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Szczecin, 23.05.2022

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Adriana Zdzislawa Bekiera
pt.: ,Identyfikacja celu molekularnego u Toxoplasma gondii dla pochodnych
tiosemikarbazydu oraz ocena ich wplywu na przebieg toksoplazmozy”, ktéra wykonal pod
kierunkiem Pani dr hab. n. biol. Katarzyny Dzitko, prof. UL z Katedry Mikrobiologii
Molekularnej (Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet ¥.6dzki) oraz Prof.
dr hab. n. farm. Agaty Paneth z Katedry i Zakladu Chemii Organicznej (Wydzial
Farmaceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej (Uniwersytet Medyczny w Lublinie).
Recenzja zostala wykonana na zlecenie Komisji Uniwersytetu L.édzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne zgodnie z pismem z dnia 26.04.2022
r. podpisanym przez Przewodniczaca Komisji Uniwersytetu L.6dzkiego do spraw stopni

naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne — Prof. dr hab. Agnieszke¢ Marczak

I. Ogolna charakterystyka pracy

Rozprawa doktorska mgr. Adriana Bekiera sktada si¢ z 3 publikacji naukowych — w tym
dwoch prac oryginalnych opublikowanych oraz jednej ztozonej do druku i przyjetej do recenzji.
We wszystkich przedstawionych do oceny publikacjach, stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej, Pan mgr Adrian Bekier jest pierwszym Autorem, a jego udziat procentowy wynidst
60%. Ponizej przedstawiam wykaz prac z danymi bibliometrycznymi i udziatem Pana mgr.
Adriana Bekiera zgodnie z zatgczonymi o$wiadczeniami:

1. Bekier A., Weglinska L., Paneth A., Paneth P., Dzitko K.: 4-Arylthiosemicarbazide
derivatives as a new class of tyrosinase inhibitors and anti-Toxoplasma gondii
agents. J. Enz. Inhib. Medic. Chem. 2021; 36:1, 1145-1164 (IF 5,051; punkty MEIN
140)

Pan mgr Adrian Bekier w tej pracy oryginalnej wspdttworzyl koncepcje pracy,
planowal i wykonywal wiekszos¢ doswiadczen (cytotoksycznos¢ zwigzkow,
aktywno$¢ przeciw T. gondii, badania enzymatyczne), a takze analizowal i

interpretowatl wyniki oraz przygotowywal manuskrypt do czasopisma. Ponadto
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praca zostata wykonana i opublikowana w ramach projektu, ktorego Pan mgr Adrian
Bekier byt kierownikiem.
2. Bekier A., Brzostek A., Paneth A., Dziadek B., Dziadek J., Gatkowska J., Dzitko
K.: 4-Arylthiosemicarbazide derivatives as a toxoplasmic aromatic amino acid
hydrolase inhibitors and anti-inflammatory agents. J. Mol. Sci. 2022; 23(6), 3213
(IF 5,924, punkty MEiN 140)
W tej pracy Pan mgr Adrian Bekier wspottworzyt koncepcje pracy, planowat i
wykonywat wigkszo$¢ doswiadczen (w tym hodowla T gondii, otrzymywanie
rekombinowanych  hydroksylaz ~ aminokwasow  aromatycznych, badania
enzymatyczne, test powinowactwa zwigzku do biatka, badanie aktywnosci
przeciwzapalnych). Wktad w t¢ pracg Pana mgr. Adriana Bekiera polegat takze na
analizie i interpretacji wynikow, przygotowaniu manuskryptu do druku oraz
ponownie — jak powyzej — praca zostala wykonana i wydana w ramach grantu,
ktérym Pan mgr Adrian Bekier kierowat.
3. Bekier A., Gatkowska J., Chyb M., Sokotowska J., Chwatko G., Glowacki R.,
Paneth A., Dzitko K.: 4-Arylthiosemicarbazide derivatives — pharmacokinetics,
toxicity and anti-Toxoplasma gondii activity in vivo. Eur. J., Medic. Chem. (w
recenzji) (IF 6,514, punkty MEIN 140).
Pan mgr Adrian Bekier w trzeciej z prac sktadajacych sie na rozprawe doktorska
wykonat zdecydowang wiekszos$¢ pracy, w tym wspoitworzenie koncepcji pracy,
planowanie i wykonanie wigkszosci doswiadczen (w tym: podawanie
zwigzkdw/lekéw myszom, hodowla T.gondii in vivo, izolacja materiatu od myszy
do dalszych badan, wykonywanie testow immunoenzymatycznych fazy statej,
wykonywanie preparatow histologicznych z watroby, analiza farmakokinetyczna,
ocena toksycznos$ci podostrej, ocena aktywnosci przeciwpasozytniczej, izolacja
genomowego DNA, okreslanie liczby kopi genéw tachyzoitéw i bradyzoitow). Pan
mgr Adrian Bekier dokonat takze analizy i interpretacji wynikdéw oraz przygotowat
manuskrypt, a takze byt kierownikiem projektu, bedagcym podstawa do wykonania
badan i publikacji pracy.
Nie ulega najmniejszej watpliwosci, ze zarazenie ludzi, jak i1 zwierzat hodowlanych
Toxoplasma gondii stanowi wciaz istotny problem na $wiecie. Stad nie dziwi zainteresowanie
badaczy poszukiwaniem coraz to nowych i skuteczniejszych terapii tego zakazenia. Tematyka
badan Pana mgr Adriana Bekiera wpisuje si¢ zatem w ogdlno$wiatowy trend reprezentowany

przez mikrobiologow catego $wiata, ktérych nadrzednym celem staje si¢ w progu XXI wieku
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poszukiwanie alternatyw dla terapii pasozytniczych, ale takze bakteryjnych i wirusowych. W
ostatnim czasie, ludzkos¢ dotkliwie przekonata sie o swoistej wyzszo$ci patogendw i potrzebie
nieustannego wytaczania coraz to bardziej zmy$lnych dzial przeciw nim. Pracujgc w zespole
kierowanym przez Panig dr hab. Katarzyng Dzitko, prof. UL, Pan mgr Adrian Bekier w sposdb
naturalny kontynuuje badania tego zespotu, nadajgc im coraz to bardziej nowoczesny charakter.
Okazalo si¢ bowiem, ze najbardziej aktywnymi substancjami o charakterze
przeciwpierwotniakowym wzgledem 7'gondii sa pochodne tiosemikarbazydu. Stad celem
pracy Pana mgr. Adriana Bekiera byto wskazanie celu molekularnego dla nowych pochodnych
tiosemikarbazydu oraz wskazanie szlaku metabolicznego, ktory jest przez nie hamowany.
Publikacje bedace podstawa rozprawy doktorskiej wypelniaja zatozony cel, doskonale
wypetniajgc luke badawcza w tym zakresie. Nie ma watpliwosci co do ich wysokiej jakosci
naukowej, co odzwierciedla jakos$¢ czasopism, do jakich zostaly zgloszone i w jakich
opublikowane. Na szczegdlng uwage w mojej ocenie zastuguje réznorodno$¢ metod
wykorzystanych w przedstawionych do oceny pracach stanowigcych rozprawe doktorskg. Ich
zlozonos¢, a takze deklaracja Pana mgr. Adriana Bekiera o ich samodzielnym wykonaniu, jest
potwierdzeniem wy$mienitego przegotowania metodycznego i merytorycznego Pana Magistra.
Nie nalezy bez stosownego komentarza pozostawi¢ waznych elementdéw, ktore zapewne
wplynety na tak dobre przygotowanie Pana mgr. Adriana Bekiera, a mianowicie réznorodnych
zrodet finansowania ocenianego projektu, ktory ztozyt sie na powstanie rozprawy doktorskie;.
Pan mgr Adrian Bekier jest kierownikiem projektu w ramach konkursu NCN — Preludium 16,
pt.: ,,Wlasciwosci przeciwpasozytnicze oraz identyfikacja molekularnych tarcz docelowych
nowych pochodnych tiosemikarbazydu i tiozolidynonu w inwazjach o etiologii Toxoplasma
gondii przyznanego na okres 2019-2022 (opiekun naukowy: dr hab. Katarzyna Dzitko, prof.
UL). Ponadto prace te byly realizowane dzieki dotacji celowej na rok 2019 na dziatalnos¢
zwigzang z prowadzeniem badan naukowych stuzacych rozwojowi mtodych naukowcodw praz
uczestnikow studiéw doktoranckich otrzymanej na projekt pt.: ,,Pochodne tiosemikarbazydu 1
tiazolidynonu jako nowe inhibitory hydrolazy tyrozynowej”, a takze w projekcie z Inkubatora
Innowacyjnosci 4.0 w latach 2021-2022 pt.: ,Nowe pochodne tiosemikarbazydu i
tiazolidynonu w inwazjach o etiologii Toxoplasma gondii w badaniach in vivo.

Z recenzenckiego obowigzku, ale rowniez z nieskrywang przyjemnos$cig pragne na korzys$¢
Pana mgr. Adriana Bekiera doceni¢ jego dotychczasowa prace naukowo-badawcza, ktorg
przedstawil w cze$ci zatytutowanej ,,Dorobek naukowy”. Pan mgr Adrian Bekier, poza pracami
sktadajagcymi si¢ na rozprawe doktorska, jest wspdtautorem 12 publikacji o tacznym IF 53,793

i punktach MEIN 1460, a takze wspdtautorem 9 patentéw o zasiegu krajowym i 1 zgtoszenia.
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Odbyt 3 staze naukowe — w Politechnice t.6dzkiej, Uniwersytecie Medycznym w Lodzi oraz w
Instytucie Biologii Medycznej PAN w Lodzi. Jest osiadaczem wszelkich niezbednych szkolen
do pracy ze zwierzetami laboratoryjnymi. Prezentowat 12 wystapien ustnych na konferencjach,
w tym 6 migdzynarodowych oraz 19 posteréw (w tym 13 na Kkonferencjach
migdzynarodowych). Pan mgr Adrian Bekier dziata takze preznie w zakresie organizacyjnym
narzecz Uczelni, pelnigc szereg waznym funkcji, m.in. takich jak Przewodniczgcy Uczelnianej
Rady Samorzadu Doktorantéw UL (2018-2020), czy Cztonek Wydzialowej Rady Samorzadu
Doktorantéw WBiOS UL (2018-2022). Organizowat i wspélorganizowatl wile wydarzen na
rzecz Doktorantéw UL. Odzwierciedleniem tejze wzorowej pracy sa nagrody, jakie Pan mgr
Adrian Bekier otrzymat, w tym: Medal Universitas Lodziensis Alumno Laude Dignissimo za
wybitng dzialalno$¢ doktorancka na rzecz i dla dobra UL w roku 2022 oraz Nagrody Rektora
UL w latach 2019 i 2020.

Jako$¢ merytoryczna prac sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg oraz postawa
naukowa Pana mgr. Adriana Bekiera pozwala na jednoznacznie pozytywng opini¢ o pracy
naukowej Pana Magistra. Zywie takze nadzieje, ze Pan mgr Adrian Bekier zwigze sie na stale
z dziatalnoscig naukowa, gdyz zdaje si¢ rozumie¢ aspekty pracy naukowej w petni, takze w
zakresie zdobywania srodkéw na badania, poszukiwania aplikacyjnych rozwigzan i wlaczania

sie¢ w zycie spotecznosci akademickiej 1 pracy na jej rzecz.

II. Ocena merytoryczna pracy z omolwieniem poszczegélnych prac

skladajacych si¢ na rozprawe doktorskg

Praca 1: Bekier A., Wegliriska L., Paneth A., Paneth P., Dzitko K.: 4-Arylthiosemicarbazide

derivatives as a new class of tyrosinase inhibitors and anti-Toxoplasma gondii agents. J. Enz.

Inhib. Medic. Chem. 2021, 36.:1, 1145-1164

W pracy wykazano, ze dwie pochodne 4-arylotiosemikarbazydu (2a i 6a) sposréd 1a-9a i 1b-
9b cechujg sie aktywnoscig przeciwpasozytnicza, ktora wyraza si¢ jako zahamowanie wnikania
i namnazania pierwotniaka w komorkach zywiciela. Aktywno$¢ ta zwigzana jest z defektami w
egzogennym transporcie Tyr do komorki pasozyta i zaburzeniem metabolizmu Tyr w

tachyzoitach T gondii.

MMUNO

AN




Praca 2: Bekier A., Brzostek A., Paneth A., Dziadek B., Dziadek J., Gatkowska J., Dzitko K.:

4-Arylthiosemicarbazide derivatives as a toxoplasmic aromatic amino acid hydrolase

inhibitors and anti-inflammatory agents. J. Mol. Sci. 2022; 23(6), 3213

W tej pracy, Autorzy z Panem mgr. Adrianem Bekierem na czele, postawili sobie za cel ocene
wplywu wybranych w I pracy pochodnych 4-arylotiosemikarbazydu, tj. 2a i 6a, na aktywno$¢
enzymatyczng rekombinowanej hydroksylazy aminokwasdéw aromatycznych 7. gondii. Badania
wykazaly, ze oba zwigzki — 2a i 6a hamujg aktywnos¢ enzymatyczng hydrolaz aminokwaséw
aromatycznych i charakteryzuja si¢ niska statg inhibicji. Stwierdzono, ze pochodne 2a i 6a
moga stanowi¢ cel molekularny dla pochodnych 4-arylotiosemikarbazydu. Bardzo istotny
wydaje si¢ by¢ takze fakt hamowania przez te pochodne szlaku NF-kB, co moze mie¢ realny

wplyw na reakcje odpornosciowe w tym zarazeniu na poziomie molekularnym.

Praca 3: Bekier A., Gatkowska J., Chyb M., Sokotowska J., Chwatko G., Glowacki R., Paneth
A., Dzitko K.: 4-Arylthiosemicarbazide derivatives — pharmacokinetics, toxicity and anti-

Toxoplasma gondii activity in vivo. Eur. J., Medic. Chem. (w recenzji)

Dopetnieniem realizowanego przez Pana mgr. Adriana Bekiera celu rozprawy doktorskiej jest
praca 3, w ktdérej oceniano aktywno$¢ pochodnych 4-arylotiosemikarbazydu (2a i 6a) na modelu
doswiadczalnej toksoplazmozy u myszy domowej szczepu BALB/c. Oceniano maksymalng
dawke tolerowang pochodnych 4-arylotiosemikarbazydu dla myszy domowej szczepu BALB/c
oraz dokonano analizy farmakokinetycznej tych zwigzkdéw, w kontekscie ich potencjalnego
przekraczania bariery krew-mozg. Badania wykazaty, ze obie pochodne przekraczaty te bariere,
a pochodna 6a osiggala wyzsze stgzenia w mozgowiu. Bardzo waznym aspektem oceny
farmakokinetycznej sg takze testy oceniajace toksycznos¢ kumulatywng i wptyw na aktywnos$¢
hepatocytdéw w schemacie terapeutycznym potencjalnego wykorzystania pochodnych w
leczeniu zarazenia T.gondii. Wydaje si¢, ze ta praca ta ma duze znaczenie aplikacyjne i moze
sta¢ sie podstawg wdrozenia nowego leczenia tego zarazenia, ktdre takze zostato w tej pracy
zaproponowane.
Na podstawie trzech prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, Pan mgr Adrian
Bekier wysnut nastepujgce wnioski:
1. Zwigzki z podstawnikiem meta-jodo lub para-nitro (6a, 6b R = m-Ph-I; 2a, 2b R = p-
Ph-NO2) wptywajg na obnizenie liczby tachyzoitéw w poréwnaniu do komorek
nietraktowanych zwigzkami oraz hamujg ich namnazanie poprzez zatrzymanie

podziatu. Ponadto zwigzki te skutecznie hamujg wnikanie tachyzoitéw do komorek
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III.

zywiciela oraz charakteryzowatly si¢ najnizszymi wartosciami IC50 wzgledem 7. gondii

in vitro;

. Pochodne 2a, 2b, 6a oraz 6b okazaly si¢ najlepszymi inhibitorami tyrozynazy

pochodzacej z Agaricus bisporus,

. Badania in silico z wykorzystaniem struktur krystalicznych pozwolity na potwierdzenie,

iz toksoplazmowa hydroksylaza aminokwasdw aromatycznych moze byé potencjalnym

celem molekularnym dla dwéch wytypowanych pochodnych 4-arylotiosemikarbazydu;

. Potwierdzono zahamowanie aktywnosci rekombinowanych hydroksylaz aminokwaséw

aromatycznych: AAH1 i AAH2 T. gondii przez pochodne 4-arylotiosemikarbazydu 2a

1 6a.

. Wskazano toksoplazmowe hydroksylazy —aminokwaséw aromatycznych jako

potencjalny cel molekularny dla pochodnych 4-arylotiosemikarbazydu 2a i 6a;

. Pochodne 2a oraz 6a wykazaty istotng aktywnos¢ przeciwzapalng poprzez blokowanie

szlaku NF-kB w ludzkich monocytach;

. Potwierdzono brak wlasciwosci toksycznych i wzrostu poziomu enzyméw

watrobowych dla pochodnych 2a oraz 6a u samic myszy domowej szczepu BALB/c;

. Analiza farmakokinetyczna pochodnych 2a oraz 6a potwierdzita, ze zwigzki przedostaja

si¢ do uktadu krazenia i przechodzg barier¢ krew-mozg i sg wykrywane do 12 godzin w

mozgowiu;

. Pochodne 2a oraz 6a wykazujg istotng aktywnos$¢ przeciwpasozytniczg i moga stanowié

podstawe do rozwazan o nowym planie terapeutycznym zarazenia 7.gondii.

Ocena koncowa pracy

Praca doktorska mgr. Adriana Bekiera pt.: , Identyfikacja celu molekularnego u

Toxoplasma gondii dla pochodnych tiosemikarbazydu oraz ocena ich wplywu na przebieg

toksoplazmozy” jest bardzo dobrym opracowaniem oryginalnym o wysokiej warto$ci

merytorycznej. Zalozenia i cel pracy sg w catosci wykonane, a wnioski sg swoiste. Majac na

wzgledzie wszystkie walory przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej, a w

szczegblnosci:

trafne zweryfikowanie aktualnosci problemu badawczego i swoistego rodzaju luki,
ktdéra badania te wypetniaja;
dobrze ugruntowang wiedz¢ dotyczacg opracowywanego zagadnienia badawczego;

wiasciwie zaplanowane 1 wykonane eksperymenty ze swoiscie dobrang metodyka;
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e poprawne konfrontowanie i argumentowanie, a takze interpretacje otrzymanych
wynikow i umiejetne dyskutowanie ich z innymi;
® umiejetnos¢ pisania manuskryptéw naukowych, ktére znajdujg uznanie i s3
publikowane w najlepszych periodykach z dyscypliny;
e umiej¢tnos¢ whasciwego wyciggania wnioskow;
e odwage w wybraniu ostatecznego ksztattu rozprawy doktorskiej w formie zbitki
publikacji;
e doskonale przedstawienie sylwetki kandydata w przedtozonych do recenzji
dokumentach;
stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Adriana Zdzistawa Bekiera napisana pod kierunkiem
Pani dr hab. Katarzyny Dzitko, prof. UL oraz prof. dr hab. Agaty Paneth w petni odpowiada
warunkom okreslonym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003, Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.).

W zwigzku z powyzszym pragne zwrdci¢ si¢ do Wysokiej Komisji Uniwersytetu
Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne, o dopuszczenie mgr.
Adriana Zdzistawa Bekiera do dalszego postgpowania kwalifikacyjnego, celem uzyskania
stopnia naukowego doktora.

Jednoczesnie, z uwagi na wysoki poziom merytoryczny pracy, a takze jej potencjat
aplikacyjny oraz bardzo szeroki wachlarz metod badawczych wykorzystanych w uzyskaniu
celu rozprawy doktorskiej $wiadczacy o imponujgcych umiejetnosciach laboratoryjnych
Kandydata, wnosz¢ do Wysokiej Rady o stosowne wyrdznienie. Pragne z catg moca podkreslic,
ze forma pracy doktorskiej w postaci zbitki artykutow opublikowanych/ztozonych do druku w
czasopismach o wysokim wspotczynniku oddziatywania i waznych dla dyscypliny naukowej
w mojej ocenie zasluguje na wyroznienie, podobnie jak sama sylwetka naukowa Pana mgr.
Adriana Bekiera, ktory stanowi doskonatly przyktad wyrdzniajacego si¢ mtodego naukowca ze

swietnymi perspektywami na przysztosc.

dr he’. Paulina Niedzwiedzka -Rystwej

prof. US
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