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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Greli na temat:
“Inhibitory ureazy ograniczajace
rozwdj patogennych szczepow ureolitycznych”

Praca doktorska mgr inz. Ewy Greli zostata wykonana na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej (Zaktad Chemii Bioorganicznej) pod kierunkiem prof. dr hab. inz.
Pawta Kafarskiego i doktor Agnieszki Grabowieckiej jako promotora pomocniczego. Badania
dotyczyty okreslenia wtasciwoéci antybakteryjnych i antyureolitycznych trzech grup
zwigzkéw: pochodnych kwasu aminometylofosfonowego, pochodnych ebselenu oraz
wybranych flawonoidéw (tacznie ponad 100 zwigzkdw chemicznych).

Praca doktorska mgr inz. Ewy Greli wpisuje sie w szeroki nurt badan dotyczacych
nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwbakteryjnym, totez Doktorantka dokonuje na wstgpie
analizy metod oznaczania zywotnoéci mikroorganizméw, aby w nastepnym rozdziale przejs¢
do zastosowania soli tetrazolowych w badaniach mikrobiologicznych. Chociaz takie zwigzki
jak MTT (bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazolowy) i MTS (3-(4,5-
dimetylo-2-tiazolilo)-5-(3-karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazol) 59
powszechnie wykorzystywane do oznaczania aktywnosci metabolicznej komorek
eukariotycznych, wiedza o wadach i ograniczeniach opartych na nich testow jest niepefna i
fragmentaryczna. Dotyczy to szczegdlnie zasadnosci stosowania testu MTT w badaniach
mikrobiologicznych. Pani mgr inz. Ewa Grela planujac zastosowanie soli tetrazolowych do
badania zywotnoséci komérek prokariotycznych, uznata za konieczne przeanalizowanie
danych literaturowych na temat réinych wariantéw testu MTT, stosowanych
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wynikow tego testu. Autorka definiuje parametry wptywajace na efektywnosc¢ redukcji soli
tetrazolowej przez komorki prokariotyczne. Sg to struktura soli i jej zdolnos¢ do
penetrowania komérek, wiek i warunki hodowli oraz rodzaj szczepu bakterii. Za bardzo
wartoéciowe uwazam zebranie w Tabeli 5b czynnikéw chemicznych, ktére zaktocajg
ozhaczenia z uzyciem testu MTT. Doktorantka podkresla, ze pomimo szerokiej obecnosci
tego testu w mikrobiologii, do dnia dzisiejszego nie zostaty zdefiniowane zadne standardy
pozwalajace na jego efektywne wykorzystanie i poréwnywanie danych literaturowych.
Podrozdziaty 1.2 — 1.3 uwazam za bardzo interesujgce i godne polecenia kazdemu
badaczowi, ktéry prowadzi badania z wykorzystaniem soli tetrazolowych. Jest to takze wstep
do istotnego fragmentu jej pracy eksperymentalnej dotyczacego optymalizacji testu MTT
(rozdziat 4.1.2.1).

Druga cze$¢ ,Wstepu teoretycznego” dotyczy ureazy bakteryjnej oraz znanych
dotychczas inhibitoréw tego enzymu z kwasem acetohydroksamowym na czele. Jest to
jedyny inhibitor ureazy zatwierdzony przez FDA do leczenia zakazen uktadu moczowego. Z
drugiej strony, jak podkreéla Doktorantka, kwasy hydroksamowe wykazujg dziatanie
teratogenne. Do efektywnych inhibitoréw ureazy naleza takze amidy kwasu fosforowego,
zwigzki aminometylofosfinowe, pochodne selenoorganiczne oraz niektére zwigzki
pochodzenia naturalnego (np. kwercetyna). Warto w tym miejscu podkreslic, ze Zaktad
Chemii Bioorganicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej ma duzy udziat w
poszukiwaniu efektywnych inhibitoréw ureazy bakteryjnej, o czym $wiadczy chociazby
cytowana przez Doktorantke literatura.

Celem pracy mgr inz. Ewy Greli byta identyfikacja zwigzkéw o nieznanych dotychczas
wiaéciwoéciach antybakteryjnych i antyureolitycznych wzgledem catych komorek. Obiektem
jej zainteresowan stato sie¢ 60 flawonoidéw o nieznanej dotychczas aktywnosci
antyureolitycznej, a takze 20 pochodnych kwasu aminometylofosfonowego i 27 pochodnych
ebselenu, ktérych aktywnosé inhibitorowa wobec ureaz bakteryjnych zostata juz wczesniej
opisana, ale ich aktywnos$¢ antybakteryjna — jeszcze nie. Wsrod zwigzkéw pochodzenia
naturalnego pochodzacych z Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu znalazly sig chalkony, flawony i flawanony.

Doktorantka badata aktywno$¢ antybakteryjna zwiazkoéw fosforoorganicznych i ich
zdolnoéé do zahamowania ureolizy catych komérek wobec bakterii Proteus mirabilis

PCM543. Zwigzki te zostaly wezesniej zbadane wzgledem oczyszczonych ureaz bakteryjnych,




wiec wyniki otrzymane dla catych komérek Proteus mirabilis dostarczyty Pani Ewie Greli
ciekawego materiatu poréwnawczego oraz pozwolity wytypowac dwa zwigzki (3a i 13a) jako
inhibitory bardziej efektywne niz wzorcowy inhibitor — kwas acetohydroksamowy (AHA).
Doktorantka potraktowata eksperymenty z zastosowaniem komorek Proteus mirabilis jako
wstep do kolejnego etapu, mianowicie okredlenia aktywnosci antybakteryjnej badanych
pochodnych aminofosfinowych wobec komaérek Helicobacter pylori199, ktére eksprymuja (a
nie: ekspresjonuja) konstytutywnie nie tylko cytozolows, ale takie btonowa ureaze, ktéra
wskutek stabego wigzania z btong moze sie znalez¢ w ptynie hodowlanym. W tym wypadku
aktywno$¢ antyureolityczna badanych zwigzkow, mierzona wartoscia 1Csg, nie wygladata juz
tak optymistycznie: ich efektywno$¢ wobec H. pylori byta znaczaco nizsza w poréwnaniu z P.
mirabilis, co mozna tlumaczyé m.in. wysokim poziomem ekspresji genu ureazy H. pylori
(nawet 10% biatek obecnych w komérce).

Istotnym elementem tego etapu prac byla réwniez optymalizacja testu MTT -
Doktorantka zdawata sobie sprawe, ze wystandaryzowanie go mogtoby znacznie ufatwic
badania, a nawet utatwi¢ identyfikacje mechanizmu odpowiedzialnego za antybakteryjne
dziatanie analizowanych zwigzkéw. Liczacy 13 stron podrozdziat 4.1.2.1 zawiera opis
eksperymentéw przeprowadzonych w celu optymalizacji testu MTT, a jego podsumowanie
stanowi Tabela 13, gdzie podano parametry testu MTT zoptymalizowanego wzgledem P.
mirabilis PCM543. Uwazam ten rozdziat za jeden z wazniejszych fragmentow rozprawy
doktorskiej mgr Ewy Greli.

Pewne rozbieznoéci obserwowane w toku oznaczen bazujacych na integralnosci btony
bakteryjnej (test MTT i barwienia fluorescencyjne) sugerowaty, ze niektére pochodne kwasu
aminometylofosfonowego, np. te o diuzszych podstawnikach alifatycznych moga uszkadzac
btony komérkowe i, chociaz same nie wykazujg znaczacej aktywnosci antybakteryjnej, moga
przyczynia¢ sie do zwigkszenia przepuszczalnoéci membran np. dla antybiotykéw. Po raz
kolejny mgr inz. Ewa Grela wykazata sie dociekliwoscig i pasja badawcza: chcac potwierdzié
dziatanie niektérych aminofosfinianéw jako permeabilizatorow wykorzystata barwienia
fluorescencyjne, aby potwierdzi¢ uszkodzenia btony zewnetrznej oraz test z ONPG (2-
nitrofenylo-B-D-galaktopiranozydem) jako substratem B-galaktozydazy, aby zbadac
mozliwoéé uszkodzen btony wewnetrznej. B-galaktozydaza zlokalizowana jest w przestrzeni
cytoplazmatycznej i potwierdzenie jej aktywnosci po godzinnej inkubacji komorek bakterii E.

coli PCM2057 z substratem ONPG i potencjalnym permeabilizatorem oznaczato uszkodzenie




btony wewnetrznej. Co ciekawe, nie wszystkie aminofosfiniany o wydtuzonym faficuchu
alifatycznym w taki sam sposéb uszkadzaty btony bakteryjne. |

Podczas gdy, zdolnosci aminofosfinianéw oraz zwigzkéw selenoorganicznych do
hamowania bakteryjnej ureazy poznano juz wczesniej, a Doktorantka skupita sig raczej na
mechanizmach odpowiedzialnych za aktywno$¢ antybakteryjng tych zwigzkow, w przypadku
flawonoidéw nalezato zaczaé od badan przesiewowych z wykorzystaniem roslinnej ureazy z
Canavalia ensiformis oraz ureazy z Proteus mirabilis i catych komérek P. mirabilis. Sposrod 21
flawonoidéw hamujacych aktywnos$¢ ureazy bakteryjnej, tylko szes¢ hamowato ureolize
catych komérek P. mirabilis. Najwyzszg aktywno$¢ stwierdzono dla hydroksychalkonu oraz
izoksantohumolu (ICso ponizej 200 pg/ml), jednak to nie flawonoidy, ale zwiazki
selenoorganiczne okazaty sie najefektywniejszymi inhibitorami ureolizy catych komorek P.
mirabilis (z wartoéciami 1Cso ponizej 5uM). Silne wtasciwosci antyureolityczne badanych
zwiazkéw na ogét nie przektadaty sie na ich aktywnos¢ antybakteryjng, wskazujgc na
istnienie zréznicowanych mechanizméw odpowiedzialnych za te efekty. Wyjasnienie
niektorych z tych mechanizméw Doktorantka planuje w trakcie dalszych badan.

Praca doktorska mgr inz. Ewy Greli zostata zrealizowana z wykorzystaniem szerokiego
warsztatu badawczego, ale o jej wartosci decyduje przede wszystkim dociekliwosc i pasja
badawcza Doktorantki oraz jej krytyczne podejscie do, zdawatoby sie, klasycznych juz metod
stosowanych w badaniach aktywnosci biologicznej zwigzkow chemicznych.

Podsumowujac, bardzo pozytywnie oceniam rozprawe doktorska mgr inz. Ewy Greli.
Stwierdzam, iz powyzsza rozprawa odpowiada wymogom stawianym przez ustawe ,O tytule
naukowym i stopniach naukowych” i przedstawiam Radzie Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie Pani Ewy Greli do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod uwage wysoka jako$¢ prowadzonych przez Nig badan,
opublikowanie otrzymanych wynikéw w postaci 7 publikacji naukowych w czasopismach o
wartodciach wspétczynnika oddziatywania (IF) w zakresie 1,36 - 6,26, wspotautorstwo w
jednym patencie i siedmiu zgtoszeniach patentowych — prosze Rade Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia rozprawy doktorskiej mgr

inz. Ewy Greli, o ile oczywiscie Doktorantka spefnita inne warunki niezbedne do otrzymania

wyréznienia.




