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Recenzja Rozprawy Doktorskiej mgr inz. Wojciecha Tabora pt. ,, Inhibicja aktywnoéci ureaz o
zroznicowanym pochodzeniu mikrobiologicznym”

Wprowadzenie antybiotykéw do racjonalnego zastosowania, datowane od
opracowania na poczatku lat 40 ubiegtego wieku metody przemystowej produkcji pierwszego
antybiotyku penicyliny i jej zastosowania w leczeniu rannych zotnierzy przez aliantéw w czasie
Il Wojny Swiatowej, niezaprzeczalnie przyczynito sie do zmiany oblicza medycyny od poczatku
lat 50 XX wieku. Zastosowanie antybiotykéw pozwolito na rozwdj chirurgii (przez ograniczenie
zakazen i posocznic pooperacyjnych) oraz transplantologii (ochrona organizmu przed
patogenami, ktorych ~uktad odpornosciowy ostabiony przez podawanie lekéw
immunosupresyjnych nie jest zdolny efektywnie zwalczac). Jednakze, gtéwna korzyscia ptynaca
z ich zastosowania bylo ograniczenie negatywnego wptywu choréb zakaznych na populacje
ludzkie, ktore uprzednio przez stulecia je dziesigtkowaty. Do dnia dzisiejszego, waga
zastosowania antybiotykow w zaprezentowanych obszarach medycyny jest niezaprzeczalna.
Jednakze, cieniem ktadgcym sie na sukces antybiotykdw jest stale narastajacy problem
pojawiania sie szczepow opornych na stosowane w medycynie antybiotyki. Obecnie wykonane
analizy wskazuja, ze problem ten bedzie wptywat na obserwowany na catym $wiecie wzrost
liczby zgondéw wywotanych przez réznorakie mikroorganizmy patogenne. Narastajaca
swiadomos¢  problemu  lekoopornoéci  zainicjowata szereg projektéw  badawczych
poszukujacych nowych strategii zwalczania mikroorganizméw patogennych. Jedna z takich
strategii jest poszukiwanie zwigzkdw mogacych wptywaé na funkcjonowanie struktur
komorkowych badZ enzymoéw tzw. ,non-essentail targets” (skrét. NET), ktére w
przeciwienstwie do celéw molekularnych dla stosowanych antybiotykéw, nie sg niezbedne dla

wzrostu patogennego mikroorganizmu. NET sg kluczowe np. w procesie kolonizacji organizmu
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atakowanego przez patogen i ochronie patogenu zasiedlajacego zainfekowany organizm przed

dziataniem jego ukfadu odpornosciowego. W zastosowaniu m.in. inhibitoréw enzymdw
zaangazowanych w procesy np. tworzenia biofilmu przez patogeny, szczegdlnie tych ktére beda
zdatne do synergistycznego dziatania i przywracania aktywnosci biobdjczej dotad stosowanych
antybiotykow, upatruje sie obecnie szans na opracowanie nowych lekéw przeciw patogenom
bakteryjnym i grzybowym. Z lektury pracy Pana mgr inz. Wojciecha Tabora wykonanej w
Katedrze Chemii Bioorganicznej, Wydziatu Chemicznego, Politechniki Wroctawskiej pod
kierunkiem promotora prof. dr hab. inz. Artura Muchy oraz promotora pomocniczego dr
Agniészki Grabowieckiej wnosze, ze przedstawiona do oceny praca wpisuje sie swoim tematem
w badania nad wykorzystaniem NET do rozwoju nowych terapii przeciw lekoopornym
patogenom. W rozdziale pierwszym swojej pracy doktorskiej zatytutowanym ,Studia
literaturowe” Pan Wojciech zaprezentowat moim zdaniem przekonujaco przyczyne podjecia
przez niego badan nad poszukiwaniem inhibitoréw bakteryjnych lub grzybowych ureaz,
stanowigcych obiecujgcy NET ze wzgledu na réznoraki mechanizm wykorzystania przez
mikroorganizmy patogenne tego enzymu jako czynnik wirulencji. Jednakze, po lekturze
podrozdziatu 1.1 ,Oporno$¢ antybiotykowa i czynniki wirulencji mikroorganizméw
patogennych” odczutem niedosyt w postaci braku zwieztego zaprezentowania w tym rozdziale
jakie inne niz ureaza ,non-essentaial targets” mikroorganizméw patogennych sg obecnie
badane pod katem opracowania nowych strategii leczenia zakazern mikroorganizmami
opornymi na antybiotyki stosowane w medycynie.

Uznaje sposob i zakres zaprezentowania przez autora danych literaturowych na temat
roznorakich mechanizméw wirulencji, w ktdérych opisane przez autora mikroorganizmy
angazujg produkowane przez siebie ureazy (podrozdziat 1.1) za bardzo dobrze wyjaéniajacy
kryteria wyboru przez doktoranta do badan ureaz takich organizmdéw ureolitycznych jak
bakterie Helicobacter pylorii, Proteus mirabilis czy tez drozdze Cryptococcus neoformans.
Jednakze w rozdziale 1 nie znalaztem w mojej ocenie informacji wyja$niajacych czemu autor
podjat sie pracy nad otrzymaniem aktywnych i wysoce homogennych preparatéw ureazy
Sporosarcina pasteurii (podrozdziat 4.1.1.) i zastosowaniem tego enzymu w badaniach mozliwej
jego inhibicji przez wybrane zwigzki chemiczne? Z informacji w podrozdziale 1.1 wynika, ze ta
ureaza nie jest rozpatrywana jako czynnik wirulencji, natomiast z pojawiajacych sie informacji

w podrozdziale: 1.3 wynika, ze enzym ten byt wczedniej wykorzystywany do badania jego
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inhibicji przez wybrane zwigzki chemiczne, ale nie zostato wyjasnione przez autora w studium

literaturowym jakie kryterium w dotad opublikowanych badaniach naukowych zawazyto o jego
wyborze?

Kontynuujgc recenzje, w mojej ocenie tres¢ podrozdziatu 1.2 ,Ureazy — informacje
ogolne i struktura” dobrze przygotowujg w warstwie merytorycznej czytelnika do zrozumienia
wynikow badan zaprezentowanych w rozdziale 4. Szkoda jednak, Zze autor nie pokusit sie o
zamieszczenie w oparciu o dostepne dane krystalograficzne (wzmianka w tekécie na stronie 31,
rozdziat 1.3) przedstawien graficznych ukazujgcych potozenie i oddziatywanie poszczegdlnych
elemeﬁtéw struktury substratu jak i wybranych inhibitoréw z kluczowymi resztami
aminokwasowymi ureaz zaangazowanych w proces katalizy. W moim odczuciu przedstawienie
w pracy tych grafik utatwiato by, dzieki mozliwemu zaangazowaniu wyobrazni czytelnika,
tatwiejsze zrozumienie dyskusji wynikow, takze zatozer dotyczacych wyboru podstawnikdw
wprowadzanych do badanych zwigzkdw chemicznych, szczegdlinie tam gdzie autor odwotuje sie
do znanych mu wynikéw badan modelowania molekularnego oddziatywania niektérych z
badanych przez niego zwigzkéw z resztami aminokwasowymi w centrach aktywnych badanych
przez niego ureaz. W tej materii, szczegdlnie uizyteczne byto by zaprezentowanie wynikow
badan krystalograficznych przede wszystkim dla tych z ureaz, ktore autor wykorzystat w swojej
pracy doswiadczalnej (oczywiscie jesli sa one dostepne, czego przyznaje uczciwie, ze nie
sprawdzatem).

Przechodzgc do oceny merytorycznej rozdziatu 3 uwazam, ze nie mam zasadniczych
zastrzezen do opisu metod doswiadczalnych wykorzystanych w pracy. Opis procedur oraz lista
materiafow wydaje sie¢ mi wystarczajagca na potrzeby odtworzenia wykonanych przez
doktoranta eksperymentow.

Oceng zawartos$ci merytorycznej rozdziatu 4 ,Badania wtasne” opre o ocene realizacji
celow badawczych wypunktowanych w rozdziale 2. Podrozdziat 4.1 ,,Pozyskiwanie i wtasciwosci
ureaz pochodzenia mikrobiologicznego” przeczytatem ze szczegdlnym zainteresowaniem. W
swojej pracy badawczej niejednokrotnie stawatem przed potrzebg uzyskania wysoce
homogennych preparatéw enzymow potrzebnych do badan ich wiasciwosci enzymatycznych.
Patrzac z tej perspektywy bardzo dobrze oceniam prace nad ustaleniem optymalnych
warunkow hodowli mikroorganizméw ureolitycznych umozliwiajgcych pozyskanie duzej

biomasy, co wazne, z zaindukowang uprzednio mocznikiem produkcjg pozadanego enzymu.
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Odnosnie procesu oczyszczania ureaz opisanego w rozdziale 4.1.3 z wykorzystaniem
zaproponowanej metody oczyszczania w rozdziale 3, zabrakfo jak dla mnie informacji w postaci
tabeli zawierajgcej dane o m.in. ilosci w mg (na litr hodowli) otrzymanego oczyszczonego i
aktywnego enzymu, jego aktywnosci catkowitej i aktywnosci specyficznej na kolejnych etapach
oczyszczania (dla kazdego badanego mikroorganizmu z osobna). Takie dane uwazam za waine
dla mozliwosci oceny wydajnosci oczyszczania aktywnego enzymu z zastosowaniem opisanej
metodyki (rozdziat 3).

Odnoszac sie do drugiego z celéw badawczych pracy tj. zbadanie kilkunastu grup
zwiqikéw pod katem potencjalnej aktywnosci jako inhibitory ureolizy, dostrzegam i doceniam
zakres wykonanych prac doswiadczalnych przez autora. Tym bardziej, ze badania te
uwzgledniaty rozwigzanie szeregu problemow, ktére nie jako z zatozenia znaczgco utrudniaty
oznaczenie inhibitujgcego wplywu oraz mechanizmu inhibicji badanych zwigzkéw np. badania
wymagaty w niektorych przypadkach ustalenia warunkéw preinkubacji enzymu z inhibitorem.
Whioski wysnute przez autora z wykonanych badan dla poszczegdinych grup przebadanych
zwigzkow i ich inhibitujacego wptywu na ureolize lub aktywnos$¢ enzymatyczng wybranych
ureaz sq jak dla mnie, osoby ktora nie uwaza sig za eksperta w badaniach inhibicji enzymadw,
przekonujgce w warstwie merytorycznej. Sposrod pytan, ktdre jednak nasunety mi sie podczas
lektury rozdziatu prosze o odpowiedZ na dwa pytania. W Tabeli 10 ukazujgcej m.in. wyniki
badania aktywnosci N-podstawionych benzizoselenazol-3(2H)-ondw oraz ich otwartych
analogéw diselenidowych na przebieg ureolizy prowadzone] przez cate komorki P. mirabilis
PCM 543, H. pylori Tx30a istnieje znaczgca roznica w ilosci danych prezentujacych uzyskane
wartosci [Cso dla wymienionych szczepéw badanych gatunkéw bakterii. Prosze wyjasnic skad ta
opisana roznica? Ta rdznica, w moim odczuciu moze mie¢ wptyw na merytoryczng poprawnoscé
przeanalizowanych danych tam gdzie autor odnosi wzajemnie do siebie uzyskane wyniki
opisujgce wptyw tych samych pochodnych na ureolize obu testowanych mikroorganizmoéw
wyrazong wartosciami /Cso (strona 124). Pozostajgc przy Tabeli 10 prosit bym o wyjaénienie,
czemu dla pochodnej SF3 nie zostata podana wartosé ICgo dla P. mirabilis PCM 5437

Odnosnie celow badawczych zaprezentowanych w 3 i 4 punkcie rozdziatu 2, wyniki i
wnioski zaprezentowane w rozdziale 4, w mojej ocenie $wiadczg o ich udanej realizacji. Po
przemysleniu podzielam poglad zaprezentowany przez autora w podsumowaniu (rozdziat 5)

dotyczacy tych z przebadanych pochodnych ebselenu, ktére sg obiecujace w badaniach nad
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mozliwoscig ich zastosowania w terapiach, ktérych celem jest eradykacja z organizmu
ureolitycznych mikroorganizméw chorobotwdrczych, wykorzystujgcych system reduktazy
tioredoksyny do kontrolowania stresu oksydacyjnego w ich komdrkach. Za wazna nowoéé
naukowgq pracy wpisujacg sie w dynamicznie rozwijajgcy sie na $wiecie nurt badan, uwazam
zaprezentowanie wynikéw badan nad mozliwoscig wykorzystania wybranych zwigzkéw w
zwalczaniu mikroorganizmdéw w postaci biofilmu. Niektére z badanych przez doktoranta
zwigzkow okazaty sie zdolne do zahamowania i ograniczenia zywotnosci biofilmu H. pylori
Tx30a. W tym wzgledzie za szczegdlnie waine uwazam aby podkreslic wage uzyskanych
wynikc:Jw wskazujgca, ze efekt ten obserwowano w stezeniach, ktére nie byty wieksze niz
minimalne stezenie hamujgce wzrost tych bakterii w formie planktonicznej. Jest to wynik
zachecajacy do dalszych badar nad wybranymi pochodnymi ze wzgledu na wage jakg wzrost
mikroorganizmdéw chorobotwérczych w postaci biofilmu odgrywa dla kolonizacji organizmu i
wywotywania przewlektych stanéw chorobowych, dzi$ czesto bardzo trudnych do wyleczenia z
wykorzystaniem dostepnych antybiotykdw. Z drugiej strony, odnosnie podrozdziatu 4.2.4.1.
opisujgcego wyniki badania naryngeniny, jej pochodnych oraz oksymdw na wzrost biofilmu
wybranych gatunkéw bakterii patogennych, pragne uczuli¢ autora, Zze zastosowanie stow
zaznaczonych podkresleniem w nastepujacych fragmentach zdan, cytuje: ,,...wzrost komaorek
bakteryjnych byt znikomy w przypadku wszystkich badanych szczepdéw” (strona 155) oraz ,,....
wobec biofilmu obydwu badanych szczepéw Gram-ujemnych” (strona 158) jest nie poprawny.
Z opisu metodyki badan (rozdziat 3) i tekstu wspomnianego rozdziatu wnioskuje, ze w tych
miejscach autor powinien pisa¢ o gatunkach (strona 155) lub ewentualnie o wybranych

szczepach badanych gatunkéw bakterii Gram-ujemnych (strona 158).

Podsumowujgc oceneg warstwy merytorycznej pracy doktorskiej Pana Wojciecha Tabora'
postanowitem podzieli¢ sie kilkoma spostrzezeniami. Po pierwsze autor opanowat szeroki
warsztat roznych umiejetnosci prowadzenie eksperymentdw zaréwno z zakresu mikrobiologii
(optymalizacja hodowli mikroorganizméw jak i wptywu badanych zwigzkéw chemicznych naich
wzrost zarowno w postaci planktonicznej jak i biofilmu) oraz szeroko pojetej enzymologii
(metody oczyszczania enzymdw i badania ich aktywnosci enzymatycznej). Po drugie nie tylko
opanowat ale tez uzyskat w przeprowadzonych eksperymentach szereg wynikdw, z ktérych
wysnute wnioski przekonujg mnie, ze w ramach tej pracy doktorskiej zostata osiggnieta nowosé

naukowa. W mojej ocenie, uzyskana w ten sposdb wiedza pozwala taczy¢ obiecujace
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wiasciwosci kilku zidentyfikowanych zwigzkéw o wiasciwosci inhibitoréw badanych ureaz, z
mozliwoscig wykorzystania ich do dalszych badan w kierunku rozwoju by¢ moze nawet nowych
lekow dziatajagcych na ureolityczne mikroorganizmy patogenne. Wskazane braki pracy z
obowigzku wykonywanej przeze mnie roli recenzenta w mojej ocenie nie umniejszajg znaczgco
pozytywnego odbioru ocenianej rozprawy.

W tym miejscu pozwole sobie z oceny merytorycznej pracy doktorskiej Pana Wojciecha
przejs¢ do oceny jej od strony zaprezentowanej formy pracy oraz zastosowanego w niej jezyka
i graficznej prezentacji danych doswiadczalnych. Praca doktorska Pana Wojciecha Tabora liczy
181 sltron obejmujacych 9 rozdziatow wliczajac do tej liczby streszczenie pracy w jezyku polskim
i angielskim. W mojej ocenie zaprezentowany uktad pracy tj. podziat treéci w pracy na rozdziaty
zawierajgce przeglad literaturowy, materiaty metody i osobny rozdziat poswiecony prezentacji
i dyskusji wynikéw jest przejrzysty i spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim
przygotowywanym w postaci klasycznej rozprawy doktorskiej. Praca jest napisana poprawnym
jgzykiem polskim. Prace fatwo sig czytato i podczas lektury nie natrafiatem na powazne problem
aby $ledzi¢ tok analizy wynikow zaprezentowany przez autora w tresci rozdziatu 4. Jeéli miatem
z tym problemy to wtedy gdy ze wzgledu na brak szczegdtowosci opisu musiatem wiecej
poswigcic czasu na ocene wnioskow prezentowanych przez autora np. na stronie 96 autor
pisze, cytuje ,Jedynym wyjatkiem byt inhibitor charakteryzujacy sie najbardziej rozgateziong
strukturg”. Niestety autor w tekscie nie podat o jaki konkretnie zwigzek z badanej stosunkowo
licznej grupy zwigzkéw o podobnej strukturze mu chodzito. Przechodzac dalej w swojej ocenie,
zaprezentowane w pracy tabele i rysunki sg czytelne a tresci przekazywane w legendach i
tytufach sg wystarczajace dla ich zrozumienia. Forma, wybdr i liczba cytowan (99 pozycji
literaturowych) zaprezentowanych w rozdziale 6 nie budzi moich zastrzezen.

Moj pozytywny odbidr pracy i w jej Swietle osoby doktoranta jako mtodego naukowca
dopetnita analiza zatgczonego przez niego w rozdziale 7 jego dorobku naukowego. Pan
Wojciech Tabor jest wspdtautorem 4 publikacji naukowych powigzanych z tematyka pracy
doktorskiej, opublikowanych w recenzowanych czasopismach o ustalonej renomie naukowej.
Prezentowat, czgsto jako pierwszy autor, wyniki swoich prac naukowych w postaci doniesien
naukowych na konferencjach krajowych i zagranicznych. Pan Wojciech zdobyt réwniez
doswiadczenie jako wykonawca w grancie przyznanym w konkursie OPUS16 Narodowego

Centrum Nauki.
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Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr inz. Wojciecha
Tabora zatytutowana ,Inhibicja aktywnosci ureaz o zréznicowanym pochodzeniu
mikrobiologicznym” spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreélone w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz.
742 z pézn. zm.). Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Wojciecha Tabora do dalszych etapéw przewodu
doktorlskiego.
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