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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Greli
pt. ,,Inhibitory ureazy ograniczajace rozwéj patogennych szczepow ureolitycznych”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem
promotorskim prof. dr hab. inz. Pawla Kafarskiego z promotorem pomocniczym dr Agnieszka
Grabowiecka w Zakladzie Chemii Bioorganicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroclawskiej. W rozprawie badane sa wlasciwosci trzech serii zwigzkéw, w sumie jest ich
ponad sto, pod katem ich aktywnosci jako inhibitoréw ureazy mikroorganizmow
patogennych, a takze ich wptyw na zywotno$¢ catych komérek. Czes¢ pracy ma charakter
metodologiczny.

Ureaza jest enzymem wystepujacym w wielu organizmach, katalizuje hydrolize mocznika,
uwalniajac ditlenek wegla i amoniak. Jest celem terapeutycznym w H. pylori, gdyz patogen
ten, infekujacy duza czes$¢ ludzkosci, zdolny jest przezy¢ w zotadku dzieki aktywnosci ureazy,
ktéra lokalnie neutralizuje silnie kwasny zoladkowy odczyn pH. Takze oportunistyczne
patogeny bakteryjne rodzaju Proteus, infekujace uklad moczowy, produkujq ureaze,
a alkaliczny odczyn moczu, ktory jest skutkiem dziatania tego enzymu, moze by¢ przyczyna
powstawania kamieni nerkowych.

Cele badan zostaty zdefiniowane po wstepie teoretycznym, na str. 34. Doktorantka podjela sie
charakterystyki szeregu pochodnych flawonoidéw pod katem ich ewentualnej aktywnos$ci
antyureolitycznej wzgledem oczyszczonej ureazy. Nastepnym zadaniem byto zweryfikowanie
efektywnosci inhibitorowej tych oraz dwoch innych grup zwigzkéw na catych komoérkach
szczepoOw bakterii ureolitycznych. Nastepnie doktorantka podjela sie optymalizacji metod
testujacych zZywotnos$¢ badanych patogenoéw, by potem okresli¢ kilkoma metodami aktywnos¢
antybakteryjng wybranych zwigzkow. Cele i zakres pracy zilustrowane sa klarownym
schematem. Uwazam, zZe problemy jakie doktorantka podjela sie rozwiazac sa interesujace
z poznawczego punktu widzenia i dotyczq waznego obszaru badan. Zatem teza naukowa
postawiona przez doktorantke jest wartosciowym tematem rozprawy doktorskiej.

Uktad i edycja rozprawy. Rozprawa liczy przeszio 160 stron z suplementami i obszerng
bibliografig i jest podzielona na rozdzialy w nastepujacy sposéb. Po wstepie teoretycznym
przedstawione sq cel badan i zakres pracy. Potem nastepuja metodyka, wyniki wraz
z dyskusjq i podsumowanie. Rozprawa przygotowana jest w sposéb bardzo staranny, napisana
jest poprawna polszczyzna, stylistycznie na dobrym poziomie. Tekst jest ilustrowany licznymi
wykresami, tabelami i fotografiami. Stwierdzam, ze doktorantka wykazuje umiejetnos¢
wlasciwego przedstawienia uzyskanych wynikéw. Dobrze oceniam styl i przejrzystos¢
rozprawy oraz jej poziom edytorski.

Czesc¢ literaturowa. Wstep jest treSciwym wprowadzeniem w tematyke rozprawy. Najpierw
zdefiniowana jest zywotno$¢ mikroorganizméw i metody jej oznaczania. Jedna z tych metod,
czyli oznaczanie solami tetrazolowymi (MTT) jest opisana bardziej szczegotowo.
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Doktorantka zwraca przy tym uwage, Ze mimo szerszego zastosowania tej metody
w mikrobiologii, nie wyznaczono dotychczas jednolitych standardow, pozwalajacych
na porownanie wynikéw réznych badan. Problemem tym zajmuje sie w dalszej czeSci swojej
pracy. W kolejnych podrozdzialach wstepu doktorantka przedstawia ureaze i patogenne
szczepy bakterii, dla ktérych ten enzym jest niezbedny: w szczegdlnosci Helicobacter pylori
infekujacy zoladek i Proteus mirabilis kolonizujacy uklad moczowy. Przedstawia znane
inhibitory ureazy, z ktorych tylko jeden, kwas acetohydroksamowy (AHA), jest dopuszczony
do uzytku medycznego. I tu doktorantka przedstawia zwigzki, ktore bedzie nastepnie badac,
czyli amidy kwasu fosforowego, zwiazki selenoorganiczne oraz zwiazki pochodzenia
naturalnego, w szczegolnosci flawonoidy. Bibliografia liczy ponad dwieScie pozycji
literaturowych i obejmuje prace zar6wno badawcze jak i metodologiczne w zakresie
stosownym do tematyki rozprawy. Po zapoznaniu sie z czeScig literaturowa dobrze oceniam
teoretyczng wiedze doktorantki w zakresie dyscypliny naukowej, ktérej dotyczy temat
rozprawy.

Rozdzial poswiecony metodyce podzielony jest na Materiaty, gdzie opisane sq roztwory,
szczepy bakteryjne i badane zwiazki, i Metody, gdzie opisana jest metoda indukcji ekspresji
i oczyszczania ureazy bakteryjnej oraz oznaczania jej aktywnosci. Nastepnie doktorantka
opisuje w jaki sposob bada, r6znymi metodami, inhibicje ureazy oraz oznacza aktywnos$¢
antybakteryjng. Najwiecej uwagi poswieca testowi MTT i w jaki sposéb go optymalizowata.
Rozdzial zamyka opis mierzenia permeabilizacji i obserwacji komorek przy pomocy
skaningowego mikroskopu elektronowego. Opis metodologii pokazuje bardzo systematyczne
podejscie do badan i jest dostatecznie dokladny, aby wyniki eksperymentalne doktorantki
uznac za wiarygodne.

Wyniki polaczone sq z dyskusja. Zwykle jestem zwolennikiem rozdzielenia wynikow
i dyskusji, ale w tym przypadku zgadzam sie z ich polaczeniem, gdyz wydaje mi sie,
ze podziat bylby trudny a rezultat mniej zrozumialy. Dokorantka przebadata najpierw
dwadziescia zwigzkéw aminofosfinowych pod katem ich efektu na aktywno$¢ ureolityczng
komorek P. mirabilis w pozywce suplementowanej mocznikiem, czyli w tzw. syntetycznym
moczu. Pomiarem referencyjnym byt efekt zastosowanego w identycznych warunkach
znanego zwigzku AHA. Niektore zwiazki okazaly sie duzo lepszymi inhibitorami ureolizy
od AHA. Doktorantka, poréwnujac aktywno$¢ badanych zwiazkéw z ich struktura, dokonuje
kilku interesujacych obserwacji. Na przyklad, ze pochodne z podstawnikami cyklicznymi nie
wykazuja aktywnosci, albo ze wsréd zwigzkéw posiadajacych podstawniki alifatyczne
optymalng aktywnos¢ wykazuje pochodna z podstawnikiem heksylowym. Zauwaza réwniez
réznice miedzy efektem inhibitorow na zywych komoérkach i wczesniejszymi wynikami
badan na oczyszczonej ureazie. Ostatecznie zidentyfikowala dwa zwigzki aminofosfinowe
posiadajace lepsze wiasnosci inhibitorowe od stosowanego w lecznictwie AHA. Te same
zwigzki doktorantka przetestowata na komorkach H. pylori. Tu wyniki byly inne niz
w przypadku P. mirabilis. Tylko jeden zwigzek okazal sie nieco skuteczniejszy niz AHA i
zwigzek ten nie wyroznial sie skutecznoscia wzgledem P. mirabilis. Doktorantka zwraca
tu uwage na roznice w iloSci ureazy i jej lokalizacji w obu mikrobach. W przypadku
P. mirabilis wazna jest prawdopodobnie zdolno$¢ inhibitora do przenikania przez blony
komorkowe bakterii.

To byly badania pod katem ostabiania aktywnoS$ci ureolitycznej wybranych patogendw.
Nastepnie doktorantka przeszta do zbadania efektéw badanych zwiazkéw na zywotnosc
komorek. Wpierw jednak wykonata szereg prac w celu optymalizacji testu MTT, szeroko
wykorzystywanego do oceniania zywotnoSci komorek, ale dotychczas nieposiadajacego



ogolnie przyjetych miedzynarodowych standardéw. Test ten polega na redukcji przez zywa
komorke soli MTT do jej formazanu, co mozna monitorowac¢ spektrometrycznie. Doktorantka
zaczela od wyznaczania optymalnej dlugosci fali do pomiaréw absorbancji formazanu, ktéry
wytragca sie w formie krystalicznej i powinien zosta¢ w celu pomiaréw rozpuszczony
w odpowiednim medium. Nastepnie zbadata wplyw czynnikow, jak detergenty, uptynniajace
btone komdrkowa, co moze zafalszowaé¢ wyniki pomiaréw, a takze uzyte stezenie soli MTT
(zbyt niskie limituje dostepno$¢ substratu reakcji, a zbyt wysokie moze mie¢ aktywnos$¢
antybakteryjng), czy wpltyw gesto$¢ zawiesiny bakteryjnej na wynik pomiaru. Wziela tez pod
uwage aktywno$¢ metaboliczng badanych komoérek w zaleznosci od ich fazy wzrostowej,
dobor szczepu bakteryjnego, medium inkubacyjnego czy temperatury inkubacji. W ten sposob
doktorantka zoptymalizowala test MTT do dalszych badan nad szczepem P. mirabilis. Trzeba
przyznac, ze bardzo rzetelnie wyglada ta wielostronna, wyczerpujaca analiza.

W dalszym toku badan doktorantka sprawdzita wptyw zwigzkéw aminofosfinowych na zywe
komorki P. mirabilis, wykorzystujac test MTT, zeby zmierzy¢ aktywno$¢ enzymatyczna
bakterii, oraz barwienie fluorescencyjne, co pozwolilo okresli¢ frakcje zywych komorek
po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami. Pozwolilo to zaobserwowa¢ wzgledna
zgodno$¢ miedzy tymi dwiema miarami efektywnos$ci badanych substancji, a jednoczesnie
mozna bylo zauwazy¢ rozbieznosci miedzy testem na zywych komoérkach a wczesniejszymi
badaniami tych zwigzkéw wzgledem wyizolowanej ureazy. Pozwolito to wytypowac zwigzki
najefektywniejsze: trzy z nich wykazywaly wieksza aktywnos¢ antybakteryjna niz wzorcowy
inhibitor AHA. Doktorantka zauwazyla tez, Zze zwiazki najsilniej antybakteryjne posiadaty
podstawnik alifatyczny, réznej dtugosci, co sugeruje mozliwos¢ interkalacji tych zwigzkow
w blony komérkowe. Podobne testy na H. pylori wykazaty tylko niewielki efekt badanych
aminofosfinianéw na zywotno$¢ komérek, jednak dla niektorych zwigzkéw dato sie zauwazy¢
czeSciowe uszkodzenia komoérek. Doktorantka rozwaza tu mozliwo$¢, ze nieletalna
permeabilizacja blony komoérkowej moze prowadzi¢ do pozornie wyzszej zZywotnosci
komorek w tescie MTT, dzieki zwiekszonemu przenikaniu soli MTT do wnetrza komorki,
gdzie nastepuje jej redukcja. Nastepnie bada czy zwiazki aminofosfinowe uwrazliwiaja
komorki na dziatanie antybiotykéw. W przypadku P. mirabilis stwierdzita niewielki efekt dla
erytromycyny, wiekszy i zréznicowany efekt dla nowobiocyny, i znoéw zauwazyla,
ze obecno$¢ podstawnika alifatycznego wplywa korzystnie na aktywnos$¢ antybakteryjna,
co pozwolita jej na wysuniecie hipotezy o aktywnosci permeabilizacyjnej niektorych
aminofosfinianow zawierajacych alifatyczne podstawniki.

Komérki H. pylori rowniez wykazaly zaburzenia integralnosci blony zewnetrznej
po inkubacji z wybranymi aminofosfinianami, co doktorantka wytlumaczyla interkalacja
tancuchéw alifatycznych w blony fosfolipidowe. Dla H. pylori zaobserwowala jednak
odmienng wrazliwo$¢ na dzialanie aminofosfinianéw niz wobec P. mirabilis, co dato jej
asumpt do przypuszczenia, ze mechanizmy uszkadzania btony komoérkowej sq rézne dla tych
gatunkow bakterii. Na koniec tej czesci badan doktorantka wykazala, ze zwiazki
aminofosfinowe wykazujq niska cytotoksyczno$¢ wobec komérek eukariotycznych, w testach
na kilku réznych liniach komérkowych.

Kolejna cze$¢ badan dotyczyta 27 zwigzkéw selenoorganicznych. Ich hamowanie aktywnosci
ureazy S. pasteurii opisane jest we wstepie i pdZniej tez cytowane, ale nie je wiaczone
do dysertacji, przynajmniej ja to tak odczytuje, mimo zZe doktorantka jest wspdétautorkq
publikacji opisujacej te badania. Dlaczego? Czy dlatego ze S. pasteurii nie jest patogenem?
Inkubacja H. pylori z ww. zwiazkami selenoorganicznymi wykazala, ze niektére z nich
charakteryzujg sie wielokrotnie wyzsza aktywnoscig antyureolityczng niz wzorcowy AHA.



Z kolei aktywno$¢ antybakteryjng badanych zwiazkéw doktorantka zmierzyla na
referencyjnym szczepie E. coli. Wyniki wykazaly niezbyt wysoka aktywno$¢ w poréwnaniu
ze zwigzkiem kontrolnym, gentamycyna.

W  ostatnim cyklu prac doktorantka zbadala aktywnos$¢ biologiczng dlugiej serii
sze$tdziesieciu flawonoidéw. Hamowanie oczyszczonej ureazy (dwoch rodzajow tego
enzymu) i aktywnosci ureolitycznej zywych komorek P. mirabilis bylo tu z reguly mniejsze
niz dla referencyjnego zwiazku AHA. Doktorantka podejmuje probe usystematyzowania
wynikow wedhug rodzaju inhibicji (kompetycyjnej badZ nie) i w zaleznosci od rodzajow
podstawnikow w roznych badanych zwigzkach. Na przyktad zwrocita uwage na niekorzystny
wplyw podstawnikow alkilowych w pozycji C-4 na aktywnos$¢ ureolityczng chalkonow.

Podsumowujac, doktorantka przebadata trzy serie zwigzkow, w sumie ponad sto, pod katem
ich aktywnosci antyureolitycznej i antybakteryjnej. Wykonata te obszerne i bardzo
pracochtonne prace z podziwu godna systematycznoscia, skrupulatnoscia i dbaloscia
o warsztat naukowy. Poczynila szereg obserwacji, ktore moga okazac sie cenne w dalszych
badaniach zmierzajacych do wynalezienia nowych lekéw przeciw patogenom dla ktérych
istotna jest aktywno$¢ ureolityczna.

Chciatbym zapyta¢ dlaczego do badan wybrano akurat te zwigzki, a takze czy mozna
na podstawie syntezy otrzymanych wynikéw zaproponowaC nowe, lepsze zwigzki do
dalszych badan?

Czes$¢ wynikow badan wchodzacych w sklad niniejszej rozprawy zostala opublikowana
w miedzynarodowych czasopismach. Baza Web of Science zawiera pie¢ prac, w tym jedna
prace przegladowa, w ktorych doktorantka jest wspétautorem. Ponadto zauwazytem, to juz
poza recenzja, w bazie PubMed jeszcze kilka prac, w ktorych doktorantka jest wspotautorem,
ktére ukazaty sie pod koniec ubieglego roku lub w styczniu br. Z opublikowanych wczes$niej
prac na uwage zastuguje publikacja w Journal of Medical Microbiology z 2016 r. o inhibicji
ureazy w komorkach P. mirabilis, w ktérej to publikacji doktorantka jest wiodacym autorem.
Zwraca jeszcze uwage publikacja w wysoko notowanym Journal of Medicinal Chemistry
z 2016 r. na temat nowych, zawierajacych selen, inhibitoréw bakteryjnej ureazy. W pracy tej
doktorantka jest drugim autorem.

Podsumowujac, wysoko oceniam niniejszg rozprawe. Doktorantka wykonala ogrom pracy
i dobrze sprostata wyzwaniom. Mgr inz. Ewa Grela dysponuje poglebiona wiedza w obszarze
biochemii i mikrobiologii. Rozwigzala postawiony problem samodzielnie i przy uzyciu
wlasciwych i r6znorodnych metod. Wykazata sie duza starannoscia i konsekwencja niezbedng
do przeprowadzenia tak obszernych badan. Rozprawa w pehi spelnia wymogi formalne
stawiane w tej mierze pracom doktorskim, dlatego wnosze do Rady Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie kandydatki do dalszych etapéw przewodu.

Z uwagi na szeroki zakres prac i dorobek publikacyjny proponuje, aby doktorat ten zostat
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