Ocena rozprawy doktorskiej

”Funkcjonalne warstwy 8-laktoglobuliny wofowej jako perspektywiczne
nosniki lekow”
wykonane] przez mgr ini. Sylwie Swiatek
w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera,
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

Zaprojektowanie i wytworzenie celowanych nosnikow lekéw, czyli takich
noénikéw, ktére skutecznie i wybidrczo transportowatyby substancje czynne do
tkanek i narzadéw poddawanych leczeniu, jest wyzwaniem wspoiczesne]
Jest wiele
opracowywania celowanych nosnikow, od poszukiwania w przyrodzie
(czasteczek  Dbiatek, biatkowo-lipidowych),
mikrokapsutek lipidowych i polisacharydowych, po synteze niewystepujacych w
przyrodzie zwigzkéw i czasteczek wykorzystywanych w nanosnikach (nanorurki

farmakoterapii i medycyny spersonalizowanej. strategii

makromolekut kompleksow

grafenowe, dendrymery). Z punktu widzenia przysztych zastosowarn klinicznych,
biokompatybilne i biodegradowalne nosniki lekéw maja najwieksze potencjalne
zastosowania, ze wzgledu na ich kontrolowang dystrybucje w organizmie i ogra-
niczong akumulacje. Zatem poszukiwanie nowych zastosowan dla znanych w
przyrodzie biomakromolekut, na przyktad do docelowego i kontrolowanego
dostarczania lekéw, jest wyzwaniem dla wspotczesnej farmakochemii, inzynierii
materiatowej i biofizyki, takie innych dyscyplin naukowych. W te wspdlczesne
trendy nanomedycyny wpisuje sie tematycznie i metodologicznie praca
doktorska wykonana przez paniag mgr inz. Sylwie Swiatek pod kierunkiem
promotora dr hab. ini. Barbary Jachimskiej (prof. IKiFP) zatytutowana
JFunkcjonalne warstwy B-laktoglobuliny wolowej jaoko perspektywiczne
nosniki lekdw”.

Beta-laktoblobulina (B-laktoglobuliny - LGB) jest biatkiem serwatkowym
i stanowi 0,2-0,4% wagowych mleka odtluszczonego, co stanowi ok 10%
catkowitego biatka mleka. Rola biologiczna B-laktoglobuliny wynika gidwnie z jej
wiasciwoséci wigzania czasteczek hydrofobowych takich jak retinol, wit. D3 (choc
to nie jest jej gléwna rola), w zwigzku, z czym stanowi wainy skiadnik
zywieniowy mleka. Rola biologiczna LGB nie jest do korica poznana, jedng
z bardziej intrygujacych wilasciwosci jest dziatanie normalizujgce funkcje
$rodbtonka naczyri peptydéw pochodzacych z enzymatycznej proteolizy LGB.
Dziatanie poprzez efekt hamujacy aktywnosc¢ enzymu konwertujacego
angiotensyne |, czyli ma dziatanie hipotensyjne. Postuluje sig tez wiasciwosci
antybakteryjne, antywirusowe i antynowotworowe LGB.

Bioragc pod uwage powyisze wiaiciwosci LGB, jej potencjalne wyko-
rzystanie, jako nosnika lekow jest mozliwe i bardzo poiadane.
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Celem rozprawy doktorskie pani mgr ini. Sylwii Swigtek byla
charakterystyka fizykochemiczna LGB wotowej, optymalizacja procesu adsorpcji
na powierzchni zlota oraz weryfikacja uktadu w kontekscie zastosowania LGB
jako noénika leku. Mimo, ze struktura LGB i jej wiasciwosci oligomeryzujace s3
znane od lat 80-tych i 90-tych, kiedy to jej fizykochemiczne wlasciwosci w roz-
tworach wodnych byly do tej pory nieznane lub stabo opisane.

Aby zrealizowaé tak wyznaczone cele, Doktorantka podjgfa sig badan
stosujac odpowiednio dobrane metody i techniki badawcze: dynamicznego
rozpraszania $wiatla (DLS), ruchliwosci elektroforetycznej oraz spektroskopii
UV-Vis do oceny promienia hydrodynamicznego czasteczki, potencjatu Zeta
oraz punktu izoelektrycznego w celu zbadania wiasciwosci agregacyjnych i two-
rzenia form oligomerycznych LGB. Ponadto zastosowanie techniki mikrowagi
kwarcowej z monitorowaniem dyssypacji energii (QCM-D) i pomiar napigcia
powierzchniowego, co pozwolito na charakterystyke warstw i orientacji
czasteczek LGB z uwzglednieniem stopnia hydratacji i efektywnosci procesu
adsorpcji i desorpcji. Okreslono takie staly wigzania leku (chlorowodorek
tetrakainy), potencjal zeta dla kompleksu z lekiem w celu optymalizacji
warunkow tworzenia komplekséw, z uwzglednieniem przejscia Tanforda, ktére
decyduje o ekspozycji centrum wigzania ligandu. Ponadto Doktorantka
zastosowata w swej pracy techniki modelowania struktury czasteczki LGB w za-
danych warunkach pH i poréwnata wyniki z danymi eksperymentalnymi.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow zostaly opublikowane w 4
artykutach oryginalnych, w renomowanych czasopismach:

1. Jachimska B, Swigtek S, Loch JI, Lewinski K, Luxbacher T. Adsorption
effectiveness of B-lactoglobulin onto gold surface determined by quartz
crystal microbalance. Bioelectrochemistry. 2018 Jun;121:95-104 (IF:3,789)

2. Kurpiewska K, Biela A, Loch JI, Swiatek S, Jachimska B, Lewiriski K.
Investigation of high pressure effect on the structure and adsorption of B-
lactoglobulin. Colloids Surf B Biointerfaces. 2018 Jan 1;161:387-353
(IF:3,997)

3. Swiatek S, Komorek P, Jachimska B. Adsorption of B-lactoglobulin A on gold
surface determined in situ by QCM-D measurements. Food Hydroccolloids;
2019:91:48-59. (IF:5,089)

4. Swiatek S, Komorek P, Turner G, Jachimska B. p-Lactoglobulin as a potential
carrier for bioactive molecules. Bioelectrochemistry. 2019 Apr;126:137-145
(IF:3,789)

o tacznym wspéiczynniku oddziatywania IF wynoszacym 16,664, przy czym w 2
pracach Doktorantka mgr inZ. Sylwia Swiatek jest pierwszym autorem
Do zataczonych artykutow zostaly przedstawione zgody odpowiednio

wszystkich wspétautoréw opisujgcy udziat Doktorantki mgr in2. Sylwii Swigtek
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w publikacjach potwierdzajacy znaczacy wkiad naukowy w przygotowaniu
wymienionych publikacji.

Zbior artykuléw poprzedza ,Przedmowa” zawierajaca spis ztozonych do
Rozprawy doktorskiej artykutow, ,Wykaz skrotow i symboli” oraz ,Komentarz
do rozprawy doktorskiej” zlozony z 5 czesci : ,Celu pracy” ,Tezy pracy” ,Metod
eksperymentalnych” ,Omowienia prac wchodzacych a skiad rozprawy
doktorskiej”. Zdaniem Recenzentki ukfad nie jest typowy i odbiega od
przyjetych konwencji. Na przyklad w tresci ,Przedmowy” oprocz listy
zataczonych publikacji powinny znalei¢ sie informacje dotyczace okolicznosci
powstania zalaczonych prac: miejsca wykonywania badan, opis charakteru
wspolpracy naukowej jaka przyczynita sie do ich powstania, w tym informacje o
finansowaniu badan, opiece naukowej Promotora. Co prawda, te wszystkie
znajdujg sie w Rozprawie, jednak konwencja przedmowy wymaga takiej
poszerzonej formuty. Teza pracy jest sformutowana jak cel pracy, a powinna
mie¢ charakter twierdzenia, nie zadania badawczego, choc w tresci
merytoryczne] oba moga mie¢ wspdlne odniesienie, jakim jest poznanie
whasciwoséci fizykochemicznych LBG. Te uwagi nie umniejszajg wartosci
naukowej Rozprawy doktorskiej, ktérej znaczenia zostalo potwierdzone w za-
taczonych do Rozprawy publikacjach.

Opis metod eksperymentalnych jest tresciwy, zwazywszy, e w kazdej
7 zataczonych publikacji opis metod wystepuje, Doktorantka unikneta
powtérzeri i skupita sie na krotkim wprowadzeniu i opisaniu zasad
wykorzystywanych metod. W opisie brakuje odniesienia si¢ do ograniczen
stosowanych metod, i dostosowania ich do konkretnego przypadku
oddziatywania LGB z chlorowodorkiem tetrakainy. W tej czesci Doktorantka
wymienita elektroforeze kapilarng jako jedng z zastosowanych metod, ktorej
recenzentka nie doszukata sie z zatgczonych pracach. Brakuje uzasadnienia
wyboru tertrakainy jako modelowego leku. W rzeczywistosci tertrakaina
stosowana jest jako anestetyk zewnetrzny do znieczuleri miejscowych a nie
ogélnoustrojowych i wykorzystanie LGB jako nosnika powinno by¢ tej czesci

uzasadnione. Brak jest tez w czeéci metodycznej opisu metody modelowania
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struktury LGB, ktore to stanowig istotna tresc¢ zalaczonych do Rozprawy prac.
Te informacje podniosty by wartosé¢ ,Komentarza” jako uzupetnienia do prac.

Najwazniejsze osiggniecia naukowe przedstawione w Rozprawie a za-
warte w zfaczonych publikacjach potwierdzajg wiasciwosci LGB pokazujgce
wykorzystanie czasteczki biatka jako potencjalnego nowego nosnika lekdw
i przyczyniaja sie do rozwoju stanu wiedzy na temat biogennych nodnikow
lekéw i ich potencjalnych zastosowari:

W czesci publikacji 12

1. wyjaéniaja na podstawie opisanych wiasciwosci fizykochemicznych (np.
efektywny fadunek czasteczki) zdolnos¢ LGB do tworzenia roznych form
oligomerycznych i agregatow;

2. opisuja wiaéciwosci adsorpcyjne LGB do powierzchni zfota i korelujg te
whadciwosci z sita jonowa i pH, pozwalajgc na okreslenia optymalnej
orientacji LGB w zadanych warunkach;

3. opisujg zmiany konformacyjne LGB w zadanych warunkach wysokiego
ciénienia, ktore mialy wplyw na zmiane punktu izoelektrycznego
czasteczki LGB, efektywnos¢ adsorpcji i orientacjg na powierzchni ziota
bez istotnej zmiany promienia hydrodynamicznego

W czesci publikacji 3

4, okreélaja orientacje, czasteczki izoformy A biatka LGB na powierzchni
ztota, stopien hydratacji warstwy
5. opisuja indukowane adsorpcja do ziota zmiany konformacyjne i zmiany

struktury ll-rzedowej czasteczki
W czesci publikacji 4

6. wyznaczajg stala wiazania kompleksu LGB-ligand, potencjatu Zeta dla
biatka natywnego i skompleksowanego

y opisujg energie wigzania LGB-ligand w formie protonowanej |
nieprotonowanej

8. opisuja specyfike wigzania ligandu do LGB do kieszeni B-baryfki
dokumentujac zmiany konformacyjne zwigzane z przejsciem Tanforda w
pH w zakresie 7,1.

Powyisze wyniki wyjasniaja dlaczego zmiany wiasciwosci fizyko-
chemicznych (hydrofobowos¢ i agregacja) determinuja aktywnosc biologiczng
LGB (wychwyt LGB przez komérki linii THP-1 makrofagow) w wigkszym stopniu
niz na przyktad modyfikacja biochemiczna (glikozylacja), co zostalo ostatnio
opublikowane (Deng Y et al. Food Res Int. 2019;120:102-113). Szczegdlnie
publikacja nr 4 (Swiatek S et al. B-Lactoglobulin as a potential carrier for

bioactive molecules. Bioelectrochemistry. 2019 Apr;126:137-145) stanowi
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istotny wkiad w rozwéj wiedzy w tym obszarze, a wiodacy udziat Doktorantki w
mgr inz. Sylwii Swigtek w tej publikacji dowodzi o dojrzatosci naukowej i '
opanowaniu warsztatu badawczego. UNIWERSYTET
Na koniec, co jest warte podkreslenia, Doktorantka umiescita spis JAGIELLONSKI

W KRAKOWIE

dorobku wiasnego, ktory obejmuje oprocz wymienionych 4 publikacji
stanowigcych podstawe Rozprawy doktorskiej, kolejne 5 publikacji w
czasopismach ze wspélczynnikiem oddziatywania IF:8,978 oraz 25 doniesien
konferencyjnych. W dorobku wiasnym Doktorantka tez wymienita wyrdznienie i
2 nagrody na konferencjach krajowych.

Podsumowujac mojg ocene stwierdzam, ze rozprawa stanowi cykl
wartosciowych i nowatorskich publikacji naukowych z zakresu biochemii
fizycznej opisujacych wiasciwoéci biatka PB-laktoglobuliny wotowej, jako
potencjalnego nosnika leku.

W zwiazku z powyzszym, zwracam sie do Wysokiej Rady Instytutu
Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. lerzego Habera, Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr ini. Sylwii Swigtek do Ir .'u;'jlr.:nr.: hl howskiey
dalszych etapéw przewodu doktorskiego i wnioskuje o nadanie stopnia doktora
w dziedzinie nauk écistych i przyrodniczych, dyscyplina nauki chemiczne, w mysl Zaklad Freyki Medyczne
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