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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Wojciecha Tabora
pt. ..Inhibicja aktywnosci ureaz o zr6znicowanym pochodzeniu mikrobiologicznym™,

w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne

Rozprawe doktorska wykonano w Katedrze Chemii Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem promotora prof. dr. hab. inz. Artura Muchy oraz
promotora pomocniczego dr Agnieszki Grabowieckie;j.

Recenzje rozprawy doktorskiej wykonano w odpowiedzi na pismo nr 234/RDND10/2023 z
dnia 21 czerwca 2023 przestane przez Przewodniczacego Rady Dyscypliny Naukowej ,.Nauki
Chemiczne” dr. hab. inz. Roberta Goére, prof. uczelni, informujace o powotaniu mnie w dniu 14
czerwca 2023 na recenzentke rozprawy doktorskiej mgr. inz. Wojciecha Tabora.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma posta¢ monografii liczacej 181 stron, facznie
z podsumowaniem, literatura, streszczeniem i abstraktem. W pracy dolaczono réwniez informacje o
dorobku naukowym Autora. Monografia to bardzo wymagajaca forma prezentowania pracy naukowej,
ktéra wymusza konieczno$¢ panowania nad catoscia tekstu przez jedng osobe. Ale niewatpliwa zaleta
tej formy prezentacji jest mozliwo$¢ poznania indywidualnego spojrzenia Autora na swoje badania i
uzyskanie z nich wyniki. Pan mgr inz. Wojciech Tabor, majac wsparcie w swoim Promotorze oraz
Promotorze pomocniczym, perfekcyjnie sprostal podjetemu zadaniu. Doktorant mial réwniez
wyjatkowa sytuacje, bo wykonywatl swoje badania w ramach grantu NCN OPUSI16 pt. ,.Inhibitory
ureazy o podwojnym mechanizmie dziatania i ich aktywnos¢ przeciwirulentna wzgledem Helicobacter

pylori i Cryptococcus neoformans™ (2018/31/B/NZ6/02017), ktérego byt stypendysta. Warto
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podkresli¢, iz mgr inz. Wojciech Tabor posiada bardzo dobry dorobek naukowy, biorac pod uwage
Jego obecny etap kariery naukowe;j, jest bowiem wspétautorem 4 publikacji w czasopismach: J. Med.
Chem. (2021, 2023), Phosphorus Sulfur Silicon Relat. Elem. (2022) i Eur. J. Med. Chem. (2023) oraz

dziesigciu prezentacji na konferencjach naukowych.

Problem badawczy

Temat rozprawy doktorskiej mgr. inz. Wojciecha Tabora jest $cile zwigzany z tytutem
projektu OPUS16, ktérego promotor prof. dr hab. inz. Artur Mucha byt kierownikiem. Tematyka
badawcza podjeta przez Doktoranta jest bardzo wazna i wciaz aktualna, ze wzgledu na rosnacy
problem wielolekoopornosci mikroorganizméw patogennych. Problem ten wynika m.in. z narastajacej
opornosci antybiotykowej patogenéw spowodowanej stosowaniem zbyt duzych stgzen antybiotykéw
lub ich nieodpowiednim rodzajem, jak réwniez niekontrolowanym dostgpem do antybiotykéw i
niewystarczajacej $wiadomosci spotecznej, szczegélnie w krajach rozwijajacych sie. Opracowania
naukowe z 2019 r. wskazuja, ze wsérod infekcji wywotanych przez szczepy bakteryjne oporne na
dostepne obecnie antybiotyki najczesciej doprowadzajace do $mierci pacjenta, znajduja si¢ zakazenia
ukladu moczowego, ktére zajmuja w tej statystyce miejsce wyzsze od gruzlicy. Do istotnych
patogenéw odpowiedzialnych za infekcje ukladu moczowego nalezy m.in. ureolityczny gatunek
bakterii Proteus mirabilis, dla ktérego wykazano opornos¢ nawet na kilka klas antybiotykéw
jednoczesnie. Z tych powod6éw istnieje potrzeba intensywnego poszukiwania nowych strategii
zwalczania patogenéw wielolekoopornych i opracowania produkcji nowych terapeutykow
skutecznych w eliminacji tych mikroorganizméw. Stad tematyka badawcza podjgta przez Doktorantka
i zesp6t Profesora Artura Muchy idealnie wpisuje si¢ w aktualne potrzeby terapeutyczne majace na
celu poszukiwanie nowych lekéw przeciw bakteriom ureolitycznym, stanowigcym istotne zagrozenie

dla ludzi.

Ocena formalna rozprawy

Oceniana praca spetnia wymogi formalne. Tytut pracy odpowiada tresciom w niej zawartym, a
opisywane w pracy zagadnienia dotycza aktualnych trendéw w zakresie poszukiwania nowych lekow
o dziataniu przeciwbakteryjnym. Autor rozprawy uzyskal wiele waznych i nowatorskich wynikéw w
tej tematyce badawczej, ktore posiadaja istotny walor poznawczy, ale takze bardzo duzy potencjal
aplikacyjny. Ogétem dysertacja (181 stron) jest podzielona na dziewigé rozdziatéw i zawiera 20 tabel
oraz 34 rysunki. Struktura przedstawionej mi do oceny pracy odbiega nieco od klasycznego ukladu z
powodu braku dwoch rozdziatéw ,,Wnioski” i ,,Dyskusja”, ktore standardowo zawieraja wnioski oraz

dyskusje uzyskanych wynikéw na tle aktualnej wiedzy naukowej w tym zakresie. W mojej opinii
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rozdzialy takie powinny znalez¢ si¢ w takim opracowaniu naukowym. Pie¢ rozdziatéw dysertacji ma

charakter merytoryczny (Studia literaturowe, Cel pracy, Materialy i metody, Badania wtasne,

Podsumowanie) a cztery rozdzialy charakter pomocniczy (Streszczenie, Abstrakt, Literatura, Dorobek

naukowy Autora). Dodatkowy podziat tych rozdziatéw na wiele podrozdziatéw sprawia, ze praca jest

przejrzysta i czytelna. Co nalezy podkresli¢, praca zostata przygotowana w sposéb bardzo staranny,

zardwno pod wzgledem merytorycznym, jak tez graficznym oraz napisana bardzo dobrym jezykiem, z

prawidlowym zastosowaniem terminéw naukowych, dzigki czemu czytalo sie¢ ja z ogromng

przyjemnoscia.

W pracy rozdziat ,,Studia literaturowe™ (38 stron) jest bardzo bogatym przegladem literatury
obejmujgcym aktualne zagadnienia dotyczace opornosci antybiotykowej i czynnikéw wirulencji
mikroorganizméw patogennych, w tym bakteryjnych ureaz, jak tez opis gléwnych mechanizméw
dziatania réznego typu inhibitorow tych enzyméw. Rozdzial zostal napisany bardzo szczegétowo,
precyzyjnie i wzbogacony o wzory strukturalne opisywanych zwiazkéw. Tres¢ tego rozdziatu zawiera
wiele szczegdtowych danych, ktére sa bardzo dobrym wprowadzeniem do tematyki badawczej
Doktoranta. W zrodtach literaturowych jest obecnie niewiele informacji dotyczacych mechanizmow
funkcjonowania ureazy Cryptococcus neoformans oraz systemow kontroli aktywnosci tego enzymu.
C. neoformans jest gatunkiem grzyba bedacym oportunistycznym patogenem wywotujacym infekcje
drég oddechowych, ktéra moze doprowadzi¢ do $mierci pacjentéw o obnizonej odpornosci. Z tych
powodéw, Doktorant podjat si¢ ambitnego zadania szczegdtowego scharakteryzowania tego enzymu
oraz jego funkcjonowania.

Celem rozprawy doktorskiej byto poszukiwanie nowych struktur chemicznych wykazujacych
aktywno$¢ inhibitorowa wobec ureaz pochodzenia mikrobiologicznego. Rozdziat ,,Cel pracy” zostat
jasno i precyzyjnie sformutowany. Cel ten osiagnigto w pelni, realizujac nastgpujace zadania
badawcze:

(i) pozyskanie preparatow ureaz z dwoch mikroorganizméw S. pasteurii i C. neoformans o
wysokim stopniu czystosci;

(ii) zbadanie kilkunastu grup zwigzkéw pod katem ich aktywnosci jako inhibitoréw ureolizy
(badania te prowadzono na oczyszczonych preparatach biatkowych oraz catych komérkach
mikroorganizméw);

(iii)  badanie zdolno$ci najbardziej obiecujacych terapeutycznie zwigzkéw (tj. pochodnych
ebselenu) do inhibicji systemu reduktazy tioredoksyny i posredniego generowania stresu
oksydacyjnego w komoérkach mikroorganizméw;

(iv)  okre$lenie zdolnosci wybranych zwigzkéw o potwierdzonym dziafaniu inhibitorowym

ureolizy do zahamowania wzrostu bakteryjnego biofilmu.




¢ iumcs

W rozdziale ,Materialy i metody” Doktorant w sposéb bardzo doktadny i wyczerpujacy opisat
zastosowany material biologiczny oraz wykorzystane metody i techniki badawcze (29 stron). Na
podkreslenie zastuguje bogaty warsztat metodyczny Doktoranta oraz ogromna liczb zwiazkéw, ktore
zostaly poddane analizom.

Podobnie rozdzial ,Badania wlasne” zostal przygotowany przez Doktoranta bardzo
szczegbtowo (82 strony), a uzyskane wyniki opisano dokfadnie i drobiazgowo w dwéch obszernych
rozdziatach, ktére zawieraly liczne podrozdzialy. Rozdzial pierwszy zawiera wyniki dotyczace
pozyskiwania i charakterystyki wtasnosci ureaz pochodzenia mikrobiologicznego. W tej czesci pracy
Doktorant okreslit optymalne warunki hodowli bakterii ureolitycznych, jak tez indukcji procesu
ureolizy oraz izolacji i oczyszczenia ureaz. Wykazano, ze minimalne podioze Christensena jest
optymalne do hodowli szczepu C. neoformans IHEM3969 oraz potwierdzono negatywny wpltyw
obecnos$ci dodatkowego zrédta azotu (tj. peptonu w ilosci 1g/L) i tatwo przyswajalnego Zrodta wegla
(glukozy w stezeniu 0,1%) na intensywno$¢ ureolizy. Ponadto wykazano, ze glukoza eliminuje
aktywnos¢ ureolityczna komoérek grzybowych (24-godz. hodowla), a dodatek mocznika w wyzszych
stezeniach (2%) znaczaco obniza szybko$¢ wzrostu komoérek i ich zywotno$¢ (o 40-45%). Z tych
powodoéw opracowano skuteczng strategi¢ dwuetapowej hodowli, opierajaca si¢ na (i) szybkim
namnazaniu biomasy drozdzy i (ii) indukcji ureolizy przez dodanie mocznika (1%) i jonéw Ni** (0,1
mM), ktérych wigzanie koordynacyjne z centrum aktywnym enzymu jest bardzo istotne dla
aktywnosci tego biokatalizatora. Doktorant uzyskat oczyszczona ureaze wyizolowang z komérek C.
neoformans THEM3969 oraz okreslit wlasnosci i parametry kinetyczne tego enzymu (Vmax = 0,0193
mM/min, stalg Michaelisa =9,57 mM, optymalna temperaturg¢ 55°C) (Rys. 21-22). Aby zredukowa¢
intensywno$¢ parowania skfadnikow mieszanin reakcyjnych, zastosowano w testach enzymatycznych
30°C (co odpowiadato ~50% maksymalnej aktywnos$ci enzymu w temp. 55°C). Wyniki uzyskane z tej
czedci badan uwazam za bardzo wazne i niezbgdne jako wprowadzenie do dalszych analiz. W mojej
opinii, warto byloby wykonaé¢ jeszcze analizg SDS-PAGE, w celu wizualizacji stopnia czysto$ci
uzyskanych preparatow biatkowych oraz okreslenia masy czasteczkowej badanej ureazy. Innym
zagadnieniem wartym przeprowadzenia doktadniejszej analizy byloby okreslenie wpltywu szerokiego
zakresu stezen mocznika na zywotno$¢ komorek C. neoformans IHEM3969. W zwiazku z tym, mam
pytanie do Doktoranta czy zastosowane stgzenie 1% mocznika nie bylo zbyt wysokie w kontekscie
wplywu tego zwigzku na zywotnos$¢ komorek tego szczepu i jak to moglo wplyna¢ na intensywnos¢
ureolizy okreslanej w hodowli catych komoérek?

W drugim rozdziale ,,Badania wlasne” mgr inz. W. Tabor opisal uzyskane wyniki dotyczace
nowych zwigzkéw i ich pochodnych jako inhibitorow aktywno$ci ureaz pochodzenia

mikrobiologicznego. Doktorant wykonat bardzo duza liczbg analiz i oznaczen biochemicznych wielu
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zwiazkow nalezacych do roznych grup: analogéw substratu — zwigzkéw zawierajacych fragment
strukturalny tiomocznika (kilkadziesigt zwiazkéw nalezacych do 4 podgrup: tiosemikarbazonéw,
tiokarbohydrazonéw, tiazolilowych pochodnych tiomocznika, pochodnych dipirydynowych),
zwigzkow fosfinianowych i fosfonianowych, zwiazkéw selenoorganicznych i flawonoidowych.
Doceni¢ nalezy ogrom pracy wiozony przez Doktoranta w tej czesci badan. Aktywno$¢ inhibitorowa
analogéw substratu sprawdzono wykorzystujac oczyszczona ureaz¢ z komoérek S. pasteurii CCM
2056. Wykazano ze sposrod 32 badanych zwiazkéw, znaczaca wigkszos¢ jest skutecznymi
inhibitorami ureaz i sa one inhibitorami szybkowiazacymi (K; ponizej 100 uM) (tabela 1). Sposréd
nich, struktury oznaczone jako TA2 i TAS, okazaly si¢ najskuteczniejszymi inhibitorami (K;ta2=0,998
i Kit45=0,391 uM). Natomiast, TB3 okazat si¢ najskuteczniejszym zwiazkiem w grupie pochodnych
tiokarbohydrazonowych (Ki=2,237 puM), a TC4 wsrdéd tiazolilowych pochodnych tiomocznika,
zawierajacych dodatkowy pierscien aromatyczny (Ki=2,759 pM). Podobna skuteczno$¢ wykazywat
zwigzek TD4 nalezacy do czwartej podgrupy badanych analogéw substratu (pochodnych
dipirydynowych) (K;=5,551).

Nastepnie Doktorant podjat sie uzasadnionego w mojej ocenie sprawdzenia efektywnosci
dziatania tych zwigzkéw na catych komoérkach mikroorganizméw Gram-dodatnich i Gram-ujemnych,
w celu okre$lenia zdolnosci ich przenikania przez ostony komérkowe. Badania te zostaly powtérzone
na szczepach S. pasteurii CCM 2056 i P. mirabilis PCM 543 (tabela 1). W tym eksperymencie
Doktorant zaobserwowal, ze rodzaj podstawnikéw istotnie wptywa na efektywnos¢ inhibicji ureolizy i
efekt ten jest niezalezny od rodzaju oston komoérkowych mikroorganizméw. Wykazano, ze
wprowadzenie grupy metoksylowej prowadzito do znaczacego obnizenia aktywnosci inhibitorowe;j
zwiazkéw, za$ dodanie grupy hydroksylowej do pierscienia aromatycznego zwigkszato hamowanie
aktywnosci ureolitycznej. Rowniez w przypadku zastosowania catych komérek, najbardziej
skutecznymi inhibitorami byly pochodne tiosemikarbazonéw: struktura wyjsciowa pozbawiona
dodatkowych modyfikacji (TA1), pochodna para-metylofenylowa (TA20 i pochodna dimetoksylowa
(TA4). W mojej ocenie, wyniki te sa bardzo wartosciowe i o duzym potencjale aplikacyjnym, gdyz
zwiazki te, charakteryzujac si¢ wysoka polarnoscia, sztywnoscia i strukturg planarng, moga
efektywnie przenika¢ do komorki przez blony komérkowe, co nadaje im duza skutecznos¢ dziatania w
niskich zastosowanych stezeniach. Warto byloby to jednak potwierdzi¢ w sposéb bezposredni,
stosujac np. wyznakowane inhibitory i ustali¢ ich stezenie wewnatrzkomérkowe.

W dalszej cze$ci pracy Doktorant sukcesywnie poddat analizie kolejng grupe zwigzkow jako
potencjalnych inhibitoprow ureaz, tj. zwiazki fosfonowe oparte na strukturze kwasu cynamonowego.
Sposréd tych zwiazkéw jedynie C1 okazal si¢ efektywnym inhibitorem ureazy S. pasteurii CCM
2056, dziatajacym wedlug modelu kompetycyjnego (tabela 2). W przypadku fosfonowych i

i
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fosfinowych pochodnych katecholu obliczono dwa parametry dla tych zwiazkéw, w celu okreslenia
ich aktywnosci inhibicyjnej (wartos¢ K stalej dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor, ktéra daje
informacje o specyficznosci wigzania oraz warto$¢ kinac/Ki statej szybkosci inaktywacji enzymu przez
badany zwigzek, ktora okres$la aktywno$¢ inhibitora). KA3 okazat si¢ niezwykle skutecznym
inhibitorem ureazy sposrod tej grupy zwiazkéw, o mechanizmie dziatania nieodwracalnej inhibicji
poprzez kowalencyjne zwiazanie kluczowej reszty cysteiny Cys322 (Kinac/Ki=10420 s'™™). Ten
zwiazek okazat si¢ wysoce skuteczny, zar6wno w przypadku oczyszczonej ureazy S. pasteurii, jak tez
wobec catych komorek bakterii P. mirabilis. Doswiadczenia z zastosowaniem czynnika protekcyjnego
w postaci ditiotreitolu (DTT) potwierdzity znaczenie wiazania grupy tiolowej cysteiny przez strukture
katecholu w mechanizmie inhibicji (tabela 4). Finalnie, przebadano skutecznos¢ tych zwiazkéw na
komérkach H. pylori, wykorzystujac szczep Tx30a defektywny w syntezie toksyny wakuolizujacej, co
spowodowato zwiekszenie jego przezywania w warunkach tlenowych. Ze wzgledu na wrazliwos¢ tego
szczepu na warunki tlenowe, testowano zwiazki inhibitorowe wedtug procedury pozbawionej etapu 1
godz. preinkubacji. Co ciekawe, wyniki uzyskane dla tego szczepu korelowaly z wynikami wczesniej
uzyskanymi dla ureazy S. pasteurii (SPU), wskazujacymi ze zwiagzki KB4, KB7 i KB2 byly
najskuteczniejszymi inhibitorami tych enzymow.

W ramach tej dysertacji Doktorant przebadal rowniez 10 pochodnych zwiazkow
selenoorganicznych zawierajacych diugie nierozgalezione fancuchy alifatyczne (powyzej 6 wegli)
(tabela 7) i wykazal zalezno$¢ pomiedzy dlugoscia fancucha weglowodorowego a aktywnoscia
inhibitorowa zwigzkéw. Poczyniono ciekawa obserwacje, ze wydluzanie lafcucha negatywnie
wplywato na zdolno$¢ hamowania ureolizy. Najlepszym inhibitorem okazala si¢ struktura SDI
zawierajaca lafncuch n-oktylowy. Spos$réd grupy 28 chiralnych zwigzkéw selenoorganicznych
przetestowanych na oczyszczonej ureazie S. pasteurii, najbardziej aktywnym inhibitorem okazafa si¢
struktura SC8 zawierajaca podstawnik (R)-1-naftyloetylowy (tabela 9). Doktorant przeprowadzif
réwniez rozszerzone badania na komdrkach dwoch bakterii Gram-ujemnych P. mirabilis i H. pylori
dla zwigzkéw N-arylowych i N-aryloalkilowych pochodnych benzizoselenazolonu, wczesniej
scharakteryzowanych przez dr inz. Katarzyng Macegoniuk (tabela 10) na ureazie oczyszczonej z S.
pasteurii, co pozwolito na dokonanie analizy poréwnawczej aktywnosci tych zwiazkéw wobec ureaz
réznych patogenéw. Bardzo ciekawym spostrzezeniem bylo wykazanie, ze aktywno$¢ tych zwiazkow
jest znacznie nizsza w przypadku bakterii H. pylori niz P. mirabilis, co moze wynika¢ z réznic
strukturalnych enzyméw u tych bakterii. W mojej ocenie jest to bardzo istotna obserwacja, ktéra
moglaby byé zweryfikowana w przysztosci. Ebselen oraz dwie jego pochodne SF14 i SF27 zostaty
wybrane do okreslenia wptywu tych zwiazkéw na zywotnos¢ komérek H. pylori Tx30a w formie

planktonicznej oraz w strukturze biofilmu (Rys. 30-31 i tabela 11). Dodatkowym aspektem badanym
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byto sprawdzenie czy N-alkilowe i N-fenylowe pochodne benzizoselenazol-3(2H)-néw maja zdolnos¢
generowania stresu oksydacyjnego, podobnie jak ebselen. Te badania wykonano wykorzystujac
komorki C. neoformans. Potwierdzono, ze testowane pochodne ebselenu wykazuja aktywnos¢
przeciwutleniajaca; najbardziej aktywne byly zwigzki SF27 i SF25 (tabela 14).

W ostatnim etapie badan Doktorant okreslit aktywnos$¢ inhibitorowa N-benzylowych,
fosfonowych i N-fosfonoalkilowych pochodnych benzizoselenazo-3(2H)-nu (tabele 16-18), stosujac
oczyszczong SPU i cate komoérki H. pylori. Potwierdzono najwyzsza aktywno$¢ diestrow, natomiast
monoestry byly najstabszymi inhibitorami, a zwiazki pozbawione atomu selenu okazaly sie catkowicie
nieaktywne.

W kolejnych etapach pracy skupiono si¢ na ocenie wptywu zwiazkéw flawonoidowych (tj.
pochodnych naryngeniny i ich oksyméw) jako inhibitorow wzrostu biofilmu trzech bakterii
patogennych (P. mirabilis PCM 543, P. aeruginosa PCM 499 i S. aureus PCM 2054). Dokonano
waznych obserwacji i potwierdzono negatywny wplyw tych zwigzkéw (w stezeniu 100 ug/mL),
zwlaszcza pochodnych oksyméw na wzrost tych bakterii w formie planktonicznej oraz w biofilmie.
Duzo bardziej byly skuteczne te zwiazki wobec Gram-dodatniej bakterii S. aureus PCM 2054 niz
wobec Gram-ujemnych bakterii P. mirabilis PCM 543, P. aeruginosa PCM 499.

W podsumowaniu, Doktorant w ramach tej dysertacji uzyskal bardzo duzo wynikow
dotyczacych réznych grup zwiazkéw. Dlatego rozdzial ,Dyskusja” oraz ,,Wnioski” pomoglyby
recenzentowi ustali¢ jakie wyniki Autor uznaje za najwazniejsze i ktére majg najwigksza szansg
wykorzystania terapeutycznego. Ponadto, rozdziaty te pozwalaja na odniesienie wynikéw swoich
badan w stosunku do aktualnego stanu wiedzy w badanej tematyce i wskazania swoich nowatorskich
osiagnie¢ w tym zakresie. Co prawda Doktorant zawarl bardzo duzo informacji na ten temat w
rozdziale ,Studia literaturowe” oraz ,Badania wiasne”, jednak w opinii recenzenta dodatkowe
opracowanie rozdziatéw ,.Dyskusja” oraz ,,Wnioski” byloby znaczacym podsumowaniem wiasnej
pracy i mozliwoscia pokazania swojej dojrzatosci naukowej. Niemniej, ta uwaga nie umniejsza
znaczaco mojej bardzo dobrej cato$ciowej opinii na temat przedstawionej rozprawy doktorskiej.

Pytania do dyskusji: w odniesieniu do badan zawartych w rozprawie, ze szczegblnym
uwzglednieniem wynikéw w drugim rozdziale ,,Badan wtasnych” prositabym o wyjasnienie przez
Doktoranta, dlaczego sprawdzajac inhibitorowa aktywnos$¢ réznych zwigzkéw nie testowat ich
wykorzystujac ten sam zestaw ureaz, tj. oczyszczony enzym z S. pasteurii (SPU) oraz cate komorki
szczepdéw H. pylori, P. mirabilis, S. pasteurii oraz C. neoformans (przynajmniej dla najbardziej
efektywnych zwiazkéw reprezentantow poszczegélnych grup)? W pracy podczas badania
poszczegdlnych grup zwiazkéw byly wykorzystywane réznego zrodia ureazy. Zastosowanie tego

samego zestawu ureaz pozwolitoby na lepsze poréwnanie aktywno$ci badanych zwiazkow z réznych
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podgrup oraz poszczegdlnych ureazy ze soba? Ponadto, dlaczego do badan zywotnosci komorek H.
pylori i P. mirabilis planktonicznych i w biofilmie wykorzystano tylko pochodne ebselenu (Rys. 30-
31), a nie testowano zwiazkéw z innych grup? Podobnie wplyw naryngeniny i jej pochodnych do
hamowania wzrostu i tworzenia biofilmu badano na bakteriach P. mirabilis, P. aeruginosa i S. aureus
(tabela 19), a nie zbadano wplywu tych zwiazkow na H. pylori czy S. pasteurii, C. neoformans?
Zbadanie wplywu przedstawicieli zwiazkéw z réznych grup na zywotnos¢ komorek innych
mikroorganizméw wykorzystanych w tej rozprawie mogloby dostarczy¢ dodatkowych interesujgcych
informacji. W odniesieniu do stabilnosci struktur badanych zwigzkéw, czy badane zwiazki w
warunkach prowadzonych reakcji byly wystarczajaco trwate aby wykluczy¢ wptyw ich stabilnosci na
zaobserwowane roznice w aktywnosci inhibicyjne;j?

Podsumowujac, mgr inz. W. Tabor uzyskat wiele waznych i wartosciowych wynikéw
dotyczacych nowych grup zwiazkéw aktywnych jako inhibitory ureaz pochodzenia bakteryjnego i
grzybowego. Wykorzystanie drozdzy Cryptococcus neoformans jako modelu badawczego do
okreslenia wiasciwosci tego typu enzymu oraz jego mechanizmu dziatania i inhibicji bylo bardzo
dobrym celem badawczym, ktorego realizacja dostarczyla wielu istotnych wynikéw. Przebadanie
ponad 200 struktur pod katem ich aktywnosci inhibitorowej ureolizy dla oczyszczonego enzymu oraz
obecnego w komérkach réznych patogennych bakterii bylo ogromnych wyzwaniem, z ktorego
Doktorant wywiazat sie znakomicie. Z ogromu uzyskanych wynikéw mozna wywnioskowac, ze
pochodne ebselenu w wigkszosci przypadkow byly najbardziej aktywnymi zwigzkami w tym procesie
(pochodna SF14 wobec P. mirabilis oraz SP1 wobec H. pylori). Doktorant udowodnit, ze pochodne
ebselenu moga prowadzi¢ do generowania stresu oksydacyjnego w komérkach mikroorganizméw, co
czyni te zwiazki obiecujacymi czasteczkami bifunkcjonalnymi do eliminacji mikroorganizméw
ureolitycznych.

W konkluzji recenzji, chciatabym pokresli¢ szeroki zakres prac przeprowadzonych przez mgr.
inz. Wojciecha Tabora, ztozono$¢ i czasochtonnos¢ eksperymentéw z uzyciem wielu zwiazkow oraz
licznych preparatéw mikrobiologicznych. Dzigki duzemu zaangazowaniu, wytrwato$ci i pracowitosci
Doktorant zgromadzil bardzo duza ilo§¢ wartosciowych wynikéw oraz poczynit wiele ciekawych
obserwacji, ktére przyczynily si¢ do zwigkszenia naszej wiedzy na temat mechanizméw dziatania
ureaz pochodzenia bakteryjnego i grzybowego oraz zwigzkéw o aktywnosci inhibitorowej wobec tych
enzymow.

Whiosek koricowy

Podsumowujac, praca Pana mgr. inz. Wojciecha Tabora spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim (Ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce,

Dz.U. z 2023 r., poz. 742 z poézn. zm.) przede wszystkim ze wzgledu na: (i) aktualny problem
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naukowy, ktérego rozwiazanie jest istotne dla poprawy leczenia infekcji spowodowanych
ureolitycznymi bakteriami patogennymi, (ii) dostarczenie nowej wiedzy w temacie inhibicji ureolizy
bakterii patogennych i poszukiwania nowych zwiazkéw bedacych skutecznymi inhibitorami ureaz
pochodzenia mikrobiologicznego, (iii) odkrycie nowych zwiazkéw o potencjalnych wiasnosciach
terapeutycznych, ktore sg efektywne w hamowaniu aktywnosci ureaz. Doktorant jasno sprecyzowat
cel swoich badan, opracowat metodyke hodowli i oczyszczania ureazy z komoérek C. neoformans,
precyzyjnie wykonat analizy biochemiczne i mikrobiologiczne dla ogromnej liczby zwiazkéw i kilku
mikroorganizméw patogennych, niosacych zagrozenie zdrowotne dla cziowieka. Uwazam, ze
Doktorant w pelni opanowal warsztat badawczy niezbgedny do rozwigzywania probleméw w
dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie Nauki Chemiczne. Doktorant udowodnit, ze
jest przygotowany do rozwiazywania wieloaspektowych zadan badawczych. Skladam wigc wniosek
do Rady Dyscypliny Naukowej ,,Nauki Chemiczne” Wydzialu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej o dopuszczenie Pana mgr. inz. Wojciecha Tabora do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na zastosowany w pracy bardzo bogaty material analityczny oraz
nowatorskie wyniki majgce charakter poznawczy i aplikacyjny, w mojej ocenie prace nalezy uzna¢ za
wyrozniajaca si¢. Biorac takze pod uwage bardzo duze zaangazowanie Doktoranta w opracowanie i
obszerne opisanie uzyskanych wynikow wnosze o wyroéznienie pracy doktorskiej stosowng Nagroda
przez Rade Naukowa Dyscypliny ,Nauki Chemiczne” Wydzialu Chemicznego Politechniki

Wroctawskie;j.

ﬁ%“ :
Prof. dr hab. nika Janczarek




