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mgr. inz. WOJCIECHA TABORA

p.t. ,Inhibicja aktywnosci ureaz o zréznicowanym pochodzeniu mikrobiologicznym”

Oceniana rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Chemii Bioorganicznej na
Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. inz.
Artura Muchy oraz promotora pomocniczego dr Agnieszki Grabowieckiej. Podstawa opracowania
recenzji jest uchwata Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z
dnia 14 czerwca 2023 roku. Recenzje przygotowalam w oparciu o obowigzujace przepisy
wynikajace z Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z

2023 r., poz. 742 z pdzn. zm.) oraz dostarczony egzemplarza rozprawy doktorskiej.

Znaczenie i aktualno$¢é zagadnien zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej

Antybiotyki uwazane sg za jedno z najwazniejszych odkry¢ cztowieka. Ich wprowadzenie
do leczenia zakazen bakteryjnych stato si¢ przetlomem 1 na wiele lat ograniczyto $miertelnos¢ z
powodu zakazen bakteryjnych. Jednak koncem XX. wieku problem antybiotykoopornosci zaczat
wymykac si¢ spod kontroli 1 jest on coraz czgstszym 1 wigkszym zagrozeniem dla pacjentéw. Z tego
tez wzgledu konieczne sg prace nad wprowadzaniem nowych lekow i strategii terapeutycznych,
mogacych przeciwdziata¢ narastajgcej antybiotykooporno$ci. Badania przeprowadzone w ramach
pracy doktorskiej mgr. inz. Wojciecha Tabora stanowig odpowiedz na to zapotrzebowanie, gdyz
ureaza, obiekt badan Doktoranta, jest jednym z czynnikow wirulencji patogenow wywotujacych
zakazenia uktadu moczowego, pokarmowego, czy oddechowego. Stad opracowanie efektywnych i
bezpiecznych dla pacjenta inhibitorow ureaz moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia zjawiska

antybiotykoopornosci, gdyz bedg one mogly stanowi¢ skuteczng alternatywe dla antybiotykow.
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Ocena rozprawy doktorskiej

Praca doktorska Pana mgr. inz. Wojciecha Tabora zatytutowana ,,Inhibicja aktywnosci ureaz
o zrdznicowanym pochodzeniu mikrobiologicznym” zostata zrealizowana w formie klasycznej
monografii. Pracg rozpoczyna wykaz stosowanych skrotow. Nastepnie na kolejnych 38 stronach
przedstawiono przeglad literatury, ktory porusza wszystkie niezb¢dne informacje dotyczace ureazy,
poczynajac 0d przedstawienia ureazy jako czynnika wirulencji, poprzez opis molekularnej struktury
badanego enzymu, a konczac na omowieniu mechanizméw dzialania inhibitorow ureaz.
Przygotowanie tej czeSci rozprawy wymagato niewatpliwie bardzo duzego naktadu pracy podczas
wyboru najbardziej istotnych informacji dotyczacych prezentowanego tematu, co bylo niezmiernie
trudne, majac na wzgledzie obszerno$¢ zagadnienia.

Cel pracy oraz zadania badawcze Autor przedstawitl bardzo czytelnie w odrgbnym
podrozdziale. Celem pracy bylo zidentyfikowanie nowych zwigzkéw chemicznych hamujacych
aktywno$¢ ureaz pochodzenia mikrobiologicznego. Aby go zrealizowaé wyizolowano i
oczyszczono ureazy szczepoéw Cryptococcus neoformans oraz Sporosarcina pasteurii oraz
przebadano kilkanascie grup zwigzkoéw chemicznych pod katem ich aktywno$ci inhibujacej
wzgledem zarowno czystej ureazy, jak rowniez mikroorganizméw ureolitycznych. Nastepnie
okreslono skuteczno$¢ pochodnych ebselenu w inhibicji systemu reduktazy tioredoksyny i
posrednim generowaniu stresu oksydacyjnego u mikroorganizmow oraz okre§lono zdolno$é¢
wybranych inhibitorow ureaz do hamowania wzrostu biofilmu bakteryjnego.

Sekcje¢ Materiaty i Metody zawarto na 29 stronach. Opis jest szczegétowy i pozwala na
peine zaznajomienie si¢ z metodyka badawcza zastosowana do realizacji eksperymentow. W
niektorych miejscach zabraklo w nim jednak odno$nikow do zrédet literaturowych (np. pomiar
aktywnosci ureolitycznej z uzyciem czerwieni krezolowej, pomiar biatka metodg Bradforda).

Przedstawienie wynikéw badan oraz ich dyskusja obejmujg kolejne 82 strony tekstu wraz z
rysunkami i tabelami. Doktorant w swojej rozprawie doktorskiej nie tylko zaprezentowat wyniki,
ale co najwazniejsze, przedyskutowal ich znaczenie w odniesieniu do literatury. Zdaniem
recenzentki, tak powinna wyglada¢ dojrzata dyskusja naukowa. Doktorant ma poswiadczac
umiejetnos¢ prowadzenia badan 1 interpretacji uzyskanych wynikow, czyli kluczowym elementem
kazdej pracy doktorskiej ma by¢ rozbudowana i dojrzata dyskusja wynikéw. Pan mgr inz. Wojciech

Tabor dobrze wywiazat si¢ z tego zadania.
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Podsumowanie uzyskanych wynikow zawarto na dwoch stronach, trafnie wybierajgc
najbardziej interesujace dla srodowiska naukowego osiaggni¢cia bedace efektem realizacji doktoratu.
Nastgpnie zamieszczono liste 99 zrodet literaturowych, dorobek naukowy Doktoranta oraz
streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim. Cato$¢ rozprawy doktorskiej zawarto na 181
stronach.

Praca napisana jest poprawnym stylistycznie jezykiem, z niewielkg liczbg literowek,
niezreczno$ei stylistycznych oraz drobnych biedéw rzeczowych. Pewne niewielkie uchybienia
podano ponize;j:

-str. 23— ,,[...] geny URE4, URE6 1 URE7 [...]” — nazwy gendw nalezy pisa¢ kursywa;

- str. 25 — [...] gatunek ten charakteryzuje relatywnie niska odporno$¢ na dziatanie
antybiotykow [...]” — nalezy uzywaé terminu opornos¢, a nie odpornos¢, za ktorg u organizmow
odpowiada uktad immunologiczny, nie nalezy tych termindéw stosowac zamiennie;

- str. 65 — ponizej zamieszczonego réwnania powinny si¢ znalez¢ rozwinigcia wszystkich
zastosowanych w nim skrotow;

- str. 87 — w podpisie osi X na rysunku 21 zamiast ,, [S] [mM]” powinno by¢ raczej ,,S [mM]”,
analogicznie do osi Y, gdzie Doktorant w nawiasie umiescit jednostke, a parametr poza nim;

- str. 90-94 — w nagléwku tabeli 1 powinny zosta¢ wskazane oznaczenia odnoszace si¢ do
konkretnych podgrup badanych inhibitoréw;

- str. 95 — do rysunku 23 powinna zosta¢ zamieszczona legenda wskazujaca, do ktorych stezen
inhibitora odnoszg si¢ konkretne proste zamieszczone na wykresie;

Doktorant zrealizowat dobrze przemyslane 1 zaplanowane badania inhibicji ureaz
pochodzacych zaré6wno z bakterii, jak 1 grzybow, w kontekscie potencjalnego wykorzystania
inhibitorow jako lekéw. W tym celu Doktorant przeprowadzil wielokierunkowe badania, stusznie
nie ograniczajac si¢ tylko do okreslenia stopnia inhibicji wolnej ureazy, ale przede wszystkim
oceniajac skutecznos¢ badanych inhibitoréw wzgledem aktywnosci ureolitycznej zywych komorek
mikroorganizmow. Osiagnigcie zatozonych celow badan byto mozliwe dzigki przeprowadzeniu
przez Doktoranta szeregu logicznie wynikajacych z siebie eksperymentéw z zastosowaniem
licznych analiz z zakresu chemii, enzymologii i mikrobiologii. Ponadto Doktorant wykazat si¢
umiejetnoscig poprawnej analizy wynikéw 1 wyciggania wnioskéw. Za najwazniejsze osiggniecia

niniejszego doktoratu uwazam:
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przeanalizowanie ponad 200 zwigzkéw chemicznych, w tym zwigzkow fosfonianowych,
analogéw katecholu, ebselenu, mocznika oraz ich pochodnych hybrydowych, pod katem
zdolnosci tych zwigzkow do inhibicji ureolizy, zardOwno przez oczyszczong ureaze, jak
rowniez w catych komoérkach patogennych mikroorganizmow i wskazanie 0-metoksylowej
pochodnej ebselenu SF14 oraz para-dietylofosfonowej pochodnej ebselenu SP1 jako
najskuteczniejszych inhibitorow ureaz;

wykazanie, ze wybrane pochodne ebselenu, ktére w komodrkach ssaczych petnig role
antyoksydantow, moga generowa¢ nadmierny stres oksydacyjny w komodrkach
mikroorganizmow poprzez inhibicj¢ ich reduktazy tioredoksyny; czyni je to obiecujgcymi
zwigzkami do zastosowania w leczeniu infekcji mikroorganizmami ureolitycznymi, ktore
jako gtdéwny mechanizm kontrolujacy stres oksydacyjny w komoérkach wykorzystuja system
reduktazy tioredoksyny;

wykazanie, ze niektore zwigzki selenoorganiczne, bedace jednoczesnie inhibitorami ureaz,
sg zdolne do hamowania rozwoju biofilmu tworzonego przez komorki Helicobacter pylori

Tx30a.

Analizujac niniejsza rozprawe doktorska pod katem aktualno$ci podjetych badan mozna z calg

pewnoscia stwierdzi¢, ze Autor z sukcesem odnalazt swoja nisze badawcza, a realizowane przez

Niego

badania beda interesujace dla szeregu naukowcow, zaro6wno tych zainteresowanych

zwalczaniem antybiotykoopornosci, jak rowniez tych zainteresowanych enzymologia jako nauka

podstawowa.

Uwagi i pytania

1. Jedng ze strategii stosowanych w badaniach nad zwalczaniem antybiotykoopornosci jest

pos

zukiwanie inhibitorow tzw. ,non-essential targets”, ktore Doktorant zdefiniowal jak

struktury komorkowe. Jednocze$nie Doktorant podaje, ze jednym z ,,non-essential targets” jest

ureaza. Bardzo prosz¢ Doktoranta o rozwinigcie tematu tzw. ,non-essential targets” z

uwzglednieniem ich pelnej definicji.

2. Ureaza uznawana jest za czynnik wirulencji u mikroorganizmoéw patogennych, stad

uzasadnionym jest poszukiwanie inhibitorow tego enzymu. W poszukiwaniach skutecznych

inhibitorow ureazy konieczne jest, jak pisze Doktorant, okreslenie aktywnosci inhibitora

wzgledem enzymu, jego zdolnosci przenikania przez ostony komérkowe mikroorganizmu oraz
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trwatosci po podaniu pacjentowi. Wydaje si¢ jednak, ze rownie istotne jest okreslenie
bezpieczenstwa stosowania inhibitora u ludzi, a wigc okreslenie jego toksycznos$ci. Prosze o
przedstawienie informacji na temat toksyczno$ci badanych przez Doktoranta inhibitoréw
ureazy.

3. Badania aktywnos$ci ureolitycznej prowadzono metoda indofenolowa oraz poprzez
monitorowanie zmian pH z uzyciem czerwieni krezolowej zarowno dla czystych preparatéw
enzymatycznych, jak rowniez dla catych komorek mikroorganizmow. Obie metody opierajg si¢
na pomiarze absorpcji $§wiatta przez badang probe. Wprowadzanie zawiesiny komorek
mikroorganizméw do mieszaniny reakcyjnej powoduje jej metnienie, co wplywa na
rozproszenie $wiatta podczas pomiaru. Z tego wzgledu nie zaleca si¢ dla takich prob
wykonywania pomiaru absorbancji. W jaki sposob standaryzowano pomiary, aby unikngc¢
btedow pomiaru dla takich prob?

4. Wyznaczanie warto$ci ICsp dla badanych zwigzkéw prowadzono migdzy innymi w
syntetycznym moczu. Czy jego sktadniki mogly mie¢ wplyw na aktywnos$¢ ureazy? Na stronie
73 rozprawy doktorskiej napisano, ze badano wpltyw dodanych inhibitorow na stabilnosé
syntetycznego moczu. Jaki byt cel tych badan?

5. Ile powtorzen biologicznych przeprowadzono podczas ustalania optymalnych warunkow
hodowli Cryptococcus neoformans dla indukcji ureazy? Doktorant bardzo kategorycznie
wskazuje optymalne warunki dla indukcji ureolizy przez badane mikroorganizmy. Dla wynikow
z badan nad wplywem rodzaju podtoza hodowlanego na intensywnos$¢ ureolizy mozna to
uzasadni¢ dodatkowymi wynikami z obserwacji mikroskopowych przezywalnosci
mikroorganizméw w badanych podtozach hodowlanych. Nie jest to juz takie oczywiste dla
wynikow badan nad optymalnym stezeniem mocznika i niklu dla indukcji ureazy w komorkach
Cryptococcus neoformans. Bez analizy odchylen standardowych i istotnosci statystycznej
trudno jednoznacznie stwierdzi¢, ktére z badanych stezen mocznika i1 niklu powoduje znaczacy
wzrost aktywno$ci ureolitycznej, czy znaczace zahamowanie wzrostu.

6. Jaka wydajno$¢ oraz stopien oczyszczenia uzyskano podczas izolacji i oczyszczania ureazy z
komorek szczepow Sporosarcina pasteurii CCM 2056 i Cryptococcus neoformans? W

rozprawie zabraklo mi tabelarycznego zestawienia aktywnosci, wydajnosci 1 stopnia
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oczyszczenia ureazy w poszczegoOlnych frakcjach uzyskiwanych podczas izolacji enzymu z
badanych mikroorganizmoéw.

7. Doktorant uzyskang warto$¢ Km dla ureazy izolowanej z C. neoformans poréwnuje z enzymem
S. pasteurii — ,,[...] ureaza z komoérek C. neoformans charakteryzuje si¢ wyzsza specyficznoscia
wobec substratu reakcji ureolizy niz w przypadku enzymu [...] S. pasteurii. Dla tego ostatniego
zwykle stwierdzano wartosSci stalej Michaelisa w przedziale 16-18 mM.” Czy podany zakres
stezen zostal wyznaczony przez Doktoranta czy pochodzi z danych literaturowych? Czy
Doktorant wyznaczyt warto$ci Km 1 Vmax dla ureazy szczepu Sporosarcina pasteurii CCM 20567

8. Sposrod wszystkich oméwionych 1 przebadanych przez Doktoranta grup potencjalnych
inhibitorow ureaz, ktoéra Doktorant uwaza za najbardziej obiecujacg dla zastosowania
klinicznego i dlaczego?

Wymienione powyzej uwagi i komentarze maja forme sugestii, beda stanowi¢ poczatek dyskusji

w trakcie obrony rozprawy doktorskiej i w zaden sposob nie podwazajag mojej wysokiej oceny dla

warto$ci naukowej ocenianej rozprawy.

Ocena koncowa

Swoja rozprawa doktorska mgr. inz. Wojciech Tabor, napisang w formie klasycznej
monografii, udowodnil samodzielno§¢ w prowadzeniu badan naukowych. Zrealizowal On szeroko
zakrojone, dobrze przemyslane 1 zaplanowane badania nad identyfikacjg skutecznych inhibitorow
ureaz pochodzenia mikrobiologicznego. Doktorant przeprowadzit szereg logicznie potaczonych ze
sobg eksperymentow, stosujac szeroki wachlarz analiz taczacych wiedze z zakresu chemii,
biochemii 1 mikrobiologii. Ponadto wykazal si¢ umiejetnosSciga poprawnej analizy uzyskanych
wynikoéw 1 whasciwego formutowania wnioskow. Liczba moich uwag/sugestii jest niewielka i nie
wplywa na og6lng bardzo dobra oceng¢ pracy. Nalezy réwniez podkresli¢, ze uzyskane przez
Doktoranta wyniki majg nie tylko warto$¢ poznawcza, ale rowniez aplikacyjna. Wytypowane przez
mgr. inz. Wojciecha Tabora inhibitory ureaz majg szanse stac si¢ kiedys$ skutecznymi zamiennikami
antybiotykow w leczeniu zakazen bakteryjnych. Bioragc pod uwage powyzsze Stwierdzam, ze
przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr. inz. Wojciecha Tabora spelnia wszelkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r., poz. 742 z poézn. zm.) i Wnosz¢ o
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dopuszczenie Pana mgr. inz. Wojciecha Tabora do dalszych etapéw postgpowania w sprawie

nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

chemiczne,

Z powazaniem

dr hab. Urszula Guzik, prof. US

Nisaide. Gunit
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