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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala przygotowana na Wydziale
Chemii  Uniwersytetu Opolskiego pod kierunkiem dr. hab. Huberta Wojtaska,
prof. Uniwersytetu Opolskiego, oraz dr Beaty Gasowskiej-Bajger, w zespole, ktéry zajmuje
si¢. m.in. badaniem reakcji enzymatycznych katalizowanych przez oksydoreduktazy.
Do grupy tych enzym6w nalezy peroksydaza chrzanowa, wykorzystywana miedzy innymi
w  powszechnie stosowanych w analityce medycznej enzymatycznych —testach
diagnostycznych, wykorzystujacych reakcje Trindera, stuzacych do oznaczania takich
analitow jak glukoza, kwas moczowy, trojglicerydy, cholesterol, czy kreatynina. W ostatnich
latach pokazano, iz niektore leki, zawierajace np. N-acetylocysteine, czy acetaminofen, ze
wzgledu na wlasciwodci redukujgce tych substancji, moga interferowaé we wspomnianej
reakcji Trindera, zafalszowujac wyniki testow. Interferencja taka i zafalszowanie wynikéw
testow diagnostycznych jest aktualnym i powaznym problemem wspdlczesnej analityki.
Nadrzgdnym celem badawczym, jaki postawil sobie mgr Damian Tarasek bylo zbadanie, dla
kilku grup zwigzkéw o wiasciwosciach redukujacych, ich wptywu na reakcje Trindera,
- katalizowang przez peroksydaz¢ chrzanowa. Badania, ktére podjal pan mgr Damian Tarasek,
doskonale wpisujg si¢ w aktualne nurty badan chemii analitycznej i s3 wazne zaréwno
z punktu widzenia poznawczego, jak i praktycznego.

Dysertacja przygotowana zostata z zachowaniem klasycznego ukltadu pracy doktorskiej
- liczy 119 stron i zostata podzielona na 5 gtéwnych rozdziatow: Wstep, Cel Pracy, Materiaty
i metody, Wyniki, Podsumowanie, po ktérych nast¢puja jeszcze: Spis rysunkoéw i tabel,
Bibliografia, streszczenia w jezykach polskim i angielskim oraz Dodatek, zawierajacy widma

| NMR oraz dodatkowe tabele i rysunki a takze zestawienie dorobku naukowego autora, ktore

obejmuje publikacje naukowe, udziat w ogélnopolskich konferencjach naukowych oraz staze
naukowe i szkolenia.
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Wstep jest wartosciowym, cho¢ do$é syntetycznym, 25-stronicowym opracowaniem
dotyczacym peroksydazy chrzanowej. We wstepie tym Autor przedstawil wpierw ogdlng
charakterystyke enzymu, oméwit w szczegotach strukture peroksydazy chrzanowej C1A
1 oddzialywania tego enzymu z wybranymi substratami. W dalszej czeSci tego
wprowadzenia opisany jest mechanizm katalityczny peroksydazy chrzanowej oraz reakcje
utleniania wybranych substratéw m.in. kwasu indolilooctowego, gwajakolu, benzydyny, czy
ABTS. Dalej Autor omawia praktyczne zastosowania tego enzymu, bardziej szczegdtowo
opisujac jego wykorzystanie w enzymatycznych testach diagnostycznych, uwzgledniajac
rowniez zakltdcenia takich testow przez rdznorakie zwigzki naturalne i $rodki lecznicze.
Rozdzial ten jest dobrym wprowadzeniem do czgéci eksperymentalnej, pokazujacym, ze
Doktorant potrafi krytycznie analizowaé dostepng literature przedmiotu.

Badania wlasne poprzedzone zostaly rozdziatami zatytutowanymi ,,Cel pracy”
(rozdzial 2) oraz ,Materialy i metody” (rozdziat 3). W pierwszym z nich Autor na trzech
stronach przedstawia ogélny cel swoich badan oraz kryteria, w oparciu o ktére dokonat
okreslonego wyboru zwigzkéw do ich charakterystyki w ukladzie enzymatycznym
HRP/H202, przedstawiajagc przy tym jednoczesnie przekonujace uzasadnienie takiego
wyboru. W rozdziale ,Materialy i metody” wyszczegdlnione zostaly wykorzystane
odezynniki, z okreSleniem ich Zrédta pochodzenia, opisany zostal sprzet, na ktérym
dokonywano pomiaréw a takze przedstawiona zostala metodyka eksperymentéw oraz
odpowiednie procedury syntez przeprowadzonych na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Opolskiego na potrzeby zaplanowanych badan. W rozdziale tym znajduje sie réwniez
informacja, w jaki sposob przeprowadzono eksperymenty in silico dokowania dopaminy,
dobutaminy i jej analogu z grupa metoksylowa do HRP C1A. W mojej opinii przedstawione
opisy metodyki wykonanych pomiaréw sg odpowiednio szczegbtowe i dokladne i pozwalajg
odtworzy¢ przeprowadzone eksperymenty. Rozdzial 3 liczy tacznie 11 stron.

Najobszerniejszg czgs¢ rozprawy doktorskiej Pana mgr. Damiana Taraska stanowi
rozdzial 4 zatytulowany ,,Wyniki”, zlozony z 5 podrozdzialow. Pierwsza czesé badan
poswiecono okresleniu wplywu wybranych p-difenoli, takich jak kwas homogentyzynowy,
kwas gentyzynowy, dobesilan wapnia i etamsylat, na reakcje Trindera w ukladzie
enzymatycznym HRP/H,O2. Autor zaobserwowat istotne rdznice w utlenianiu badanych

- p-difenoli przez peroksydaze chrzanows a takze w ich wplywie na powstawanie chromoforu
z 4-aminoantypiryny i fenolu. Kwas homogentyzynowy byt szybko utleniany przez enzym,
catkowicie blokujgc powstawanie chromoforu, podczas gdy inne p-difenole jedynie
spowalnialy proces tworzenia wspomnianego barwnika. Wplyw badanych zwigzkéw
zalezny byl od ich struktury i odpowiednich standardowych potencjaléw par redoks
chinon/p-difenol. W interpretacji wynikéw przedstawionej przez Doktoranta badane

- p-difenole z podstawnikami wyciggajacymi elektrony z pierscienia aromatycznego
wplywaly na powstawanie chromoforu przede wszystkim wedle drugiego z wymienionych
mechanizméw (poprzez redukcje rodnika fenoksylowego powstajgcego z utlenianego fenolu
lub kationorodnika 4-aminoantypiryny, b¢dacego produktem jenoelektronowego utleniania
4-aminoantypiryny). Wyniki przedstawione w tym podrozdziale staly si¢ podstawa
publikacji naukowej Mechanisms of interference of p-diphenols with the Trinder reaction
opublikowanej w roku 2020 w czasopiSmie Bioorganic Chemistry (o wartosci
wspdtczynnika wplywu IF2020 = 5,275). W dobesilanie wapnia i etamsylacie
wystepuje ten sam anion kwasu 2,5-dihydroksybenzenosulfonowego, przy l
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czym w roztworze o okreslonym stezeniu molowym dobesilanu wapnia stezenie tego anionu
jest dwukrotnie wyzsze, niz w odpowiednim roztworze etamsylatu. Istotne podobienstwa
przebiegdw kinetycznych obrazujacych zmiany absorbancji przedstawione na panelach C
i1 D rysunkéw 21, 23 i 26 sugeruja, iz podane st¢zenia odnoszg si¢ do stezenia anionu a nie
do stezenia soli. Warto by Doktorant uscislil to podczas publicznej obrony swojej pracy
doktorskiej. W opinii recenzenta w dyskusji wynikow przedstawionych na rysunkach od 21
do 26 zabraklo wyraznego podkreslenia tego, iz dla obu soli mamy do czynienia z tym
samym anionem (tym samym p-difenolem).

W kolejnej czg$¢ pracy (podrozdziat 4.2) Autor przeprowadzil podobne badania dla
substancji leczniczych zawierajagcych w swej strukturze ugrupowania p-difenolowe (lub
analogiczne ugrupowanie p-aminofenolowe w przypadku mesalazyny). Badania
przeprowadzono dla mesalazyny, ryfampicyny, mitoksantronu i doksorubicyny.
Wartosciowg czeécig tego podrozdziatu jest dyskusja potencjalnego wplywu na testy
diagnostyczne oparte na reakcji Trindera badanych substancji w stezeniach, jakie osiggaja
one w 0soczu pacjentow.

W podrozdziale 4.3 Autor badal utlenianie dopaminy, dobutaminy i jej analogu
z grupg metoksylowa. Wyniki przeprowadzonych badan pokazaly, iz szybko$¢ utleniania
dobutaminy przez peroksydaze chrzanowsg jest znaczgco wyzsza niz szybko$é utleniania
dopaminy w takim samym ukladzie. Dla analogu dobutaminy z grupg metoksylowsa
obserwowano posrednie szybkosci utleniania. Interesujacej i przekonujacej interpretacji
wynikow eksperymentéw Autor dokonat w oparciu o dokowanie molekularne badanych
zwigzkéw do struktury HRP CIlA. Analiza dokowania molekularnego sugeruje,
iz czynnikiem decydujgcym o obserwowanych réznicach w szybkosci utleniania badanych
zwigzkow jest odleglos¢ miedzy grupa podatng na utlenianie a zelazem hemowym. Wyniki
przedstawione w podrozdziale 4.3 staly si¢ podstawa publikacji naukowej Oxidation of
dobutamine and dopamine by horseradish peroxidase opublikowanej w roku 2022
w czasopisSmie Journal of Molecular Structure (warto$¢ wspolczynnika wplywu
[F2021 = 3,8).

Kolejna czg$¢ rozdziatu 4 poswigcona jest okresleniu wplywu kwasu galusowego,
hispidyny oraz kwasu kawowego na powstawanie chromoforu w reakcji Trindera
w ukladzie enzymatycznym HRP/H20./4-aminoantypiryna/ kwas 3,5-dichloro-2-
hydroksybenzenosulfonowy (DHBS). Zaréwno kwas galusowy, jak i hispidyna zostaly
wezesniej opisane jako inhibitory peroksydazy chrzanowej. Badania przeprowadzone przez
Doktoranta pokazaly jednak, ze oba zwiazki sa szybko utleniane przez badany enzym.
Przeprowadzone badania pokazaly ponadto, ze produkty utleniania kwasu kawowego
i hispidyny reaguja w badanym uktadzie enzymatycznym z 4-aminoantypiryna, dajac
niestabilne produkty sprzezenia. Wyniki te staly si¢ podstawa trzeciej publikacji naukowej
Doktoranta, przygotowanej na podstawie badan opisanych w recenzowanej rozprawie
doktorskiej. Publikacja pt. In vitro oxidation of hispidin and gallic acid by horseradish
peroxidase opublikowana zostala w tym roku w czasopi$mie Journal of Biomolecular
Structure and Dynamics (warto$¢ wspotczynnika wptywu [Fa022 = 4.4).

Ostatni podrozdzial rozdzialu 4, omawiajgcego wyniki, dotyczyl badan inhibitora
peroksydazy tarczycowej, metimazolu, oraz jego selenowych analogéw. Poszukiwania
inhibitor6w  peroksydazy tarczycowej prowadzone sg zazwyczaj
z wykorzystaniem laktoperoksydazy i ABTS, jako substratu dajgcego
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stosunkowo stabilny produkt jednoelektronowego utleniania — kationorodnik ABTS . Biorac
pod uwage dos¢ wysokg wartos¢ standardowego potencjalu pary ABTS**/ABTS
(£°=0,68 V) w badaniach takich nalezy zawsze bra¢ pod uwage chemiczng redukcje tego
kationorodnika przez testowane zwigzki. Doktorant pokazal, iz zaréwno metimazol, jak
i jego selenowe analogi zdolne sa do stosunkowo szybkiej redukcji kationorodnika ABTS.
Jako osoba zajmujgca si¢ kinetyka chemiczng nadmienig, iz cennym uzupetnieniem tych
badan bylaby proba wyznaczenia wartosci odpowiednich stalych szybkosci badanej reakcji.
Autor w podrozdziale tym pisze: ,Przeprowadzilismy wiec reakcje 6-n-propylo-2-
tiouracylu, metimazolu i selenowych analogéw metimazolu z kationorodnikiem ABTS
wygenerowanym chemicznie przez utlenianie ABTS nadsiarczanem potasu.” Dalej zas:
» Wszystkie zwiazki szybko reagowaty z ABTS*" (...)” W podrozdziale tym nie udato mi sie
jednak odnalezé wykresu obrazujacego redukcje ABTS®" przez 6-n-propylo-2-tiouracyl.
W opisie eksperymentéw Autor skupit si¢ na zaprezentowaniu wynikéw uzyskanych dla
metimazolu i jego selenowych analogéw. Dla ustalenia mechanizmu oksydatywnej
transformacji selenowego analogu metimazolu bardzo przydatne byty wyniki analiz NMR.

W podsumowaniu czgsci badan wiasnych pragne podkresli¢, ze zostaly one
zaplanowane logicznie, a nastgpczos¢ podejmowanych zadan $wiadczy o metodycznym
podejsciu do badanego zagadnienia. Mgr Damian Tarasek w swoich badaniach wykorzystat
roznorakie techniki badawcze dobrze dobierajac je do problemdw, jakie chcial rozwigzaé, co
dowodzi dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Potwierdzeniem naukowej wartosci wynikow badan wlasnych zrealizowanych przez
Doktoranta jest opublikowanie na ich podstawie wymienionych juz wyzej trzech
wieloautorskich publikacji oryginalnych w czasopismach o migdzynarodowym obiegu
1 wysokiej renomie na rynku wydawniczym, w ktérych Doktorant jest pierwszym autorem.
Poza wspomnianymi pracami Doktorant jest réwniez pierwszym autorem pracy Rifampicin
is not an inhibitor of tyrosinase opublikowanej w roku 2022 w czasopis$mie International
Journal of Biological Macromolecules (warto$¢ wspotczynnika wptywu [Fa22 = 8.2).

Oceniana praca doktorska zostata napisana w sposob czytelny i klarownie pokazuje
osiagnigte wyniki obszernego programu badawczego. Caly tekst napisany jest poprawnym
jezykiem i czyta si¢ go ptynnie. W trakcie lektury nasunely mi si¢ nieliczne uwagi
o charakterze merytorycznym i redakcyjno-edytorskim. Nie obnizajg one wartosci warstwy
merytorycznej pracy. Wymieniam je ponizej z obowigzku i przywileju recenzenta:

str. 4, wiersz 1: sformutowanie ,,dzigki czemu powstajqce rodniki znajdujq sie blisko
powierzchni komorki, moggc jq zdestabilizowaé” jest do$¢ niezgrabne, choé wiadomo, iz
chodzi o to, ze rodniki generowane sa w sgsiedztwie blony komorkowej, co moze prowadzié
do jej oksydatywnych uszkodzen;

str. 6, wiersz 12 i str. 7 wiersz 3: powinno by¢ ,.zawiera” zamiast ,,zamiera”;

str. 8: ,,Duzo bardziej typowym” wystarczy ,,Typowym”;

str. 14, Rysunek 13: umieszczenie kropki i znaku plus przy jednym z atoméw azotu
struktury kationorodnika ABTS, moze sugerowaé, iz w czgsteczce tej mozemy wskazad

jeden atom, gdzie zlokalizowane jest centrum rodnikowe, podczas gdy stabilnosé tego

kationorodnika wynika ze znacznej delokalizacji gestosei spinowej
w obrebie calej struktury; podobnie na rysunku 12, w przypadku benzydyny. W takich
przypadkach najlepiej jest wzig¢ strukture w nawias kwadratowy,

umieszczajac kropke i plus z prawej strony nawiasu, u gory; I‘r
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str. 15: sformulowanie elektroda wymaga wigcej energii niz jest potrzebne do
przeprowadzenia reakcji jest w mojej ocenie dosé niezgrabne;

str. 13 1 str. 16: szkoda, iz opis utleniania kwasu indolilooctowego przez peroksydaze
chrzanowg rozbity jest na dwa niepolaczone ze sobg fragmenty;

str. 21: stowo intermediat jest brzydkim i niepotrzebnym anglicyzmem, w jezyku
polskim uzywamy okreslenia produkt posredni;

str. 25 i dalej: produktem jednoelektronowego utleniania 4-aminoantypiryny jest
zapewne kationorodnik 4-aminoantypiryny a nie rodnik antypirylowy, jak go okresla Autor.
Nazwy kationorodnikéw mozna tworzy¢, dodajac koncowke -iumyl (gdzie -ium wskazuje na
tadunek dodatni a -y/ na rodnikowa natur¢ indywiduum chemicznego, lecz ta zasada
IUPAC, cho¢ zalecana, nie jest powszechnie stosowana, patrz Skorygowana nomenklatura
rodnikdéw, jonéw, jonorodnikéw i podobnych indywiduéw chemicznych. M. Hoffmann,
S. Milewski, W. Przychodzien, T. Sokotowska, D. Witt, Wiad. Chem. Biblioteka, 2001.
ISBN 83-229-1082-7);

str. 41: ,,Wykazano, ze jedno- i dwuelektronowy potencjal redukcyjny p-difenoli (...)”
— termin potencjal redukcji nie jest obecnie zalecany (a juz z pewnoscig nie nalezy uzywaé
terminu potencjal redukcyjny). Poprawnym terminem jest potencjal elekirody lub potencjal
pary redoks (w pierwszym i w drugim przypadku dobrze jest okre$li¢ pare redoks, do ktorej
odnosi si¢ przytaczana wartos¢ potencjatu); jesli mowa o standardowych potencjatach lub
standardowych biologicznych potencjatach (tj. standardowych potencjatach odnoszacych
si¢ do roztworéw wodnych o pH 7), nalezy to zaznaczy¢. Warto podkresli¢ ponadto, iz
w przytaczanej pracy 126 dyskutowane sg dwuelektronowe standardowe potencjaly par
redoks chinon/p-difenol oraz jednoelektronowe standardowe potencjaly par redoks
chinon/rodnik ~ semichinonowy, podczas gdy dla dyskusji wynikéw omawianych
w rozprawie doktorskiej najlepiej byloby siggna¢ po wartosci jednoelektronowych
standardowych potencjatéw par redoks rodnik semichinonowy/p-difenol.

Wymienione powyzej niescistosci i usterki redakcyjno-edytorskie nie wplywaja
W najmniejszym stopniu na moja pozytywnag oceng¢ rozprawy opisujgcej kompetentnie
interesujgcy program badawczy. Stwierdzam, Ze przedlozona mi do recenzji rozprawa
doktorska pana mgr. Damiana Taraska pt. ,Utlenianie wybranych lekéw i zwigzkow

- naturalnych w reakcjach katalizowanych przez peroksydaze chrzanowa” stanowi oryginalne

rozwigzanie postawionego problemu naukowego, wykazuje ogélng wiedze teoretyczna
kandydata w dyscyplinie nauki chemiczne oraz wskazuje na umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej i w pelni spelnia ustawowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
Wnoszg zatem do Rady Naukowej Uniwersytetu Opolskiego o dopuszczenie Doktoranta do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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