg. Prawdopodobnie powstaty koniugaty o bardzo wysokiej masie
czgsteczkowej. Generalnie wyniki wskazujg na to, ze koniugacja najlepiej zachodzi w
srodowisku zasadowym, a jej skutecznos¢ spada wraz z pH srodowiska reakcji. W
Srodowisku kwasnym reakcja zachodzi tylko w przypadku stosowania wysokich stezen
aktywnego estru kwasu a-liponowego. Doktorant zauwazyt takze, ze ,wyniki sugerujg takze,
ze dializa beztlenowa prowadzi do powstawania czgsteczek o masie molekularnej wiekszej
niz w przypadku dializy tlenowej. By¢ moze warunki tlenowe promujg nagte utlenianie grup
sulfhydrylowych, ktére prowadzi do powstawania mostkow disiarczkowych miedzy grupami
zlokalizowanymi w niewielkiej odlegtosci, czego efektem jest utworzenie sie mostkéw
wewnatrzpeptydowych. Takie mostki nie prowadzg do powstawania czgsteczek
obdarzonych wysokg masg molekularng. Dializa beztlenowa z kolei mogtaby prowadzi¢ do
bardziej stabilnego utleniania grup sulfhydrylowych i rozciggniecia tego procesu w czasie,
co w konsekwencji prowadzitoby do utworzenia wigkszej ilosci mostkow
miedzypeptydowych dajgc wielkoczgsteczkowe produkty”. Ta czesc¢ pracy jest ztozona i
wymagataby dalszych badan w celu bezwzglednego stwierdzenia co zostato otrzymane.
Niezaleznie od tego uzyskane koniugaty mogg mie¢ zdaniem doktoranta duze znaczenie
praktyczne. Generalnie dyskusja uzyskanych wynikow i ich drobiazgowa analiza swiadczy
0 przygotowaniu merytorycznym doktoranta i zastuguje uwage.

Na koncu pracy znajduje sie krotkie podsumowanie i wnioski oraz rozdziat ,,Materiaty
i Metody” w ktorym opisano drobiazgowo stosowane urzgdzenia i procedury. Ta czes¢
rozprawy zostata w mojej opinii dobrze opisana i przygotowana. Mam jednak kilka pytan do
niektérych opisywanych eksperymentéw. Podczas oceniania skutecznosci sterylizaciji
kazeiny badano czystg kazeine, biorgc pod uwage fakt ze do produkcji lekow czy nawet
suplementéw diety potrzebny jest sterylny lub niemal sterylny preparat czy kompleksowane
leki mogty by mie¢ wptyw na stabilnos¢ kazeiny podczas procesu sterylizacji? Prosze o kilka
zdan komentarza.

Czy podczas badania kompleksowania lekow z kazeing nie dochodzito do
precypitacji lekdw po mieszaniu ich etanolowych roztworéw z roztworem kazeiny oraz czy
podczas strgcania kazeiny rdéznymi czynnikami mogto dochodzi¢ do strgcania
mikrokrysztatéw tych lekéw co pozornie zwigkszatoby wydajnos¢ ich kompleksowania przez

kazeine. Czy podczas prac badano kwestie precypitacji lekdw oraz ich krystalizacje?



Rozprawe konczy spis literatury. W pracy zacytowano 287 pozycji zrodtowych.
Wiekszosc¢ to nowe lub stosunkowo nowe publikacje co dobrze $wiadczy o przygotowaniu
doktoranta i orientowaniu sie w biezgcej literaturze z badanego obszaru.

Generalnie prace oceniam dobrze. W niektérych badaniach brakuje nieco ich
kontynuacji lub rozszerzenia jednakze pozwalajg one na zorientowanie sie czy wybrany
kierunek poszukiwan naukowych jest poprawny. Uzyskane wyniki sg w sporej czesci nowe
lub nowatorskie i mogg miecC praktyczne wykorzystanie. Biorgc pod uwage badania nad
witaming K2 mozna uwazac, ze droga do utworzenia stabilnego suplementu — a wiec i
komercjalizacji rozwigzania jest otwarta. W mojej opinii o wartosci ocenianej pracy swiadczy
takze dyskusja poszczegolnych etapéw badan. Dyskusja jest ciekawa i bogata. Doktorant
zna wiele badan nad kazeing i innymi polimerami i potrafi sie¢ w nich fatwo poruszac.

Literatura z ktérej czerpat doktorant jest bogata i w duzej czesci biezaca.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia wszelkie wymogi ustawowe
okreslone w Rozporzgdzeniu MNiSZW z dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie szczegétowego
trybu i warunkdéw przeprowadzenia czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018 r, poz. 261)
oraz w Swietle przepisdw wprowadzajgcych ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U.z 30 sierpnia 2018 ., poz. 1669), dlatego wnioskuje do wysokiej Rady ds. Nadawania
Stopni Naukowych i Stopni w Zakresie Sztuki Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodniczego
im. Jana Dtugosza w Czestochowie o dopuszczenie Pana mgr Tomasza Gtgba do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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