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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Macegoniuk 

Poszukiwanie substancji reguluj^cych aktywnosc enzymow bez w^tpienia nalezy do 

jednych z wazniejszych wyzwan swiatowej nauki. Enzymy nalezqce do klasy hydrolaz 

stanowi^ jedn^ z wi^kszych grup wsrod opisanych do tej pory biokatalizatorow. Ureazy -

enzymy katalizujqce rozklad mocznika do amoniaku i dwutlenku w^gla stanowi^ wr^cz 

podr^cznikowy przyklad tej klasy zwi^zkow. Ureaza jest jednym z najpowszechniej 

wyst^pujqcych enzymow hydrolitycznych. Jej obecnosc stwierdzono u wi^kszosci nizszych 

organizmow katalizuj^cych rozpad mocznika. Mimo swej prostoty wspomniana wyzej reakcja 

rozktadu w sposob istotny wplywa na jakosc zycia ludzkiego zarowno w aspekcie globalnym 

poprzez obnizanie efektywnosci nawozenia obszarow rolniczych oraz zwi^kszenie ilosci CO2 i 

toksycznego amoniaku w atmosferze. U cztowieka, wywotany przez mikroorganizmy 

niekontrolowany rozklad mocznika moze si? przyczyniac do nadmiernego wzrostu bakterii 

urolitycznych (min Helicobacter pyroli czy Mirabilis pyogenes) prowadzqcych do 

powstawania depozytow fosforanow wapnia lub magnezu w ukladzie moczowym, owrzodzen 

sluzowki zot^dka czy do uszkodzenia hepatocytow i w konsekwencji do spi^czki wqtrobowej. 

Wszystkie powyzsze fakty potwierdzaj^ potrzeb? kontroli aktywnosci ureolitycznej 

pochodzenia bakteryjnego zarowno w srodowisku naturalnym, jak i w organizmie cztowieka. 

Repertuar kontroli aktywnosci tych enzymow jest bardzo szeroki, lecz niedoskonaly. 

Wi^kszosc zwi^zkow stosowanych do hamowania aktywnosci ureolitycznej stosowanych w 
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terapii powoduje niepoz^dane powazne skutki uboczne przez co uzycie ich jako teraputykow 

jest dyskusyjne. Kolejn^ wad^ szeregu inhibitorow jest ich niska stabiinosc w roztworach 

wodnych. 

Wobec powyzszego poszukiwanie nowych zwi^zkow silnie i selektywnie hamujqcych 

aktywnosc ureolityczn^ stanowi interesuj^cy temat o istotnym znaczeniu utylitarnym. 

Zagadnienie to lezy w obszarze zainteresowah grupy badawczej z Wydziatu Chemicznego 

Politechniki Wroctawskiej, a wsrod jej Hderow nalezy wymienic prof. Pawla Kafarskiego oraz 

Promotora niniejszej rozprawy prof. Lukasza Berlickiego. 

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska liczy 195 stron i ma uklad typowy, 

powszechnie przyj^ty dla tego rodzaju opracowah. Rozprawa sktada si? pi?ciu glownych 

cz?sci: wst?pu zawieraj^cego przegl^d literatury, celu pracy, cz?sci eksperymentalnej, 

prezentacji i dyskusji wynikow, krotkiego podsumowania oraz spisu literatury cytowanej. W 

swej rozprawie Doktorantka umiescita 66 rysunkow oraz 28 tablic, a spis cytowanej przez mgr 

Macegoniuk literatury zawiera 309 odnosnikow w wi?kszosci z ostatniego dziesi?ciolecia. 

Wst?p pracy ktory stanowi przegl^d literatury to zwi?zle 46 stronicowe opracowanie 

wprowadzaj^ce czytaj^cego w zagadnienia enzymow ureolitycznych; ich budowy 

przestrzennej, regulacji ekspresji, znaczenie i wyst?powanie tych biokatalizatorow. W 

kolejnym istotnym podrozdziale Autorka charakteryzuje inhibitory ureaz z uwzgl?dnieniem ich 

budowy i mechanizmu oddziatywania z enzymem. Rozdzial ten stanowi bardzo dobre 

wprowadzenie do badan wtasnych mgr Macegoniuk, a jedyna uwaga krytyczna dotyczy zbyt 

cz?stego uzywania terminu ,,aktywnosc inhibicyjna", ktore pod koniec opracowania przyjmuje 

postac „aktywnosci inhibitorowej". W przyszlosci proponowatbym zamiennie uzycie 

terminow: siiy hamowania, zdolnosci hamowania aktywnosci itp. Termin „inhibicja" str 36 

wiersz 6 od gory proponowatby wymienic na „hamowanie". Ponadto w catej rozprawie Autorka 

konsekwentnie stosuje symbol kropki zamiast przecinka jako symbol dziesi?tnych cz?sci liczby 

catkowitej. Zapis ten typowy dla krajow anglosaskich, uwazam za nieprawidlowy. 

Cele pracy sformulowane zwi?zle lecz jasno, zawieraj^ nast?puj^ce po sobie etapy 

realizacji badan: ekspresji ureaz bakteryjnych oraz ich oczyszczanie, analiz? zdolnosci 

hamowania aktywnosci ureolitycznej wybranych enzymow przez szereg strukturalnie 

zroznicowanych zwi^kow chemicznych. Ostatnim celem pracy byty proby krystalizacji 

wybranych ureaz z wyselekcjowanymi w poprzednim etapie inhibitorami. 
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Rozdzialy zatytutowane Materiaty i metody oraz kolejny Wyniki i dyskusja stanowi^ 

cz?sci rozprawy ktore przeczytalem z prawdziw^ przyjemnosciq. W pierwszej rozdziale 

Autorka na blisko 40 stronach tekstu, opisata warsztat naukowy jakim si? poslugiwala podczas 

realizacji zadan badawczych. Jest to opracowanie intersujqce, gdyz techniki tu zawarte 

stanowi^ ciekawy zbior badacza eksperymentatora z pogranicza chemii, enzymologii i biologii. 

Tego typu prace interdyscyplinarne uwazam za wartosciowe i godne nasladowania. Z 

obowi^ku recenzenta musz? jednak wymienic kilka niescislosci, ktore jak rozumiem maj^ 

swoje zrodlo w zargonie laboratoryjnym. Strona 71 wiersz 15 od gory zawiera sformutowanie 

cytuje „....bufor glicynowy (1 -krotnie s t ? z o n y ) P r o s i t b y m Doktorantk? o podanie definicji 

,,1-krotnie st?zonego roztworu". Dwie strony wczesniej termin „mostki disiarczkowe" 

wewn^trz struktury biatka... uwazam za bt^d merytoryczny. Wyzej wymienione usterki w 

zaden sposob nie wptywajq na majq ocen? tej cz?sci pracy, a stanowi^ jedynie dowod na to, ze 

opracowanie pisat omylny cztowiek, a nie maszyna. 

Nalezy podkreslic ze Doktorantka w ramach prowadzonych badan okreslita sil? 

hamowania wybranych ureaz dla wedtug obliczeh recenzenta 107 zwi^kow, o skrajnie roznej 

budowie chemicznej i jak udowodnita Autorka niniejszej rozprawy roznym mechanizmie 

oddziatywania z enzymem. Nie jest rolq recenzenta streszczenie prowadzonych badan, lecz ich 

ocena, a ta nie moze bye inna niz wysoka. Ekspresja trzech enzymow ureolitycznych z roznych 

szczepow bakteryjnych, a nast?pnie ich oczyszczania nie nalezq do zadah trywialnych. 

Zaproponowany schemat oczyszczania ogolnie nalezy uznac za prawidlowy ale czy 

zastosowanie dwukrotnej sekwencji chromatografii jonowymiennej (kationitu) i kolejno 

wykluczenia masowego nie jest etapem zb?dnym? Interpretacja rysunku 39 jest 

niejednoznaczna i o ile zanieczyszczenia obecne we frakcjach S300 dla kazdego z 

oczyszczanych preparatow nie wykazywaty aktywnosci enzymatycznej ten etap mozna by 

uznac za kohcowy. Kolejne pytanie dotyczy pr^kow widocznych w obrazie 

elektroforetycznym obecnych w preparatach B) PMU oraz C) HPU migruj^cych na poziomie 

ponizej 30 kDa. Czy interpretacja wskazuj^ca, ze jest to sygnat podjednostki beta nalezy uznac 

za sluszn^? Ajesli tak to dlaczego brak tego sygnalu w systemic A? Nie jest to uwaga krytyczna 

lecz raczej przyczynek do dyskusji naukowej. 

Nie mam zastrzezen do metod oceny sity hamowania okreslonych ureaz przez zbior 

ponad 100 roznorodnych chemicznie zwi^zkow. Tak szerokie i kompleksowe badania 

doprowadzity do wyselekcjonowania kliku zwi^zkow o stalej hamowania nizszej niz 

wykazywaly dot^d opisane cz^steczki. Doskonalym przykiadem jest pochodna kwasu 
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bis(aminometylo)fosfinowego modyfikowana podstawnikiem alifatycznym o szesciu grupach 

metylenowych. Wartosci statych hamowania wyznaczone dla tego zwi^zku wobec kazdej z 

badanych ureaz ponad stukrotnie nizsze niz te otrzymane dla zwiqzku wyjsciowego. Bez 

w^tpienia wynik ten nalezy uznac za sukces badawczy autorki rozprawy. Tym bardziej, ze 

poszerzone badania fizykochemiczne oraz biologiczne przeprowadzone na hodowli bakteryjnej 

potwierdzaj^ istotny potencjal terapeutyczny tej pochodnej. 

Kolejny ciekawy grupq potencjalnych inhibitorow b?d^c^ przedmiotem badan 

Doktorantki w wysokim stopniu obnizaj^cq aktywnosc ureolityczn^ stanowi^ zwi^zki b^d^ce 

pochodnymi ebselenu. Wsrod przetestowanych pochodnych struktury wyjsciowej mgr inz. 

Katarzyna Macegoniuk byla w stanie wskazac kilka o podobnej wartosci statej hamowania i 

silnym efekcie bojczym w stosunku do komorek bakteryjnych ze stat^ ekspresjq ureazy HPU. 

Lista klas zwi^zkow poddanych badaniom przez mgr inz. Macegoniuk nie ogranicza si? 

do wyzej wymienionych lecz obejmuje takze proste zwi^zki organiczne b?d^ce akceptorami 

Micheala, octany Morita-Baylis-Hillmana czy metale ci?zkie. Dla kazdej z tych grup 

Doktorantka przeprowadzita szczegotow^ analiz? odziatywah enzym - inhibitor, 

zaproponowala i mechanizm oddziatywan. 

Prowadzone przez siebie badania Autorka rozprawy postanowita zwienczyc 

uzyskaniem struktury krystalicznej kompleksu enzymu wraz z inhibitorem Niestety mimo 

pocz^tkowych sukcesow jakimi bylo uzyskanie krysztatow ureazy HPU oraz SPU i proby 

otrzymania tychze dla kompleksu enzym inhibitor, prace te nie przyniosty poz^danych 

rezultatow. W opinii recenzenta w tym obszarze badan duz^ rol? odgrywa przypadek, a 

prawdopodobiehstwo sukcesu rosnie wraz z tysi^ckrotnym powtorzeniem procesu krystalizacji 

w subtelnie odmiennych warunkach. W dedykowanych tym zagadnieniom osrodkom na 

powstanie wtasciwych „dobrze rozpraszaj^ce" krysztatow badacze potrafi^ czekac ponad rok. 

Powtorz? raz jeszcze ze uwagi krytyczne przedstawione powyzej w zaden sposob nie 

umniejszaj^ mojej wysokiej oceny rozprawy mgr inz. Katarzyny Macegoniuk, lecz chciatbym 

zeby stymulowaty Doktorantk? do daiszych wysilkow w prowadzonych badaniach. 

Podsumowuj^c, moje pierwsze wrazenie po lekturze rozprawy to niezwykle szeroki 

zakres prowadzonych przez Doktorantk? prac o charakterze interdyscyplinarnym. Badania 

zostaty zaplanowane i przeprowadzone prawidtowo. Bez zastrzezen Autorka rozprawy 

analizuje i interpretuje dane eksperymentalne. Udowadniatym samym, ze posiada kwalifikacje 
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pozwalajqce na samodzielne prowadzenie pracy naukowej. Potwierdza to dodatkowo dorobek 

naukowy Doktorantki, ktory wedlug bazy Web of Science obejmuje cztery pozycje z listy JCR. 

Stwierdzam z calym przekonaniem, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. 

Katarzyny Macegoniuk spetnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom 

doktorskim i stawiam wniosek o jej przyj?cie i dopuszczenie Kandydatki do daiszych etapow 

przewodu doktorskiego. 

Gdansk 11 wrzesnia 2015 f 
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