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W dzisiejszych czasach, gdy postep nauk jest tak ogromny, wydawaé by sie mogto, iz
wynalezienie skutecznych lekéw przeciwbakteryjnych, czy tez przeciwnowotworowych to
tylko kwestia czasu. Niestety nic bardziej mylnego. Cztowiek doskonali narzedzia, ale
mikroorganizmy i komérki nowotworowe réwniez; i jak dotad cztowiek przegrywa. Zaréwno
bakterie, jak i komdrki nowotworowe wytworzyty mechanizmy opornosci, dzieki ktérym
skutecznie bronig sie przed lekami. Jednym z takich mechanizméw, wspolnych dla bakterii i
komodrek nowotworowych, jest usuwanie lekéw z komérki za pomocy biatkowych pomp
wyrzutu lekéw ,efflux pumps”. Nalezg one do réinych rodzin biatek transportujacych.
Posiadaja zdolno$¢ usuwania z wnetrza komérek praktycznie wszystkich substancji obcych,
czyli lekdw, rozpuszczalnikéw organicznych, detergentéw. Logicznym zatem jest
poszukiwanie zwigzkéw chemicznych hamujgcych aktywnosé tychze biatek. Jest to jedna z
najnowszych strategii poszukiwania efektywnych lekéw zaréwno
przeciwdrobnoustrojowych, jak i przeciwnowotworowych. Badania tego typu s3
przedmiotem intensywnych prac prowadzonych w Katedrze Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych UJ CM.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje sig w ten nurt badawczy.
Opracowana jest w sposdb klasyczny. Zawiera wstep, zatozenia i cel pracy, opis stosowanych

metod i materiatéw, oméwienie wynikéw oraz dyskusje. Do pracy dotaczono artykuty



zawierajace wyniki czesci badan prezentowanych w rozprawie doktorskiej o facznym IF
10.955.

W czesci wprowadzajacej autorka przedstawia przeglad literatury na temat mechanizmoéw
opornosci drobnoustrojéw na antybiotyki oraz opornosci komérek nowotworowych na leki
cytostatyczne. W sposob szczegdlny skupia sie na mechanizmie usuwania lekéw z komérki za
pomocg pomp wyrzutu lekdw. Ta cze$¢ pracy w sposéb wyczerpujacy uzasadnia trafnosé
podjetej tematyki badawczej. Oparta jest na 130 pozycjach literaturowych, w 95% z
biezacego wieku. Swiadczy to dobitnie o aktualnosci prezentowanej tematyki badawcze;j.
Jako gtéwne cele pracy mgr Anny Matys mozna wskazac:

1. Okredlenie aktywnosci przeciwbakteryjnej czterech grup pochodnych hydantoiny,
zsyntetyzowanych w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych U)J
CM oraz zbadanie ich wptywu na dziatanie wybranych antybiotykéw.

2. Oznaczenie zdolnosci wybranych grup pochodnych hydantoiny do hamowania pompy
wyrzutu lekéw, glikoproteiny P w mysich komérkach chtoniaka transfekowanych
ludzkim genem dla P-pg.

Do badan mikrobiologicznych uzyto szczepy bakterii gram dodatnich — gronkowca ztocistego
(jeden szczep kliniczny, oporny na oksacyling HEMSA 5 oraz szczep referencyjny S. aureus
ATCC 25923) oraz gram ujemnych - pateczki okreinicy (izolat kliniczny, oporny na
ciprofloksacyne HEMEC 10 oraz szczep referencyjny E. coli ATCC 25922). Wyznaczono
wartosci MIC dla badanych pochodnych oraz dla mieszanin zwigzkéw z antybiotykami
okreslajgc w ten sposdb wptyw substancji na aktywnosé antybiotykéw. Wéréd hydantoin w
stosunku do HEMSA 5 najaktywniejsze okazaty sie chlorowodorki: (Z)-5-(naftalen-2-
ylometyleno)-2-piperazyn-1-ylo)-3H-imidazol-4(5H)-onu oraz (2)-5-(antracen-9-
ylometyleno)-2-piperazyn-1-ylo)-3H-imidazol-4(5H)-onu. Zaréwno z oksacyling, jak i
kloksacyling obserwowano bardzo znaczny wzrost aktywnosci (odpowiednio 128- i 64-krotny
oraz 256 i 8-krotny). W zwigzku z faktem, iz zwiazki powodowaty wzrost aktywnosci tylko
antybiotykéw B-laktamowych, postawiono stuszng hipoteze o zaangazowaniu biatek
odpowiedzialnych za opornos¢ w stosunku do B-laktaméw w mechanizm dziatania. Zatozenie
zweryfikowano wykonujac dokowanie aktywnych zwigzkéw, antybiotykdw oksacyliny i
kloksacyliny oraz - celem poréwnania - nieaktywnego (Z)-5-(fenantren-9-ylometyleno)-2-
piperazyn-1-ylo)-3H-imidazol-4(5H)-onu zaréwno do MecR1 (Methicillin resistance mecR1

protein), jak i PBP2a (penicillin binding protein 2a). Na podstawie uzyskanych wynikéw



stwierdzono, iz badane zwigzki silniej oddziatuja z miejscem wigzacym biatka MecR1 niz
PBP2a. Badania w kierunku patogen6éw bakteryjnych Doktorantka uzupetnita okreslajac
toksyczno$¢ dla czterech najaktywniejszych pochodnych zaréwno in silico, jak i in vitro. Dwie
sposréd badanych pochodnych nie wptywato znaczaco na zywotnosé komérek linii HEK-293.
Uzyskane wyniki z tej czesci pracy sa bardziej niz zadowalajace. Stanowig doskonatg
podstawe do dalszych badan.

Drugi  kierunek zainteresowarh Pani mgr Anny Matys dotyczy  aktywnosci
przeciwnowotworowej pochodnych hydantoiny. Do badari uzyto mysie komérki chtoniaka
transfekowane [udzkim genem P-pg. Za pomoca testu akumulacji bromku etydyny
sprawdzono zdolnos¢ do hamowania pompy wrzutu lekéw, glikoproteiny P przez 4
wyselekcjonowane grupy pochodnych otrzymanych wczesniej w Katedrze Technologii i
Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM. W przypadku badan mikrobiologicznych,
Doktorantka wyczerpujaco wyjasnita dobér zwigzkéw do badan, natomiast w przypadku
badar na linii nowotworowej, brak jest wyjasnienia skad pomyst na czwartg grupe?

Na podstawie uzyskanych wynikéw mgr Matys wyselekcjonowata pochodne z ugrupowaniem
fenylopiperazynowym jako najbardziej aktywne pochodne sposréd badanych hydantoin.
Rozprawe doktorska wiericzy rozdziat traktujacy o zaleznosciach struktury od aktywnosci.
Jest to zwiezta, rzeczowa dyskusja pozwalajgca oceni¢ Recenzentowi zaréwno umiejetnosé
interpretacji otrzymanych wynikéw, jak i ich znaczenie. Musze przyznaé, iz rozdziat ten
dowodzi wiedzy i opanowania tematu przez Autorke.

Reasumujac, zamierzeniem pracy badawczej mgr Anny Matys byto okreélenie w jakim
stopniu zwigzki syntetyzowane w Katedrze Technologii i Biotechnologii $rodkéw Leczniczych
UJ CM mogg stac sig lekami, dziatajgcymi poprzez hamowanie pomy wyrzutu lekdw. W mojej
opinii cel zostat osiggniety. Doktorantka wykazata, iz potaczenie pochodnej hydantoiny ze
stosowanym antybiotykiem daje ogromne (256razy!) zwiekszenie jego sity dziatania, a co za
tym idzie mozliwo$¢ zmniejszenia dawki leku czy wyzszg efektywnosé. Wskazata réowniez na
mozliwy mechanizm inhibicji, poprzez wiazanie z biatkiem MecR1.

Z drugiej strony wskazata na wazne elementy struktury pochodnych hydantoiny,
warunkujgce aktywnosé hamujacg w stosunku do pompy wyrzutu lekéw, wielolekoopornej

proteiny 1 (P-gp).



Chciatabym w tym miejscu zwrdci¢ uwage na warto$¢ praktyczng uzyskanych wynikow.
Stworzona praca pozwoli na racjonalne kontynuowanie badan w kierunku syntezy nowych
pochodnych hydantoiny o ukierunkowanej aktywnosci biologicznej.

Na koniec uwaga krytyczna. Jako recenzentowi zabraktlo mi wskazania, ktére badania
Doktorantka wykonywata osobiscie, wobec tego nie da sie stwierdzi¢ jaki byt jej wktad w
powstanie przedstawionej do oceny pracy.

W rozprawie znalazty sie drobne btedy redakcyjne:

str.4: figura przedstawiona na tej stronie powinna mie¢ numer 2 i konsekwentnie wszystkie
kolejne powinny by¢ zmienione.

str. 12: autorka pisze o pochodnych piperydyny, nie wskazujgc przy tym zadnej z nich

str. 15: w ostatnim zdaniu odniesienie jest do nieprawidtowe;j figury

str. 28: dwa razy powtdrzone jest praktycznie to samo zdanie, tyle tylko, ze jedno jest z
btedem.

str. 81: pomylony jest szczep bakterii; zamiast S. aureus napisane jest E. coli.

W mojej opinii umieszczenie wzoréw i nazw zwigzkéw w oddzielnych Tabelach jest
niepotrzebne.

Powyzsze usterki nie wptywaja jednak na mojg wysoka oceng pracy.

Podsumowujac, rozprawe doktorska oceniam wysoko, zaréwno z uwagi na aktualno$é
tematyki badawczej, jak i wartos¢ praktyczng uzyskanych wynikow.

Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Anny Matys do
dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz nadanie jej tytutu doktora nauk

farmaceutycznych.
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