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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 

wtasciwosci inhibitorowych jonow metal ci^zkich oraz niskocz^steczkowych zwi^zkow 

organicznych wobec ureaz bakteryjnych. Jest ona kontynuacja prac prowadzonych w Zakladzie 

Chemii Bioorganicznej Wydzialu Chemii Politechniki Wroclawskiej. Opiekunem pracy jest dr hab. 

prof. P.Wr. Lukasz Berlicki. 

Patogeneza chorob wywotanych przez ureolityczne szczepy bakterii jest bezposrednim efektem 

hydrolizy mocznika, ktorej towarzyszy wzrost pH oraz toksycznosci amoniaku i jego pochodnych. 

Juz w pierwszej polowie XX wieku wskazywano, ze to wlasnie enzymatyczna hydroliza mocznika z 

udzialem ureazy odgrywa istotnq rol^ w powstawaniu kamicy nerkowej. Obecne w moczu jony 

Ca(II) i Mg(II) wytr^caJ4 si^ w postaci nierozpuszczalnego struwitu oraz apatytow. Jednym z 

mikroorganizmow zaangazowanych w powstawanie kamieni nerkowych u ludzi jest Proteus 

mirabilis, u ktorego ureaza indukowana jest obecnosciq mocznika. Inny mikroorganizm, 

Helicobacter pylori kolonizuje wyl^cznie nablonek zol^dka niektorych ssakow, w tym ludzi. 

Produkowana przez niego ureaza zapewnia bakteriom neutralizacj? bardzo kwasnego srodowiska 

poprzez ci^gl^ produkcj^ amoniaku co prowadzi do sforsowania warstwy sluzu, dotarcia do nablonka 

a w konsekwencji wywolania choroby wrzodowej zol^dka oraz dwunastnicy. Kontrolowanie 

hydrolizy mocznika przez wykorzystanie specyficznych i wydajnych inhibitorow ureaz stanowi 

obecnie istotny przedmiot badan na pograniczu wielu dziedzin. Do najlepiej zbadanych inhibitorow 

ureaz nalez^ mi^dzy innymi kwasy hydroksamowe, amidy kwasu fosforowego i ich estry, kwas 

borowy, zwi^zki tiolowe, chinony, pochodne kwasow fosfonowych i fosfmowych, zwi^zki 

heterocykliczne i polihydroksylowe a takze jony metali i ich kompleksy. Wobec potrzeby 
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poszukiwania nowych, wydajniejszych i mniej cytotoksycznych inhibitorow ureaz uzasadniona staje 

si^ synteza nowych zwi^zkow chemicznych oraz i ich optymalizacja inhibicyjna wzgl^dem szeregu 

ureaz pochodz^cych gtownie z organizmow patogennych. Przedmiotem ocenianej pracy jest analiza 

wiasciwosci inhibitorowych szeregu zwi^zkow organicznych jak i jonow metali wzgl^dem uraz z 

Proteus mirabilis, Helicobacter pylori oraz Sporosarcina pasteurii. 

Rozprawa doktorska Pani Katarzyny Macegoniuk jest obszema, liczy bowiem 195 stron. Zostaia 

ona przygotowana wedlug klasycznego ukladu prac eksperymentalnych i obejmuje nast^puj^ce 

rozdziaiy: Wst^p, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki i dyskusja oraz podsumowanie. Literature 

cytowana w rozprawie jest imponuj^ca i obejmuje az 309 pozycji. Wi^kszosc cytowanych prac 

zostaia opublikowana w ostatnim dwudziestoleciu. Praca zaopatrzona jest rowniez w wykaz 

stosowanych skrotow. 

Wst^p do rozprawy obejmuje 47 stron. Jest on napisany bardzo przejrzyscie i wprowadza 

czytelnika w najwazniejsze aspekty zwiazane z budow^, mechanizmem dzialania, regulacji ekspresji 

oraz znaczenia ureaz. W zwiazku z tematyk^ pracy, Doktorantka skupia si^ glownie na opisie ureaz 

bakteryjnych. Przedstawia rowniez najwazniej klasy otrzymanych i scharakteryzowanych ureaz 

bakteryjnych. W zwiazku z tym, ze cz^sc mikroorganizmow produkuj^cych te enzymy, jest 

patogenami, Autorka nie omieszkala rowniez wspomniec o najwazniejszych dolegliwosciach i 

chorobach zwi^zanych niepoz^danym dzialaniem patogennych organizmow. 

Cel pracy zawarty w jednostronicowym rozdziale, w jasny sposob przedstawia zamierzenia 

Autorki dotycz^ce opracowania wysoce selektywnych inhibitorow ureaz o potencjalnym 

zastosowaniu w leczeniu infekcji wywolanych przez patogenne mikroorganizmy Helicobacter pylori 

oraz Proteus mirabilis. Autorka skrotowo przedstawia tu kolejne zamierzenie obejmuj^ce otrzymanie 

i oczyszczenie enzymow, analizy inhibicyjnq szeregu nieprzebadanych dot^d, wzgl^dem tych 

enzymow, potencjalnych inhibitorow, selekcj^ najwydajniejszych, selektywnych i najmniej 

cytotoksycznych zwi^zkow i wreszcie krystalizacj^ enzymow ze scharakteryzowanymi inhibitorami. 

W rozdziale Materialy i metody Autorka w sposob szczegolowy przedstawia liczne procedury 

oraz techniki zwiazane z realizacj^ poszczegolnych celow pracy. Spora cz?sc tego rozdzialu 

poswiecona jest zatem licznym metodom biologii molekulamej, wieloetapowego oczyszczania biaiek 



oraz badaniom enzymatycznym czy wreszcie krystalizacji. Autorka zaopatrzyla ten rozdzial licznymi 

rownaniami stosowanymi przy wyznaczaniu szeregow parametrow kinetycznych zwi^zanych z 

roznym typem inhibicji ureaz. 

W kolejnej cz^sci pracy znajduje si^ opis uzyskanych wynikow pol^czony wraz z ich dyskusj^. 

Doktorantka przedstawia tu wyniki dotycz^ce optymalizacji warunkow nadprodukcji 

rekombinowanej ureazy z Helicobacter pylori oraz podsumowanie licznych etapow oczyszczania 

natywnych ureaz ze Sporosarcina pasteurii oraz Proteus mirabilis. Wszystkie z wyzej 

wymienionych enzymow 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 

ktorych powinowactwo mocznika do ureazu HPU jest najwi^ksze argumentuj^c niskim st^zeniem 

substratu w zol^dku. Wlasciwe byloby tu rowniez okreslenie wspomnianego powinowactwa w nieco 

zakwaszonym srodowisku (np. pH pomi^dzy 6-7), ktore jak wiemy ma wptyw na stale wi^zania 

enzym-substrat. Bylbym tu wi^c ostrozny w wyci^ganiu dalekoid^cych wnioskow. 

W kolejnym rozdziale Autorka porusza bardzo ciekaw^ i zasadniczo trudn^ w charakterystyce 

inhibicyjnej kwesti^ hamowania aktywnosci enzymatycznej ureaz z udzialem jonow metali takich jak 

Cu(II), Pb(II), Cd(II), Zn(II), Co(II), Ni(II), Mn(II) oraz Fe(III). Bazuj^c na duzej homologii w 

budowie ureaz bakteryjnych i ureaz roslinnych Doktorantka slusznie stawia tez^ o ich podobnym 

dzialaniu. Wst^p do tego rozdzialu jest zbyt dtugi i powinien zostac przesuni^ty do Wst^pu pracy, w 

ktorym Autorka systematyzuje wiedz^ dotycz^ca znanych inhibitorow ureaz. Na duze uznanie 

zasluguje tu jednak dojrzala naukowo dyskusja dotycz^ca roznic w inhibicji Cu(II), Zn(II) i Cd(II) w 

stosunku do pozostalych jonow metali. Nie podoba mi si^ cz^sto pojawiaj^ce si? tu okreslenie 

„kowalencyjna modyfikacja enzymu" w kontekscie (oczywiscie) jonow metali. Wi^ania 

akceptorowo-donorowe ŝ  wi^zaniami kowalencyjnymi i nie nalezy mieszac tego faktu z odmiennym 

powinowactwem do poszczegolnych ligandow czy nawet biaiek. Znany jest powszechnie fakt 

wzrastaj^cego powinowactwa jonow metali zgodnie z szeregiem Irvinga-Williamsa i nie wi^ze si? on 

z odmiennymi rodzajami wi^zah chemicznych. Oczywiscie w szczegolnych wypadkach mozemy 

miec do czynienia z tworzeniem si? adduktow metaloorganicznych ale nie powstaj^ one w przypadku 

wi^zania samych jonow metali a raczej ich kompleksow. 

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

asocjacj? zwiqzkow organicznych. Jest to zwiazane chocby z faktem, ze jon metalu wi^z^c si? do 



centrum aktywnego, lub w jego okolicach, musi zostac pozbawiony otoczki hydratacyjnej. 

Dysocjujqc z biatka ulega on ponownej hydratacji czy kompleksowaniu. Powoduje to bardziej 

zlozony charakter kinetyczny reakcji inhibicji. Rozciehczenie roztworu kompleksu biatko-inhibitor w 

celu okreslenia tego, czy reakcji jest odwracalna czy nie musi zaskutkowac wyraznym wzrostem 

dysocjacji kompleksu w przypadku jonow metali. Doktorantka powinna zastosowac tu szczegolowy 

analiz? z udzialem selektywnych wzgl?dem poszczegolnych jonow chelatorow i to wlasnie ona 

powinna bye wytyczny w stosunku do okreslania rodzaju inhibicji metal-bialko. Nalezy tu jednak 

pami?tac, ze stata A:off jonu metalu jest scisle zalezna od stalej dysocjacji kompleksu metal-bialko. W 

szczegolnych przypadkach moze ona wynosic kilkadziesiyt godzin czy dni i nawet spore 

rozciehczenie kompleksu moze nie zaskutkowac jego dysocjacjy. 

Kolejna moja uwaga na temat inhibicji enzymow jonami metali dotyczy samego sposobu 

prowadzenia tego typu eksperymentow. Dane literaturowe na temat stalych inhibicji ureaz jonami 

metali jaki i rezultaty przedstawione przez Doktorantk? wskazuje na ich nanomolowe wartosci w 

przypadku niektorych jonow metali. Tak niska stala inhibicji nasuwa pytanie dotyczyce wplywu 

jonow metali pochodzycych z wody (nawet Milli-Q) mocznika (chocby cz.d.a) czy skladnikow 

buforow na uzyskane wyniki. Istnieje bowiem duza szansa, ze enzym (zwlaszcza w niskim st?zeniu) 

jest cz?sciowo wyhamowany przez zanieczyszczenia w momencie dodawania inhibitora 

organicznego czy to jonu metalu. Rozwiyzaniem tego typu problemu w przypadku zwiyzkow 

organicznych jest rownolegle zastosowanie silnych chelatorow jonow metali przejsciowych. W 

przypadku silnej inhibicji jonami metali trudno uniknyc jednak bl?d6w. Zastosowanie chelatujycej 

zywicy typu Chelex do wszelkich buforowanych roztworow czy to inhibitorow (z m pomini?ciem 

jonow metali) czy substratu moze wyeliminowac zagrozenia zwiazane z niekontrolowany inhibicji 

zanieczyszczeniami nieorganicznymi. W zwiyzku z powyzszymi uwagami chcialbym prosic 

Doktorantk? o krytyczne ustosunkowanie si? do wlasnych rezultatow w kontekscie inhibicji ureaz 

jonami metali. 

Stanowcza wi?kszosc wynikow rozprawy doktorskiej dotyczyla jednak inhibicji otrzymanych 

ureaz przez szereg klas zwiyzkow organicznych, wsrod ktorych znalazly si? m. in. pochodne kwasu 

bis(aminometylo)fosfmowego. Doktorantka scharakteryzowala wiasciwosci inhibicyjne 18 zwiyzkow 

wzgl?dem trzech uzyskanych ureaz. Sposrod nich, pochodna zawierajyca szesciow?glowy lahcuch 

w?gla charakteryzowala si? najwi?kszymi zdolnosciami hamujycymi. Wyniki tej cz?sci pracy zostaly 

opublikowane niedawno w ACS Medicinal Chemical Letters. Kolejny grupy potencjalnych 



inhibitorow byty z w i ^ k i selenoorganiczne charakteryzujyce si? wysoky reaktywnosciy wzgl?dem 

ugrupowah tiolowych. To wtasnie zredukowana reszta cysteiny wyst^pujyca w luznej p?tli przy 

centrum aktywnym jest jednym z celow badawczych przy projektowaniu nowych inhibitorow ureaz. 

Wszystkie uzyte przez Doktorantk? zwiyzki charakteryzowaly si? slabszy inhibicji w porownaniu do 

ebselenu b?dycego punktem wyjscia w syntezie dalszych pochodnych. 

Do kolejnych grup zwiyzkow badanych pod wzgl?dem wiasciwosci hamujycych aktywnosc 

ureaz nalezaly akceptory Michaela w tym zwiyzki oparte na strukturze kwasu fumarowego, pochodne 

cyklopentenonu i cykloheksenonu, kwasu cynamonowego oraz niektore z w i ^ k i fosfoorganiczne. 

Zwiyzki te byly jak dotyd slabo poznany grupy inhibitorow ureaz roslinnych i bakteryjnych a badania 

Autorki przyczynily si? do lepszego poznania mechanizmu inaktywacji badanych enzymow oraz 

odkrycia odwracalnych inhibitorow hamujycych aktywnosc ureaz w mikro- i nanomolowym 

zakresie. Doktorantka w tej cz?sci pracy porownuje i dyskutuje szczegolowo roznice wynikajyce z 

aktywnosci inhibitorowej zwiyzkow wzgl?dem poszczegolnych ureaz. 

Bardzo ciekawym etapem badan byly pomiary inhibitorowe wykonane wobec calych komorek 

Escherichia coli. Doktorantka w swojej pracy skupila si? jedynie na testowaniu dwoch grup 

zwiyzkow. pochodnych kwasu bis(aminometylo)fosfmowego oraz zwiyzkow selenoorganicznych i to 

wlasnie te ostatnie wykazaty si? najlepszymi wtasciwosciami hamujycymi. Ostatnim etapem badan 

Pani Katarzyny Macegoniuk byta krystalizacja natywnej urazy ze Sporosarcina pasteurii oraz 

rekombinowanej ureazy z Helciobacter pylori z wybranymi i przebadanymi przez Autork? 

inhibitorami. Proces krystalizacji przeprowadzono zarowno przez nasyczanie krysztaiow ureazy 

poszczegolnymi zwiyzkami jak i poprzez wspotkrystalizacj? enzymu i inhibitora. Mimo sukcesow 

zwiyzanych z otrzymaniem krysztaiow, ktore dawaly odpowiedniy dyfrakcj? nie udalo si? uzyskac 

wiarygodnych danych strukturalnych. 

Nie mam wi?kszych zastrzezeh do recenzowanej rozprawy. Rozpraw? czyta si? plynnie i widac, 

ze Autorka poswi?cita wiele czasu na jej pisanie. Fragmenty pracy moglyby bye cz?sciowo skrocone 

CO wplyn?loby jeszcze bardziej na jej pozytywny odbior. Rozprawa napisana jest w calosci 

poprawnym j?zykiem choc znalazlem w niej nieliczne bl?dy interpunkcyjne, powtorzenia a takze 

jeden blyd ortograficzny (strona 102). Sama „ekspresja ureaz" jest skrotem myslowym, a wlasciwie 

kalky j?zykow4. Poprawnym okresleniem na produkcj? biaiek w systemic bakteryjnym jest ich 

„nadprodukcja" 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 przejrzystosc 



nalezy bez wytpienia do atutow rozprawy. Szczegolne przydatne w czytaniu pracy sy krotkie 

podsumowania znajdujyce si? na koncu kazdego rozdzialu Wyniki i dyskusja. Pozwalajy one dose 

swobodnie przejsc przez obszemy tekst rozprawy. Niewytpliwie na wyroznienie zasluguje 

multidyscyplinamy charakter pracy pani Katarzyny Macegoniuk. Posluguje si? one swobodnie 

metodami zarowno biologii molekulamej, preparatyki bialka i enzymologii. Mimo, ze Doktorantka 

nie przeprowadzala osobiscie syntezy testowanych zwiyzkow to bardzo swobodnie odnajduje si? w 

ich wlasciwosciach chemicznych i roznicach strukturalnych. Szczegolnie jest to zauwazalne przy 

korelacji roznic wiasciwosci inhibicyjnych poszczegolnych zwiyzkow z ich budowy i 

wlasciwosciami chemicznymi. 

Poza wymieniony wczesniej prosby w stosunku do Doktorantki chcialbym poprosic by 

przedyskutowala podczas obrony pracy doktorskiej nast?puJ4ce kwestie: 

- Pisze Pani we wst?pie, ze ureazy pochodzenia glebowego sy istotne dla rozkladu mocznika 

powstajycego z degradacji katabolicznej biaiek i odgrywajy wazny rol? w obiegu azotu. Z dmgiej 

strony powodujy zbytniy alkalizacj? gleby i koniecznosci stosowania inhibitorow. Moja prosba 

dotyczy przedyskutowania optymalnych warunkow, w ktorych sy one naj bardziej korzystne i 

naj mniej szkodliwe. 

- Badania inhibicji ureaz zostaly przeprowadzone w buforze HEPES bez dodatku substancji 

redukujycych. Jak wiadomo, ureazy posiadajy wolne reszty cysteiny. Czy wedlug Pani dodatek takich 

substancji zmienia aktywnosc bialka a tym samym odpowiedz wzgl?dem poszczegolnych 

inhibitorow? 

- Enzymy otrzymane przez Paniy byly wielokrotnie oczyszczane przez Paniy w buforach 

zawierajqcych EDTA. Czy jego dodatek ma wplyw na spadek aktywnosci enzymu w wyniku 

oddysocjowania jonow metali i czy kontrolowala Pani jego zawartosc metodami analitycznym, 

takimi chocby jak ICP? 

- Dwie ureazy b?d4ce celem Pani pracy byly pozyskiwane jako tzw. natywne bialka i 

wieloetapowy proces oczyszczania jest to calkowicie uzsadaniony. Ureaz z Helciobacter pylori to 

bialko rekombinowane. Dlaczego nie wykorzystala Pani zadnej etykiety („tagu") powinowactwa, 

ktorej uzycie ulatwilo by znacznie proces oczyszczania i mialo wplyw na wydajnosc nadprodukcji? 



Podsumowujyc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. inz. 

Katarzyny Macegoniuk speinia wymogi ustawy o stopniach i tytule naukowym, stanowi oryginalne 

rozwiyzanie naukowe, potwierdzajyce wiedz? teoretyczny Autorki jak i umiej?tnosci prowadzenia 

pracy naukowej. W zwiazku z powyzszym wnosz? do Rady Wydziatu Cliemii Politectiniki 

Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Macegoniuk do dalszych etapow 

post?powania doktorskiego. W zwiyzku z tym, ze rozprawa ma charakter multidyscyplinamy, zostaia 

przygotowana i zrealizowana w wyrozniajycy si? sposob a przede wszystkim z tym, ze spora cz?sc 

wynikow pracy zostaia juz opublikowana wnioskuj? do Rady Wydzialu Chemii P.Wr. o wyroznienie 

ocenianej rozprawy. 

Z wyrazami szacunku 
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