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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Katarzyny Macegoniuk
pt. ,,Ekspresja, izolacja i hamowanie aktywnosci ureaz bakteryjnych”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr. inz. Katarzyny Mecegoniuk dotyczy analizy
wlasciwosci  inhibitorowych jonéw metal cigzkich oraz niskoczgsteczkowych zwigzkow
organicznych wobec ureaz bakte'ryjnych. Jest ona kontynuacjg prac prowadzonych w Zakladzie
Chemii Bioorganicznej Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskiej. Opiekunem pracy jest dr hab.
prof. P.Wr. Lukasz Berlicki.

Patogeneza chor6b wywotanych przez ureolityczne szczepy bakterii jest bezposrednim efektem
hydrolizy mocznika, ktérej towarzyszy wzrost pH oraz toksycznosci amoniaku i jego pochodnych.
Juz w pierwszej potowie XX wieku wskazywano, ze to wlasnie enzymatyczna hydroliza mocznika z
udzialem ureazy odgrywa istotna role w powstawaniu kamicy nerkowej. Obecne w moczu jony
Ca(Il) i Mg(II) wytracaja si¢ w postaci nierozpuszczalnego struwitu oraz apatytow. Jednym z
mikroorganizméw zaangazowanych w powstawanie kamieni nerkowych u ludzi jest Proteus
mirabilis, u ktérego ureaza indukowana jest obecnoscig mocznika. Inny mikroorganizm,
Helicobacter pylori kolonizuje wylacznie nabtonek zotadka niektorych ssakow, w tym ludzi.
Produkowana przez niego ureaza zapewnia bakteriom neutralizacje bardzo kwasnego srodowiska
poprzez ciagla produkcje amoniaku co prowadzi do sforsowania warstwy Sluzu, dotarcia do nablonka
a w konsekwencji wywotlania (;horoby wrzodowej zoladka oraz dwunastnicy. Kontrolowanie
hydrolizy mocznika przez wykorzystanie specyficznych i wydajnych inhibitorow ureaz stanowi
obecnie istotny przedmiot badan na pograniczu wielu dziedzin. Do najlepiej zbadanych inhibitoréw
ureaz naleza miedzy innymi kwasy hydroksamowe, amidy kwasu fosforowego i ich estry, kwas
borowy, zwiazki tiolowe, chinony, pochodne kwasoéw fosfonowych i fosfinowych, zwigzki

heterocykliczne i polihydroksylowe a takze jony metali i ich kompleksy. Wobec potrzeby
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poszukiwania nowych, wydajniejszych i mniej cytotoksycznych inhibitoréw ureaz uzasadniona staje
si¢ synteza nowych zwigzkéw chemicznych oraz i ich optymalizacja inhibicyjna wzgledem szeregu
ureaz pochodzacych gléwnie z organizméw patogennych. Przedmiotem ocenianej pracy jest analiza
wlasciwosci inhibitorowych szeregu ;wiqzkéw organicznych jak i jonéw metali wzgledem uraz z

Proteus mirabilis, Helicobacter pylori oraz Sporosarcina pasteurii.

Rozprawa doktorska Pani Katarzyny Macegoniuk jest obszerna, liczy bowiem 195 stron. Zostata
ona przygotowana wedlug klasycznego uktadu prac eksperymentalnych i obejmuje nast¢pujace
rozdzialy: Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki i dyskusja oraz podsumowanie. Literatura
cytowana w rozprawie jest imponujaca i obejmuje az 309 pozycji. Wigkszos¢ cytowanych prac
zostata opublikowana w ostatnim dwudziestoleciu. Praca zaopatrzona jest rowniez w wykaz

stosowanych skrotow.

Wstep do rozprawy obejmuje 47 stron. Jest on napisany bardzo przejrzyscie i wprowadza
czytelnika w najwazniejsze aspekty zwigzane z budowa, mechanizmem dziatania, regulacji ekspresji
oraz znaczenia ureaz. W zwigzku z tematyka pracy, Doktorantka skupia si¢ glownie na opisie ureaz
bakteryjnych. Przedstawia réwniez najwazniej klasy otrzymanych i scharakteryzowanych ureaz
bakteryjnych. W zwigzku z tym, ze cze$¢ mikroorganizméw produkujacych te enzymy, jest
patogenami, Autorka nie omieszkala réwniez wspomnie¢ o najwazniejszych dolegliwosciach i

chorobach zwigzanych niepozadanym dzialaniem patogennych organizméw.

Cel pracy zawarty w jednostronicowym rozdziale, w jasny sposob przedstawia zamierzenia
Autorki dotyczace opracowania wysoce selektywnych inhibitorow ureaz o potencjalnym
zastosowaniu w leczeniu infekcji wywotanych przez patogenne mikroorganizmy Helicobacter pylori
oraz Proteus mirabilis. Autorka skrétowo przedstawia tu kolejne zamierzenie obejmujace otrzymanie
1 oczyszczenie enzymoéw, analizg inhibicyjng szeregu nieprzebadanych dotad, wzgledem tych
enzymow, potencjalnych inhibitorow, selekcje najwydajniejszych, selektywnych i najmniej

cytotoksycznych zwigzkow i wreszcie krystalizacje enzymow ze scharakteryzowanymi inhibitorami.

W rozdziale Materialy i metody Autorka w sposob szczegélowy przedstawia liczne procedury
oraz techniki zwigzane z realizacja poszczegélnych celéw pracy. Spora cze$¢ tego rozdziatu

poswiecona jest zatem licznym metodom biologii molekularnej, wieloetapowego oczyszczania biatek



oraz badaniom enzymatycznym czy wreszcie krystalizacji. Autorka zaopatrzyla ten rozdziat licznymi
rOwnaniami stosowanymi przy wyznaczaniu szeregdw parametrow Kinetycznych zwigzanych z

réznym typem inhibicji ureaz.

W kolejnej czgsei pracy znajduje si¢ opis uzyskanych wynikéw potaczony wraz z ich dyskusja.
Doktorantka przedstawia tu wyniki dotyczace optymalizacji warunkéw nadprodukcji
rekombinowanej ureazy z Helicobacter pylori oraz podsumowanie licznych etapéw oczyszczania
natywnych ureaz ze Sporosaré’ina pasteurii oraz Proteus mirabilis. Wszystkie z wyzej
wymienionych enzymoéw zostaly oczyszczone do wysokiego stopnia czystosci wymaganego w
badaniach inhibicji i krystalizacji. Dla wszystkich enzymow zostaly wyznaczone parametry Km,
Vmax, kcat oraz kcat/Km dla reakcji z mocznikim. Doktorantka wskazuje tu na przyczyny, dla
ktérych powinowactwo mocznika do ureazu HPU jest najwieksze argumentujgc niskim stezeniem
substratu w zotadku. Wlasciwe byloby tu rowniez okreslenie wspomnianego powinowactwa w nieco
zakwaszonym $rodowisku (np. pH pomiedzy 6-7), ktore jak wiemy ma wplyw na stale wigzania
enzym-substrat. Bytbym tu wigc ostrozny w wycigganiu dalekoidacych wnioskow.

W kolejnym rozdziale Autorka porusza bardzo ciekawg i zasadniczo trudng w charakterystyce
inhibicyjnej kwesti¢ hamowania aktywnosci enzymatycznej ureaz z udzialem jonow metali takich jak
Cu(Il), Pb(II), Cd(II), Zn(II), Co(II), Ni(II), Mn(II) oraz Fe(IIl). Bazujgc na duzej homologii w
budowie ureaz bakteryjnych i ureaz roslinnych Doktorantka stusznie stawia teze o ich podobnym
dziataniu. Wstep do tego rozdziah} jest zbyt dtugi i powinien zosta¢ przesuniety do Wstepu pracy, w
ktorym Autorka systematyzuje wiedze dotyczaca znanych inhibitorow ureaz. Na duze uznanie
zastuguje tu jednak dojrzata naukowo dyskusja dotyczaca roznic w inhibicji Cu(Il), Zn(II) i Cd(IT) w
stosunku do pozostalych jonéw metali. Nie podoba mi si¢ czesto pojawiajace sie tu okreslenie
.kowalencyjna modyfikacja enzymu” w kontekscie (oczywiscie) jonoéw metali. Wiazania
akceptorowo-donorowe sa wigzaniami kowalencyjnymi i nie nalezy miesza¢ tego faktu z odmiennym
powinowactwem do poszczegédlnych ligandéw czy nawet bialek. Znany jest powszechnie fakt
wzrastajagcego powinowactwa jonéw metali zgodnie z szeregiem Irvinga-Williamsa i nie wigze si¢ on
z odmiennymi rodzajami wiazan chemicznych. Oczywiscie w szczegdlnych wypadkach mozemy
mie¢ do czynienia z tworzeniem si¢ adduktow metaloorganicznych ale nie powstaja one w przypadku
wigzania samych jonow metali a raczej ich kompleksow.

Inhibicja wywotlana przez jony metali jest z natury odmienna od inhibicji spowodowanej przez

asocjacje zwiazkéw organicznych. Jest to zwigzane chocby z faktem, ze jon metalu wigzac sie do



centrum aktywnego, lub w jego okolicach, musi zostaé pozbawiony otoczki hydratacyjne;j.
Dysocjujac z bialka ulega on ponownej hydratacji czy kompleksowaniu. Powoduje to bardziej
ztozony charakter kinetyczny reakcji inhibicji. Rozcienczenie roztworu kompleksu biatko-inhibitor w
celu okreslenia tego, czy reakcji jest odwracalna czy nie musi zaskutkowaé wyraznym wzrostem
dysocjacji kompleksu w przypadku jonow metali. Doktorantka powinna zastosowacé tu szczeg6lowa
analiz¢ z udzialem selektywnych wzgledem poszczegdlnych jonéw chelatorow i to wlasnie ona
powinna by¢ wytyczng w stosunku do okreslania rodzaju inhibicji metal-biatko. Nalezy tu jednak
pamigtac, ze stala ko jonu metalu jest scisle zalezna od statej dysocjacji kompleksu metal-biatko. W
szczegbdlnych przypadkach moze ona wynosi¢ kilkadziesiat godzin czy dni i nawet spore
rozcienczenie kompleksu moze nie zaskutkowac jego dysocjacja.

Kolejna moja uwaga na temat inhibicji enzyméw jonami metali dotyczy samego sposobu
prowadzenia tego typu eksperymentoéw. Dane literaturowe na temat stalych inhibicji ureaz jonami
metali jaki 1 rezultaty przedstawione przez Doktorantke wskazuja na ich nanomolowe wartosci w
przypadku niektorych jondw metali. Tak niska stala inhibicji nasuwa pytanie dotyczace wpltywu
jondéw metali pochodzacych z wbdy (nawet Milli-Q) mocznika (choc¢by cz.d.a) czy skladnikow
buforéw na uzyskane wyniki. Istnieje bowiem duza szansa, ze enzym (zwlaszcza w niskim stezeniu)
jest czesciowo wyhamowany przez zanieczyszczenia w momencie dodawania inhibitora
organicznego czy to jonu metalu. Rozwigzaniem tego typu problemu w przypadku zwigzkéw
organicznych jest rownolegle zastosowanie silnych chelatoréw jonéw metali przejsciowych. W
przypadku silnej inhibicji jonami metali trudno unikna¢ jednak bledow. Zastosowanie chelatujacej
zywicy typu Chelex do wszelkich buforowanych roztworow czy to inhibitorow (z m pominieciem
jonéw metali) czy substratu moze wyeliminowaé zagrozenia zwigzane z niekontrolowana inhibicja
zanieczyszczeniami nieorganicznymi. W zwigzku z powyzszymi uwagami chcialbym prosié
Doktorantk¢ o krytyczne ustosunkowanie si¢ do wiasnych rezultatow w kontekscie inhibicji ureaz

jonami metali.

Stanowcza wigkszos¢ wynikow rozprawy doktorskiej dotyczyta jednak inhibicji otrzymanych
ureaz przez szereg klas zwiqzk(')w- organicznych, wsrod ktorych znalazly si¢ m. in. pochodne kwasu
bis(aminometylo)fosfinowego. Doktorantka scharakteryzowata wtasciwosci inhibicyjne 18 zwigzkow
wzgledem trzech uzyskanych ureaz. Sposréd nich, pochodna zawierajgca szescioweglowy lafncuch
wegla charakteryzowala si¢ najwigkszymi zdolnosciami hamujacymi. Wyniki tej czesci pracy zostaly

opublikowane niedawno w ACS Medicinal Chemical Letters. Kolejng grupa potencjalnych



inhibitoréw byly zwiazki selenoorganiczne charakteryzujace si¢ wysoka reaktywnosciag wzgledem
ugrupowan tiolowych. To wiasnie zredukowana reszta cysteiny wystepujaca w luznej petli przy
centrum aktywnym jest jednym z celow badawczych przy projektowaniu nowych inhibitoréw ureaz.
Wszystkie uzyte przez Doktorantke zwiazki charakteryzowaly si¢ stabsza inhibicja w poréwnaniu do
ebselenu bedacego punktem wyjscia w syntezie dalszych pochodnych.

Do kolejnych grup zwiazkéw badanych pod wzgledem wiasciwosci hamujgcych aktywnosé
ureaz nalezaly akceptory Michaela w tym zwiazki oparte na strukturze kwasu fumarowego, pochodne
cyklopentenonu i cykloheksenonu, kwasu cynamonowego oraz niektore zwigzki fosfoorganiczne.
Zwiazki te byly jak dotad stabo poznang grupa inhibitoréw ureaz roslinnych i bakteryjnych a badania
Autorki przyczynily sie do lepszego poznania mechanizmu inaktywacji badanych enzyméw oraz
odkrycia odwracalnych inhibitor6w hamujacych aktywno$¢ ureaz w mikro- i nanomolowym
zakresie. Doktorantka w tej czesci pracy poréwnuje i dyskutuje szczegétowo réznice wynikajace z
aktywnosci inhibitorowej zwigzkoéw wzgledem poszczegolnych ureaz.

Bardzo ciekawym etapem badan byly pomiary inhibitorowe wykonane wobec catych komorek
Escherichia coli. Doktorantka w swojej pracy skupita si¢ jedynie na testowaniu dwoch grup
zwigzkow, pochodnych kwasu bis(aminometylo)fosfinowego oraz zwigzkow selenoorganicznych i to
wlasnie te ostatnie wykazaly si¢ najlepszymi wlasciwosciami hamujgcymi. Ostatnim etapem badan
Pani Katarzyny Macegoniuk byla krystalizacja natywnej urazy ze Sporosarcina pasteurii oraz
rekombinowanej ureazy z Helciobacter pylori z wybranymi i przebadanymi przez Autorke
inhibitorami. Proces krystalizacji przeprowadzono zaréwno przez nasgczanie krysztalow ureazy
poszczeg6lnymi zwigzkami jak i poprzez wspdtkrystalizacje enzymu i inhibitora. Mimo sukceséw
zwigzanych z otrzymaniem krysztalow, ktore dawaty odpowiednig dyfrakcje nie udato sie uzyskaé

wiarygodnych danych strukturalnych.

Nie mam wigkszych zastrzezen do recenzowanej rozprawy. Rozprawe czyta si¢ ptynnie i widac,
ze Autorka poswigcita wiele czasu na jej pisanie. Fragmenty pracy moglyby by¢ czesciowo skrocone
co wplyneloby jeszcze bardziej na jej pozytywny odbidr. Rozprawa napisana jest w calosci
poprawnym je¢zykiem cho¢ znalaztem w niej nieliczne bledy interpunkcyjne, powtorzenia a takze
jeden blad ortograficzny (strona 102). Sama ,.ekspresja ureaz” jest skrotem myslowym, a wlasciwie
kalka jezykowa. Poprawnym okresleniem na produkcje bialek w systemie bakteryjnym jest ich
.hadprodukcja™ a sama ekspresja odnosi si¢ rzecz jasna do ekspresji genu. Praca zaopatrzona jest w

szereg bardzo starannie przygotowanych ilustracji, schematow i tabel. Ich estetyka oraz przejrzystosé



nalezy bez watpienia do atutow rozprawy. Szczegélne przydatne w czytaniu pracy sa krotkie
podsumowania znajdujace si¢ na koncu kazdego rozdziatu Wyniki i dyskusja. Pozwalajg one dosé
swobodnie przejs¢ przez obszerny tekst rozprawy. Niewatpliwie na wyrdznienie zashuguje
multidyscyplinarny charakter pracy pani Katarzyny Macegoniuk. Postuguje sie¢ one swobodnie
metodami zaréwno biologii molekularnej, preparatyki biatka i enzymologii. Mimo, ze Doktorantka
nie przeprowadzata osobiscie syntezy testowanych zwigzkéw to bardzo swobodnie odnajduje sie w
ich wlasciwosciach chemicznych i roznicach strukturalnych. Szczegolnie jest to zauwazalne przy
korelacji roznic wlasciwosci inhibicyjnych poszczegdlnych zwigzkow z ich budowsg i

wlasciwosciami chemicznymi.

Poza wymieniong wczesniej prosba w stosunku do Doktorantki chciatbym poprosi¢ by
przedyskutowata podczas obrony pracy doktorskiej nastepujgce kwestie:

- Pisze Pani we wstepie, ze ureazy pochodzenia glebowego sg istotne dla rozkladu mocznika
powstajacego z degradacji katabolicznej biatek i odgrywaja wazng role w obiegu azotu. Z drugiej
strony powoduja zbytnig alkalizacje gleby i koniecznosci stosowania inhibitoréw. Moja prosba
dotyczy przedyskutowania optymalnych warunkéw, w ktorych sg one najbardziej korzystne i
najmniej szkodliwe.

- Badania inhibicji ureaz zostaly przeprowadzone w buforze HEPES bez dodatku substanciji
redukujacych. Jak wiadomo, ureazy posiadaja wolne reszty cysteiny. Czy wedtug Pani dodatek takich
substancji zmienia aktywno$¢ biatka a tym samym odpowiedz wzgledem poszezegdlnych
inhibitoréw?

- Enzymy otrzymane przez Panig byly wielokrotnie oczyszczane przez Panig w buforach
zawierajagcych EDTA. Czy jego dodatek ma wplyw na spadek aktywnosci enzymu w wyniku
oddysocjowania jondw metali i czy kontrolowala Pani jego zawartos¢ metodami analitycznym,
takimi cho¢by jak ICP?

- Dwie ureazy bedace celem Pani pracy byly pozyskiwane jako tzw. natywne biatka i
wieloetapowy proces oczyszczania jest to catkowicie uzsadaniony. Ureaz z Helciobacter pylori to
biatko rekombinowane. Dlaczego' nie wykorzystata Pani Zzadnej etykiety (.,tagu™) powinowactwa,

ktorej uzycie utatwilo by znacznie proces oczyszczania i miato wptyw na wydajnosé¢ nadprodukcji?



Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. inz.
Katarzyny Macegoniuk spelnia wymogi ustawy o stopniach i tytule naukowym, stanowi oryginalne
rozwigzanie naukowe, potwierdzajace wiedze teoretyczng Autorki jak i umiejetnosci prowadzenia
pracy naukowej. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Politechniki
Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Macegoniuk do dalszych etapow
postepowania doktorskiego. W zwigzku z tym, Zze rozprawa ma charakter multidyscyplinarny, zostala
przygotowana i zrealizowana w wyrdzniajacy si¢ sposob a przede wszystkim z tym, ze spora czgsé
wynikow pracy zostala juz opublikowana wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii P.Wr. o wyr6znienie

ocenianej rozprawy.

Z wyrazami szacunku
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