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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgra Damiana Taraska
pt.: ,Utlenianie wybranych lekow i zwigzkéw naturalnych w reakcjach katalizowanych
przez peroksydaze chrzanowa”
przygotowana zgodnie z pismem Przewodniczacego Rady Naukowej Uniwersytetu Opolskiego
z dnia 22.06.2023r.

Rozprawa doktorska mgra Damiana Taraska zostata zrealizowana w Instytucie Chemii
Uniwersytetu Opolskiego pod kierunkiem dra hab. Huberta Woijtaska, prof. UO oraz przy wspétudziale
dr Beaty Gasowskiej-Bajger w roli promotora pomocniczego. Zakres przediozonej pracy w ogéinym
zarysie dotyczy scharakteryzowania wptywu obecnosci wybranych zwigzkéw redukujgcych na reakcje
enzymatyczne katalizowane przez peroksydaze chrzanowg (HRP), ktére stanowig baze wielu testow
diagnostycznych i opieraja sie o reakcje Trindera.

Tematyka badan podjeta w rozprawie doktorskiej jest aktualna i istotna nie tylko z naukowego,
ale takze z praktycznego punktu widzenia, bowiem testy diagnostyczne oparte o reakcje Trindera
stanowig baze szybkich testow analitycznych stosowanych w praktyce medycznej i laboratoryjnej do
detekcji roznych zwigzkow. Co wigcej, powszechne zainteresowanie wzbudza tez HRP i jej wiasciwosci,
czego potwierdzeniem jest opublikowanie znacznej ilos¢ doniesien literaturowych zwigzanych z hastem
,horseradish peroxidase”. Od 2000 roku opublikowano ponad 16 000 prac zwigzanych z wiasciwosciami,
charakterystykg oraz reakcjami katalizowany przez ten enzym. Dane te jednoznacznie potwierdzajq
aktualno$c podjetej tematyki badawczej.

Kataliza enzymatyczna, zwana takze biokataliza, obejmuje procesy, w ktérych jako katalizatory
wykorzystuje sig enzymy, zdolne do znacznego przyspieszenia prowadzonych przemian poprzez
obnizenie energii aktywacji. Sposrod wielu grup enzyméw, biokatalizatory z grupy oksydoreduktaz (EC1)
sq najszerzej wykorzystywane w niezwykle szerokim zakresie réznorodnych aplikacji. Sposréd nich jedng
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z najbardziej interesujgcych grup stanowig peroksydazy, w tym takie enzymy jak peroksydaza
manganowa, peroksydaza ligninowa czy peroksydaza chrzanowa. Sg to enzymy ktére jako jeden
z substratow wykorzystujg wode utleniong, ktéra ulega redukcji do wody, przy jednoczesnym utlenieniu
zwigzkow organicznych do wolnych rodnikéw. Ze wzgledu na szerokg dostepno$¢ HRP, jest to enzym
najczesciej stosowany w praktyce przemystowej, ale takze w aplikacjach naukowych czy medycznych.
Zwiaszcza ostatnie zastosowanie poteguije istotnos¢ prowadzenia prac nad HRP, bowiem enzym ten jest
podstawowym czynnikiem reporterowym wielu testéw diagnostycznych bazujacych na zmianie
zabarwienia. Zmiana ta jest nastgpnie analizowana i na jej podstawie okreslg sie stezenie badz
potwierdza obecno$¢ danej substancji. Ze wzgledu na fakt, ze HRP katalizuje konwersje relatywnie
szerokiej grupy substratow, spora ilo$¢ zwigzkéw organicznych moze przez ten enzym by¢ utleniana. Co
gorsza, czesto sg to zwigzki ktore obecne sg takze w mieszaninach poddawanych testom opartym na
HRP. Istnieje tez grupa substancii, ktére ostabiajg katalityczne dziatanie tego enzymu. Czynniki te
negatywnie wptywaja na uzyskiwane rezultaty testow prowadzac do ich niewiarygodnosci, co w praktyce
ogranicza ich stosowanie. Istnieje zatem szereg czynnikow, ktore moga wptywaé na efektywnosé testow
diagnostycznych opartych na enzymach, a analiza tych zmiennych to wyzwanie, ktére musi by¢ powazne
rozwazone przy projektowaniu tych reakcji.

W ten nurt badawczy doskonale wpisuje sie tematyka rozprawy doktorskiej Pana mgra Damiana
Taraska, co wskazujg na jej istotnosc¢ i aktualnosc, a takze na potencijat praktyczny uzyskanych wynikow.
Celem badan realizowanych w ramach pracy bylo przeanalizowanie wptywu réznych zwigzkow
fenolowych o wlasciwosciach redukujgcych na katalizowang enzymatycznie reakcje Trindera. W pracy
wykorzystano peroksydaze chrzanowg, jako podstawowy enzym oraz analizowano wptyw zwigzkéw
z ugrupowaniem p-difenolowym o roznej wielkosci struktury czy substancji z ugrupowaniem
p-aminofenolowym i innych lekéw, a takze dopaminy oraz dobutaminy na zaktécenia wynikow testow
Trindera. Analizowane mieszaniny reakcyjne zawierajace rozne stezenia badanych zwigzkow zostaty
nastepnie przeanalizowane z wykorzystaniem gtéwnie pomiaréw spektrofotometrycznych, ktére
umozliwity ocene sktadu mieszanin w trakcie reakcji. W pracy niezwykle istotna byta tez analiza
mechanizmoéw prowadzonych przemian oraz okreslenie sposobu wigzania substratéw w centrum
aktywnym enzymu.

Rozprawa doktorska Pana mgra Damiana Taraska liczy 119 stron, jest napisana w jezyku
polskim i zostafa zilustrowana 58 rysunkami oraz 2 tabelami w czesci gtéwnej (praca zawiera tez Dodatek
na ktory sktadaja sie tabele oraz rysunku z wynikami badan). Przedktadana dysertacja przygotowana jest
w klasycznym ukfadzie i podzielona jest na 10 czesci, z czego najwaznigjsze rozdzialy to: Wstep
(22 strony), Cel pracy (3 strony), Materiaty i metody (11 stron), Wyniki (32 stron) oraz Podsumowanie
(3 strony). W pracy zamieszczono tez cytowang bibliografie na ktorg sktada sie 157 pozycji. Cytowana



literatura jest zréznicowana, dobrana w odpowiedni sposob, a zaprezentowane przyktady wlasciwie
ilustrujg poruszane w pracy zagadnienia. Calo$¢ pracy zwieficzona jest dorobkiem naukowym
Doktoranta. Brakuje w pracy informacii, ktére bardziej przyblizytyby sylwetke naukowa Doktoranta.

Zaprezentowany wstep teoretyczny obejmuije 22 strony i zostat podzielony na 3 gtéwne rozdziaty,
w ktorych Autor w syntetyczny sposdb przedstawia zagadnienia zwigzane z tematykg rozprawy.
Scharakteryzowano peroksydazy, a takze przyblizono wybrane, acz szczegdtowe, informacje
nt. peroksydazy chrzanowej, jej struktury, mechanizmu dziatania oraz praktycznego zastosowania tego
enzymu. W dalszych czesciach wstepu Doktorant przyblizyt zagadnienia dotyczace czynnikow jakie mogg
wptywac na zakiocenia enzymatycznych testow diagnostycznych na bazie HRP. Czes¢ literaturowa jest
interesujaca, a opisane tematy sg trafnie dobrane pod katem tematyki catej rozprawy. W tej czesci pracy
pewien niedosyt budzi bardzo skrétowe potraktowanie potencjalnego wykorzystania HRP w procesach
usuwania zanieczyszczen $rodowiskowych, a takze brak chocby krotkiego podsumowania zawartych
informacii, ktore stanowitoby swoiste gtowne przestanie wstepu.

Kolejng czeS¢ pracy stanowi rozdziat Materiaty i metody, w ktorym Autor do$¢ obszernie
przedstawit opis stosowanej metodyki badawczej oraz wykorzystanych technik analitycznych. W sposéb
wyczerpujacy, umozliwiajacy precyzyjne powtdrzenie eksperymentéw opisano zwiaszcza
przeprowadzone reakcje chemiczne. Przyblizono tez opis w jaki sposéb wyznaczano poszczegoine
parametry i state oraz przyblizono sposob przeprowadzenia modelowania komputerowego. Jedyng
watpliwos¢ w tej czesci pracy budzi dos¢ skromny zakres stosowanych technik analitycznych, ktére
w petniejszy sposob zobrazowatyby prowadzone reakcie.

W najbardziej rozbudowanej czesci pracy — Wyniki — mgr Damian Tarasek prezentuje w czytelny
sposob, jak i omawia oraz analizuje wyniki badan laboratoryjnych. Czes¢ ta przygotowana jest w sposob
przejrzysty i zorganizowany, stanowi logiczng cato$¢ i sktada sie z 5 gtéwnych zagadnien:

1. Reakcje z prostymi p-difenolami.

2. Reakcje z p-difenolami o rozbudowanych strukturach.

3. Utlenianie dopaminy, dobutaminy i jej analogu.

4. Reakcje w kwasem galusowym, kwasem kawowym i hispidyna.
5. Reakcje z metimazolem i jego analogami selenowymi.

W pierwszym etapie badan Doktorant przeanalizowat wptyw 4 prostych p-difenoli, a wigc kwasu
homogentyzynowego, kwasu gentyzynowego, dobesilanu wapnia oraz etamsylatu na formowanie sie
chromoforu w reakcji Trindera. Jednak poza zastosowaniem fenolu, jako klasycznego odczynnika
w reakcji Trindera, oceniono takze wplyw powyzszych substancji na reakcje Trindera w ktérych
alternatywnie do fenolu zastosowano kwas 3-hydroksy-2,4,6-trijodobenzoesowy lub kwas 3,5-dichloro-2-
hydroksybenzenosulfonowy. Doktorant trafnie i wnikliwie analizuje wptyw poszczegdlnych zwigzkow,



zarowno substanciji zaktocajacej, jak i substratu fenolowego, na rodzaj zaktdcen generowanych w reakcii
Trindera. W mojej opinii szczegoina cenna w tej czesci pracy jest proba zaproponowania mechanizmu
zaktocen reakcji Trindera jakie powodujg analizowane p-difenole.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analogiczne prace, przy czym jako substancje
zaktbcajace przetestowano zwigzki zawierajgce ugrupowania p-difenolowe oraz p-aminofenolowe,
ktorymi byty mesalazyna, ryfampicyna, mitoksantron oraz deoksorubicyna. Sg to substancje stosowane
jako leki w réznych schorzeniach, stad ich obecnosé oraz rozbudowana struktura chemiczna mogg
generowac inny mechanizm zakiocen. Doktorant wykazat iz w obecno$¢ wspomnianych substancii
w mieszaninie skutkuje duzo bardziej ztozonym przebiegiem procesu i obecnoScig w mieszaninie
reakcyjnej zaréwno chromoforu reakcji Trindera, produktu utleniania danego zwigzku, a nawet
obecnoscig wolnych rodnikéw. Na str. 57 rozprawy Doktorant napisat, ze ,nalezatoby wykonac jeszcze
dodatkowe eksperymenty” aby okresli¢ bardziej szczegbtowo wptyw tych zwigzkéw na przebieg reakcji.
Stad moja prosba o doszczegotowienie jakie eksperymenty i techniki badawcze Doktorant miat na mysli.

W nastepnym etapie badan przeprowadzono studia nad szybkoscig utleniania dopaminy,
dobutaminy i jej metylowanego analogu przez peroksydaze chrzanowa. Prace rozpoczeto od wykonania
proceséw katalitycznego utleniania powyzszych zwigzkoéw, a dla reakcji tych okreslono parametry
kinetyczne. Ze wzgledu na znaczne réznice w przebiegu obu procesow przeprowadzono zaawansowane
studia z wykorzystaniem dokowania molekularnego, ktore obrazujg sposéb wigzania badanych substancii
w centrum aktywnym enzymu. Na podstawie uzyskanych modeli mozliwosci przytaczenia dopaminy i jej
pochodnych oraz wykorzystujac wartosci parametrow kinetycznych, Doktorant wykazat, ze zwigzki nie
posiadajace w swojej strukturze grup zdolnych do tworzenia wigzan wodorowych majg fatwiejszy dostep
do centrum aktywnego enzymu i sg utleniane szybciej, jednak na ogdiny przebieg procesu wptyw ma
wigcej zmiennych.

Kolejny etap stanowi kontynuacje nurtu prac zrealizowanych w pierwszych cze$ciach pracy,
a tym razem przeanalizowano wptyw kwasu galusowego, kwasu kawowego oraz hispidyny na reakcje
Trindera, ze wzgledu nie do kofica poznang role tych zwigzkéw (substraty enzymu, inhibitory enzymu,
przeciwutleniacze) w mechanizmie dziatania HRP. Whikliwie przeanalizowano w jaki sposob rosnace
stezenie badanych zwigzkéw oraz czas reakcji wptywa na zmiany absorbancji. Przeprowadzono takze
proby w ktorych analizowano zmiany stezenia nadtlenku wodoru w prébce, jak i wykonano dodatkowe
eksperymenty z nadjodanem sodu. Wszystkie te prace miaty na celu jak najdokiadniejsze okreslenie roli
i wptywu poszczegdlnych zwigzkéw na tworzenie chromoforéw i przebieg reakcji Trindera. Konkluzjg dla
tego etapu jest fakt, ze mechanizm tych reakcji jest skomplikowany i wcigz niejednoznaczny. Prositbym

w tym miejscu takze o bardziej precyzyjne wyjasnienie idei zmiany ilosci enzymu uzytego w testach



realizowanych w tym etapie badan. Do zmiennych ilosci enzymu stosowanych w reakcjach odnosze sie
tez w komentarzach ogéinych

W finalnym etapie badan podjeto sig proby okreslenia wptywu metimazolu oraz jego selenowych
pochodnych na przebieg reakcji z kationorodnikiem ABTS, jako modelowym substratem, a takze na
przebieg reakcji Trindera. Metimazol i jego pochodne przykuwaja uwage ze wzgledu na ich zastosowanie
w leczeniu nadczynnosci tarczycy, a dodatkowo zweryfikowano hipoteze, ze zwigzki te fatwo reagujq
z kationorodnikiem ABTS. W pracach skupiono si¢ na analizie mechanizmu tej reakcji, a w tym celu
wykorzystano przede wszystkim widma jadrowego rezonansu magnetycznego. Szczegolowa analiza
widm NMR otrzymanych w trakcie trwania procesu pozwolita na identyfikacje powstajacych produktow
posrednich | zaproponowanie reakcji przebiegajacych w uktadzie. Finalnie wykazano jednak, ze zadna
z selenowych pochodnych metimazolu nie ma wigkszego wptywu na przebieg reakcji Trindera.

W kontekscie omowionych wyzej osiagnieé¢ chciatbym podkreslic, ze recenzowana praca traktuje
nie tylko o wptywie poszczegdlnych zwigzkow na reakcje Trindera, ale takze stanowi pogtebione studium
nad mozliwymi mechanizmami reakcji, powstajgcymi produktami posrednimi oraz sposobem wigzania
substratu w centrum aktywnym enzymu. Przedstawiony material, zaréwno teoretyczny,
jak i doswiadczalny jest bogaty. Postawione cele badawcze zostaty zrealizowane, a uzyskane zaleznosci
stanowig element nowosci naukowej. Zrealizowane prace odznaczajg sie ponadto znaczng
oryginalnoscig, a do najwazniejszych osiagnie¢ rozprawy zaliczam:

1. Zdefiniowanie i wyjasnienie mechanizmow zakiécen reakcji Trindera powodowanych przez rézne
grupy zwigzkow fenolowych.

2. Szczegotowe opisanie mechanizmu zaktocen testow diagnostycznych wywotywanych przez dopamine
oraz dobutaming wsparte symulacjami wigzania tych zwigzkéw w centrum aktywnym HRP.

3. Zweryfikowanie potencjalnego wptywu inhibitujacego kwasu galusowego oraz hispidyny, a takze
metimazolu oraz jego selenowych pochodnych na aktywnos¢ peroksydazy chrzanowe;.

Obowigzkiem recenzenta jest takze wskazanie pewnych niedoktadnosci, niescistosci, badz
nieprecyzyjnych sformutowan oraz ocena merytoryczna, ktéra ma wskazaé¢ pewne niejasnosci czy
sugestie. Chcialbym podkre$li€, ze praca jest napisana starannie, poprawnie jezykowo
i stylistycznie, wyréznia sie ponadto estetyczng szatg graficzna. Cho¢ Autor nie ustrzegt sig kilku biedéw
jezykowych, edytorskich czy stylistycznych trudno méwi¢, by utrudniaty one odbior pracy. Mam jednak
kilka uwag i pytan, ktére nasunety mi sie w trakcie lektury pracy, i ktére stawiam w celu doprecyzowania
pewnych zagadnien:

1. W prowadzonych reakcjach katalitycznych stosowano rézne stezenia wybranych substratéw, zmienne
ilosci H202, a takze zmienne stezenia/aktywnosci HRP. Czym byto to spowodowane i jaki byt cel tych



dziatan? Aby fatwiej poréwnywa¢ wyniki i przeprowadzi¢ ich analize, najkorzystniej jest prowadzi¢
reakcje uzywajac takich samych warunkéw poczatkowych dla wszystkich procesow.

2. W czesci eksperymentalnej, przy opisie sekcji 3.6.4., powinno znalezé si¢ dodatkowo réwnanie
Hanesa-Wolfa stosowane w obliczeniach. Dodatkowo prositbym Doktoranta o wyjasnienie dlaczego
zdecydowano sig¢ na wykorzystanie tego modelu do obliczen kinetycznych i jakie sq jego zalety
w poréwnaniu z innymi modelami?

3. Zdecydowanie szerszego komentarza wymaga fakt, dlaczego dodatek kwasu homogentyzynowego
catkowicie hamuje wzrost absorbancji w reakciji Trindera (Rys. 21 i 22)?

4. Prositbym Doktoranta o bardziej szczegdlowa dyskusje i wyjasnienia zwigzane z Rys. 27.
Z zaprezentowanego W pracy opisu nie wynikajg bowiem réznice widoczne na rysunku, stad prosba
o gtebszy komentarz tego zagadnienia.

5. Doktorant w czesci Materialy i metody wskazat, ze kazdy pomiar/reakcje wykonywano trzykrotnie.
Jakie byto znaczenie tego zabiegu jesli na kazdym rysunku i w kazdej tabeli podano tylko jedng
wartos¢. Czy jest to wartos¢ Srednia z 3 pomiaréw, czy jest to losowo wybrana warto$¢? Dodatkowo
na wykresach oraz w tabelach brak jest warto$ci stupkoéw btedoéw obrazujgcych bfedy wynikéw i ich
rozrzut. Prosze o szczeg6towe wyjasnienia w tym zakresie.

6. W przediozonej pracy podstawowg technike analityczng wykorzystywang w pomiarach stanowita
spektroskopia UV-Vis, ktéra w niektorych analizach byla wspierana np. spektroskopig jadrowego
rezonansu magnetycznego. Zdaje sobie sprawe, ze spektroskopia UV-Vis to najlepsze narzedzie do
analizy omawianych reakcji, jednak prosba do Doktoranta o wskazanie jakie inne techniki badawcze i
analityczne mozna zastosowacé, i dlaczego, zeby lepiej zinterpretowaé uzyskane wyniki?

7. Autor w pracy czesto powoluje sie na ,szybkos¢ utleniania” lub ,szybko$¢ reakcji”. Brak jednak w pracy
danych, ktére w bezposredni sposéb charakteryzujg te parametry. W takim przypadku dobrze jest
oprze¢ dyskusje wynikow na danych, ktére w sposob bezposredni zaprezentujg opisywang wartos¢.
Stad pytanie, dlaczego dla analizowanych proceséw nie wyznaczono statych ich szybkosci reakc;ji?

Recenzowana rozprawa reprezentuje dobry poziom naukowy, zawiera elementy nowosci
naukowej, a wymienione uwagi polemiczne i pytania nie wptywajg znaczaco na pozytywny odbiér pracy.

Na podkre$lenie zastuguije fakt, ze Doktorant uzyskat szereg interesujacych rezultatow, ktére zostaty juz

czesciowo opublikowane. Na catkowity dorobek naukowy Doktoranta sktadajq sie 4 publikacje naukowe,

z czego 3 bezposrednio zwigzane z tematykg prowadzonych prac, a takze wystapienia ustne (4) oraz

prezentacje posterow (3) na ogolnopolskich konferencjach naukowych. Wartym podkreslenia jest odbycie

przez Doktoranta 4 stazéw naukowych, z czego 3 w placéwkach zagranicznych, co niewatpliwie miato

znaczny wptyw na rozwdj Doktoranta i podniesienie poziomu jego badan.



Na podstawie oceny rozprawy doktorskiej autorstwa Pana mgra Damiana Taraska zatytutowanej
,Utlenianie wybranych lekéw i zwigzkéw naturalnych w reakcjach katalizowanych przez peroksydaze
chrzanowg’ oraz zawartej w dysertacji aktywnosci naukowej jednoznacznie stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa spefnia wymogi ustawowe i zwyczajowe stawiane rozprawom doktorskim. Wnioskuje zatem do
Rady Naukowej Uniwersytetu Opolskiego o przyjecie pracy i przeprowadzenie dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.




