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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Marii Walczewskiej pt:

»Poréwnanie wlasciwosci biologicznych haloamin tauryny, jako potencjalnych lekéw w

schorzeniach zapalnych i infekcyjnych.”

Praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Immunologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, pod kierunkiem prof. dr hab. med. Janusza

Marcinkiewicza.

Do niedawna najbardziej uzyteczng bronig w walce z zakazeniami bakteryjnymi byly
antybiotyki. Obecnie, z powodu nabywania przez drobnoustroje antybiotykoodpornosci, coraz
czgScie] antybiotyki okazuja si¢ nieskuteczne. Co wigcej, znaczna dysproporcja pomiedzy
tempem powstawania 1 rozprzestrzeniania si¢ opornosci bakterii na antybiotyki a
wprowadzaniem nowych lekéw przeciwbakteryjnych sprawia, ze problem ten zaczyna
wymykac si¢ spod kontroli a mozliwosci terapeutyczne zakazen bakteryjnych staja sie coraz
bardziej ograniczone. Raport WHO (,,Antimicrobial resistance: global report on surveillance
2014”) opublikowany w 2014 roku wskazuje, Zze wkraczamy w erg post-antybiotykowa, kiedy
podobnie jak w czasie przed odkryciem antybiotykow, medycyna moze staé si¢ bezradna
nawet wobec banalnych infekcji. Wobec tych zagrozen podejmowane sa rdzne strategie
zmierzajace do zapobiegania antybiotykoodpornosci, poszukuje sie rowniez nowych lekow o
dzialaniu bakteriobdjczym. Wsérdd potencjalnych lekow zastepczych uwage badaczy zwracaja

haloaminy tauryny, chloramina tauryny (TauCl) i bromamina tauryny (TauBr). Wiele



obserwacji wskazuje, ze te endogenne pochodne wolnego aminokwasu tauryny, w stezeniach
fizjologicznych, majq szerokie spektrum dzialan mikrobdjczych, sa stosunkowo bezpieczne
dla komorek 1 tkanek ssakow, a takze wykazuja wlasciwos$ci przeciwzapalne. Z uwagi na te
ostatnie przypuszcza sig, ze niedobor tauryny i/lub jej haloamin moze przyczyniaé¢ si¢ do
konwersji zapalenia z fazy ostrej w przetrwala. Dlatego rozwaza si¢ mozliwo$¢ ich
zastosowania nie tylko w zakazeniach bakteryjnych, ale takze w leczeniu réznych schorzen
zapalnych. Powaznym ograniczeniem terapeutycznego uzycia haloamin tauryny jest
nietrwaltos¢. Ostatnio zsyntezowano ich bardziej stabilne pochodne. Jedna z nich jest trwala
pochodna TauBr — 612Br (N-monobromo-dimetylotauryna), wytworzona przez zespot prof.

Waldemera Gottardiego i prof. Marcusa Nagla z Uniwersytetu w Innsbrucku.

Doktorantka postawila sobie za cel opracowanie charakterystyki tej trwatej pochodnej
TauBr (612Br), pod katem jej potencjalnego zastosowania terapeutycznego. Ze wzgledu na
mozliwo$¢ zmian wlasciwosci biologicznych 612Br w nastepstwie modyfikacji jej budowy
chemicznej, uktadem odniesienia byly klasycznie syntezowane 1 oceniane réwnoczesnie
TauBr 1 TauCl. Cele szczegdtowe badan przeprowadzonych przez doktorantke obejmowaly

porownawczg oceng tychze haloamin tauryny pod wzgledem:

1. Wiasciwosci fizykochemicznych (stabilno$é w zaleznosci od pH, temperatury i czasu
przechowywania, obecnosci H,0,).

2. Dziatania cytotoksycznego na wybrane rodzaje komorek (makrofagi otrzewnowe i
linii J774.A1, lini¢ keratynocytow ludzkich HaCaT).

3. Wiasciwosci immunomodulujacych, w tym: (i) wplyw na produkcje cytokin
(prozapalnych i przeciwzapalnych), prostaglandyn oraz reaktywnych form tlenu
(ROS) przez makrofagi i keratynocyty (jw.); (ii) wplyw na ekspresjg¢ oksygenazy
hemowej 1 (HO-1), cyklooksygenazy 2 (COX-2) i indukowalnej syntazy tlenku azotu

(INOS) w makrofagach 1 keratynocytach.



4. Dzialania bakteriobdjczego na wybrane szczepy mikrobiomu skory (flore stala i

bakterie patogenne — P. acnes, S. aureus, S. epidermidis).

Dotychezasowy brak informacji o wiasciwosciach 612Br w pelni uzasadnia zarébwno glowny
cel badan zaproponowanych w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, jak i ich zakres

okreslony w celach szczegotowych.

Przedstawiona do oceny praca liczy 107 stron tekstu, ma typowy uklad, zawiera 9
rozdzialow (,,Wstep”, ,,Cel pracy”, ,Materialy i metody”, ,,Wyniki”, ,, Dyskusja”, ,,Wnioski”,
»Streszezenie” w jez. polskim i jgz. angielskim oraz wykaz piSmiennictwa — , Literatura™),
poprzedzonych ,,Wykazem stosowanych skrotow”. Zawiera takze liste publikacji doktorantki
(9 prac oryginalnych, 1 pogladowa, 9 doniesien na zjazdy miedzynarodowe i 6 na zjazdy
krajowe) (str. 31-35), Swiadczacych iz temat rozprawy doktorskiej jest logiczna kontynuacja
Jej wieloletnich zainteresowan naukowych tauryna i jej pochodnymi. Wykaz tych prac

dokumentuje rowniez znaczna aktywno$¢ naukowg doktorantki.

* Wstep, liczacy 22 strony, jest przejrzystym przegladem prac naukowych dotyczacych
takich zagadnien jak: (i) synteza i metabolizm tauryny, jej funkcje biologiczne, rola w
odczynie zapalnym i stresie oksydacyjnym; (ii) naturalne pochodne tauryny (TauCl,
TauBr) i ich wlasciwosci przeciwzapalne i mikrobdjcze, (iii) syntetyczne pochodne i
analogi tauryny oraz ich wlasciwosci biologiczne, (iv) proby terapeutycznego
zastosowania tauryny i jej pochodnych. Jest to bardzo dobre wprowadzenie
uzasadniajace cel i zakres badan przeprowadzonych przez doktorantke.

 Cele badawcze sg dobrze uzasadnione, sformutowane logicznie i precyzyjnie.

e Metody badawcze nie budzq zastrzezen. Autorka rozprawy stosowala rézne techniki

laboratoryjne $wiadczace o jej dobrym przygotowaniu i do$wiadczeniu w

prowadzeniu prac badawczych.



Wyniki sa opisane klarownie, w logicznym porzadku, zgodnie z zaplanowanymi
celami szczegdlowymi, przedstawione graficznie w formie 18 rycin i zebrane w 6
tabelach. Na ich podstawie autorka opisuje wlasciwoséci 612Br konkludujac, iz w
porownaniu do klasycznie syntezowanych TauCl i TauBr, ta pochodna tauryny : (i)
wykazuje najwigksza trwalos¢, podobnie jak TauBr w kwasnym pH ulega reakcji
dysproporcjowania w kierunku dwubromoaminy, reaguje tez z H,O,; (ii) wykazuje
nieco mniejsza cytotoksycznos¢ niz TauBr, a jej maksymalne niecytotoksyczne
stezenia zaleza od typu komorek (<300 uM dla makrofagow mysich, <1000 uM dla
keratynocytow ludzkich); (iii) w podobny jak TauBr spos6b hamuje produkcje cytokin
przez aktywowane makrofagi mysie i keratynocyty ludzkie linii HaCaT; (iv) podobnie
jak TauBr indukuje w komorkach ekspresj¢ HO-1, hamuje ekspresjc COX2 i
produkcj¢ PGE; oraz ekspresjg iNOS i produkcje NO, a takze silnie hamuje produkcje
ROS przez aktywowane neutrofile; (v) ma silniejsze niz TauBr wiasciwosci
mikrobojcze w stosunku do bakterii Gram(+) i Gram(-). Zalozenia pracy doktorskiej
zrealizowano w pehni.

Dyskusja jest wyczerpujgca, zawiera omowienie wynikow w zestawieniu z dobrze
dobranym, bogatym piSmiennictwem, liczacym 124 pozycje.

W koncowym wniosku doktorantka wskazuje na potencjalne terapeutyczne
zastosowanie 012Br, stwierdzajac, ze: ,,Trwalos¢ oraz poréwnywalne z TauBr
wilasciwosci przeciwzapalne, silniejsze niz TauBr dziatanie przeciwbakteryjne
powoduja, Ze 612Br moze znalez¢ zastosowanie w dermatologii (stany zapalne skory
o roznym podlozu) i w stomatologii (leczenie standéw zapalnych dziaset —
przyzebica)”.

Streszczenia (w jez. polskim i angielskim) napisane w sposob zwigzly i klarowny

oddaja istotg pracy.



Uwagi krytyczne

Praca jest napisana poprawna polszczyzng, trafiaja sie jednak bledy interpunkcyjne,
literowe i redakcyjne. Niektoére z nich utrudniajg zrozumienie tekstu (np. w
objasnieniach do ryc. 4.15 1 4.18) i odnalezienie wiasciwej pozycji z piSmiennictwa
(np. na str. 19, 22-24). Jedna z cytowanych prac (str. 67 - Schleupner i Glasgow 1978)
jest pominigta w wykazie. Znaczenie niektorych skrotéw (np. TauCl i TauBr) jest
niepotrzebnie wyjasniane kilkakrotnie (np. str. 12, 13, 38, 39), a innych (RZS, str. 15)
pominigte. Wydaje sig, ze konsekwencja potknigé¢ redakcyjnych sa dwa drobne biedy
merytoryczne: (1) zaliczenie monocytow do granulocytéw (str. 13) oraz (ii) P. acnes
do bakterii Gram (-) (str.81), cho¢ w innym miejscu (str. 30) prawidtowo do Gram (+).
Pragng podkresli¢, Ze te drobne uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy —
oceniam ja bardzo wysoko.

Przedstawiona do recenzji praca autorstwa mgr Marii Walczewskiej spelnia
wszelkie wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi (arr. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki z poin. zm.; Dz.U. 2016, poz. 882). W zwigzku z powyiszg
pozytywng oceng, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego 2z wnioskiem o dopuszczenie mgr Marii

Walczewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Warszawa, 12.06.2017 dr hab. n. med. Ewa Kontny,






