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1. Imie i nazwisko: Beata Gasowska-Bajger
Orcid: 0000-0003-0831-383X

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajgcego
stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

30 czerwiec 1998 | magister chemii, specjalno$é: chemia podstawowa i stosowana,
Wydzial Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Opolskiego
praca dyplomowa:

,Hydroliza enzymatyczna i nieenzymatyczna
fosfoenolopirogronianu”

Promotor: dr hab. Korneliusz Nowak, prof. UO

12 luty 2000 Trzysemestralne Studia Podyplomowe w zakresie Informatyki
Wydziat Przyrodniczo-Techniczny Uniwersytetu Opolskiego
Tytut pracy:

,»Wykorzystanie programu Mathematica do rozwigzywania prostych
réwnan kinetycznych”

Promotor: prof. dr hab. inz. Andrzej Gawdzik

2003/2004 Dwusemestralny kurs doskonalenia w zakresie dydaktyki szkoty
WYZSZ€j

20 kwiecien 2006 | doktor nauk chemicznych

Wydziat Matematyki, Fizyki 1 Chemii Uniwersytetu Opolskiego
Tytut rozprawy doktorskie;j:

»Posrednie utlenianie przez tyrozynaze zwiazkow nie bedacych jej
naturalnymi substratami-zastosowanie w projektowaniu potencjalnych
lekéw przeciwko czerniakowi”

Promotor: dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

1997-1998 pracownik techniczny, Zaktad Chemii Fizycznej i Biochemii, Instytut
Chemii, Wydzial Matematyki, Fizyki i Chemii, Uniwersytet Opolski
(jako studentka V roku Chemii)

1998-1999 pracownik techniczny, Zaktad Chemii Fizycznej i Biochemii, Instytut
Chemii, Wydziat Matematyki, Fizyki 1 Chemii, Uniwersytet Opolski

1999-2006 asystent, Zaktad Chemii Fizycznej i Biochemii, od 2002 r. Zaktad
Biochemii, Instytut Chemii, Wydziat Matematyki, Fizyki i Chemii,
Uniwersytet Opolski

2006 - 2016 | adiunkt, Zaktad Biochemii, Instytut Chemii, Wydziat Matematyki,
Fizyki i Chemii od 2008 r. Wydziat Chemii, Uniwersytet Opolski
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od 2016 do
nadal

Uniwersytet Opolski

adiunkt, Zaktad Chemii Organicznej i Biochemii, Instytut Chemii,
Wydziatl Chemii, a do marca 2024 r Wydziat Chemii i Farmacji

Od 29 styczen
do 17 czerwiec
2018

6 tygodni urlopu rodzicielskiego.

Urlop macierzynski. Po urlopie macierzynskim wykorzystatam

Omowienie osiggnigé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 7 2021 r. poz. 478 z pozn. zm.).

Osiagnigciem naukowym jest cykl publikacji ztozony z dziewieciu prac oryginalnych
znajdujacych sie¢ w bazie JCR (H1-H9).

4.1. Tytul osiggniecia naukowego

Wplyw zwiazkow o wlasciwosciach redukujgcych na reakcje katalizowane

przez oksydoreduktazy

4.2.Wykaz jednotematycznych artykuléw naukowych stanowiacych osiagniecie naukowe,
w ujeciu chronologicznym: Warto$¢ punktacji wg listy Ministerstwa Edukacji 1 Nauki (pkt.
MEIiN), ze wzgledu na ustalenie nowej punktacji w 2024 r.; podano w oparciu
o zaktualizowane dane z dnia 1.02.2024 r.

(*) Autor korespondencyjny

H1 Frackowiak-Wojtasek B, Gasowska-Bajger B, Mazurek | IFx14 = 3,447
M, Raniszewska A, Logghe M, Smolarczyk R, Cichon T, IFs.jetni = 6,5
Szala S, Wojtasek H* Pkt. MEiN2014 = 40
Synthesis and analysis of activity of a potential anti- Pkt. MEiN2024 = 140
melanoma prodrug with a hydrazine linker.
European Journal of Medicinal Chemistry, 2014, 71, 98-
104
doi:10.1016/j.ejmech.2013.10.080

H2 Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2016 = 3,154
Reactions of flavonoids with o-quinones interfere with the | IFs.jetmi = 6,3
spectrophotometric assay of tyrosinase activity. Pkt. MEiN2016 = 45
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2016, Pkt. MEiN2024 = 140
64(26), 5417-27
doi:10.1021/acs.jafc.6b01896

H3 Gasowska-Bajger B, Nishigaya Y, Hirsz-Wiktorzak K, IF2018 = 3,681
Rybczynska A, Yamazaki T, Wojtasek H* IFs.iemi = 3,4
Interference of carbidopa and other catechols with Pkt. MEiN2o18 = 35
reactions catalyzed by peroxidases. Pkt. MEiN2024 = 100
Biochemica et Biophysica Acta (BBA) — General
Subjects, 2018, 1862(7), 1626-1634
doi: 10.1016/].bbagen.2018.04.007

H4 Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2020 = 5,275
Mechanisms of interference of p-diphenols with the IFs.emi = 5,3

Trinder reaction.
Bioorganic Chemistry, 2020, 97, 1-8

Pkt. MEiN2020 = 100
Pkt. MEiN2g24 = 100
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doi:10.1016/].bioorg.2020.103692

H5 Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Frackowiak-Wojtasek IF2022 = 3,8
B, Kersten C, Jewginski M, Kotodziej L., Latajka R, IFs.jetni = 3,2
Wojtasek H* Pkt. MEiN2o22 = 70
Oxidation of dobutamine and dopamine by horseradish Pkt. MEiN2024 = 70
peroxidase.
Journal of Molecular Structure, 2022, 1252, 132169
doi:10.1016/j.molstruc.2021.132169

H6 Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2023 = 8,2
Oxidation of baicalein by tyrosinase and by o-quinones. IFs-tetni = 7,8
International Journal of Biological Macromolecules, Pkt. MEiN2023 = 100
2023, 231,123317 Pkt. MEiN2024 = 100
doi: 10.1016/j.ijbiomac.2023.123317

H7 Frackowiak-Wojtasek B, Gasowska-Bajger B, Tarasek IF2024 = 5,1
D, Mytnik M, Wojtasek H* IFs jetni = 5,3
Oxidation of anti-thyroid drugs and their selenium Pkt. MEiN2023 = 140
analogs by ABTH radical cation. Pkt. MeiN2024 = 100
Bioorganic Chemistry, 2023, 141, 106891
doi:10.1016/].bioorg.2023.106891

H8 Gasowska-Bajger B*, Sosnowska K, Gasowska-Bodnar | IF223 = 4,6
A, Bodnar L, IFs jetni = 4,9
The Effect of Acetylsalicylic Acid, as a Representative Pkt. MEiN2023 = 140
Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug, on the Activity of | Pkt. MEiN2024 = 100
Myeloperoxidase.
Pharmaceuticals, 2023, 16(7), 1012
d0i:10.3390/ph16071012

H9 Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2024 = 2,5
Epigallocatechin and epigallocatechin-3-gallate are not | IFs.jemi = 2,823

inhibitors of tyrosinase.

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2024,
113(15), 129976
doi.org/10.1016/j.bmcl.2024.129976

Pkt. MEiN2g24 = 70

Sumaryczny IF (z roku wydania publikacji) powyzszych 9 prac wynosi: 39,757

(Srednio 4,414 na jedng prace)

Sumaryczny IF (obecnie) powyzszych 9 prac wynosi: 45,100

(8rednio 5,011 na jedng pracg)

Sumaryczny 5-letni IF powyzszych 9 prac wynosi: 45,532

(8rednio 5,059 na jedng prace)

wynosi: 740
(Srednio 82,222 na jedng prace)

Sumaryczna liczba punktéw MEIN w oparciu o punkty na rok wydania publikacji

Sumaryczna liczba punktéw MEIN w oparciu o zaktualizowane dane z dnia

18.11.2024 r. wynosi: 920
(Srednio 102,222 na jedng pracg)
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4.3.0moéwienie celu naukowego i osiggnietych wynikéw, opisanych w cyklu publikacji

Wprowadzenie i omowienie celu naukowego

Wprowadzenie

Od momentu podjecia pracy naukowej na Uniwersytecie Opolskim moje
zainteresowania badawcze koncentrujg si¢ wokot tematyki zwigzanej z dziataniem enzymow,
a w szczeg6lno$ci oksydoreduktaz.

Kiedy w 1998 roku ukonczytam studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Opolskiego
owczesny kierownik Zaktadu Chemii Fizycznej i Biochemii dr hab. Korneliusz Nowak, prof.
UO zaproponowat mi prace na etacie pracownika technicznego w tymze zaktadzie. Juz wtedy
podjetam pierwsze proby samodzielnych badan naukowych oraz rozpoczetam trzysemestralne
podyplomowe studia na kierunku Informatyka. W tym tez czasie z powodzeniem aplikowatam
do konkursu na stanowisko asystenta w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Biochemii na Wydziale
Chemii UO. W roku 1999, kiedy zostatam zatrudniona na etacie asystenta, dr hab. Korneliusz
Nowak, prof. UO wraz z prof. Pawtem Kafarskim zasugerowali mi, abym zaje¢ta si¢ badaniem
wlasciwos$ci tyrozynazy, kluczowego enzymu w procesie melanogenezy. Enzym ten, jako
przedstawiciel oksydoreduktaz (1.14.18.1.) jest szeroko rozpowszechniony w przyrodzie
i wystepuje prawie we wszystkich jednostkach systematycznych, poczawszy od
mikroorganizmow, a skonczywszy na ssakach [1-6]. U ssakow wystepuje w melanocytach -
wysoce wyspecjalizowanych komoérkach zlokalizowanych w skorze, cebulkach wloséw oraz
oczach, w ktorych wytwarzane sa melaniny. Te koncowe produkty szlaku melanizacji
odpowiedzialne sg za ubarwienie zwierzat i chroniag organizm przed szkodliwym
promieniowaniem UV [7,8]. U owadoéw tyrozynaza uczestniczy w procesie sklerotyzacji
(twardnienie naskorka). Odpowiedzialna jest tez za niepozadane ciemnienie OWocOW 1 warzyw
oraz brazowienie grzybow, co moze by¢ powodem strat ekonomicznych w przechowalnictwie
zywnosci [6,9].

Tyrozynaza katalizuje dwie pierwsze reakcje szlaku melanizacji, a mianowicie
hydroksylacje monofenoli (tyrozyny) do o-difenoli (3,4-dihydroksyfenyloalaniny, L-dopy)
oraz utlenianie o-difenoli do o-chinonéw. Powstaly dopachinon w wyniku szeregu
nieenzymatycznych reakcji zostaje przeksztalcony do dopachromu, a nastgpnie do melanin:
z6ltobragzowych feomelanin i brgzowo-czarnych eumelanin (Rysunek 1) [1]. Tyrozynaza
ssakow wykazuje duzg specyficzno$¢ substratowa, preferencyjnie utlenia L-tyrozyng i L-dopeg.
W badaniach modelowych stosuje si¢ enzym grzybowy z pieczarki dwuzarodnikowej
(Agaricus bisporus), ktory utlenia szeroka game fenoli i o-difenoli [10]. Jego substratami moga

by¢ takze aromatyczne aminy i aminofenole [11].
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COOH HO COOH (0] COOH
Tyrozynaza/O, Tyrozynaza/O,
E—— _—
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HO HO fe)

Tyrozyna 3,4-Dihydroksyfenyloalanina Dopachinon
(Dopa)
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| dopachromu
-_—
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NH HO N~ COOH HO NH COOH
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Rysunek 1. Poczatkowe reakcje szlaku melanizacji [9].

Tyrozynaza jest biatkiem miedziowym posiadajagcym w swoim centrum aktywnym
diamagnetyczny kompleks dwoch jonow miedzi, z ktorych kazdy potaczony jest z biatkiem
poprzez atomy azotu pierscieni imidazolowych trzech histydyn. Centrum katalityczne tego
enzymu wystepuje w trzech formach: met, oksy i deoksy [9,12,13]. Forma met (met-tyrozynaza,
Emet), zawiera dwa jony miedzi na II stopniu utlenienia potgczone ze sobag ligandem
mostkowym, ktérym jest najczeséciej grupa wodorotlenkowa (Cu(ll) — Cu(ll)). Forma deoksy
(deoksy-tyrozynaza, Egeoksy) zawiera jony miedzi na | stopniu utleniania (Cu(l) — Cu(l)) i jest
zdolna przytaczaé tlen. Forma oxy (0ksy-tyrozynaza, Eoksy), podobnie jak forma Emet zawiera
dwa jony miedzi na Il stopniu utleniania (Cu(ll) - O2? - Cu(ll)) i jako jedyna jest zdolna
katalizowa¢ dwie reakcje: hydroksylowanie monofenoli do o-difenoli oraz utlenianie o-difenoli
do o-chinonow [9-11,14,15].

W mojej pracy badawczej najczesciej wykorzystywatam i wykorzystuje komercyjng
tyrozynazg grzybowa, kupowang w firmie Merck (dawniej Sigma-Aldrich). Jesli enzym jest

potrzebny w duzych ilosciach 1 jego zakup jest zbyt kosztowny, izoluj¢ go samodzielnie
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z pieczarek, ktore kupuje u lokalnego producenta. W tym celu opracowalam metodg
otrzymywania i oczyszczania tyrozynazy modyfikujac opisane w literaturze procedury izolacji
tego enzymu [16,17]. Sktada si¢ ona z pigciu etapow: wytrgcania acetonem, wytrgcania
siarczanem(V1) amonu, chromatografii na trzech kolumnach: DEAE-Sepharose, Phenyl-
Sepharose i Sephadex G-25. Metoda ta pozwala na otrzymanie preparatu enzymatycznego
jednorodnego elektroforetycznie o specyficznej aktywnosci ok. 5000 U/mg i o czystosci lepszej
niz preparaty komercyjne. Opracowang metode opublikowalam w 2004 roku (D3) [18].
Umiejetnoscig izolacji 1 oczyszczania tyrozynazy czesto dzielitam si¢ z magistrantami,
doktorantami oraz naukowcami z innych jednostek.

Ze wzgledu na potrzeby przemystu kosmetycznego 1 rolno-spozywczego
(przechowalnictwo produktow rolnych) ciagle trwaja poszukiwania inhibitoréw tyrozynazy,
ktére stanowig atrakcyjng tematyke badan o duzym potencjale aplikacyjnym.

Moje pierwsze badania prowadzitam w ramach grantu ,,Projektowanie, synteza
i badanie aktywnos$ci przyjaznych dla $rodowiska herbicydow” (PBZ/KBN/060/T09/2001),
temat ,,Poszukiwanie inhibitoréw tyrozynazy i analiza mechanizmu ich dzialania”.
Obejmowaty one zbadanie wptywu trzech fosfonowych analogéw fenyloglicyny opisanych
wczesniej jako inhibitory tyrozynazy [19]: kwasu amino-(3,4-
dihydroksyfenylo)metanofosfonowego, kwasu amino-(3-hydroksyfenylo)metanofosfonowego
oraz kwasu amino-(4-hydroksyfenylo)metanofosfonowego (Rysunek 2).

H,N PO3H, H,N PO3H, HZN; ;POSHZ
HO i i OH
OH OH

1 2 3

Rysunek 2. Zwiazki fosfonowe zbadane jako inhibitory tyrozynazy:
kwas amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy (1),
kwas amino-(3-hydroksyfenylo)metanofosfonowy (2),
kwas amino-(4-hydroksyfenylo)metanofosfonowy (3) (D1) [20].

Te fosfonowe zwiazki zostaly zsyntezowane w Instytucie Chemii Organicznej,
Biochemii i Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej. Pod kierunkiem doktoréw Huberta
Wojtaska oraz Jozefa Hurka przeprowadzitam doktadng analiz¢ spektrofotometryczng

i elektrochemiczna reakcji utleniania naturalnych substratow tyrozynazy (L-tyrozyny i L-dopy)



Dr Beata Ggsowska-Bajger Zalgcznik 3

w  obecnosci tych trzech zwigzkow. W  trakcie wykonywania  pomiarow
spektrofotometrycznych zaobserwowatam zmiany widm UV/Vis tylko dla reakcji utleniania
enzymatycznego kwasu amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy (Rysunek 3). Dla

dwoch pozostatych zwigzkow nie obserwowatam zadnych zmian nawet po uptywie 24 godzin.
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Rysunek 3. Zmiany widm UV/Vis podczas utleniania kwasu amino-(3,4-dihydroksyfenylo)
metanofosfonowego przez tyrozynazg (D1) [20].

W dalszej czesci okreslitam parametry kinetyczne (Km | Vimax) dla tego zwigzku (Km = 0,52 +
0,10 MM i Vmax = 0,386 = 0,058 umol/min) i po poréwnaniu ich z parametrami kinetycznymi
dla L-dopy (Km =0,37 = 0,08 mM i Vmax = 1,64 = 0,35 umol/min) okazato si¢, ze jest on
utleniany przez tyrozynaze wolniej niz 3,4-dihydroksyfenyloalanina, a powstajace pasmo przy
320 nm moze odpowiada¢ 3,4-dihydroksybenzaldehydowi zidentyfikowanemu wcze$niej jako
produkt utleniania 3,4-dihydroksyfenyloglicyny [21] i kwasu 3,4-dihydroksymigdatlowego
[22-27]. Wartosci Km wskazywaty, Ze nie moze on skutecznie konkurowaé z L-dopa o centrum
aktywne. Poszukujac innych mechanizméw inhibicji tyrozynazy przez kwas amino-(3,4-
dihydroksyfenylo)metanofosfonowy zarejestrowatam widma UV/Vis w czasie dla reakcji
mieszaniny tego zwigzku z L-dopa. Na otrzymanych widmach zaobserwowalam, ze
w poczatkowej fazie reakcji pojawia si¢ produkt wykazujacy maksimum absorpcji przy 390
nm, czyli w rejonie charakterystycznym dla o-chinonéw. W pézniejszej fazie nastgpowat
znacznie wolniejszy przyrost absorbancji przy 475 nm (pasmo absorbcji dopachromu
w zakresie widzialnym), a przys$pieszony wzrost absorbancji przy 320 nm (obszarze w ktorym

naktadajg si¢ pasma absorpcji dopachromu i 3,4-dihydroksybenzaldehydu) (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Zmiany widm UV/Vis podczas utleniania L-dopy (A) oraz mieszaniny kwasu
amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowego z L-dopa (B) przez tyrozynaze (D1)[20].

Wyniki te sugerowaty, ze w przypadku utleniania przez tyrozynaz¢ mieszaniny L-dopy
i kwasu amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowego dochodzi do utlenienia zwigzku
fosfonowego przez dopachinon, ktory redukuje si¢ do L-dopy. L-dopa jest wiec w tej reakcji
przenosnikiem elektronow pomiedzy zwigzkiem fosfonowym i enzymem. Aby zbadad
rzeczywisty efekt inhibitorowy zwigzku przeprowadzitam pomiary zuzycia tlenu dla reakcji
utleniania L-dopy i jej mieszaniny z badanym zwigzkiem. Wyniki tego eksperymentu
wykazaly, ze zwigzek ten nie wykazuje praktycznie zadnych wilasciwosci inhibitorowych
(Rysunek 5).
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Rysunek 5. Zuzycie tlenu podczas utleniania L-dopy (1) oraz mieszaniny L-dopy z kwasem
amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowym (2) przez tyrozynazg (D1) [20].

Wykonane przeze mnie analizy pokazaly, ze silna inhibicja tyrozynazy przez kwas
amino-(3,4-dihydroksyfenylo)metanofosfonowy, opisana w roku 1987 [19] jest pozorna,
a wyznaczone wczesniej state inhibicji obliczone na podstawie tylko pomiaréw

spektrofotometrycznych byty obarczone btgdem.
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W analizie reakcji katalizowanych przez tyrozynaz¢ najczgsciej wykorzystuje sie
pomiary spektrofotometryczne ste¢zenia dopachromu (maksimum absorbcji wynosi 475 nm),
ktory nie jest produktem reakcji enzymatycznej, ale powstaje z dopachinonu - bezposredniego
produktu tej reakcji w wyniku nieenzymatycznej cyklizacji (do leukodopachromu) i utlenienia.
Obie te reakcje sg bardzo wrazliwe na dziatanie czynnikéw nukleofilowych i redukujacych.
Zarowno silne nukleofile, jak i zwigzki redukujgce mogg utrudnia¢ powstawanie produktu -
dopachromu, powodujac, ze przyrost absorbancji w obszarze 475 nm jest niewielki, co
w reakcjach spektrofotometrycznych mozna blednie interpretowac jako silny efekt inhibicji.
W przypadku fosfonowych analogéw aromatycznych okazato sie¢, ze kwas amino-(3,4
dihydroksyfenylo)metanofosfonowy redukowat dopachinon utleniajac si¢ do odpowiedniego
chinonu, ktory rozpadat si¢ nastepnie do 3,4-dihydroksybenzaldehydu (Rysunek 6). Pochodne
monofenolowe - kwas amino-(3-hydroksyfenylo)metanofosfonowy i kwas amino-(4-
hydroksyfenylo)metanofosfonowy, nie ulegaty tym reakcjom, a wiec w ich przypadku nie

obserwowano efektu inhibicji [19].
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Rysunek 6. Reakcje zachodzace w czasie utleniania mieszaniny kwasu amino-(3,4-
dihydroksyfenylo)metanofosfonowego z L-dopa przez tyrozynazg (D1) [20].
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Badania nad zwigzkami fosfonowymi oraz wykazanie ,pozornej inhibicji”
w stosunku do tyrozynazy byty inspiracja do mojej dalszej pracy naukowej. Utwierdzily mnie
réwniez w przekonaniu, ze aby by¢ pewnym wynikow, nie moge opiera¢ si¢ tylko i wylacznie
na jednej metodzie pomiarowej. W swojej dalszej pracy laczylam wiec w badaniach
katalizowanych przez oksydoreduktazy metody spektrofotometryczne, elektrochemiczne
I chromatograficzne.

U ssakow tyrozynaza wystepuje W melanocytach, wysoce wyspecjalizowanych
komorkach zlokalizowanych w skorze, cebulkach wloséw oraz oczach, wytwarzajacych
melaniny [28,29]. Transformacja nowotworowa tych komoérek moze prowadzi¢ do czerniaka
ztos$liwego [30,31]. Nowotwor ten jest najbardziej agresywnym nowotworem skory, a jego
wystepowanie zwigzane jest miedzy innymi z duzg ekspozycja na promieniowanie UV. Dlatego
tez juz od dawna rozwazano zastosowanie tyrozynazy, enzymu specyficznego dla
melanocytow, do aktywacji prolekow przeciwko czerniakowi [32]. Koncepcja selektywnego
uwalniania srodkow cytotoksycznych aktywowanych tyrozynaza zostata opracowana w latach
90-tych ubieglego wieku i nazwana enzymatyczng terapia prolekowa ukierunkowang na
melanocyty (MDEPT) [33]. Sama idea prolekow polega na maskowaniu aktywnosci
terapeutycznej poprzez przytaczenia dodatkowego fragmentu, ktéry zostaje uwolniony
w procesie aktywacji w tkankach docelowych. Najczesciej czynnikami aktywujacymi sg
specyficzne enzymy. Poczatkowo §rodki cytotoksyczne byty przytaczane do pierwszorzgdowej
grupy aminowej substratow tyrozynazy, a mianowicie tyrozyny, dopaminy oraz zwiazkow
pokrewnych za pomoca tacznikow karbaminianowych lub mocznikowych [33-35]. Pozniejsze
badania pochodnych tyraminy i dopaminy wykazaty jednak, ze konwersja grupy aminowej do
pochodnych amidowych, karbaminianowych 1 mocznikowych powoduje, ze atom azotu jest
niewystarczajagco  nukleofilowy do  cyklizacji  odpowiednich ~ 0-chinonow  do
dihydroksydihydroindoli i dlatego uwolnienie grupy aktywnej jest mato prawdopodobne [36].

W swoich badaniach z roku 2006 i 2008 wykazatam, ze grupa hydrazynowa
w fenylohydrazydach aminokwasow (P1) [37] oraz w prokarbazynie (P2) [38] moze zostac
utleniona przez o-chinony, czyli posrednio przez tyrozynazg. Uznatam, ze t¢ reakcje redoks
mozna wykorzysta¢ do aktywacji prolekow przeciwko czerniakowi zawierajacych tacznik

hydrazynowy (Rysunek 7).
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Rysunek 7. Schemat aktywacji przez tyrozynaze¢ prolekow z tacznikiem hydrazynowym .

Cele

Jak juz wyzej wspomnialam w badaniach reakcji enzymatycznych najczesciej
wykorzystuje si¢ pomiary spektrofotometryczne, ktore sa podatne na zakldcenia. Dlatego
w reakcjach katalizowanych przez oksydoreduktazy wskazane jest poszerzenie metod
pomiarowych o techniki elektrochemiczne i chromatograficzne.

Szczegdtowe cele, rozpatrywane w publikacjach wchodzacych w sktad osiggniecia
habilitacyjnego obejmowaty:

1. Syntezg i analiz¢ aktywnosci potencjalnych prolekow przeciwko czerniakowi opartych
na laczniku hydrazynowym. Zaproponowane proleki sktadaty si¢ z aktywatora
(ugrupowania fenolowego utlenianego przez tyrozynaze), efektora w postaci leku
przeciwnowotworowego (np. iperytu azotowego) 1 tacznika hydrazynowego.
Zsyntezowanym prolekiem byla pochodna iperytu azotowego N-{4-[bis-(2-
chloroetylo)amino]benzoilo}-N-(4-hydroksybenzylo)hydrazyna, dla ktérego
przeprowadzono enzymatyczne utlenianie tyrozynazg i zidentyfikowano produkty tej
reakcji (H1).

2. Wplyw flawonoidéw o rdznej strukturze na reakcje katalizowane przez tyrozynaze.

Poréwnanie pomiarow spektrofotometrycznych i zuzycia tlenu pozwolito wykaza¢, ze

11
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wigkszos¢ badanych zwigzkow z tej grupy nie jest inhibitorami tego enzymu, a jedynie
redukuje dopachinon (H2, H6 i H9).

3. Wplyw karbidopy i innych ktecholi na aktywno$¢ mieloperoksydazy i laktoperoksydazy
(ssacze peroksydazy) oraz peroksydazy chrzanowej. Wszystkie przebadane katechole
hamowaly powstawanie chromoforéw w trzech réznych uktadach substratow redukujac
produkty koncowe/posrednie tych reakcji (H3).

4. Wplyw p-difenoli na reakcj¢ Trindera (utlenianie fenolu i 4-aminoantypiryny przez
peroksydazg chrzanowa) powszechnie stosowang w enzymatycznych testach
diagnostycznych. Wiele lekéw 1 zwigzkéw naturalnych moze wptywaé na koncowy
wynik pomiaru stezenia analitu, a bledny wynik moze skutkowaé wdrozeniem
nieodpowiedniego leczenia (H4 i H5).

5. Wplyw 6-n-propylo-2-tiouracylu, metimazolu i jego selenowych analogow na
utlenianie ABTS przez laktoperoksydaze i1 peroksydaze chrzanowa. Wyniki badan tych
zwigzkow potwierdzity, ze redukuja one kationorodnik ABTS, ale nie hamujg szybkosci
reakcji enzymatycznej. WregCz przeciwnie - powoduja umiarkowane zwigkszenie
szybkosci tych reakcji utrzymujac stezenie ABTS na wyjSciowym poziomie do
momentu ich wyczerpania (H7).

6. Wplyw kwasu acetylosalicylowego, jednego z niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, na aktywno$¢ mieloperoksydazy, enzymu ktorego zwigkszona
aktywno$¢ w organizmie odpowiedzialna jest migdzy innymi za powstawanie chorob
uktadu nerwowego, cukrzycy, miazdzycy, depresji czy niektorych nowotwordw.
Wyniki przeprowadzonych badan jednoznacznie wykazaly, ze kwas acetylosalicylowy
hamowat przebieg reakcji, a tym samym wptywat na zmniejszenie aktywnosci MPO
(H8).

Efektem prac ujetych w cyklu jest dziewieé publikacji w czasopismach naukowych (prace
H1 - H9). W wigkszosci sg to prace wieloautorskie w tym, w pigciu z nich jestem
pierwszym autorem a w pozostatych czterech plasuje si¢ na drugim miejscu z tego w dwoch
poprzedza mnie doktorant, ktoérego bylam promotorem pomocniczym (prace H4 i H5,
z kolei jednej publikacji jestem autorem korespondencyjnym), moj udzial w tych pracach

zostat okreslony w tabeli w Zalgczniku 4.
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Opis wynikow badan

Analiza aktywnos$ci potencjalnych prolekow przeciwko czerniakowi opartych na laczniku

hydrazynowym (H1)

W literaturze opisanych jest wiele przyktadow zwigzkow utlenianych przez tyrozynaze,
ktorych struktura znacznie odbiega od jej naturalnych substratow. Mechanizm tych reakcji jest
zwykle nieznany. Jedng z takich reakcji jest utlenianie hydrazydow aminokwaséw, ktora
zostata wykorzystana w syntezie peptydow, jednak jej wydajnos¢ okazata si¢ bardzo niska.

Hydrazydy wystepuja powszechnie w naturze i1 jak wszystkie pochodne hydrazyny
wykazujg umiarkowane witasciwosci mutagenne. Najpospolitszym, naturalnie wystepujagcym
hydrazydem jest agarytyna (5-[2-(4-hydroksymetylo)fenylo]hydrazyd kwasu
L-glutaminowego), ktora wystepuje w wielu gatunkach grzybow, miedzy innymi
w pieczarce (Agaricus) [39]. Uwage na ten zwigzek oraz inne pochodne hydrazyny obecne
w pieczarce, takie jak 4-(hydroksymetylo)fenylohydrazyng i kwas 4-hydrazynobenzoesowy,
zwrécily badania Totha i jego wspdtpracownikow, ktorzy wykazali, ze dlugotrwale karmienie
myszy tymi grzybami wywoluje u nich nowotwory przewodu pokarmowego, watroby 1 ptuc
[40]. Metabolizm agarytyny przez ekstrakty tkankowe ssakow byt intensywnie badany, ale ani
ostatecznych metabolitow, ani $ciezek rozpadu nie udato si¢ ustali¢ [41,42]. W 1998 roku Toth
1 jego wspodlpracownicy stwierdzili, Ze agarytyna jest inhibitorem tyrozynazy, natomiast rok
pozniej ci sami naukowcy wykazali, ze hamuje ona tylko powstawanie melanin, ktére jest
inicjowane przez tyrozynaz¢ [43,44]. W obu przypadkach efekt inhibicji byt
najprawdopodobniej réwniez pozorny, wynikajacy z redukcji dopachinonu przez pochodne
hydrazyny, a nie z bezposredniego wptywu tych zwigzkéw na aktywno$¢ enzymu.
Postanowitam zatem sprawdzi¢ czy pochodne hydrazyny rowniez majg zdolnos$¢ redukcji
wygenerowanych przez tyrozynaze 0-chinonow. Poniewaz w pracy naukowej nie zajmuje sie
synteza dlatego tez poprositam o zsyntezowanie hydrazydéw aminokwaséw dr Bozeng
Frackowiak-Wojtasek z Zaktadu Biochemii UO. Swoje badania rozapocze¢tam od
przeprowadzenia reakcji tych zwigzkoéw z 4-tert-butylo-o-benzochinonem, wygenerowanym
podczas enzymatycznego utleniania 4-tert-butylokatecholu. Powstajacy chinon jest odporny na
dziatanie czynnikéw nukleofilowych, takich jak czasteczka wody. Jak si¢ okazato obecno$¢
hydrazydéw opodzniata pojawienie si¢ 4-tert-butylo-o-benzochinonu, ale ostatecznie nie
wplywata znaczaco na stezenie tego produktu. Zaréwno analizy spektrofotometryczne, jak
I pomiary zuzycia tlenu jednoznacznie wskazywaty na posrednie utlenianie hydrazydow przez
chinony. Wykonane pomiary w mieszaninie zawierajacej tyrozynaze, katechol oraz

syntetyczny hydrazyd aminokwasdéw pozwolily wnioskowac, ze w tym ukladzie dochodzi do
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utleniania ugrupowania hydrazynowego, a nie do jego przytaczania do czasteczki o-chinonu.
W pomiarach zuzycia tlenu zaobserwowatam, ze chociaz obecno$¢ katecholu lub fenolu
znacznie zwigkszata szybkos¢ reakcji utleniania hydrazydow, jednak ubytek tlenu w roztworze
nastepowat takze w nieobecnosci tych przenosnikéw elektronow. W uktadzie tym nie dochodzi
wigc do addycji Michael’a pomigdzy hydrazynowym atomem azotu hydrazydu a o-chinonem
ale do reakcji utleniania-redukcji pomigdzy tymi zwigzkami (Rysunek 8). Reakcje analogiczne
jak dla hydrazydow aminokwasé6w wykonalam takze dla prokarbazyny, leku
przeciwnowotworowego zawierajacego ugrupowanie hydrazynowe. Wyniki pomiaréw zuzycia
tlenu 1 pomiarow spektrofotometrycznych byty identyczne jak dla hydrazydéw. Reakcje
utleniania pochodnych hydrazyny przez chinony do niestabilnych zwigzkow azowych
stwarzajg zatem unikalng mozliwo$¢ zaprojektowania prolekow przeciwko czerniakowi,

aktywowanych preferencyjnie przez tyrozynaz¢ w melanocytach.
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Rysunek 8. Reakcje redoks zachodzace pomigdzy hydrazydami aminokwasow a chinonami
(P1) [37].

OH

Przed zaprojektowaniem docelowych zwigzkow najpierw zweryfikowalam zaktadana
koncepcje z lekiem stosowanym w chorobie Parkinsona - karbidopa, zawierajacym zaréwno
ugrupowanie katecholowe, jak i hydrazynowe. W wyniku dzialania tyrozynazy na ten zwigzek
fragment katecholowy ulegal utlenieniu do 0-chinonu, ktory w nastepstwie kolejnych reakcji
ulegat reakcji redoks z grupa hydrazyny lub ulegat reakcji cyklizacji. W wyniku tego procesu

otrzymatam mieszaning produktow powstalych poprzez utlenienie, a nastgpnie usunigcie
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ugrupowania hydrazynowego - kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-2-metylopropanowy
I dihydroksyfenyloaceton oraz cykliczng 5,6-dihydroksy-3-metylocinoling ktora powstawata
w wyniku ataku nukleofilowego grupy hydrazynowej w tancuchu bocznym na wytworzony
enzymatycznie o-chinon. Uzyskany po cyklizacji produkt ulegat dodatkowym reakcjom

prowadzacym do jego aromatyzacji (Rysunek 9) (P3) [45]
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Rysunek 9. Reakcje zachodzace w czasie utleniania karbidopy przez tyrozynaze prowadzace
do powstania kwasu 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-2-metylopropanowego (1), 3,4-dihydroksy-
fenyloacetonu (2) i 5,6-dihydroksy-3-metylocinoliny (3) (P3) [45]

Ta reakcja cyklizacji o-chinonéw z grupg hydrazynowsg w lancuchu bocznym jest
reakcjg niepozadang z punktu widzenia dziatania potencjalnych prolekow przeciw czerniakowi.
Moze ona zmniejsza¢ wydajnos¢ uwalniania efektorow w przypadku dialkilohydrazyn. Dlatego
tez  postanowiliSmy  przygotowa¢ wylacznie acylowane pochodne  hydrazyny.
Dr inz. Bozena Frackowiak-Wojtasek zaprojektowata i razem ze swoimi magistrantkami
(Agnieszka Raniszewska i Magdaleng (Mazurek) Sznabel) zsyntezowata pochodng iperytu
azowego — N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N -(4-hydroksybenzylo)hydrazyne.
Wraz z przebywajaca wowczas w Zaktadzie Biochemii studentka z Belgii, Marieke Logghe
przeprowadzitam reakcj¢ utleniania tego proleku przez tyrozynaze. W analizie HPLC

mieszanin reakcyjnych zaobserwowatam obecnos¢ dwoch produktéw. Proporcje pomiedzy
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nimi réznilty sie¢ w zaleznoSci od czasu trwania reakcji, stezenia substratu oraz stosunku
substratu do enzymu.

Analiza przebiegu reakcji w czasie pokazata, ze jeden z produktow ostatecznie ulegat
przemianie w drugi, ktérego widmo UV-Vis bylo bardzo zblizone do widma mieszaniny

reakcyjnej, z maksimum absorpcji przy 337 nm (Rysunek 9°).
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Rysunek 9°. Widma UV-Vis mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 50 uM N-{4-[bis-(2-
chloroetylo)amino]benzoilo}-N"-(4-hydroksybenzylo)hydrazyne i 2,5 ug tyrozynazy w 3 ml
10 mM buforu fosforanowego o pH 6,8. Widma byly rejestrowane przez 20 minut w odstgpach
co 2 min (H1) [46].

Wyizolowalam oba zwigzki metoda ekstrakcji i chromatografii kolumnowej,
anastgpnie dr inz. Bozena Frackowiak-Wojtasek ustalita ich struktur¢ za pomoca spektroskopii
NMR 1 wysoko rozdzielczej spektroskopii masowej. Produktem koncowym okazal sie
4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoesan 5,6-dihydroksy-1H-indazol-1-ilu, powstaty w wyniku
ataku nukleofilowego zacylowanego atomu azotu tgcznika hydrazynowego na wytworzony
enzymatycznie o-chinon. Produkt przejSciowy zostal natomiast zidentyfikowany jako
N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N"-(4-hydroksybenzylideno)hydrazyna, powstajaca
najprawdopodobniej w wyniku migdzyczgsteczkowej reakcji redoks pomiedzy 0-chinonem
1 grupa hydrazynowa czasteczki substratu, a nast¢pnie tautomeryzacji powstatego diazenu do
hydrazonu (Rysunek 10).

Wynik ten byt zaskakujacy, poniewaz spodziewatam sig, ze zacylowanie atomu azotu
tacznika hydrazynowego wystarczajgco obnizy jego nukleofilowos¢, aby zapobiec cyklizacji.
Reakcja cyklizacji jest oczywiscie niepozadana, poniewaz zapobiega uwalnianiu efektora
z proleku utlenionego przez enzym. W mieszaninie reakcyjnej nie wykryliSmy uwolnionego
leku przeciwnowotworowego — kwasu 4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoesowego za pomoca
analizy TLC, HPLC lub MS. Zachodzace reakcje okazaly si¢ wiec zupetnie rozne od tych, ktore
przewidywalismy. Dzigki wspolpracy z dr hab. Tomaszem Cichoniem i dr Ryszardem

Smolarczykiem z zespotu prof. Stanistawa Szali z Instytutu Onkologii w Gliwicach zostaty
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przeprowadzone badania aktywno$ci przeciwnowotworowej przez nas zsyntezowanego
proleku (N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N-(4-hydroksybenzylo)hydrazyny), ale,
jak sie¢ nalezato spodziewa¢ na podstawie wynikow reakcji enzymatycznych, nie byta ona

imponujaca.
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Rysunek 10. Reakcje zachodzace podczas utleniania potencjalnego proleku przeciwko
czerniakowi,  N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N-(4-hydroksybenzylo)hydrazyny
(1), przez tyrozynaze zaproponowane w oparciu o zidentyfikowane produkty: 4-[bis-(2-
chloroetylo)amino]benzoesan 5,6-dihydroksy-1H-indazol-1-ilu (2) i N-{4-[bis-(2-chloroetylo)
amino]benzoilo}-N'-(4-hydroksybenzylideno)hydrazyne (3) (H1) [46].

Wplyw flawonoindéw na reakcje katalizowane przez tyrozynaze (H2, H6 i H9).

W literaturze opisano wplyw wielu zwigzkow o wlasciwosciach redukujacych, takich
jak pochodne hydrazyny, aromatyczne p-fenole czy naturalne polifenole, takie jak flawonoidy
czy pochodne kwasu gallusowego, na reakcje katalizowane przez tyrozynazg.

Flawonoidy stanowig duza grup¢ naturalnych zwigzkéw o zmiennej strukturze
fenolowej, sa szeroko rozpowszechnione - wystepuja miedzy innymi w owocach, warzywach,

winie czy herbacie. Te naturalne produkty sg znane ze swojego korzystnego wptywu na zdrowie
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1 przypisuje si¢ im wilasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, przeciwmutagenne czy
przeciwnowotworowe [47,48]. Wiele flawonoidéw zostato rowniez opisanych jako inhibitory
oksydazy ksantynowej (XO), cyklooksygenazy (COX) czy tyrozynazy [48,49].

Badania nad interakcjg flawonoidow z tyrozynazg zostaty zapoczatkowane w latach 90-
tych XX wieku. Wtedy to wykazano, ze kwercetyna, kemferol, luteoina oraz kilka ich
pochodnych wyizolowanych z amerykanskich ro$lin silnie hamujg aktywno$¢ tego enzymu
[50,51]. Dla dwoch z tych zwiazkow, a mianowicie kwercetyny i kemferolu przeprowadzono
szczegdtowy analize kinetyczng tego hamowania [52-54]. W dalszych badaniach wykazano
jednak ze kwercetyna jest substratem tyrozynazy [55,56], ktory utlenia si¢ do odpowiedniego
o-chinonu, a produkt jego izomeryzacji (p-metydo chinon),
w obecnos$ci czasteczki wody daje trwalg pochodng Kkwasu protokatechowego
(2-(3,4-dihydroksybenzoilo)-2,4,6-trihydroksy-3(2H)-benzofuranon) [57].

Prawie wszystkie flawonoidy maja strukturg¢ Ce-C3-Cs zawierajaca dwa pier§cienie
benzenowe, A i B, potaczone heterocyklicznym pierscieniem piranowym (C) [58]. Poniewaz
flawonoidy sg polifenolami i wiele z nich zawiera grup¢ katecholowa, dlatego moga by¢
utlenione takze przez tyrozynazg, co wykazano juz w przypadku takich zwigzkéw jak
kwercetyna [55-57] czy morina [55]. Sg takze znanymi przeciwutleniaczami i t¢ wlasciwosé
okresla si¢ w standardowych reakcjach redoks, zwykle ze stabilnymi rodnikami, takimi jak
DPPH' i ABTS™, czesto jednoczes$nie z badaniem ich aktywno$ci hamujgcej tyrozynaze [59—
61]. Poniewaz zwiazki te tatwo redukuja wolne rodniki, uznatam, ze moga rowniez redukowac
0-chinony generowane przez tyrozynaze.

Zbadatam wigc spektrofotometrycznie i mierzac zuzycie tlenu wplyw pigciu wybranych
flawonoidéw na reakcje utleniania przez tyrozynaze jej naturalnych substratow (L-tyrozyny
i L-dopy). Przeprowadzitam rowniez ich reakcje z 0-chinonami wygenerowanymi chemicznie.
Wybierajac zwiazki do badan kierowalam si¢ ich struktura, ktdra determinuje reakcje, jakim
moga one ulegac.

Kwercetyna, kemferol oraz morina przez to, ze zawierajg W swojej strukturze grupy
fenolowe w pierscieniu B, ktore sa sprzgzone z grupa 3-OH w pierscieniu C moga po ich
utlenieniu tautomeryzowa¢ do odpowiednich metydochinonow i tworzy¢ pochodne kwasu
protokatechowego. Takie produkty otrzymano po utlenieniu kwercetyny przez tyrozynaze [57]
oraz wszystkich trzech zwigzkéow z jonami Cu?' [62]. Kwercetyna zawierajac grupe
katecholowg w pierscieniu B moze stuzy¢ jako o-difenolowy substrat tyrozynazy i moze by¢
utleniana zardwno przez forme oksy, jak i met tego enzymu. Kemferol zawiera monofenol

w pierscieniu B, podczas gdy morina zawiera m-difenol w pierscieniu B. Oba te zwigzki moga
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dziata¢ jedynie jako monofenolowe substraty tyrozynazy. Jednakze w obu zwigzkach grupy
fenolowe w pierscieniu B (4’-OH w kemferolu i moriny oraz 2’-OH w morinie) sg sprz¢zone
z grupa 3-OH. Katechina i naringenina zawieraja grupy fenolowe w pierscieniu B, ale albo nie
sg sprzezone z grupg 3-OH w pierécieniu C (katechina), albo grupa 3-OH nie jest obecna
(naringenina). Nie sg zatem zdolne do tworzenia metydochinonow i ich utlenianie powinno

ograniczac si¢ do pierscienia B (Rysunek 11).

OH (0]

OH

Katechina Naringenina

Rysunek 11. Struktury badanych flawonoidéw (H2) [63].

Wykonujac pomiary spektrofotometryczne przy dtugosci 475 nm dla pigciu wybranych
flawonoidow w reakcji utleniania L-tyrozyny i L-dopy otrzymatam r6zne wyniki (Rysunek 12
i Rysunek 13). Kiedy utlenieniu poddatam difenolowy substrat (Rysunek 12 A-E)
w obecnosci kwercetyny, kemferolu 1 moriny obserwowatam wigksze zmiany absorbancji
w poczatkowej fazie reakcji dla stezen 10 i 25 uM. Najprawdopodobniej byto to spowodowane
wigksza absorbancja powstajacych produktéw utleniania tych zwigzkow przy tej dlugosci fali
niz dopachromu. Przy wyzszych stezeniach dla kwercetyny 1 kemferolu wyraznie mozna byto
zauwazy¢ zmniejszajacg si¢ absorbancje zalezng od stezenia zwigzku. W przypadku moriny
tylko przy najwyzszym stezeniu (100 pM) widoczny byt spadek absorbancji. Podobne
zalezno$ci zaobserwowatam w reakcjach z L-tyrozyna, ale wptyw badanych zwigzkow na
zmiany absorbancji byt wigkszy. W obecnosci Katechiny nastepowaly znacznie wigksze
przyrosty absorbancji niz bez tego zwigzku, natomiast dla naringeniny mniejsze przyrosty
absorbancji wystgpowaty tylko przy wyzszych stezeniach - 50 i 100 uM. W reakcjach
utleniania substratu monofenolowego (Rysunek 12 F-I) wszystkie zwiazki z wyjatkiem

naringeniny, ktora nie posiada grupy katecholowej ani sprzezonych grup fenolowych
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w pierScieniach B i C, zmniejszaty lub catkowicie eliminowaty lag-faz¢ (faze opoznienia).
W przypadku kwercetyny, kemferolu i moriny zmiany absorbancji byly wigksze, a przy
stezeniu 100 uM kwercetyny nastepowato catkowite zahamowanie reakcji. Katechina podobnie
jak w przypadku utleniania L-dopy nie wykazywala hamowania reakcji,
a wprost przeciwnie powodowata jej aktywacje. Natomiast w reakcji z naringening nie
obserwowano duzego wptywu roéznych stezen na przebieg reakc;ji.

Aby przedstawi¢ rzeczywista szybkos$¢ reakcji w dalszej cze$ci wykonatam pomiar
zuzycia tlenu (Rysunek 13). Wyniki okazaly si¢ rézne od tych uzyskanych w pomiarach
spektrofotometrycznych. Kwercetyna, kemferol i morina zmniejszaty szybkos$¢ reakcji
z L-dopa, katechina ja zwigkszala, podczas gdy wplyw naringeniny byt niewielki.
W reakcji kwercytyny i moriny z L-tyrozyng widoczne bylo silne hamowanie szybkosci reakc;ji,
natomiast katechina jg zwigkszata. Kemferol silnie hamowat reakcje we wszystkich stezeniach,
natomiast naringenina nieznacznie zmniejszata szybkos¢ reakcji tylko w wyzszych stezeniach.
Jak wynika z opisanych wyzej Obserwacji, pomiary spektrofotometryczne wcale nie sg
odpowiednia metoda do monitorowania hamujacego wpltywu zwigzkoéw na dziatanie
oksyreduktaz, szczegolnie tyrozynazy. Aby wykaza¢ poprawnie hamujace dzialanie zwigzkow
potrzebne jest zastosowanie dodatkowych metod, jak na przyktad pomiar zuzycia tlenu, czy

pomiary chromatograficzne.
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Rysunek 12. Absorbancja przy 475 nm mierzona podczas utleniania 100 uM L-dopy (A-E)
1 100 uM L-tyrozyny (F-J) z kwercetyng (A i F), kemferolem (B i G), moring (C i H), kateching
(D i I) oraz naringening (E i J) przez tyrozynazg (5 pug/l ml enzymu w reakcji z L-dopa
i 10 pg/l ml enzymu uzylam w reakcji z L-tyrozyna). Krzywe postgpu reakcji byty
monitorowane w nieobecnosci flawonoidow (1) oraz w ich obecnosci w stgzeniu: 10 uM (2),
25 uM (3), 50 uM (4) i 100 uM (5) (H2) [63].
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Rysunek 13. Pomiary zuzycia tlenu podczas reakcji utleniania 100 uM L-dopy i 100 uM
L-tyrozyny z kwercetyng (A i F), kemferolem (B i G), moring (C i H), kateching (D i I) oraz
naringening (E iJ) przez tyrozynaze (5 pg/1 ml enzymu w reakcji z L-dopa i 10 pug/1 ml enzymu
uzytam w reakcji z L-tyrozyng). Krzywe postgpu reakcji byly monitorowane w przypadku
braku flawonoidow (1) oraz w obecnosci 10 uM (2), 25 uM (3), 50 uM (4) i 100 uM (5) stezenia

(H2) [63].
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Przeprowadzona analiza wykazata, ze flawonoidy z wuktadem katecholowym
w pierscieniu B lub sprzezonym uktadem grup hydroksylowych w pier§cieniach B i C hamuja

powstawanie dopachromu redukujac dopachinon, podczas gdy flawonoidy bez takiego uktadu

grup funkcyjnych takich wtasciwos$ci nie posiadajg (Rysunek 14).
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Rysunek 14. Reakcje zachodzace w czasie utleniania przez tyrozynaze naturalnych substratow
w obecnosci flawonoidow: kwercetyny z ukladem katecholowym w pierscieniu B (1),
kemferolu ze sprzezonym ukladem grup hydroksylowych w pierscieniach B i C (2)
i kwercetyny zmodyfikowanej w pozycji 3 (np. pochodnej glikozydowej, 3), ktorej produkt
utlenienia (o-chinon) nie moze ulega¢ tautomeryzacji i przeksztalceniu w pochodng kwasu
protokatechuowego (H2) [63].

W publikacji H2 wykazatam, ze wptyw zwiazkow, ktore wykazywaly silng inhibicje
w pomiarach spektrofotometrycznych, na szybkos$¢ zuzycia tlenu (faktyczng szybko$¢ reakeji),
byt jednak znacznie mniejszy, a wiec wigkszo$¢ z nich nie byla efektywnymi inhibitorami.
Praca, w ktorej przedstawilam te wyniki zostalta wyrdzniona i wybrana do specjalnego,
elektronicznego numeru Journal of Agricultural and Food Chemistry wydanego we wrzesniu
2017 roku, zatytulowanego ,,Advences in Polyphenol Reasearch”, w ktérym redaktorzy tego

czasopisma umiescili 22 sposrod okoto 500 artykutdéw poswieconych chemii polifenoli,

opublikowanych w nim w latach 2016 i 2017.
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W kolejnych latach po ukazaniu si¢ naszego artykutu w literaturze opisane zostaly
nastepne flawonoidy jako inhibitory tyrozynazy. Jednym z nich byla bajkaleina (5,6,7-
trihydroksyflawon) (Rysunek 15) [64].

Rysunek 15. Struktura bajkaleiny.

Bajkaleina jest izolowana z korzeni jarmuiki bajkalskiej (Scutellaria baicalensis).
Zwigzek ten rowniez posiada wilasciwosci  antyoksydacyjne, przeciwbakteryjne,
przeciwzapalne, a takze antyalergiczne. Moze tez hamowac proliferacje komorek w sposob
zalezny od dawki i wykazuje efekt wymiatania wolnych rodnikéw [65]. Jednak juz w roku 2000
Kubo i jego wspotpracownicy wykazali, ze bajkaleina jest utleniana przez tyrozynaze [53],
chociaz reakcja ta przebiegata znacznie wolniej niz w przypadku L-dopy. Zatozytam, ze uktad
pirogallolowy w pier§cieniu A bajkaleiny moze roéwniez redukowac¢ 0-chinony wygenerowane
przez tyrozynaze, podobnie jak w przypadku kwasu galusowego [66].

Obecnos¢ bajkaleiny zmniejszata przyrosty absorbancji w reakcji utleniania L-dopy

przez tyrozynaze (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Zmiany absorpcji przy 475 nm mierzone podczas utleniania 50 uM L-dopy i jej
mieszanin z bajkaleing przez 6,5 pg/ml tyrozynazy (55 U/ml). Krzywe postepu reakcji byly
monitorowane w przypadku braku bajkaleiny (0 pM) oraz w obecnosci 25 uM i1 50 uM stezenia
(H6) [67].

Rzeczywista szybko$¢ reakcji, ktorg wyznaczytam na podstawie pomiarow zuzycia tlenu,

okazata si¢ by¢ jest wigksza dla mieszaniny L-dopy i bajkaleiny (Rysunek 17).
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Rysunek 17. Zuzycie tlenu mierzone podczas utleniania samej 50 uM L-dopy przez tyrozynaze
oraz w obecnos$ci 25 pM i 50 uM bajkaleiny. Stgzenie tyrozynazy we wszystkich reakcjach
wynosito 6,5 pg/ml (55 U/ml) (H6) [67].

Ostateczne wartosci zuzycia tlenu byly rowniez wigksze w obecnosci bajkaleiny, poniewaz
odpowiadajg one utlenianiu zaréwno L-dopy (utlenianej przez enzym), jak i flawonoidu
(utlenianego pierwotnie przez wygenerowany enzymatycznie dopachinon, ktory jest
redukowany w tej reakcji z powrotem do L-dopy).

Utlenianie bajkaleiny przez o-chinony wygenerowane przez tyrozynaze potwierdzitam
analiza HPLC tych reakcji z tyrozynaza w obecnosci L-dopy i 4-tert-butylokatecholu
(Rysunek 18). Obecno$¢ naturalnych substratow katecholowych tyrozynazy gwattownie
przys$pieszata utlenienie bajkaleiny, co potwierdzito, ze ten flawonoid jest utleniany przez

0-chinony wytworzone przez enzym z tych substratow.
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Rysunek 18. Analiza HPLC reakcji tyrozynazy z bajkaleina, jej mieszaninami z L-dopa i 4-tert-
butylokatecholem. Reakcje przeprowadzono z 250 uM samej bajkaleiny i 32,5 pg/ml (276
U/ml) tyrozynazy (A-D), 250 uM bajkaleiny, 50 uM L-dopy i 32,5 pg/ml (276 U/ml) tyrozynazy
(E-H) oraz 250 uM bajkaleiny, 50 uM 4-tert-butylokatecholu i 10 pg/ml (85 U/ml) tyrozynazy
(I-L). Probki analizowano przed dodaniem tyrozynazy (A, E, 1), po 30 s (B, F, J), 5 min (C, G,
K) i 10 min po dodaniu enzymu (D, H, L). Elucj¢ monitorowano przy 280 nm. Czasy retencji
substratow wynosity 13,95 min dla bajkaleiny, 1,69 min dla L-dopy i 12,98 min dla 4-tert-
butylokatecholu. Czas retencji produktu utleniania bajkaleiny byt rowny 2,08 min (H6) [67].

Uzyskane wyniki wyraznie pokazaly rowniez, ze bajkaleina nie hamuje tyrozynazy, ale
jest utleniana przez dopachinon wytwarzany przez tyrozynaze, zapobiegajac w ten sposob
tworzeniu dopachromu (H6) (Rysunek 19).
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Rysunek 19. Postulowane reakcje zachodzace podczas utleniania L-dopy przez tyrozynaze
w obecnosci bajkaleiny (H6) [67].

Ugrupowanie pirogallolowe wystepujace w pierscieniu A bajkaleiny wystgpuje w wielu
innych zwiagzkach opisanych jako inhibitory tyrozynazy. Naleza do nich glownie sktadniki np.
zielonej herbaty takie jak: 3-galusan epikatechiny, 3-galusan gallokatechiny czy 3-galusan
epigallokatechiny [68]. Postanowitam wykaza¢, ze zwigzki te réwniez redukujg 0-chinony,

generowane przez tyrozynaza (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Struktury zwigzkow uzytych w badaniu: kwas galusowy (1), epigallokatechina
(2), 3-galusan epigallokatechiny (3) (H9) [66].

Wykonujac pomiary spektrofotometryczne przy dlugosci fali 475 nm dla trzech
badanych zwigzkow w reakcji utleniania L-dopy przez tyrozynaz¢ zaobserwowalam
poczatkowy spadek szybko$ci zmian absorbancji we wszystkich przypadkach (Rysunek 21).
Dla 50 uM i 100 uM kwasu galusowego i epigallokatechiny (Rysunek 21 A i B) koncowe
warto$ci absorbancji byly jednak wyzsze niz w reakcji kontrolnej bez badanych zwigzkow.
W reakcjach z 50 uM i 100 uM 3-galusanem epigalokatechiny koncowe wartosci absorbancji
byty mniejsze niz w reakcji kontrolnej przez caty okres trwania reakcji (Rysunek 21 C).

Podobnie jak w przypadku opisanych wczesniej zwiazkow (H2, H6) wykonatam pomiar
zuzycia tlenu podczas enzymatycznego utleniania L-dopy w obecnos$ci badanych zwiazkow
w celu sprawdzenia rzeczywistej szybko$ci reakcji (Rysunek 22). Okazalo si¢, ze badane
zwigzki nie miaty wptywu na poczatkowg szybko$¢ zuzycia tlenu podczas utleniania L-dopy
przez tyrozynazg. Przy braku difenolowego substratu tyrozynazy ich szybkosci utleniania byty
bardzo male, co jest zgodne z wynikami wcze$niejszych badan ich utleniania przez tyrozynaze,
ktore wykazaty, ze epigallokatechina i 3-galusan epigallokatechiny byty stabymi substratami
o wartosciach keat ok. 20 razy mniejszych niz dla katechiny i epikatechiny ([69]).

Ostateczne wartosci zuzycia tlenu byly rowniez wicksze w obecnosci wszystkich
badanych zwigzkow (Rysunek 22 A-C), poniewaz odpowiadajg one zarowno utlenianiu L-dopy
(utlenianej przez enzym), jak i badanych zwigzkoéw (utlenianych glownie przez generowany
enzymatycznie dopachinon, ktory jest redukowany w tych reakcjach z powrotem do L-dopy).
Aby pokaza¢, jak zachowuje si¢ prawdziwy inhibitor w takich eksperymentach,
przeprowadzitam réwniez te pomiary z kwasem kojowym. W przypadku tego dobrze znanego
inhibitora tyrozynazy zaréwno szybko$¢ zuzycia tlenu, jak i catkowita ilos¢ zuzytego tlenu byty

znacznie mniejsze niz w reakcji kontrolnej (Rysunek 22 D).
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Rysunek 21. Zmiany absorbancji rejestrowane przy 475 nm podczas utleniania L-dopy i jej
mieszanin z kwasem gallusowym (A), epigalokateching (B) 1 3-galusanem epigallokatechiny
(C) przez tyrozynazg. Reakcje przeprowadzono z 50 uM L-dopa i 5 pg/ml (42,5 U/ml)
tyrozynazy w przypadku braku badanych zwigzkow (0 uM) oraz w obecnosci 50 uM 100 uM
stezenia (H9) [66].
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Rysunek 22. Zuzycie tlenu mierzone podczas utleniania L-dopy, kwasu galusowego (A),
epigallokatechiny (B), galusanu epigallokatechiny (C) i ich mieszanin z L-dopa przez
tyrozynaze. Reakcje przeprowadzono z 50 pM badanych zwigzkow (1), 50 uM L-dopa (2)
i mieszaninami 50 uM L-dopy z 50 uM (3) i 100 uM (4) badanych zwigzkow. Stezenie
tyrozynazy we wszystkich reakcjach wynosito 5 pg/ml (42,5 U/ml). Reakcje z kwasem
kojowym (D) przeprowadzono w tych samych warunkach w celach porownawczych (H9) [66].
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Aby potwierdzi¢ utlenianie 3-galusanu epigallokatechiny przez o-chinony generowane
przez tyrozynaze, przeprowadzitam, za pomoca HPLC, analiz¢ reakcji tyrozynazy z samym
zwigzkiem oraz w obecnosci L-dopy i 4-tert-butylokatecholu (Rysunek 23). W przypadku
utleniania samego zwigzku przez tyrozynaze 3-galusan epigallokatechiny utleniat si¢ powoli.
Po 10 minutach trwania reakcji w mieszaninie reakcyjnej pozostawatlo okoto 50%
nieprzereagowanego zwiazku (Rysunek 23 A-D). W obecnosci L-dopy w ciggu 10 minut caty
3-galusan epigallokatechiny przereagowal (Rysunek 23 E-H), a w obecnosci 4-tert-
butylokatecholu efekt ten zostat osiagni¢ty w przeciggu 5 minut (Rysunek 23 I-L). Wyniki te
sg podobne do tych, ktore uzyskaliSmy wczesniej dla bajkaleiny (H6) [67]. Jednak
w przeciwienstwie do bajkaleiny, ktora zostata utleniona do jednego stabilnego produktu,
glowny produkt utleniania 3-galusanu epigallokatechiny ulegal szybkiej degradacji,
najprawdopodobniej w wyniku polimeryzacji lub dalszego utleniania (H9) [66].

Flawonoidy, ze wzgledu na swoja strukture, sa zwykle powoli utleniane przez
tyrozynazg. Jednak te z nich, ktore posiadajg odpowiednig kombinacje grup funkcyjnych, takich
jak o-difenole lub sprz¢zone grupy hydroksylowe w pierécieniach B i C, sg szybko utleniane
przez o-chinony wytwarzane przez tyrozynaze [63,70]. Jesli produkty ich utleniania
pochtaniaja $wiatlo w zakresie innym niz dopachrom, obserwuje si¢ mniejszy wzrost absorpcji
przy 475 nm i efekt ten jest interpretowany jako hamowanie enzymu. W przypadku katechiny
(H2) [63], ktorej produkt utleniania absorbuje w tym samym zakresie co dopachrom obserwuje
si¢ znaczny wzrost absorbancji przy dlugosci fali 475 nm (znacznie wigkszy niz w reakcjach
z L-dopa), a efekt ten jest interpretowany jako stymulacja enzymu. Jednak kiedy szybkosci
reakcji mierzone sa poprzez zuzycie tlenu widoczne zmiany sg znacznie mniejsze niz te, jakie
obserwowane sg w pomiarach spektrofotometrycznych. Wynikajg one z wolniejszego
utleniania flawonoidow, ktore konkurujg o miejsce aktywne z L-dopg jako substraty, a nie jako
inhibitory.

Sktadniki zielonej herbaty, w szczegolnosci estry kwasu galusowego z katechinami
zawierajacymi fragment pirogallolu w pierScieniu B sg silnymi przeciwutleniaczami. Zwigzki
o dziataniu antyoksydacyjnym z pewnoscig beda hamowaly melanogeneze, jak niedawno

wykazano w badaniu in vivo [71], ale tego efektu nie nalezy przypisywac inhibicji [72], [73].
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Rysunek 23. Analiza HPLC reakcji tyrozynazy z galusanem-3-epigallokatechiny i jego
mieszanin z L-dopg lub 4-tert-butylokatecholem. Reakcje przeprowadzono z 10 pg/ml (85
U/ml) tyrozynazy i 250 uM galusanu-3-epigallokatechiny osobno (A-D), 250 uM galusanu-3-
epigallokatechiny i 50 uM L-dopa (E-H) oraz 250 uM galusanu-3-epigallokatechiny i 50 uM
4-tert-butylokatecholu (I-L). Probki rozdzielono przed dodaniem tyrozynazy (A, E i I),
a nastepnie 30 s (B, F1J), 5 min (C, G 1 K) 1 10 min po dodaniu enzymu (D, H 1 L). Elucje
monitorowano przy 280 nm. Czasy retencji okreslone na podstawie analizy substratow byty
rowne 7,56 min dla galusanu 3-epigallokatechiny, 2,96 min dla L-dopy i 26,86 min dla 4-tert-
butylokatecholu (eluowanego podczas plukania kolumny, nieprzedstawionego na
prezentowanych chromatogramach). Czas retencji gtownego produktu utleniania galusanu
epigallokatechiny byt rowny 6,09 min (H9) [66].

Wplyw karbidopy i innych katecholi na reakcje katalizowane przez peroksydazy (H3)

Projektujac proleki, ktore w swojej strukturze posiadatyby ugrupowanie fenolowe,
zdawali$my sobie sprawe z tego, ze po wprowadzeniu ich do organizmu moga by¢ narazone na
dziatanie roznych czynnikow utleniajacych. Dlatego postanowiliSmy zbadac ich oddziatywanie
z peroksydazami ssakéw. Peroksydazy naleza do klasy oksydoreduktaz i moga katalizowac
utlenianie réznych substratow przy udziale nadtlenku wodoru [74]. Do peroksydaz ssaczych
zalicza si¢ enzymy, ktore biorg udzial przede wszystkim w reakcjach obronnych organizmu
(mieloperoksydaza — MPO, laktoperoksydaza — LPO, peroksydaza eozynofilowa — EPO)

i biosyntezie hormondéw tarczycy (peroksydaza tarczycowa — TPO) [74]. Aktywnos$¢
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przeciwbakteryjna tych enzymow zwigzana jest ze zdolnoscig do przeksztatcania halogenkow,
tiocyjanianow i azotynow w zwiazki, ktore sg wysoce toksyczne dla mikroorganizmow [75,76].
Uczestniczag one takze w metabolizmie ksenobiotykow, w tym lekow [77],
a mieloperoksydaza odgrywa bardzo wazng role¢ w patogenezie niektorych chorob, w tym
chorobie Alzhaimera, chorobie Parkinsona, miazdzycy czy wielu nowotworow [78,79].

Mieloperoksydaze wyizolowatam ze $ledziony wotowej zgodnie z opisang procedura
[80,81], ktora w trakcie pracy zmodyfikowatam na wilasne potrzeby. Enzym oczyszczatam
stosujgc po kolei: kwasng ekstrakcje¢, chromatografi¢ jonowymienng na fosforanie celulozy
P-11, dialize¢ i filtracje zelowg na ztozu Sephacryl S-200. W wyniku tej izolacji otrzymatam
preparat enzymatyczny jednorodny elektroforetycznie o aktywnosci specyficznej 563 U/mg.

Tak samo, jak w przypadku badania aktywacji prolekdw, moje badania rozpoczetam od
przeprowadzenia reakcji z karbidopa wykorzystujac do tego mieloperoksydaze
i laktoperosydazg. W 2009 roku Munoz-Munoz i wsp. wykazali, ze karbidopa jest utleniana
przez peroksydazg chrzanowa [82], natomiast nie badano wczesniej interakcji tego leku
z peroksydazami ssaczymi.

Wykonane przeze mnie oraz 6wczesne magistrantki w Zaktadzie Biochemii - Krystyne
Hirsz-Wiktorzak i Ann¢ Rybczynska, ktorych bylam opiekunem naukowym, pomiary
spektrofotometryczne wykazaty, ze karbidopa juz przy niewielkich stezeniach mikromolowych
calkowicie hamowata aktywnosc¢ tych enzymow wobec 0-dianizydyny i kwasu 2,2’-azyno-bis-

(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS) (Rysunek 24).
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Rysunek 24. Absorbancja przy 460 nm mierzona podczas utleniania 100 uM o-dianizydyny
z 50 uM H2021 5 nM MPO (A) oraz absorbancja przy 415 nm mierzona podczas utlenianie
25 uM ABTS z 25 uM H2021 2 nM LPO (B). Reakcje byly prowadzone bez karbidopy (0) lub
w jej obecnosci w stezeniach pokazanych obok kazdej krzywej (H3) [83].
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Takie wyniki sugerowaty, ze karbidopa mogtaby by¢ bardzo dobrym inhibitorem dla
MPO i LPO. Natomiast powrot aktywno$ci enzymatycznej po fazie opdznienia w nizszych
stezeniach karbidopy sugerowal, ze, podobnie jak inne pochodne hydrazyny, moze ona dziata¢
jako samobojczy substrat peroksydaz i prowadzi¢ do ich nieodwracalnej inaktywacji.

Aby zbada¢ inhibicje nieodwracalng przeprowadzitam godzinng reakcje MPO i LPO
z karbidopa w roznych stezeniach w obecno$ci nadtlenku wodoru. Nastepnie mieszaniny
reakcyjne poddatam dializie przez ok. 20 godzin. Nastgpnie enzym oddzielitam na kolumnie ze
ztozem Sephadex G-25. Okazalo si¢, ze inkubacja tych peroksydaz z karbidopa doprowadzita
tylko do cze$ciowej utraty aktywnos$ci, a stezenia wymagane do uzyskania tego efektu byty
wysokie (Rysunek 25). Obliczone na podstawie tych wynikow tzw. wspotczynniki podziatu
(partion ratio), ktére odpowiadajg liczbie obrotow enzymu koniecznych do catkowitej
inaktywacji, byty wysokie i wynosity 1240 dla MPO i 1460 dla LPO.
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Rysunek 25. Nieodwracalna inaktywacja 1,5 uM MPO (=) i LPO (=) wyznaczona po godzinnej
inkubacji z karbidopg i dializie. Aktywno$¢ enzymu monitorowano uzywajac 0-dianizydyny
jako substratu. Aktywnos$¢ zostala wyznaczona w odniesieniu do reakcji kontrolnej z enzymem
inkubowanym i poddanym dializie bez karbidopy i H202 (H3) [83].

Po przeprowadzonych dyskusjach w zaktadzie stwierdziliSmy, Zze mechanizm dziatania
tych zwigzkéw pomoglyby nam wyjasni¢ badania strukturalne ich wigzania do centrow
aktywnych peroksydaz. Dr Yuki Nishigaya z zespotu dr Toshimasy Yamazakiego, ktory
zajmuje si¢ badaniami strukturalnymi biatek, wykonata dla nas dokowanie molekularne
karbidopy oraz jednego z produktow jej enzymatycznego utlenianienia - kwasu 3-(3,4-
dihydroksyfenylo)-2-metylopropanowego do mieloperoksydazy i laktoperoksydazy. Okazato
sig, ze w centrach aktywnych obu enzymow kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-2-
metylopropanowy wigze si¢ duzo stabiej niz karbidopa, majac znacznie wigcej swobody,

poniewaz to grupa hydrazynowa jest odpowiedzialna za zakotwiczenie karbidopy w kanale
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wiodagcym do centrum aktywnego. Byto wiec mato prawdopodobne, aby te dwa zwigzki
dziataly w taki sam sposéb jako inhibitory kompetycyjne.

Poniewaz uzyskane wyniki wykluczaty nieodwracalne hamowanie MPO i1 LPO przez
karbidopg, postanowiliSmy poszuka¢ innych mechanizméw wyjasniajacych brak tworzenia
chromoforu podczas reakcji z substratami peroksydaz mierzonych spektrofotometrycznie.
W tym celu wykonatam pomiar zuzycia nadtlenku wodoru podczas utleniania 0-dianizydyny

przez MPO i utleniania ABTS przez LPO w obecnosci karbidopy (Rysunek 26).
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Rysunek 26. Zmiany stezenia H2O> podczas utleniania o-dianizydyny przez MPO (A) i ABTS
przez LPO (B). Reakcje byty prowadzone bez karbidopy (e) lub w jej obecnosci w stgzeniach
2 uM (0), 4 M (%), 6 uM (m), 8 pM (0) i 10 uM (A) (H3) [83].

Zmiany stgezen nadtlenku wodoru nie odpowiadaly zmianom absorbancji
przedstawionym na Rysunku 24. W reakcji MPO z o-dianizydyng obserwowalam nieznaczny
spadek szybkosci reakcji w obecnos$ci karbidopy i brak fazy opdznienia. W tym przypadku
najprawdopodobniej miato miejsce zarowno konkurencyjne utlenianie karbidopy oraz redukcja
powstatego produktu utleniania o-dianizydyny. W reakcji LPO z ABTS obserwowatam
niewielki wzrost szybkosci reakcji w obecnosci karbidopy. Efekt ten mozna przypisa¢ redukcji
kationorodnika ABTS (ABTS™) z powrotem do ABTS. Aby okresli¢ role grupy fenolowej
i hydrazynowej w tym procesie wykonatam reakcje z kilkoma zwigzkami zawierajacymi tylko
grupe katecholowa: L-dopg, kwasem 3-(3,4-dihydroksyfenylo)propionowym, kwasem
3,4-dihydroksyfenylooctowym oraz z hydrazyng i kilkoma jej pochodnymi: fenelzyna,
benzhydrazydem i izoniazydem. Otrzymane wyniki wykazywaly bardzo podobny wptyw
katecholi do efektu, jaki otrzymali$my wczesniej dla karbidopy, natomiast wptyw hydrazyny
oraz jej pochodnych byt niewielki.

Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze karbidopa oraz inne katechole zakldcaty reakcje
utleniania o-dianizydyny oraz ABTS katalizowane przez peroksydazy poprzez redukcje

generowanych produktéw posrednich lub koncowych co prowadzito do zmian absorbancji,
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ktore nie odzwierciedlaly rzeczywistej szybkosci reakcji. Podobne zaktdcenia zaobserwowano
wczesniej takze w enzymatycznych testach diagnostycznych w ktérych uzywa si¢ peroksydazy
chrzanowej katalizujacej tzw. reakcje Trindera — utlenianie fenolu lub jego pochodnych
I 4-aminoantypiryny do barwnych produktéw chinonoiminowych.

Wykonalam wiec reakcje w tym ukladzie w obecnosci karbidopy. Efekt okazat sie
bardzo podobny do tych, ktore zaobserwowalismy w reakcjach z MPO z 0-dianizydyng i LPO
z ABTS. Roéwniez obserwowali§my fazg opdznienia oraz wzrost aktywnosci po tym czasie
(Rysunek 27).

06 0
g 0.5
2 04 10 uM
s,
£03 20 uM
2
502
2 40 UM
0.1 80 uM
0

0 100 200 300 400 500 600
t(s)

Rysunek 27. Absorbancja przy 505 nm mierzona podczas utleniania 50 uM 4-aminoantypiryny
i 1 mM fenolu ze 100 uM H202i 0,5 ug HPR. Reakcje byly prowadzone bez karbidopy (0) lub
w jej obecnosci w stgzeniach pokazanych obok kazdej krzywej (H3) [83].

Tak samo jak w tych dwoch poprzednich przypadkach karbidopa nie wptywata istotnie

na szybko$¢ reakcji mierzong zmianami st¢zenia nadtlenku wodoru (Reakcja 28).
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Rysunek 28. Zmiany stezenia H>O. podczas utleniania 50 uM 4-aminoantypiryny
i 1 mM fenolu ze 100 uM H2021 0,5 ung HPR. Reakcje byly prowadzone bez karbidopy (e)
i w obecnosci 80 uM (A) (H3) [83].

Wykazatam wigc, ze wszystkie zbadane zwiazki z ukladem katecholowym
(karbidopa, L-dopa, dopamina, kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)propionowy i kwas
3-(3,4-dihydroksyfenylo)octowy) hamujg powstawanie chromoforow redukujgc produkty
koncowe lub posrednie reakcji reporterowych (Rysunek 29).
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Rysunek 29. Reakcje redukcji przez karbidopg produktow koncowych lub posrednich
utlenienia przez peroksydazy standardowych substratow (0-dianizydyny, ABTS-u i fenolu/
4-aminoantypiryny) prowadzace do zablokowania powstawania chromoforow, ktorych
absorbancje mierzy si¢ w badaniach kinetycznych lub medycznych testach diagnostycznych
(H3) [83].

Znaczenie peroksydazy chrzanowej (HRP) w testach diagnostycznych (H4)

Do badan krwi pozwalajacych okresli¢ w niej stezenie miedzy innymi glukozy,
cholesterolu, kwaséw tluszczowych, kwasu moczowego czy kreatyniny powszechnie

wykorzystuje si¢ reakcj¢ Trindera (Rysunek 30) [84].
NH N
oH OWZ Om4®:0
N CHs HRP N CHs
+ ©/ N\ + 2H,0, — ©/ N\ + 4H,0
CHs CHy

fenol 4-aminoantypiryna chinonimina

Rysunek 30. Rownanie reakcji Trindera [84].
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W reakcji tej fenol ulega utlenieniu a nastepnie zostaje sprzezony z czasteczka
4-aminoantypiryny dajac chinonoiming, ktéra absorbuje $wiatto przy dlugosci fali okoto 500
nm, co nadaje roztworowi barwg¢ malinowa [84,85]. Sukces reakcji Trindera polega na
mozliwosci jej zastosowania do oznaczania stezenia wielu zwigzkow (analitéw). Wykorzystuje
ona bowiem nadtlenek wodoru powstajgcy w wyniku utleniania kazdego z analitow przez
specyficzng oksydaze. Przyktadowa reakcje utleniania analitu — glukozy, sprz¢zong z reakcja
Trindera przedstawiono na Rysunku 31 [86].

oH oH
OZ

HO - H H
H glukozowa H +

: H - OH O OH
OH  oH HO ol
OH
o NH,
OH N {
N CHg
N
+©/ \ + 4H,0
CHj,

Rysunek 31. Reakcja zachodzaca w czasie enzymatycznego oznaczania st¢zenia glukozy:
glukoza jest utleniana przez oksydaz¢ glukozowa, a nastgpnie wytworzony nadtlenek wodoru
jest wykorzystywany w reakcji Trindera [86].

Jak juz weczesniej stwierdzitam, wszystkie badane katechole: karbidopa, dopa,
dopamina, kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)propionowy i kwas 3-(3,4-dihydroksyfenylo)octowy
hamowaly takze powstawanie chromoforu w tej reakcji redukujac produkty posrednie

utlenienia substratow (najprawdopodobniej rodniki fenoksylowe) (Rysunek 32).
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Rysunek 32. Zmiany absorbancji przy 505 nm podczas utleniania 50 pM 4-aminoantypiryny
i 1 mM fenolu ze 100 uM H202 przez 0,17 pg/ml HRP w obecnosci karbidopy (A), L-dopy (B),
dopaminy (C), kwasu 3-(3,4-dihydroksyfenylo)propionowego (D) i kwasu 3-(3,4-
dihydroksyfenylooctowego (E). Reakcje byly prowadzone bez badanych zwigzkéw (0) lub
w ich obecno$ci w stezeniach pokazanych obok kazdej krzywej (H3) [83].

W literaturze opisano zaklocenia wynikow enzymatycznych testow diagnostycznych
przez zwiazki o bardzo réznej strukturze. Naleza do nich zwigzki naturalne takie, jak np. kwas
askorbinowy [87-93], bilirubina [94], dopamina [87,95,96], lewodopa [97,98], adrenalina
i noradrenalina [97-99], kwas 4-hydroksyfenylopirogronowy [100], kwas homogentyzynowy
[101] oraz wiele lekow, np. tolozamid i gliklazyd [102], metylodopa [98], paracetamol [103],
dobutamina [95,99] czy mesalazyna [104]. W badaniach przeprowadzonych w Brazylii
stwierdzono, ze sposréd medykamentow znajdujacych si¢ na liscie lekéw podstawowych az

67,7% wptywato na wyniki przynajmniej jednego z podstawowych testow diagnostycznych
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[105]. Wdrozenie nicodpowiedniego leczenia na podstawie zafatszowanych wynikéw niesie
niebezpieczenstwo narazenia pacjenta na skutki uboczne stosowanych procedur medycznych
[106]. Mechanizmy tych zaktocen zostaly wyjasnione tylko w nielicznych przypadkach. Jesli
zestawi si¢ te zwigzki, to mozna stwierdzi¢, ze wszystkie z nich posiadaja silne wlasciwosci
redukujace.

ZatozyliSmy zatem, ze mechanizm ich dziatania moze by¢ taki sam jaki wykazaliSmy
dla katecholi (H3) [83], p-difenoli, dla ktorych wykryto zaktdcenia enzymatycznych testow
diagnostycznych. Dlatego tez razem z mgr Damianem Taraskiem, ktorego bytam promotorem
pomocniczym przy jego pracy doktorskiej, zbadali$my wpltyw na reakcje Trindera — kwasu
homogentyzynowego (wystgpujacego w duzych ilosciach we krwi i moczu u 0séb chorych na
alkaptonuri¢), kwasu gentyzynowego (jednego z produktow metabolizmu aspiryny),
dobesylanu wapnia i etamsylatu (leki hemostatycznego) (H4) [107]. Wszystkie testowane
p-difenole zaktocaty tworzenie chromoforu antypirylochinoiminowego w standardowej reakcji
Trindera (4-aminoantypiryna, fenol, H.O2 i HRP), jak opisano wczesniej dla komercyjnych
testow diagnostycznych.

Po wykonaniu tych oznaczen zaobserwowali§my rozny wptyw tych zwigzkow na
powstawanie chromoforu w reakcji Trindera. W przypadku kwasu homogentyzynowego,
podobnie jak dla karbidopy, wzrost absorbancji przy 505 nm nastgpowat po fazie opdznienia.
Przy najwyzszym stezeniu (80 puM) nastepowato catkowite zahamowanie reakcji. Dla
pozostatych trzech p-difenoli nie byto widocznych wyraznych efektéw opdznienia, a szybkos¢
tworzenia chromoforu byla umiarkowana. Otrzymane wyniki sugerowaty, Ze mechanizmy
interferencji p-difenoli z reakcja Trindera byly najprawdopodobniej roézne. Kwas
homogentyzynowy mogt dziata¢ jako konkurencyjny substrat, a bezposrednie enzymatyczne
utlenianie pozostatych zwigzkéw bylo marginalne, a zatem ich wplyw wynikat przede
wszystkim z redukcji rodnikowych produktéw posrednich, jak wykazaliSmy wczesniej dla
katecholi.

Aby rozrozni¢ te mechanizmy zmierzyliSmy zuzycie nadtlenku wodoru w tych
reakcjach. Zaden z testowanych zwigzkéw (p-difenoli) nie hamowat zuzycia nadtlenku wodoru
kwas homogentyzynowy nieznacznie przyspieszal zuzycie nadtlenku wodoru, a pozostate
zwigzki nie mialy wpltywu na szybko$¢ zuzycia utleniacza. Wyniki te jednoznacznie
potwierdzity, ze wplyw na tworzenie chromoforu obserwowany podczas pomiarow
spektrofotometrycznych nie wynika z hamowania enzymu, a jedynie redukcji rodnikowych

produktow posrednich (Rysunek 33).
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Rysunek 33. Mechanizm zaklocen reakcji Trindera powodowanych przez p-difenole (H4)
[107].

Powiazali$my te rdznice w dziataniu p-difenoli z ich potencjalami redoks, ktore zaleza
od struktury tych zwigzkéw. Kwas homogentyzynowy (kwas 2,5-dihydroksyfenylooctowy)
z lekko elektrodonorowym podstawnikiem alkilowym przy pier§cieniu aromatycznym
1 najnizszym potencjatem redoks powoduje wigc silne zaktocenia, podczas gdy pozostale
zwigzki posiadaja elektronoakceptorowy podstawnik karboksylowy (kwas gentyzynowy) lub
sulfonowy (etamsylat 1 dobesilan wapnia) 1 duzo wyzsze potencjaty redoks powoduja jedynie

umiarkowany efekt (H4) [107].

Wplyw dopaminy i dobutaminy na reakcje z HRP (H5)

Podczas przeprowadzania badan zaktocen enzymatycznych testow diagnostycznych
przez dopaming i dobutaming wykorzystujacych reakcje Trindera stwierdzono, Ze utlenianie
dobutaminy przez peroksydaze chrzanowsg jest znacznie szybsze niz dopaminy [95,108].
Zaproponowano wowczas dwa rézne mechanizmy dziatania tych dwoch zwigzkowi uznano, ze
dobutamina dziata jako konkurencyjny substrat prowadzac do wyczerpania nadtlenku wodoru,

natomiast dopamina reaguje z produktem utleniania 4-aminoantypiryny tworzac chromofor
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0 znacznie mniejszym wspotczynniku absorpcji przy dlugosci fali uzywanej do pomiaru
absorbancji (505 nm) [95].

Poréwnujac struktury zwigzkéw mozna zauwazy¢, ze dobutamina jest zwigzkiem
0 wiele wigkszym od dopaminy, oprocz grupy katecholowej zawiera rowniez grupe fenolowsa
na przeciwlegltym koncu czasteczki (uktad 4-hydroksyfenyloizobutylowy przytaczony do
grupy aminowej tancuchem alkilowym dtuzszym o jeden atom wegla niz tancuch alkikowy
taczacy grupe aminowag i katecholowg), ktéra stanowi kolejny, potencjalny substrat dla
peroksydazy chrzanowe;j. Dlatego tez podczas pracy doktorskiej mgr Damiana Taraska w ktorej
bytam promotorem pomocniczym zaproponowalismy, ze cze$¢ fenolowa jest utleniana
enzymatycznie, a rodnik fenoksylowy, podobnie jak rodniki uzyskane z innych substratow
fenolowych, utlenia grupe katecholowa, co prowadzi do powstania chromoforu typu
aminochromu (H3) [83]. Zaproponowany wczesniej mechanizm dziatania dopaminy wydawat
si¢ wigc niezgodny z tymi wynikami. Po wnikliwej wspolnej analizie z doktorantem
postanowiliSmy go zweryfikowa¢ przeprowadzajgc pod moim Kierunkiem doktadng analizg
utleniania dopaminy i dobutaminy przez HRP (Rysunek 34).

HO
1 OH
H
HO
2 O
H
HO
3

Rysunek 34. Struktury badanych zwigzkow:

dopaminy, (4-(2-aminoetylo)benzeno-1,2-diolu) - 1

dobutaminy, ((RS)-4-(2-{[4-(4-hydroksyfenylo)butan-2-yloJamino}etylo)benzeno-1,2-diolu) - 2

i metylowanego analogu dobutaminy, (( RS )-4-(2-{[4-(4-metoksyfenylo)butan-2-ylo]Jamino}etylo)-
benzeno-1,2-diolu — 3 (H5) [109] [109].

Uznali$my, ze ze wzgledu na roznicg odleglosci od grupy aminowej grupa fenolowa
moze by¢ utleniana szybciej niz grupa katecholowa, a nastgpnie powstajacy rodnik

fenoksylowy moze utlenia¢ grupe katecholowa. Takie posrednie utlenianie katecholi przez
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peroksydazy zostato juz wczeéniej opisane dla adrenaliny, ktorej utlenianie przez HRP, MPO
i LPO bylo przyspieszane w obecnosci substratow fenolowych, takich jak tyroksyna i jej
pochodne [110,111]. Podobne zjawisko zaobserwowano dla L-dopy, ktorej utlenianie przez
LPO byto stymulowane w obecnosci tyrozyny, a jej utlenienie przez peroksydaze z bobu (Vicia
faba) byto stymulowane w obecnosci kwasow hydroksycynamonowych i ich estrow [112,113].

W odréznieniu od tamtych systemow w czasteczce dobutaminy ugrupowanie dziatajace
jako potencjalny przeno$nik elektronow (ugrupowanie fenolowe) i dziatajace jako koncowy
donor elektronéw (ugrupowanie katecholowe) znajdujg si¢ w jednej czasteczce. Aby ustali¢
role ugrupowanina fenolowego w utlenianiu ugrupowania katecholowego mgr Damian Tarasek
zsyntezowal analog dobutaminy z grupg fenolowa zablokowang przez metylacje a ja
przeprowadzitam analiz¢ spektrofotometryczng tego zwigzku pordéwnujac go z dopaming
i dobutaming (H5) [109]. Zablokowanie grupy fenolowej spowodowato znaczny spadek
szybkosci utleniania grupy katecholowej, jednak utlenienie pochodnej dobutaminy nadal

nastepowato szybciej niz utlenianie dopaminy (Rysunek 35).
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Rysunek 35. Utlenianie dopaminy, dobutaminy oraz metylowego analogu dobutaminy przez
HRP. Absorbancja byta monitorowana przy 475 nm dla reakcji 100 uM dopaminy (1), przy
485 nm dla reakcji 100 uM dobutaminy (2) i 100 uM methylowanego analogu dobutaminy (3)
z 200 uM H202i 0,5 ug/ml (0,1 U/ml) HRP (H5) [109].

Wyznaczone przeze mnie szybkosci utleniania wynosity odpowiednio 0,54 uM/min dla
dopaminy, 5,98 uM/min dla metylowanej pochodnej dobutaminy 1 10,20 pM/min dla
dobutaminy. Drugim czynnikiem wptywajacym na szybko§¢ reakcji okazala si¢ stata
Michaelisa, ktora dla butaminy i jej metylowanego analogu byta kilkakrotnie mniejsza niz dla
dopaminy. Zaproponowany przez nas mechanizm utleniania dobutaminy przez HRP
przedstawiony jest na Rysunku 36.

Szybsze utlenienie metylowanej pochodnej dobutaminy niz dopaminy pokazuje, ze
duzy podstawnik hydrofobowy przylaczony do grupy aminowej w czasteczce dobutaminy ma
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duze znaczenie dla wigzania si¢ tego zwigzku do centrum katalitycznego HPR. Odzwierciedlaja

to wartosci Km tych reakcji.

OH

Rysunek 36. Mechanizm utleniania dobutaminy przez peroksydaze chrzanows.

W wyniku preferencyjnego utleniania grupy fenolowej powstaje rodnik fenoksylowy. Nastgpnie dwa
takie rodniki utleniaja katechol do o0-chinonu, najprawdopodobniej z wystapieniem rodnika
semichinonowego jako stanu posredniego. Semichinon moze réwniez powstawaé w bezposredniej
reakcji utleniania ugrupowania katecholowego przez HPR (strzatka przerywana), jednak z szybkos$cia
mniejszg niz utlenienie ugrupowania fenolowego. W rezultacie reakcji dysproporcjonowania
semichinonéw odtwarzany jest substrat i powstaje amino-0-chinonu, ktéry ulega reakcji cyklizacji.
Zwiazek ten po utlenieniu przez rodnik i/lub 0-chinon przeksztatca si¢ w chromofor typu adrenochromu
(czerwony) (H5) [109].

Z uzyskanych przeze mnie 1 przez doktoranta pomiarow kinetycznych wynikato, ze
oddziatywanie substratu z enzymem jest bardzo istotne z punktu widzenia utleniania badanych
zwigzkoéw. Dlatego tez po wspdlnych konsultacjach postanowiliSmy wykona¢ dokowanie
molekularne do centrum aktywnego HPR. Wyniki dokowania molekularnego dobutaminy do
centrum aktywnego HRP ktore zostalty wykonane przez mgr Damiana Taraska wykazaty, ze
dhugos¢ tancucha alkilowego 1aczacego pierScienie aromatyczne z grupg aminowg miala
zasadnicze znaczenie dla odlegltosci pomiedzy grupa utleniang (fenol lub katechol)
a kofaktorem hemowym w centrum aktywnym enzymu. Odleglto$¢ ta byta o ponad 2 A mniejsza
dla grupy fenolowej, co, zgodnie z rOwnaniem Marcusa, thumaczy jej szybsze utlenianie [114].
Roéznice w odlegtosciach wynikaty z zakotwiczenia grup funkcyjnych tancucha bocznego
dziatajacych jako donory wigzania wodorowego (grupy aminowe lub hydroksylowe) w poblizu

wejscia do centrum aktywnego (Alal36-Prol139).
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Wspolnie uzyskane przez nas wyniki wyjasnity roznice w szybkosciach utleniania przez
peroksydazg chrzanowa wiele substratow z réznymi grupami funkcyjnymi w lancuchach

bocznych (grupy aminowe, hydroksylowe, karboksylowe czy amidowe) (H5) [109].

Utlenianie lekéw przeciwtarczycowych i ich selenowych analogéw przez kationorodnik

ABTS (H7)

Inhibicj¢ peroksydaz ssakow opisano takze dla wielu innych zwiazkow

o wilasciwosciach redukujgcych. Takie wtasciwosci przypisano migdzy innymi selenowym
analogom lekow przeciwtarczycowych. Inhibitory peroksydazy tarczycowej (TRP) stosowane
sa w leczeniu nadczynno$ci tarczycy od ponad 70 lat. Mechanizmy ich dzialania zostaty
doktadnie zbadane. Metimazol oraz 6-n-propylo-2-tiouracyl hamuja TRP, a 6-n-propylo-2-
tiouracyl dodatkowo hamuje dejodynaz¢ jodotyroniny typu 1 zmniejszajac w ten sposdb
powstawanie trojjodotyroniny z tyroksyny w tkankach obwodowych [115]. Hamowanie
jodowania tyrozyny przez leki przeciwtarczycowe obejmuje dwa mechanizmy: nieodwracalng
inaktywacje TRP wystepujaca gtdéwnie przy wysokich stosunkach leku do jodku oraz redukcje
utlenionej formy jodu wystepujaca przy niskich stosunkach leku do jodku [116-121]. Poniewaz
peroksydaza tarczycowa jest enzymem trudnym do izolacji, w badaniach modelowych
najczgsciej stosuje si¢ dostepng komercyjnie laktoperoksydaze wolowa. Wykazuje ona
podobng aktywno$¢ co peroksydaza tarczycowa, 1 jak ona moze utlenia¢ jony bromkowe,
jodkowe, czy rodankowe. Zwigzki hamujace dziatanie TRP réwniez wykazuja takg wtasciwos¢
w stosunku do LPO. Najczgsciej jako substratu laktoperoksydazy wykorzystuje si¢ w badaniach
kwas 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy) (ABTS). Tak bylo migdzy innymi
w badaniach, ktére wykazywaty wptyw selenowych analogéw lekow przeciwtarczycowych na

aktywnos$¢ LPO [122-126] (Rysunek 37).
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Rysunek 37. Struktury lekow przeciwtarczycowych i selenowych pochodnych metimazolu:
6-n-propylo-2-tiouracyl (1), metimazol (2), 1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selon (3),
1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenid (4), 1,3-dimetylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-
selon (5) (H7) [127].

Na wstepie doktorant Damian Tarasek wykonat reakcje lekow przeciwtarczycowych
i selenowych pochodnych metimazolu z wygenerowanym chemicznie kationorodnikiem
ABTS. Zalozylismy, ze taka reakcja moze zachodzi¢, poniewaz redukcja katioonorodnika
ABTS (ABTS™) przez tiole jest znana juz od dawna [128,129]. Wszystkie zwigzki szybko
reagowaly z ABTS™, a przebieg tych reakcji byt rozny (Rysunek 38).
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Rysunek 38. Redukcja kationorodnika ABTS przez metimazol (2), 1-metylo-1,3-dihydro-2H-
imidazolo-2-selon (3), 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenid (4), 1,3-dimetylo-1,3-
dihydro-2H-imidazolo-2-selon (5). Mieszaniny reakcyjne zawieraty 25 uM ABTS™ i badane
zwigzki w stezeniach podanych nad kazda krzywa (H7) [127].

Dodatek metimazolu powodowal natychmiastowe obnizenie absorbancji odpowiadajace
redukcji okoto 1,2 rownowaznika ABTS™". Zachowanie selenowych analogéw metimazolu byto
inne niz metimazolu. Dodatek 1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selonu i 1,2-bis(1-
metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenidu do ABTS"* spowodowato gwattowny spadek absorbancji

odpowiadajagcy okoto odpowiednio 4 i 6 réwnowaznikom ABTS™". Dalej absorbancja
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pozostawata stabilna do momentu zakonczenia pomiaru. Dla pochodnej dimetylowej -
1,3-dimetylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selonu, gwaltowny spadek absorbancji odpowiadat
okoto 2 rownowaznikom ABTS"", po czym nastgpowat dalszy, ale znacznie wolniejszy, spadek,
az absorbancja osiggneta warto$¢ podobng do reakcji z 1-metylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-
selonem.

Wspolnie z Damianem Taraskiem oraz magistrantka Martyng Mytnik
przeprowadziliSmy badanie wplywu zwigzkéw zsyntezowanych przez dr inz. Bozeng
Frackowiak-Wojtasek na utlenianie ABTS przez laktoperoksydaze oraz peroksydaze
chrzanowsg. Rozpocz¢lismy od  spektrofotometrycznego  monitorowania  tworzenia
kationorodnika ABTS. Wyniki okazaly si¢ podobne do tych, ktore zostaly opublikowane
w 2004 i 2005 - nastgpowato zahamowanie tworzenia tego produktu ABTS [124,125], jednak
zakres stezen dajacych podobne zahamowanie tworzenia kationorodnika ABTS byt rozny dla

kazdego zwigzku (Rysunek 39).
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Rysunek 39. Pomiary spektrofotometryczne utleniania ABTS przez LPO w obecnos$ci
badanych zwigzkow. Reakcje prowadzono z 100 uM ABTS, 12,5 uM H2021 0,5 pg/ml (>0,1
U/ml) LPO w nieobecno$ci badanych zwigzkow (0 uM) lub w ich obecnosci w stezeniach
podanych obok kazdej krzywej: A —6-n-propylo-2-tiouracyl, B —metimazol, C — 1-metylo-1,3-
dihydro-2H-imidazolo-2-selon, D — 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-ylo)diselenid, E — 1,3-
dimetylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selon. Mniejsza skutecznos¢ zwigzku 3 moze wynikac
z jego utleniania tlenem atmosferycznym (H7) [127].

Zbadalismy rowniez wptyw badanych zwiazkéw na zuzycie nadtlenku wodoru. Nie

znalezliSmy korelacji miedzy uzyskanymi wynikami a zmianami absorbancji. Pomiary te

wykazaly, ze badane zwigzki nie tylko nie hamowaly szybkosci reakcji, ale jg nawet

nieznacznie zwigkszaty (Rysunek 40).
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Rysunek 40. Pomiary zuzycia nadtlenku wodoru podczas utleniania ABTS przez LPO
w obecnosci badanych zwigzkéw. Reakcje prowadzono ze 100 uM ABTS, 50 uM H2021 0,5
pg/ml (=0,1 U/ml) LPO w nieobecnosci badanych zwigzkéw (#) lub w ich obecnosci
w stezeniach dajacych w przyblizeniu potowe (A) i catkowite (m) hamowanie tworzenia
ABTS™". Zastosowano nastepujgce stezenia badanych zwigzkow: 10 uM i 80 uM dla 6-n-
propylo-2-tiouracylu (A), 2,5 uM i 5 uM dla metimazolu (B), 10 uM i 40 uM 1-metylo-1,3-
dihydro-2H-imidazolo-2-selonu (C), 2,5 uM i 10 uM dla 1,2-bis(1-metylo-1H-imidazol-2-
ylo)diselenidu (D), 5 uM i 20 uM dla 1,3-dimetylo-1,3-dihydro-2H-imidazolo-2-selonu. Dla
porownania pokazane s3g takze wyniki dla mieszanin 50 puM badanych zwigzkéw
z 50 uM H202 () (H7) [127].

Po raz kolejny wykazaliSmy wigc, ze stosowanie wylacznie pomiarow
spektrofotometrycznych w badaniach inhibicji oksydoreduktaz moze doprowadzi¢ do btedne;j
interpretacji wynikow, a zaobserwowana inhibicja byla pozorna. Podczas utleniania ABTS

przez LPO i HRP selenowe pochodne metimazolu nie sg utleniane przez enzym, ani nadtlenek

wodoru jak to poprzednio postulowano [125,130], ale przede wszystkim przez kationorodnik
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ABTS. Jest to zgodne z mechanizmem, jaki zostat ustalony dla dziatania metimazolu [131,132]
i innych lekéw przeciwtarczycowych oraz z redukcja rodnikow generowanych przez
peroksydazg przez inne grupy zwiazkow, jak np. katechole i p-difenole, co przedstawilismy we
weczeéniejszych pracach (H4 i H5) [107,109].

W toku tych badan zidentyfikowaliSmy rowniez wszystkie produkty posrednie
I koncowe reakcji utleniania selenoimidazoli przez peroksydazy co przedstawiono ponizej

(Rysunek 41).
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Rysunek 41. Reakcje utleniania selenoimidazoli przez kationorodnik ABTS i redukcji
produktow ich utlenienia przez ditiotreitol (DTT) (H7) [127].

Wplyw kwasu acetylosalicylowego na aktywnos¢é mieloperoksydazy (H8)

Peroksydazom ssakow przypisuje sie bezposredni lub posredni udziat w wywolywaniu
niektoérych chordb, takich jak choroba Parkinsona, choroba wiencowa, choroby skory czy
nowotwory [133]. W 2010 roku opisano, ze w osoczu pacjentek z nowotworami ztosliwymi
narzadow rodnych stwierdzono podwyzszony poziom MPO [134]. Podjetam wigc probe
wyjasnienia roli tego enzymu w powstawaniu raka jajnika. Badania te prowadzilam we
wspoélpracy z pptk. dr. hab. n. med. Lubomirem Bodnarem, prof. UPH (obecnie dyrektorem
Siedleckiego Centrum Onkologii). Wspotpraca ta zaowocowata réwniez trzema wspolnymi

publikacjami. Jedna z tych prac, ktora ukazata si¢ w 2023 roku (H8) obejmowata badania
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wplywu kwasu acetylosalicylowego (ASA) na reakcje katalizowane przez mieloperoksydaze
jednego z niesteroidowych lekow przeciwzapalnych. Przyjmowanie tego leku moze wplynaé
na dtuzsze przezycie u 0so6b chorujacych na nowotwory przewodu pokarmowego, W tym raka
jelita grubego, ktory jest trzecim najczesciej wystepujacym nowotworem na $wiecie [135-137].
Ponadto zaobserwowano dluzsze przezycie u pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem jajnika,
ktoére regularnie przyjmowaly ASA w poréwnaniu z pacjentkami, ktore nigdy tego leku nie
przyjmowaly [138,139]. Pierwsze doniesienia o mozliwosci wykorzystania tych zwigzkow
w terapii nowotworowej pojawity si¢ w latach 80. XX wieku. Po raz pierwszy w 1983 roku
Pollard i Lucket wykazali, ze podawanie NLPZ przez kilka tygodni zmniejsza liczbe 1 wielko$¢
guzow jelita grubego u szczurow [140].

Badania, ktore wykonalam z Kingg Sosnowska, ktorej bylam promotorem pracy
licencjackiej oraz magisterskiej, rozpoczetam od sprawdzenia, czy kwas acetylosalicylowy
moze by¢ substratem dla mieloperoksydazy. Po Stwierdzeniu, Ze nie jest on substratem tego
enzymu rozpoczely$Smy analize jego wpltywu na aktywno$é peroksydacyjng i chlorujacg MPO.
Rozpoczety$my od spektrofotometrycznego monitorowania reakcji utleniania o-dianizydyny,
rejestrujac zmiany absorbancji przy 460 nm (Rysunek 42). Okazato sie, ze ASA znaczaco
zmniejszal szybko$¢ tworzenia produktu utleniania tego substratu. Na podstawie tych wynikow

wyznaczyliSmy udziat procentowy inhibicji (Rysunek 42 B).
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Rysunek 42. Krzywe postepu reakcji przy dhlugosci fali 460 nm mierzone podczas
enzymatycznego utleniania 130 pM o0-dianizydyny w obecnosci 60 uM H20, bez ASA
1 w obecnosci 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM i1 50 mM ASA (A). % hamowania
poszczegolnych stezen ASA po enzymatycznym utlenieniu 130 pM 0-dianizydyny w obecnosci
60 uM H202 i po dodaniu 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM i 50 mM ASA (B). Stezenie
mieloperoksydazy we wszystkich reakcjach wynosito 5 pg/ml (0,25 U/ml) (H8) [141].
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W dalszym etapie razem z dyplomantkg sprawdzitysmy jak ASA wplywa na aktywno$¢
chlorujaca MPO w reakcji chlorowania monochlorodimedonu do dichlorodimedonu, ktérego
absorbcje mierzyty$my przy 290 nm. Rowniez w tym przypadku zaobserwowaty$my znaczny
spadek szybkosci reakcji w obecnos$ci ASA (Rysunek 43A). Podobnie jak w przypadku reakcji
z 0-dionizydyng wyznaczyly$my udziatl procentowy inhibicji (Rysunek 43B).
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Rysunek 43. Krzywe postepu reakcji przy 290 nm mierzone podczas enzymatycznego
utleniania 50 uM monochlorodimedonu w obecnosci 100 mM NaCl i 50 uM H20. bez ASA
oraz w obecnosci 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM i 50 mM ASA (A). % hamowania dla
poszczegbdlnych stezen ASA po enzymatycznym utlenieniu 50 uM monochlorodimedonu
w obecnosci 100 mM NaCl i 50 uM H20> i po dodaniu 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM
i 50 MM ASA (B). Stgzenie mieloperoksydazy we wszystkich reakcjach wynosito 5 pg/ml (0,25

U/ml) (H8) [141].

% Inhibicji

ZbadatySmy rowniez wplyw ASA na reakcje Trindera. Otrzymane wyniki rowniez byty
bardzo zblizone do tych jakie otrzymaty$my w reakcji z o-dionizydyna (Rysunek 44 A'i B).
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Rysunek 44. Krzywe postepu reakcji przy 505 nm mierzone podczas enzymatycznego
utleniania 50 uM 4-aminoantypiryny, 1 mM fenolu, 100 uM H202 bez ASA 1 w obecnos$ci
10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM 1 50 mM ASA (A). % hamowania dla poszczegdlnych stezen
ASA po enzymatycznym utlenieniu 50 uM 4-aminoantypiryny, 1 mM fenolu, 100 uM H20:
i po dodaniu 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM i 50 mM ASA (B). Stezenie mieloperoksydazy
wynosito 2,5 pg/ml (0,125 U/ml) we wszystkich reakcjach (H8) [141].
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Zahamowanie aktywno$ci mieloperoksydazy $§wiadczy o tym, ze kwas
acetylosalicylowy jest inhibitorem tego enzymu i moze wycisza¢ jego dziatanie w organizmie,

co moze przyczyni¢ si¢ do redukcji niekorzystnego wptywu MPO na organizm (H8) [141].

4.4. Podsumowanie osiagniecia naukowego, bedacego podstawa postepowania
habilitacyjnego

Motywem przewodnim prowadzonych przeze mnie badan i opisanych w pracach

wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego osiggniecie habilitacyjne (od H1 do H9) byta
analiza wptywu zwigzkow o wiasciwosciach redukujgcych na reakcje katalizowane przez
oksydoreduktazy o duzym znaczeniu praktycznym, szczegélnie tyrozynazy, MPO i HPO.
Wykazalam, ze czgsto postulowana inhibicja oksydoreduktaz jest tylko pozorna, poniewaz
wiele zwiazkéw hamuje powstawanie chromoforéw bedacych produktami utleniania
modelowych substratoéw tych enzymow.

Uzyskane wyniki i wnioski pozwalajg na wyszczegolnienie najwazniejszych osiggniec

odpowiadajacych przedstawionym wczesniej celom:

1. Wykazatam, ze zsyntezowana pochodna iperytu azowego — N-{4-[bis-(2-
chloroetylo)amino]benzoilo}-N -(4-hydroksybenzylo)hydrazyna, pod wpltywem
utleniana ulegata cyklizacji i nie uwalniata efektora. W wyniku przeprowadzonych
przeze mnie badan (pomiaréw spektrofotometrycznych, pomiaréw zuzycia tlenu,
analize mieszanin reakcyjnych metodga HPLC, metoda HPLC oraz metoda MS)
okazato sie, ze gtownym produktem utleniania potencjalnego proleku przeciwko
czerniakowi(N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N -(4-
hydroksybenzylo)hydrazyny) byt  4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoesan 5,6-
dihydroksy-1H-indazol-1-ylu, ktory powstawal w wyniku ataku nukleofilowego
zacylowanego atomu azotu Ilacznika hydrazynowego na wygenerowany
enzymatycznie o-chinon (H1).

2. Wykazatam, ze naturalne polifenole, takie jak flawonoidy, z ktorych wigkszos¢
posiada wlasciwosci przeciwutleniajace, a co za tym idzie wlasciwosci redukujace
nie sg inhibitorami dla tyrozynazy. W literaturze tematu zwiazki o0 takich
wlasciwosciach na podstawie tylko i wylacznie analiz spektroskopowych sa
opisywane, jako te, ktore moga hamowaé aktywno$¢ enzymatyczng. Uzyskane
przeze mnie wyniki wzbogacone dodatkowo o pomiary zuzycia tlenu oraz analize
mieszanin reakcyjnych metoda HPLC dowiodly, ze w rzeczywistosci przebadane

flawonoidy (kwercetyna, kemferol, morina, katechina, naringenina, bajkaleina,
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kwas galusowy, epigallokatechina, 3-galusan epigallokatechiny) nie wykazuja
wlasciwosci inhibitujacych. Flawonoidy z uktadem katecholowym w pier§cieniu
B i C powodowaty zahamowanie powstawania dopachromu redukujac dopachinon,
natomiast flawonoidy bez takiego uktadu grup funkcyjnych takich wtasciwosci nie
posiadajg. Badania te majg istotne znaczenie np. w medycynie alternatywnej, kiedy
to poszukuje si¢ naturalnych produktéw, ktore hamuja procesy chorobotworcze
z udziatem enzymow (H2, H6 i H9).

3. Wykazatam, ze zwigzki naturalne i leki zawierajgce ugrupowanie katecholowe, jak
na przyktad karbidopa, L-dopa i dopamina wplywaja na wyniki pomiarow
spektrofotometrycznych w reakcjach katalizowanych przez peroksydazy w trzech
uktadach substrat/enzym (0-dianizydyna/MPO, ABTS/LPO, 4-aminoantypiryna,
fenol/HRP). Przeprowadzone przeze mnie badania dowiodly, ze we wszystkich
uktadach zaktocenia te byly glownie powodowane redukcja rodnikowych
produktéw utleniania substratéw przez ugrupowanie katecholowe. Testowane
zwigzki redukowaly produkty lub pétprodukty utleniania modelowych substratow
zapobiegajac tworzeniu chromoforu. W przypadku uktadu 4-aminoantypiryna,
fenol/HRP zakldcenia te majg ogromne znaczenie praktyczne, poniewaz zwigzek
ten jest powszechnie stosowany w badaniach laboratoryjnych i moze wptywac na
interpretacje wynikow badan diagnostycznych w probkach pobranych od pacjentow
(H3, H4, H5).

4. Wykazatam, ze leki przeciwtarczycowe, jak metimazol oraz jego selenowe
pochodne w reakcjach z peroksydazami hamowaty powstawanie kationorodnika
ABTS. Peroksydazy utleniajg ABTS do niestabilnego rodnika ABTS'* ktory tatwo
ulega redukcji. Wykonujac nie tylko pomiary spektrofotometryczne, ale pomiary
zuzycia nadtlenku wodoru 1 analize mieszanin reakcyjnych metoda HPLC
wykazatam, ze badane zwiagzki nie wykazujag wplywu na szybko$¢ reakcii,
a obserwowana inhibicja jest tylko pozorna (H7).

5. Wykazatam, ze kwas acetylosalicylowy jako jeden z przedstawicieli
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych bardzo czgsto stosowany jako lek
przeciwbolowy 1 przeciwgoraczkowy znaczaco wplywa na aktywno$¢
mieloperoksydazy, enzymu, ktérego nadprodukcje obserwuje si¢ w rdznego typu

schorzeniach, w tym r6znego typu nowotworach (H8).
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4.5. Perspektywy badawcze

Badania, ktore realizowalam w ramach prezentowanego osiggnig¢cia naukowego
wykazuja duzy potencjal badawczy. Udzial licznych enzyméw w szczegdlnosci
oksydoreduktaz jest bardzo istotny w diagnostyce chordb, prognozowaniu oraz ich leczeniu.
Poprzez analize aktywnos$ci enzymow 1 zmian skladu niektorych substancji w ptynach
ustrojowych mozna zdiagnozowa¢ wiele chorob powstajacych w naszym organizmie. Ten
temat szczegoOlnie budzi moje zainteresowanie, a takze poszukiwanie nowych zwigzkow
(naturalnych lub syntetycznych), ktére moglyby by¢ nowymi, potencjalnymi inhibitorami dla
tego typu enzymow. Ta tematyka jest bardzo wazna z medycznego widzenia oraz spotecznego.
Dzigki nawigzanej wiele lat temu $cistej] wspotpracy z Katedra Onkologii Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, Siedleckim Centrum Onkologii, Katedrg Inzynierii
i Biologii Systemoéw Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej w Gliwicach oraz
Wydziatem Lekarskim i Katedra Biotechnologii Uniwersytetu Opolskiego planuje realizacje
nowych pomystéw badan zwigzanych z szerokim dziataniem oksydoreduktaz. Moje wieloletnie
doswiadczenie w izolacji enzymow, izolacji produktow reakcji enzymatycznych oraz wiedza z
zakresu roznego typu metod (spektrofotometrii, elektrochemii, chromatografii, w tym metody
HPLC) chciatabym potaczy¢ z wiedza onkologéw, biologéw i1 biotechnologdéw aby uzupetnic¢
1 wzbogaci¢ zaplanowane badania o te wlasnie metody.

Wszystkie jednostki z ktorymi wspotpracuje z duzym zainteresowaniem i entuzjazmem
podchodzag do moich pomystow badawczych i deklaruja che¢ udziatu w realizacji tych

projektow.
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Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowgq albo artystyczng realizowang w
wiecej nii jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci
zagranicznej.

Odbyte staze i wizyty studyjne:
Po uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych odbytam kilka stazy naukowych.

1. Tvgodniowy staz naukowy (28 styczen 2008 — 5 luty 2008) w Laboratorium Onkologii
Molekularnej Wojskowego Instytutu Medycznego, ul. Szaserow 128, 04-141 Warszawa
pod kierunkiem mgr Agnieszki Synowiec

W czasie pobytu na stazu w tej jednostce zapoznatam si¢ z metodami izolacji RNA z tkanek
utrwalonych w bloczkach parafinowych oraz $wiezo mrozonych tkanek pobranych od
pacjentek w trakcie operacji w Klinice Ginekologii i Ginekologii Onkologicznej
Wojskowego Instytutu Medycznego w Warszawie z powodu raka jajnika.

2. Trzydniowy indywidualny kurs doskonalgcy (7 maj 2008 — 9 maj 2008) z zakresu ,,Podstawy
chromatografii. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) peptydéw i biatek”,
Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Studium Kliniczno-Dydaktyczne,
Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, Warszawa

W czasie pobytu na kursie poglebitam swoja wiedzg na temat tego rodzaju technik
chromatograficznych. Metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) na co
dzien wykorzystuj¢ w swojej pracy naukowej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Opolskiego.

3. Trzymiesigczny staz (1 pazdziernik 2009 — 31 grudzien 2009) w Laboratorium
Analitycznym Szpitala Wojewddzkiego w Opolu, pod kierunkiem mgr Krystyny Ginter.
Staz zorganizowano w ramach projektu ,,Dobry Staz” realizowanego w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki Priorytet VIII Regionalne kadry gospodarki Dzialanie 8.2
Transfer wiedzy Poddziatanie 8.2.1 Wsparcie dla wspotpracy sfery nauki i przedsigbiorstw

W trakcie trwajacego trzy miesigce stazu zapoznalam si¢ z zasadami wykonywania analiz
roznych sktadnikow w plynach ustrojowych, a nastepnie przeprowadzatam te analizy. Tymi
analizami bylo m.in.. iloSciowe oznaczanie dehydrogenazy mleczanowej w surowicy
ludzkiej i osoczu; ilosciowe oznaczanie magnezu w surowicy ludzkiej i osoczu; oznaczanie
mocznika/azotu z mocznika w ludzkiej surowicy, osoczu i moczu; ilo§ciowe oznaczanie
triglicerydow; oznaczanie wapnia w surowicy ludzkiej, osoczu 1 moczu; oznaczanie zelaza
w surowicy ludzkiej i osoczu; ilosciowe oznaczanie autoprzeciwciat przeciwko receptorowi
TSH wykorzystujacy monoklonalne przeciwciala stymulujgce tarczyce; oznaczanie
stezenia hormonu adrenokortykotropowego (ACTH); oznaczanie przeciwcial przeciwko
tyreoperoksydazie w surowicy ludzkiej lub osoczu; iloSciowe oznaczanie st¢zenia
reaktywnych determinant OC125 w surowicy ludzkiej lub osoczu; iloSciowe oznaczanie
stezenia antygenu karcynoembrionalnego (CEA); oznaczanie estradiolu II; oznaczanie
ferrytyny metoda elektroluminescencji; oznaczanie TSH (hormon folikulotropowy);
oznaczanie natywnej ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej + podjednostka beta (HCG+);
oznaczanie insuliny; ilo§ciowe oznaczanie stezenia kortyzolu w surowicy, osoczu, moczu
1 $linie; oznaczanie LH (hormon luteinizujacy); oznaczanie witaminy B12; oznaczanie
fibrynogenu; iloSciowe oznaczanie albuminy w surowicy ludzkiej i osoczu; oznaczanie
etanolu w surowicy ludzkiej, osoczu i moczu; oznaczanie aminotransferazy alaninowej
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5.

(ALT) w surowicy ludzkiej i osoczu; oznaczanie a-amylazy (AMYL-2) w surowicy
ludzkiej, osoczu i moczu; ilosciowe oznaczanie antystreptolizyny O w surowicy i osoczu,
np. stopien zakazenia paciorkowcem (ASLOT); iloSciowe oznaczanie aminotransferazy
asparaginowej (AST); ilosciowe oznaczanie biatka calkowitego w surowicy ludzkiej
1 osoczu (TP2); catkowite oznaczanie bilirubiny w surowicy ludzkiej i osoczu; ilosciowe
oznaczanie kreatyniny w surowicy ludzkiej, osoczu i moczu.

Czterodniowy wyjazd studyjny (30 maj 2010 — 2 luty 2010) do Berlinn-Drezna-Bautzen
w ramach projektu ,,Od nauki do biznesu. Projekt wsparcia SPIN-OFF”, Projekt
wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego

Pieciodniowa wizyta studyjna (20 wrzesien 2010 — 25 wrzesien 2010) w firmie naukowo-
badawczej Polymerics GmbH, Berlin, Niemcy — opiekun naukowy dr Aniela Leistner

Podczas pigciodniowego pobytu w firmie Polymerics GmbH wiasciciele przedstawili mi
histori¢ swojej firmy i przekazali, ze pomyst na jej powstanie zrodzit si¢ w trakcie ich pracy
na Uniwersytecie Humboldta. Tam tez zrodzily si¢ pierwsze pomysty na produkty,
a Uniwersytet jest ich zapleczem do badan i rozwoju, z ktérym $cisle wspolpracujg. Dzieki
uprzejmosci pracownikow zwiedzitam Wydziat Chemii na Uniwersytecie Humboldta, oraz
wyglositam referat o moich zainteresowaniach naukowych pracownikom firmy Polymerics.

Szesciomiesieczny staz (1 pazdziernik 2010 — 30 marzec 2011) w Laboratorium
Mikrobiologicznym Szpitala Wojewddzkiego w Opolu pod kierunkiem naukowym mgr
Alicji Mogiely. Staz zostat zorganizowany w ramach projektu pt. ,,Wiedza i praktyka-klucz
do sukcesu w biznesie” realizowanego w ramach Priorytet VIII Regionalne kadry
gospodarki Dziatanie 8.2 Transfer wiedzy Poddziatanie 8.2.1 Wsparcie dla wspolpracy
sfery nauki i1 przedsigbiorstw Programu Operacyjnego kapitat Ludzki

Podczas trwajacego stazu nauczytam si¢ wielu metod, ktore na co dzien stosuje si¢ w tym
laboratorium. M9j staz rozpoczgtam od zapoznania si¢ z przepisami BHP, organizacjg pracy
w poszczegbdlnych pracowniach, a takze z prowadzeniem ewidencji danych pacjenta
(elektronicznie 1 w ksigzce badan). Nastepnie nauczylam si¢ wykonywania posiewow
materialu w kierunku bakterii tlenowych (plwociny, zolci, ropy, ptynow wysiekowych,
wymazow z rany, gardta, nosa, oka, ucha, moczu i1 innych) 1 beztlenowych (zéici, ropy,
ptynéw wysiegkowych, punktatdéw 1 innych) oraz posiewy krwi, plynu mozgowo-
rdzeniowego 1 innych ptynow ustrojowych w kierunku bakterii tlenowych 1 beztlenowych.
W dalszej czesci stazu naukowego zapoznatam si¢ 1 samodzielnie wykonywatam m. in.
badania katu w kierunku bakterii Salmonella i Shigella; badan katu w kierunku bakterii
Yersinia; kalu w kierunku grzybow drozdzopodobnych; badan bakteriologicznych wymazu
z cewki moczowej w kierunku bakterii Neisseria gonorrhoeae. Wykonatam kontrole
mikrobiologicznej sterylizacji Attest 1 Sporal. Wykonalam badanie czystosci
mikrobiologicznej powietrza metoda sedymentacyjng. Wykonatam testy na antygeny
Helicobacter pylori w kale, testy na antygeny paciorkowcow grupy A w wymazie z gardta,
testy na antygeny A 1 B w wymazie z gardta 1 nosa oraz przeciwciata heterofilne anty—EBV
w surowicy. Na serologii zapoznatam si¢ i wykonywatam: badania na odczyn kitowy USR,
FTA-ABS, FTA, TPHA-jakosciowy, TPHA-ilosciowy; badania na antygen HBs,
przeciwciala anty-HBc IgM, przeciwciat anty-HBc (calkowite), antygen HBe, przeciwciala
anty-HBe, przeciwciata anty-HBS, przeciwciata anty-HCV; badanie na przeciwciata anty
HIV1, anty HIV2; badania na przeciwciata anty CMV IgM, przeciwciata anty CMV IgG;
badanie na przeciwciata anty Toxoplasma IgM, przeciwciata anty Toxoplasma 1gG; badania
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na przeciwciata anty Borrelia burgdorferia IgG, przeciwciata anty Borrelia burgdorferia
IgM; western blot Borrelia burgdorferia IgG, western blot Borrelia burgdorferia IgM.
Podczas stazu wykonywatam posiewy materiatow biologicznych na podtoza hodowlane,
pobieraltam wymazy z rak do badan epidemiologicznych, wykonywatam preparaty,
barwitam je 1 oceniatam pod mikroskopem. Przeprowadzalam identyfikacje
drobnoustrojow z zastosowaniem testow biochemicznych. Przeprowadzatam identyfikacj¢
drobnoustrojow bezposrednio w materiatach klinicznych z zastosowaniem szybkich testow
lateksowych 1 immunochromatograficznych. Wykonywatam badania lekowrazliwosci
izolatow bakteryjnych metodg dyfuzyjno-krazkowa oraz oznaczanie najmniejszych stgzen
hamujacych wzrost drobnoustrojéw z uzyciem paskow z gradientem stezen. Wykonatam
badania z zakresu serologicznej diagnostyki zakazen metodami: ELISA, Western blot,
immunofluorescencji  posredniej, elektrochemiluminescencji, immunochromatografii
kasetowej i aglutynacyjnymi.

7. Trzydniowy indywidualny kurs doskonalgcy (8 luty 2011 - 10 luty 2011) z zakresu
,» Lechniki molekularne w biologii i medycynie”, Centrum Medyczne Ksztalcenia
Podyplomowego, Studium Kliniczno-Dydaktyczne, Zaktad Biochemii i Biologii
Molekularnej, Warszawa

W czasie pobytu na kursie poglgbitam swoja wiedze na temat izolacji DNA z bloczkéw
parafinowych (tkanek pobranych w trakcie operacji od pacjenta), reakcji PCR,
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym.

8. Trzymiesieczny staz (1 lipiec 2012 — 30 wrzesien 2012) w Laboratorium
Mikrobiologicznym Szpitala Wojewoddzkiego w Opolu pod kierunkiem mgr Alicji
Mogietly. Staz zorganizowano przez Akademicki Inkubator Przedsigbiorczo$ci
Uniwersytetu Opolskiego w ramach Priorytet VIII Regionalne kadry gospodarki Dziatanie
8.2 Transfer wiedzy Poddziatanie 8.2.1 Wsparcie dla wspotpracy sfery nauki i
przedsigbiorstw, Programu Operacyjnego Kapital Ludzki

Podczas trwajacego stazu poglebiatam wiedzg, ktora zdobytam juz w tym Laboratorium na
poprzednim stazu w okresie od 1 pazdziernik 2010 — 30 marzec 2011.

W trakcie stazu opracowaty$my razem z magister Alicja Mogieta metod¢ archiwizowania
szczepOw pratkow gruzlicy przez zamrazanie w specjalnym buforze (Trytone Soya Broth,
glicerol, woda autoklawowana) w temperaturze -75°C.

9. Trzymiesieczny staz (2 luty 2015 — 30 kwiecien 2015) w Firmie PPHU Germax, ktora
zajmuje si¢ produkcja np. srodkow czystosci dla domu, biura, gastronomii, przemystu oraz
adiuwantéw dla rolnictwa. Staz ten zostat zrealizowany jako ,,Innowacyjne Opolskie”,
w ramach Priorytetu VIII Regionalne kadry gospodarki, Dziatania 8.2 Transfer wiedzy,
Poddziatania 8.2.1 Wsparcie dla wspotpracy sfery nauki i przedsigbiorstw Programu
Operacyjnego Kapital Ludzki przez Opolskie Centrum Demokracji Lokalnej FRDL
w Opolu, numer umowy: POK1.08.02.01-16-007/13-00

10. Miesieczny staz (31 sierpien 2016 — 30 wrzesien 2016) w Laboratorium Onkologii
Molekularnej w Wojskowym Instytucie Medycznym, Warszawa, ul. Szaserow 1, 04-141
Warszawa pod kierunkiem pptk dr hab. n. med. Lubomira Bodnara oraz mgr Agnieszki
Synowiec
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11.

W trakcie pobytu na tym stazu naukowym wykonywatam izolacje DNA z tkanek pobranych
od pacjentek, u ktorych zostata stwierdzona choroba nowotworowa jajnikéw. Nastepnie, po
wyizolowaniu DNA, badatam ekspresj¢ surwiwiny, ktora jest bialkiem nalezacym do
inhibitordw apoptozy (zaprogramowanej $§mierci komorki), a jej obecnos¢ jest stwierdzona
niemal we wszystkich typach nowotworow.

Czteromiesieczny staz (5 czerwiec 2017 — 30 wrzesien 2017) w Laboratorium Onkologii
Molekularnej w Klinice Onkologii w Wojskowym Instytucie Medycznym Centralnego
Szpitala Klinicznego MON, ul. Szaserow 128, 04-141 Warszawa pod kierunkiem pptk dr
hab. n. med. Lubomira Bodnara oraz mgr Agnieszki Synowiec

W trakcie trwania tego stazu naukowego wykorzystalam wiedz¢ pozyskang juz na
wczesniejszym stazu, jaki odbywatam w tej jednostce w okresie 31 sierpien 2016 — 30
wrzesien 2016. Podczas stazu poznalam metod¢ oznaczania stezenia markera CA125
u nosicieli mutacji genéw BRCA. Badania te s3 wykonywane na calym $wiecie w kierunku
wczesnego wykrywania raka jajnika.

Wspoélpraca z innymi jednostkami badawczymi:

Instytut Chemii Organicznej, Biochemii i Biotechnologii, Politechnika Wroclawska,
Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroclaw. Prof. dr hab. inz. Pawet Kafarski, prof. dr
hab. Marcin Drag.

Efekty tej wspotpracy:
Publikacje:

1. Gasowska B, Kafarski P, Wojtasek H, Interaction of mushroom tyrosinase with
aromatic amines, o-diamines and o-aminophenols. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - General Subjects, 2004, 1673(3), 170-177

2. Gasowska B, Wojtasek H, Hurek J, Drag M, Nowak K, Kafarski P, Redox reaction
between amino-(3,4-dihydroxyphenyl)methyl phosphonic acid and dopaquinone is
responsible for the apparent inhibitory effect on tyrosinase. European Journal of
Biochemistry, 2002, 269(16), 4098-4104

Wystapienia konferencyine:

1. Drag M, Wojtasek H, Jezierski A, Gasowska B, Kafarski P, “First example of the
chemical, oxidative cleavage of the C-P bond in organophosphorus chemistry. The
oxidation of phosphonic and phosphinic homologues of DOPA by NalOs” 13th
European Symposium on Organic Chemistry, 10-15.09.2003 Cavtat-Dubrovnik,
Chorwacja

2. Kafarski P, Drag M, Wojtasek H, Gasowska B, “Chemical versus enzymatic oxidation
of phosphonic analogues of tyrosine and dihydroxyphenylalanine (DOPA)” The
International Symposium Devoted to the 100" Anniversary of Academician A.V.
Kirsanov, 2002, Kijow, Ukraina

3. Kafarski P, Drag M, Wojtasek H, Gasowska B, ,, Chemiczne utlenienie fosfonowych

analogow DOPA — dihydroksyfenyloalaniny” Chemistry for Agriculture, XXVIII
International Scientific Research Seminar, 2002, Jesenik, Republika Czeska
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Postery na konferencjach:

1. Gasowska B, Wojtasek H, Hurek J, Drag M, Nowak K, Kafarski P ,, Apparent
inhibition of tyrosinase by a phosphonic analog of 3,4-dihydroxyphenylglycine”
Chemistry for Agriculture, XXVIII International Scientific Research Seminar, 2002,
Jesenik, Republika Czeska

2. Gasowska B, Hurek J, Nowak K ,Zmiany potencjalu redoks w reakcjach
enzymatycznych katalizowanych przez tyrozynaz¢” XXXVIII Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, 2002, Wroctaw

3. Gasowska B, Nowak K, Kafarski P “Influence of dipeptides containing C—terminal
phosphonate analog of dihydroxyphenylalanine on the activity of tyrosinase” XVI
Polish Peptide Symposium, 2001, Krakéw—Przegorzaty

Department of Chemical Biology, Max-Planck-Institute of Molecular Physiology, Otto-
Hahn-Strasse 11, 44227 Dortmund, Germany, Prof. dr. dr. h.c. Herbert Waldmann, dr
Martin Volkert.

Efekty tej wspotpracy:
Wystapienie konferencyjne:

1. Gasowska B, Volkert M, Waldmann H, Wojtasek H ,, Oxidation of synthetic and
natural amino acid phenylhydrazides by tyrosinase — implications for their mutagenic
effects” Chemistry for Agriculture, XXIX International Scientific Research Seminar,
9-12.12.2003, Jesenik, Republika Czeska

Zaklad Biologii Molekularnej, Centrum Onkologii, im. Marii Sklodowskiej-Curie,
Wybrzeze Armii Krajowej 15, 44-101 Gliwice, dr hab. Tomasz Cichon, dr Ryszard
Smolarczyk, prof. dr hab. Stanistaw Szala.

Efekty tej wspotpracy:

Publikacje:
1. Gasowska-Bajger B, Frackowiak-Wojtasek B, Koj S, Cichon T, Smolarczyk R, Szala

S, Wojtasek H, Oxidation of carbidopa by tyrosinase and its effect on murine
melanoma. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2009, 9(13), 3507-3510

2. Frackowiak-Wojtasek B, Gasowska-Bajger B, Mazurek M, Raniszewska A, Logghe
M, Smolarczyk R, Cichon T, Szala S, Wojtasek W, Synthesis and analysis of activity
of a potential anti-melanoma prodrug with a hydrazine linker. European Journal of
Medicinal Chemistry, 2014, 71, 98-104

Grant:

1. Projekt wltasny MEIN Nr 2 POSF 003 30 ,,Synteza i analiza aktywnosci prolekéw
przeciwko czerniakowi opartych na taczniku hydrazynowym, aktywowanych przez
tyrozynaze” okres realizacji 24.05.2006-23.05.2009, Kierownik — dr hab. Hubert
Wojtasek, wykonawcy dr inz. Bozena Frackowiak, mgr Beata Gasowska i inni.

Wystgpienie konferencyjne:
1. Wojtasek H, Frackowiak-Wojtasek B, Gasowska-Bajger B, Gonska A, Pasternak M,
Cichon T, Smolarczyk R, Szala S ,, Tyrosinase-activated anti-melanoma prodrugs with
a hydrazine linker-syntesis and activity”, 51 Zjazd Polskiego Towarzystwa
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Chemicznego oraz Stowarzyszenia Inzynieréw I Technikoéw Przemystu Chemicznego,
7-11 wrzes$nia 2008, Opole

Uniwersytet Opolski, Wydzial Przyrodniczo-Techniczny, ul. Kominka 6A, 45-035 Opole,
dr hab. Ewa Moliszewska, prof. UO.
Efekt tej wspolpracy:

Wystapienie konferencyjne:

1. Moliszewska, E, Gasowska-Bajger B, K., Melaniny grzybowe a patogenicznosé
wzgledem roslin, w: Nowe osiagnigcia w biologicznej ochronie roslin przed chorobami,
Bydgoszcz, 20-21 pazdziernika 2016 : XV Konferencja Sekcji Biologicznej Ochrony
Roélin przed Chorobami Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego [streszczenia] /
Manka Matgorzata, Sadowski Czestaw (red.), 2016, Uniwersytet Technologiczno-
Przyrodniczy w Bydgoszczy

Advanced Analysis Center, National Agriculture and Food Research Organization
(NARO), 2-1-2 Kannondai, Tsukuba, Ibaraki 305-8602, Japan, dr Yuki Nishigaya i dr
Toshimasa Yamazaki.
Efekt tej wspotpracy:

Publikacja:
1. Gasowska-Bajger B, Nishigaya Y, Hirsz-Wiktorzak K, Rybczynska A, Yamazaki T,
Wojtasek H* Interference of carbidopa and other catechols with reactions catalyzed
by peroxidases. Biochemica et Biophysica Acta (BBA) — General Subjects, 2018,
1862(7), 1626-1634

Wojskowy Instytut Medyczny, Klinika Ginekologii i Ginekologii Klinicznej, Klinika
Onkologii, ul. Szaseréw 128, 04-141 Warszawa, dr Agnieszka Gasowska-Bodnar, pptk dr
hab. n. med. Lubomir Bodnar, prof. UPH.

Efekty tej wspotpracy:

Trzy staze naukowe pod kierunkiem pptk dr hab. n. med. Lubomira Bodnara:
1. 11-21 lipiec 2011 (dwutygodniowy)
2. 31 sierpien 2016 — 30 wrzesien 2016 (miesi¢czny)
3. 5czerwiec 2017 — 30 wrzesien 2017 (czteromiesigczny)

Ztozone zostaly dwa wnioski grantowe:
1. ,Rola inhibitoréw apoptozy jako czynnikdéw prognostycznych u chorych na raka
jajnika”, 3 wykonawcow (kierownik dr Beata Gasowska-Bajger) — 11.12.2011,
2011/03/B/NZ4/00048 — nie przyznano finansowania

2. ,Inhibitory apoptozy, jako czynnik prognostyczny u chorych na raka jajnika”, 3
wykonawcow (kierownik dr Beata Gasowska-Bajger) — 2012/05/B/NZ4/02581 — nie
przyznano finansowania

Klinika Ginekologii i Ginekologii Onkologicznej; Klinika Onkologii i Immuno-onkologii
Warminsko-Mazurskiego Centrum Onkologii Szpitala Klinicznego Ministerstwa Spraw
Wewnetrznych i Administracji, Olsztyn, Katedra Onkologii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego, Olsztyn, dr Agnieszka Gasowska-Bodnar, pptk dr hab. n. med. Lubomir
Bodnar, prof. UPH.
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Efekty tej wspotpracy:

Publikacja:
1. Gasowska-Bajger B, Gasowska-Bodnar A, Knapp P, Bodnar L, Prognostic

Significance of Survivin Expression in Patients with Ovarian Carcinoma: A Meta-
Analysis. Journal of Clinical Medicine, 2021, 10(4), 879

Wystapienie konferencyjne:

1. Gasowska-Bajger B, Gagsowska-Bodnar A, Knapp P, Bodnar L, ,, Surwiwina jako
potencjalny biomarker raka jajnika” VIII Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem
Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach
i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 21 maj 2021, Gliwice

Klinika Ginekologii i Ginekologii Onkologicznej, Uniwersytet Medyczny, Bialystok, prof.
dr hab. n. med. Pawel Knapp.
Efekty tej wspotpracy:

Publikacja:
1. Gasowska-Bajger B, Gasowska-Bodnar A, Knapp P, Bodnar L, Prognostic

Significance of Survivin Expression in Patients with Ovarian Carcinoma: A Meta-
Analysis. Journal of Clinical Medicine, 2021, 10(4), 879

Wystapienie konferencyjne:

1. Gasowska-Bajger B, Gasowska-Bodnar A, Knapp P, Bodnar L, ,, Surwiwina jako
potencjalny biomarker raka jajnika” VIII Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem
Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach i
Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 21 maj 2021, Gliwice

Wydzial Automatyki, Elektroniki i Informatyki, Katedra Inzynierii i Biologii Systemow,
Centrum Biotechnologii, Politechnika Slaska, Gliwice, dr hab. Magdalena Skonieczna, prof.
uczelni.

Efekty tej wspotpracy:

Publikacja:
1. Nackiewicz J, Gasowska-Bajger B, Kotodziej L., Poliwoda A, Pogoda-Mieszczak K,

Skonieczna M, Comparison of the degradation mechanisms of diclofenac in the
presence of iron octacarboxyphthalocyanine and myeloperoxidase. Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 2023, 287(2), 122113

Whiosek grantowy:

1. ID: 577971 ,Indukcja regulowanej $mierci komorkowej w liniach nowotworowych
poddanych edycji genomu technikg CRISPR/Cas9 w obecnosci niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych i ich pochodnych” kierownik dr hab. Magdalena Skonieczna,
wykonawca dr Beata Gasowska-Bajger i inni, konkurs OPUS 24 -wystany 15-12-
2022 r. - nie przyznano finansowania

Referaty konferencyjne:
1. Nackiewicz J, Kotodziej 1., Gasowska-Bajger B, Poliwoda A, Skonieczna M
,,Porownanie aktywnosci oktakarboksyftalocyjanin zelaza i mieloperoksydazy
w procesie degradacji diklofenaku” TX Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem
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3.

Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach
i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 27-28 maj 2022, Istebna

Stok A, Komisarczyk E, Klabuhn B, Herman K, Gulec A, Skubisz W, Mainka A,
Kasprzycka A, Nackiewicz J, Gasowska-Bajger B, Skonieczna M ,Mikro
[ nanozanieczyszczenia srodowiskowe o potencjale pro- i przeciwnowotworowym w
badaniach in vitro” IX Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem Politechniki
Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach i Stowarzyszenia
na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 27-28 maj 2022, Istebna

Nackiewicz J, Kotodziej L., Gasowska-Bajger B, Skonieczna M ,, Zastosowanie
transdermalnych pochodnych diclofenaku o potencjale przeciwnowotworowym
w badaniach in vitro wobec linii komérkowej me45” VIII Slaskie Spotkania Naukowe
pod patronatem Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii
w Gliwicach i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 21 maj 2021,
Gliwice

Udzial w projektach

1.

Grant wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska ze Srodkow Europejskiego Funduszu
Spotecznego - Politechnika Slaska jako Centrum Nowoczesnego Ksztalcenia, opartego
0 badania i innowacje - (POWR.03.05.00.00-z098/17):

Edycja nr VII - Tytut projektu: ”Badanie transdermalnych mikro- i nanozanieczyszczen
srodowiskowych, zwigzkdéw syntetycznych 1 pochodnych diklofenaku o potencjale pro-
I przeciwnowotworowym w badaniach in vitro z uzyciem zaawansowanych systemow
hodowli 3D.” — wykonawca/ekspert w okresie 2021-2023

Edycja nr VIl - Tytut projektu: ,Nieinwazyjne badanie biodostepnosci (transportu)
substancji aktywnych poprzez obserwacje mechanizmow dokomoérkowego wnikania
i lokalizacji w komorkach in vitro/Non-invasive study of the bioavailability (transport)
of active substances by observing the mechanisms of intracellular penetration and
localization in cells in vitro” - wykonawca/ekspert w okresie 2021-2023

Edycja nr IX - Tytut projektu: ,,Indukcja regulowanej $mierci komorkowej w liniach
nowotworowych poddanych edycji genomu technika CRISPR/Cas-9 w obecnos$ci
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych i ich pochodnych” — wykonawca/ekspert
w okresie 2021-2023

VI konkurs o przyznanie finansowania projektow studenckich kot naukowych (Program
Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza). Konkurs jest zorganizowany w ramach
projektu Wigczenia studentow w badania naukowe za posrednictwem kot naukowych,
w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza, w zwigzku
z udzialem Politechniki Slaskiej w programie Inicjatywa Doskonatosci-Uczelnia
Badawcza. Temat projektu: ,,Produkty komorkowego rozktadu niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (NLPZ), jako potencjalne fotouczulacze w terapiach tgczonych.”
Termin realizacji (01-10-2024 do 28-02-2025 r.). Petniona funkcja-ekspert.
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Wydzial Nauk Medycznych i Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet w Siedlcach, dr Agnieszka
Gasowska-Bodnar, pptk dr hab. n. med. Lubomir Bodnar, prof. UPH.
Efekty tej wspotpracy:

Publikacja:
1. Gasowska-Bajger B, Sosnowska K, Gasowska-Bodnar A, Bodnar L, The Effect of

Acetylsalicylic Acid, as a Representative Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drug, on
the Activity of Myeloperoxidase. Pharmaceuticals, 2023, 16(7), 1012

2. Gasowska-Bajger B, Gasowska-Bodnar A, Bodnar L, Properties and functions of
myeloperoxidase and its role in ovarian cancer. Medical Science Pulse, 2022, 16(3),
23-32

Referaty konferencyjne:

1. Gasowska-Bajger B, Pawelczak M, ,Wphw zwigzkéow powszechnie stosowanych w
chemioterapii na aktywnosé aminopeptydaz”. X1 Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem
Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach
i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 17-19 maj 2024, Ustron

Katedra Chemii Bioorganicznej, Wydzial Chemii, Politechnika Wroclawska, prof. dr hab.
Rafat Latajka, dr Michat Jewginski.
Efekt tej wspolpracy:

Publikacja:
1. Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Frackowiak-Wojtasek B, Kersten C, Jewginski M,

Kotodziej L., Latajka R, Wojtasek H, Oxidation of dobutamine and dopamine by
horseradish peroxidase. Journal of Molecular Structure, 2022, 1252, 132169

Department of Medicinal and Pharmaceutical Chemistry, Institute of Pharmaceutical
and Biomedical Sciences, Johannes Gutenberg University, Mainz, Niemcy, dr Christian
Kersten.

Efekt tej wspolpracy:

Publikacja:
1. Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Frackowiak-Wojtasek B, Kersten C, Jewginski M,

Kotodziej 1., Latajka R, Wojtasek H, Oxidation of dobutamine and dopamine by
horseradish peroxidase. Journal of Molecular Structure, 2022, 1252, 132169

Informacja o esiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke
lub sztuke.

Osiagniecia dydaktyczne

Przedmioty nauczane w ramach pensum dydaktycznego

Wyktady z przedmiotu Biochemia dla:
- studentoéw I roku kierunku Rolnictwo (stacjonarne), Wydzialu Przyrodniczo -
Technicznego — koordynator przedmiotu
- studentéow I roku Kierunku Rolnictwo (niestacjonarne), Wydziatu Przyrodniczo -
Technicznego - koordynator przedmiotu
- studentéw Il roku kierunku Biotechnologia Medyczna, Wydziatu Przyrodniczo -
Technicznego
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Zajecia

studentow II roku (I stopien) Kierunku Biologia, Wydziatu Przyrodniczo-Technicznego
— koordynator przedmiotu

studentow II roku (I stopien) kierunku Biotechnologia Inzynierska, Wydziatu
Przyrodniczo -Technicznego — koordynator przedmiotu

laboratoryjne na Wydziale Chemii z przedmiotow:

Biochemia z podstawami biologii dla Il roku kierunku Chemia

Pracownia magisterska dla studentow kierunku Chemia

Biochemia z elementami chemii_dla I roku kierunku lekarskiego (semestr I)
Biochemia z elementami chemii_dla I roku kierunku lekarskiego (semestr 1)
Praktyka zawodowa dla studentow kierunku Chemia

Biochemia dla studentow I roku Optyki okularowej z elementami optometrii
Biochemia dla studentéw I roku Rolnictwa (stacjonarne)

Biochemia dla studentéw I roku Rolnictwa (niestacjonarne)

Biochemia dla studentow Biologii

Biochemia ogolna dla studentéw Biotechnologii Inzynierskiej

Chemia sagdowa — rozwigzywanie zagadek kryminalnych (zaje¢cia ogdlnouczelniane)
dla kierunku Prawo zaoczne)

Chemia sagdowa — rozwigzywanie zagadek kryminalnych (zajgcia ogdlnouczelniane)
dla kierunku Pedagogika (zaoczne)

Chemia sagdowa — rozwigzywanie zagadek kryminalnych (zaje¢cia ogdlnouczelniane)
dla kierunku Psychologia (zaoczne)

Podstawy Biochemii, dla studentow III roku (I stopien) Fizyki

Chemia Fizyczna dla studentoéw II roku (I stopien) kierunku Chemia

Chemia analityczna dla studentéw I roku (I stopien) kierunku Chemia

Podstawy chemii medycznej dla studentow III roku (I stopien) kierunku Chemia

Opracowanie programow do nowych zajeé.

W 2015 roku opracowatam:

program zajec¢ laboratoryjnych z przedmiotu ogdlnouczelnianego Chemia sgdowa-
rozwigzywanie zagadek kryminalnych,

program zaje¢ laboratoryjnych (z prelekcjami) z przedmiotu Biochemia z elementami
chemii dla studentoéw I roku (semestr I) kierunku lekarskiego;

W 2019 roku opracowatam:

program zaje¢ laboratoryjnych (z prelekcjami) z przedmiotu Biochemia z elementami
chemii dla studentow I roku (semestr II) kierunku lekarskiego;

W 2020 roku opracowatam:

program zaje¢ laboratoryjnych i wyktady z przedmiotu Biochemia dla studentow 11
roku (I stopien) Biologii;,

program zajec¢ laboratoryjnych 1 wyklady z przedmiotu Biochemia dla studentow II
roku (I stopien) Biotechnologii Medycznej i Biotechnologii Inzynierskiej;

program zajec¢ laboratoryjnych 1 wyklady z przedmiotu Biochemia dla studentow II
roku (I stopien, stacjonarne i niestacjonarne) Rolnictwa;

program zaje¢ laboratoryjnych z przedmiotu Biochemia dla studentow I roku (I
stopien) kierunku Optyka Okularowa z elementami optometrii;

W latach 2004-2015 pelnitam funkcije tutora dla:

I1I roku kierunku Chemia Srodowiska (2004/2005; 2005/2006);
I (2006/2007), 11 (2007/2008) i 111 (2008/2009, 2012/2013, 2014/2015) roku kierunku
Chemia, specjalno$¢ chemia biologiczna
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- 1(2009/2010), 11 (2010/2011) i 111 (2011/2012, 2012/2013, 2014/2015) roku kierunku
Chemia, specjalno$¢ chemia kosmetyczna

Opieka naukowa nad magistrantami i doktorantami:

Promotor prac licencjackich:
1. Marta Mazur, , Poréwnanie wptywu L-tyrozyny i L-tyrozynamidu na aktywnos$¢
mieloperoksydazy i laktoperoksydazy wotowej”, kierunek Chemia/specjalnosé¢
Chemia Biologiczna/UO, (2014/2015)

2. Magdalena Lesnik, ,,Badanie kinetyki reakcji Trindera z r6znymi substratami”,
kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO, (2018/2019)

3. Jagoda Kulczynska, ,,Analiza wptywu cisplatyny na reakcje katalizowane przez
mieloperoksydaze”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO,
(2019/2020)

4. Kinga Sosnowska, ,,Wptyw niesteroidowego leku przeciwzapalnego — kwasu
acetylosalicylowego — na aktywno$¢ mieloperoksydazy”, kierunek
Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO, (2019/2020)

Promotor prac magisterskich:

1. Jagoda Kulczynskaj, ,,Analiza wptywu pochodnych pirazoli na reakcje katalizowane
przez aminopeptydaze leucynowa”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia
Biologiczna/UO, (2021/2022)

2. Kinga Sosnowska, ,,Wptyw wybranych zwigzkéw chemicznych, powszechnie
stosowanych w chemioterapii, na aktywnos$¢ aminopeptydazy leucynowej”, kierunek/
Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO, (2021/2022)

Promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim mgr Damiana Taraska z Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Opolskiego pod tytulem ,,Utlenianie wybranych lekow 1 zwigzkéw naturalnych
w reakcjach katalizowanych przez peroksydazg¢ chrzanowa”. Promotorem pracy byl dr hab.
Hubert Wojtasek prof. UO. Publiczna obrona pracy doktorskiej odbyta si¢ na Uniwersytecie
Opolskiem 26 wrzesnia 2023 roku.

Opieka nad pracami licencjackimi/opieka naukowa:

1. Marcin Stasko, ,,Badanie utleniania N-benzoilo-N-(4-hydroksybenzylo)hydrazyny
przez tyrozynazg”, kierunek Chemia/specjalno$¢ chemia biologiczna/UO. Funkcje
promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2014/2015)

2. Karolina Dobrzanska, ,,Badanie wptywu wybranych kumaryn na aktywno$é
tyrozynazy grzybowej”, kierunek Chemia/specjalno$¢ chemia biologiczna/UO.
Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2015/2016)

Opieka nad pracami magisterskimi/opieka naukowa:
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10.

11.

Sabina Koj, ,,Analiza utleniania przez tyrozynaze lekéw stosowanych w chorobie
Parkinsona”. kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Srodowiska/UO. Funkcje
promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2005/2006)

Roéza Sagan, ,,Opracowanie warunkéw izolacji enzymu konwertujacego dopachrom
z jedwabnika morwowego, Bombyx Mori, na skal¢ preparatywna”, Kkierunek
Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO. Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert
Wojtasek, prof. UO. (2005/2006)

Helena Barysz, ,ldentyfikacja enzymu konwertujacego dopachrom z jedwabnika
morwowego, Bombyx mori”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna,
ITS/UO. Funkcje promotora pehit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2006/2007)

Grzegorz Sabura, ,,Analiza reakcji konwersji homodopachromu katalizowanej jonami
cynku i niklu”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UQO. Funkcje
promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2006/2007)

Anna Buga, ,,Analiza utleniania lekéw z ugrupowaniem hydrazynowym przez
mieloperoksydaze i laktoperoksydaze wotowa”, kierunek Chemia/specjalno$¢ Chemia
Srodowiska/UO. Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO.
(2006/2007)

Justyna Jasniewicz, ,,Ekspresja biatka wigzacego hormony juwenilne z jedwabnika
morwowego, Bombyx mori, w peryplazmie Escherichia coli”, kierunek
Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO. Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert
Woijtasek, prof. UO. (2007/2008)

Joanna Narolska, ,,Analiza reakcji konwersji homodopachromu w obecnosci jonow
metali i w roznych warunkach pH”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia
Srodowiska/UQ. Funkcje promotora petit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO.
(2007/2008)

Matgorzata Godyn, ,,Analiza reakcji cytochromoéw P450 z potencjalnymi prolekami
przeciwko  czerniakowi z  ugrupowaniem  hydrazynowym?”, kierunek
Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO. Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert
Wojtasek, prof. UO. (2008/2009)

Agnieszka Musiol, ,,Analiza mechanizmu dziatania enzymu konwertujacego
dopachrom z jedwabnika morwowego za pomocg ukierunkowanej mutagenezy”,
kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO. Funkcj¢ promotora petnit dr
hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2008/2009)

Krystyna Hirsz, ,Badanie wplywu lekow z ugrupowaniem hydrazynowym na
aktywno$¢ mieloperoksydazy wotowej”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia
Biologiczna/UO. Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO.
(2009/2010)

Aleksander Rosinski, ,,Badanie wptywu lekow z ugrupowaniem hydrazynowym na
aktywno$¢  tyrozynazy grzybowej”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia
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12.

13.

14.

15.

Biologiczna/UO. Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO.
(2009/2010)

Angelika Morga, ,,Identyfikacja intermediatow reakcji konwersji homodopachromu”,
kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO. Funkcj¢ promotora petnit dr
hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2010/2011)

Marieke Logghe, “Analysis of activation by tyrosinase of a potential anti-melanoma
prodrug N-{4-[bis-(2-chloroethyl)amino]benzoyl}-N’-(4-hydroxybenzyl)-hydrazine”.
Katholieke Hogeschool Sint-Lieven, Belgia. Funkcj¢ promotor petnit dr hab. Hubert
Wojtasek, prof. UO. (2011/2012)

Donata Kotarska, ,,Badanie wptywu paracetamolu na reakcje katalizowane przez
peroksydazy”, kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO. Funkcje
promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO. (2015/2016)

Damian Tarasek, ,,Badanie wptywu aminoacetofenondw i ich tiosemikarbazonow na
reakcje katalizowane przez tyrozynaze grzybowsg”, kierunek Chemia/specjalnosé
Chemia Biologiczna/UO. Funkcje promotora petnit dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO.
(2016/2017)

Recenzja pracy magisterskiej:

1.

Marzena (Kotowicz) Nedza, ,,Oznaczanie typu 1 stalych odwracalnej inhibicji
enzymatycznej metodami linearyzacyjnymi z zastosowaniem regresji wazonej”,
kierunek Chemia/specjalnos¢ Chemia Biologiczna/UO. Funkcj¢ promotora petnit dr
Jozef Hurek. (2009)

Zajecia popularyzujace nauke:

v

v

W roku 2009 i 2010 bratam czynny udziat w drzwiach otwartych na Wydziale
Chemii.

Od 2 listopada 2010 do 31 maja 2011 bytam organizatorem 4 zaj¢¢ laboratoryjnych
z chemii dla Zespotu Szkoét Ogolnoksztatcacych nr II w Opolu w ramach projektu
»Nauka kluczem do sukcesu — program rozwojowy licealistow ogdlnoksztatcacych
Miasta Opola (KSI nr POKL.09.01.02-16-042/10.

W roku 2012 prowadzitam seri¢ zaje¢¢ laboratoryjnych w ramach projektu: ,,Z peryferii
do centrum”, POKL.03.03.04-00-097/09. Projekt wspotfinansowany przez Unig
Europejska

w ramach Europejskiego Funduszu Strukturalnego. OPTIMA, ul. Kosciuszki 16, 45-
062 Opole.

W okresie od 28 maja do 31 maja 2012 roku prowadzilam pokazy doswiadczen
chemicznych podczas festiwalu ,,Z Naukg na Ty” w ramach projektu ,, Od nauki do
biznesu. Spin - off 2” realizowanego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki, Priorytet VIII ,Regionalne kadry gospodarki”, Dziatanie 8.2 , Transfer
wiedzy”, Poddziatanie 8.2.1 ,,Wsparcie dla wspotpracy sfery nauki i przedsigbiorstw”
finansowanego w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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W dniach 8 1 9 listopad 2014 roku przeprowadzitam pokazy chemiczne dla dzieci

podczas Targow Zabawek 1 Artykutéw dla dzieci Kids&Fun Expo zorganizowane w

Centrum Wystawienniczo-Kongresowym w Opolu.

W okresie od 1 lutego do 31 maja 2015 roku prowadzitam zaje¢cia dydaktyczne:

matematyczno-przyrodniczo-techniczne dla szczegolnie uzdolnionych licealistow w

ramach projektu pn.: ,,Szlifujemy Opolskie Diamenty”. Umowa nr RU DOA-

1V.273.109/2014 z dnia 22.X11.2014 r.

W okresie od 18 do 22 wrze$nia 2017 roku prowadzitam zajg¢cia laboratoryjne w

ramach obozu naukowego: ,Nauka i Technika Zmienia Swiat” adresowanego do

uczniow szkot licealnych z Aglomeracji Opolskie;j.

W okresie od sierpnia do grudnia 2017 roku prowadzitam zajecia laboratoryjne w

ramach projektu: ,,Mtodzi Odkrywcy Sekretow Nauki AO” — obszar I, Il i 1 (nr

RPOP.09.01.02-16-006/15/zadani nr 10/90; nr RPOP.09.01.02-16-007/15/Zadani nr

10/92; nr RPOP.09.01.02-16-008/15/Zadani nr 10/91)

W latach 2009-2017 bytam wspotorganizatorem o$miu, corocznych, sobotnich edycji

repetytoriow z chemii dla maturzystow. Opracowatam i prowadzitam w kolejnych

latach zajecia laboratoryjne na temat: SEM ogniwa. Elektroliza roztworéw wodnych

elektrolitow i soli stopionych. Reakcje utleniania - redukcji. Ogniwa galwaniczne i ich

zastosowania. Prawa elektrolizy. Korozja elektrochemiczna i metody jej zapobiegania.

Elektrolity stabe i mocne. Stopien i stala dysocjacji. Prawo rozcienczen Ostwalda, pH

roztworu, wskazniki. Reakcje w roztworach wodnych elektrolitow - reakcje

zobojetniania, stracania osadéw 1 hydrolizy. Amfoterycznos¢. Wielofunkcyjne

pochodne weglowodoréw. Aminokwasy, peptydy i bialka, najwazniejsze cukry oraz

kwasy nukleinowe - wystepowanie, wlasciwosci i ich znaczenie w zyciu czlowieka.

Polimeryzacyjne tworzywa sztuczne - budowa i zastosowanie. Konsekwencje

niewlasciwego wykorzystywania substancji chemicznych.

Przez lata bralam czynny udzial w opolskim Festiwalu Nauki:

- 2005 - ,,Izolowanie kwas6w nukleinowych”

- 2006 - ,,.Barwne kompleksy skrobii z jodem”

- 2007 - ,,Hydroliza skrobii oraz tworzenie barwnych kompleksow skrobii z jodem”

- 2008 - ,,Napluj i zbadaj - jak pH wptywa na aktywnos$¢ amylazy §linowej”

- 2009 — ,,Jak otrzyma¢ paste do zebéw domowym sposobem” i ,,Krem do rak. Jak
W prosty sposob mozna go otrzymac”

- 2012 — ,Chemia od A do Z”, ,,Co z tym cukrem, czyli stodkie ciekawostki
(wyktad)”

- 2015 -, Biatko czy cukier?”

- 2016 - ,,Kolorowy swiat cukrow”

- 2017 — ,Pranie za pomocg cieklego dwutlenku wegla. Przemiany fazowe
dwutlenku wegla”

W roku 2017 uczestniczytam w Nocy Nauki organizowanym na Wydziale Chemii -

,»Analiza materiatu zabrudzonego krwig” i ,,Identyfikacja odciskéw palca”

W latach 2012, 2013, 2014 — Prowadzitam zajecia w ramach promocji Wydziatu

Chemii Uniwersytetu Opolskiego — projekt pt: ,,Poprawa atrakcyjnosci studiowania na

kierunku chemia w Uniwersytecie Opolskim” nr POKL.04.01.02-00-014/009.

Bratam udzial w licznych niedzielnych piknikach naukowych w ramach Festiwalu

Nauki
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Zajecia laboratoryjne dla ucznidow Gimnazjum z Brzegu, ,Izolowanie kwasow
nukleinowych” 1 ,, Hydroliza skrobii oraz tworzenie barwnych komplekséw skrobii
z jodem”, pazdziernik 2006.

Zajecia laboratoryjne dla uczniéw Liceum ze Strzelec Opolskich, ,,Izolowanie kwasow
nukleinowych” i ,, Hydroliza skrobii oraz tworzenie barwnych kompleksow skrobii
z jodem”, kwiecien 2006.

Zajgcia laboratoryjne dla uczniow Publicznego Liceum Ogoélnoksztatcace nr IV im.
Generata Leopolda Okulickiego ,,Niedzwiadka” w Opolu, 18 grudzien 2009.

Zajgcia laboratoryjne dla ucznidow Publicznego Liceum Ogoélnoksztatcace nr IV im.
Generata Leopolda Okulickiego ,,Niedzwiadkaw Opolu, 8 styczen 2010.

Zajecia z pokazami chemicznymi przeprowadzone w ramach promocji Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Opolskiego — projekt pt: ,,Poprawa atrakcyjnosci studiowania na
kierunku chemia w Uniwersytecie Opolskim”, nr POKL.04.01.02-00-014/09
w Gimnazjum w Skorogoszczy, 25 czerwiec 2010.

Zajecia laboratoryjne dla uczniow Gimnazjum w Skorogoszczy, 2 grudzien 2010.
Pokazy dla dzieci z Sotectwa Chré$cina, zaj¢cia zostaly przeprowadzone w ramach
promocji Wydziatu Chemii Uniwersytetu Opolskiego, 21 maj 2011.

Pokazy dla dzieci z Sotectwa Chrdscina, zajecia zostaty przeprowadzone w ramach
promocji Wydziatu Chemii Uniwersytetu Opolskiego, 5 maj 2012.

Pokazy chemiczne w Bibliotece w Skorogoszczy dla dzieci przebywajacych na
potkoloniach, 6 lipiec 2012.

Pokaz doswiadczen chemicznych dla uczniow Publicznego Gimnazjum nr 4 im. Karola
Wojtyly w Kedzierzynie Kozlu, 29 listopad 2012.

Zajgcia z pokazami chemicznymi przeprowadzone w ramach promocji Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Opolskiego — projekt pt: ,,Poprawa atrakcyjnosci studiowania na
kierunku chemia w Uniwersytecie Opolskim”, nr POKL.04.01.02-00-014/09
w Gimnazjum w Skorogoszczy, 18 grudzien 2012.

Pokazy dla uczniow Zespotu Szkot w Komornie, 18 marzec 2013.

Pokazy dla dzieci z Sotectwa Chroscina, zajecia zostaty przeprowadzone w ramach
promocji Wydziatu Chemii Uniwersytetu Opolskiego, 25 maj 2013.

Pokazy dla uczniow Zespotu Szkot w Dobrzeniu Wielkim, 11 czerwiec 2013.

Pokazy dla Publicznego Liceum Ogodlnoksztalcacego nr. VI im. Generata Leopolda
Okulickiego ,,Niedzwiadka” w Opolu, 10 grudzien 2013.

Pokazy dla dzieci z Sotectwa Chrodscina, zajecia zostaly przeprowadzone w ramach
promocji Wydziatu Chemii Uniwersytetu Opolskiego, 17 maj 2014.

Pokazy dla uczniow Gimnazjum im. Polskich Noblistow w Losiowie, 16 czerwiec
2014.

Pokazy dla uczniow Zespotu Szkot Licealno-Technicznych w Kluczborku. Zajecia
zostaly przeprowadzone w ramach promocji Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Opolskiego — projekt pt.: ,,Poprawa atrakcyjnosci studiowania na kierunku chemia w
Uniwersytecie Opolskim”, 17 listopad 2014.

Pokazy dla uczniéow z Zespotu Szkol im. Polskich Noblistow w Lambinowicach, 19
marzec 2015.

Pokazy dla ucznidow z Zespotu Szkdl im. Polskich Noblistow w Lambinowicach, 26
marzec 2015.

Pokaz doswiadczen chemicznych dla dzieci w Zespole Szkolno-Przedszkolnym
w Halinowie (woj. Mazowieckie), 30 kwiecien 2015.

Pokazy dla Zespotu Gimnazjalno-Szkolnego w Dtugomitowicach, 7 maj 2015.
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Pokazy dla II Liceum Ogdélnoksztatcgcego im. Mikotaja Kopernika w Kedzierzynie —
Kozlu, 11 maj 2015.

Pokazy dla II Liceum Ogoélnoksztatcacego im. Mikotaja Kopernika, w Kedzierzynie —
Kozlu, 29 pazdziernik 2015.

Pokazy dla uczniow Zespotu Szkot Ogolnoksztatcacych nr 1 Publicznego Gimnazjum
nr 6 w Opolu, 28 styczen 2016.

Pokazy dla uczniow Publicznego Gimnazjum nr 1 w Zawadzkiem, 10 marzec 2016.
Pokazy dla uczniéw Zespotu Szkét Ogodlnoksztatcacych w Strzelcach Opolskich, 9
wrzesien 2016.

Pokazy dla uczniow Publicznej szkoly Podstawowej nr 11 w Opolu, 24 listopad 2016.
Pokaz doswiadczen chemicznych dla dzieci w Zespole Szkolno-Przedszkolnym
w Halinowie (woj. Mazowieckie), 21 maj 2018.

Pokazy dla uczniow Zespotu Szkot zawodowych w Brzegu, 26 pazdziernik 2023.

AKktywnos$¢ organizacyjna:

Od 2007 roku jestem kierownikiem pracowni Biochemii;

Braltam czynny wudziat przy organizacji 51 Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Chemicznego oraz Stowarzyszenia Inzynierow i Technikéw Crzemystu chemicznego
organizowanego

w Opolu w dniach 7-11 wrzesien 2008;

W latach 2009 i 2010 bytam Cztonkiem Komisji Rekrutacyjnej na Wydziale Chemii;
W roku 2010 bytam koordynator Festiwalu Nauki na Wydziale Chemii;

W kadencjach: 2012-2016 i 2016-2020 bytam cztonkiem Rady Wydziatu Chemii na
Uniwersytecie Opolskim;

Od 2012 roku jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Chemicznego;

W kadencjach: 2008-2012, 2012-2016 i 2016-2020 bytam cztonkiem Wydziatowe]
Komisji Wyborczej na Wydziale Chemii, Uniwersytetu Opolskiego;

W kadencjach 2016 — 2018 i 2019 — 2020 bylam zastepcg Przewodniczacego
Opolskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Chemicznego;

6 lipca 2017 bratam udzial w organizacji testu kompetencji poznawczych dla
kandydatow na pierwszy rok kierunku lekarskiego;

Jestem cztonkiem Zwigzku Nauczycielstwa Polskiego;

W kadencji 2019-2024 jestem przewodniczaca Komisji Rewizyjnej ZNP w
Uniwersytecie Opolskim;

Nagrody:

v

W roku 2010 otrzymatam Nagrode JM Rektora Uniwersytetu Opolskiego za peine
zaangazowania wykonywanie obowigzkéw nauczyciela akademickiego, aktywnos$¢
naukowa 1 organizacyjng oraz dziatalno$¢ na rzecz rozwoju i statlego podnoszenia
prestizu Wydziatu Chemii w roku akademickim 2009/2010.

Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moZe podac inne informacje, wazne
z jego punktu widzenia, dotyczqce jego kariery zawodowej.

v

Uczestniczytam w szkoleniu ,,Mozliwosci rozwoju firm spin-off i spin-out na
Uniwersytecie  Opolskim”  zorganizowanym przez Akademicki Inkubator
Przedsigbiorczosci Uniwersytetu Opolskiego, 22 czerwiec 2009 — 30 lipiec 2009.
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v Uczestniczylam w indywidualnych konsultacjach z zakresu komercjalizacji wiedzy o
tematyce tworzenia firm typu spin-off oraz spin-out skierowanych do pracownikow
przedsigbiorstw i pracownikoéw naukowo-dydaktycznych zorganizowanych w ramach
projektu pt. ,,Od nauki do biznesu. Projekt wsparcia spin-oft” realizowanego w ramach
Priorytet VIII Regionalne kadry gospodarki Dziatanie 8.2 Transfer wiedzy
Poddziatanie 8.2.1. Wsparcie dla wspotpracy sfery nauki i przedsiebiorstw Programu
Operacyjnego Kapital Ludzki, 26 pazdziernik 2010 — 16 grudzien 2010.

v’ 17 pazdziernika 2012 uczestniczylam w seminarium po$wieconym technice Real-
Time PCR, prowadzonym przez dr Steve’a Hawkinsa (Bioline Ltd.) organizowanym
przez Blirt S.A., dziat DNA-Gdansk na Uniwersytecie Opolskim.

v" W terminach: 22 marzec 2023 (6 godzin), 5 Kwiecien 2023 (6 godzin), 26 Kwiecien
2023 (6 godzin) uczestniczylam w Warsztatach Specjalistycznych Doskonalacych
z Zakresu Wiedzy o Niepetnosprawnosci. Szkolenie to zostalo zrealizowane w ramach
projektu ,,Uniwersytet Opolski uczelnia (bardzo!) dostepna.

Beata Ggsowska-Bajger
(podpis wnioskodawcy)
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Wykaz osiagnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowigcych znaczny wklad w rozwoj
okreslonej dyscypliny

I. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH, O
KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

Cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych, stanowigcych osiagnigcia naukowe, zgodnie
z art. 219 ust. 1. Pkt 2b Ustawy, z okresleniem wkladu pracy udziatu habilitanta:

(*) Autor korespondencyjny

H1 Frackowiak-Wojtasek B, Gasowska-Bajger B, Mazurek M, IF2014 = 3,447
Raniszewska A, Logghe M, Smolarczyk R, Cichon T, Szala S,  |F2022 = 6,7
Wojtasek W*

Synthesis and analysis of activity of a potential anti-melanoma  IFs.jemi = 6,5
prodrug with a hydrazine linker.

European Journal of Medicinal Chemistry, 2014, 71, 98-104 Pkt. MEiN2o14 = 40
doi:10.1016/j.ejmech.2013.10.080 Pkt. MEiN2o24 = 140

Praca oryginalna

Mj wktad w publikacje obejmowal: udzialt w sformutowaniu koncepcji pracy dotyczacej badan
enzymatycznych (opracowanie metody izolacji tyrozynazy z pieczarki (Agaricus bisporus),
opracowanie metodologii i warunkow badan dla reakcji enzymatycznych w tym pomiaréow
spektrofotometrycznych dla reakcji enzymatycznego utleniania N-{4-[bis-(2
chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-(4-  hydroksybenzylideno)-hydrazyna przez tyrozynazg);
przygotowanie wszystkich probek do analiz HPLC; opracowanie koncepcji metody izolacji
produktu  enzymatycznego utleniania  N-{4-[bis-(2-chloroetylo)amino]benzoilo}-N’-(4-
hydroksybenzylideno)-hydrazyny przez tyrozynaze; przygotowanie probek poreakcyjnych do
analiz NMR; analiza wszystkich przeprowadzonych przeze mnie badan oraz interpretacja
wynikow; udziat w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu; edycja tekstu; czynny udziat
w przygotowaniu odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow;

H2 Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2m6 = 3,154
Reactions of flavonoids with o-quinones interfere with the IF2022 = 6,1
spectrophotometric assay of tyrosinase activity.

Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2016, 64(26), IFs.ietni = 6,3
5417-27
doi:10.1021/acs.jafc.6b01896 Pkt. MEiN2o16 = 45

Pkt. MEiN2024 = 140

Artykut ten zostal wybrany do specjalnego wydania internetowego zatytutowanego ,,Advances
in Polyphenol Research” (S. de Pascual-Teresa, M.N. Clifford, Advances in Polyphenol
Research: A Journal of Agricultural and Food Chemistry Virtual Issue, J. Agr. Food Chem. 65
(2017) 8093-8095) sposrod ok. 500 artykutéw poswicconych polifenolom, opublikowanych
w latach 2016 i 2017 w tym czasopismie jako jeden z 22 artykulow, ktore, w opinii redaktorow,
»excel in terms of novelty in their hypothesis and methodology”.

Praca oryginalna

Moj wkitad w publikacje obejmowal: udziat w sformulowaniu koncepcji pracy dotyczacej
przeprowadzenia wszystkich badan enzymatycznych (spektrofotometrycznych i pomiaréw
zuzycia tlenu); wykonanie przegladu literatury dotyczacej tematu; wykonanie wszystkich
eksperymentéw; analiza wszystkich przeprowadzonych przeze mnie badan i interpretacja

1


http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2013.10.080
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wynikow; udzial w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu; edycja tekstu; udziat w
opracowaniu odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentéw;

H3 Gasowska-Bajger B, Nishigaya Y, Hirsz-Wiktorzak K, IF2018 = 3,681
Rybczynska A, Yamazaki T, Wojtasek H* IF2022 = 3,0
Interference of carbidopa and other catechols with reactions
catalyzed by peroxidases. IFstei = 3,4
Biochemica et Biophysica Acta (BBA) — General Subjects,

2018, 1862(7), 1626-1634 Pkt. MEiNzo18 = 35
doi.org/10.1016/j.bbagen.2018.04.007 Pkt. MEiN2024 = 100

Praca oryginalna

Moj wkitad w publikacje obejmowat: udziat w sformutowaniu koncepcji pracy dotyczacej badan
enzymatycznych; koncepcja metodologii izolacji mieloperoksydazy ze $ledziony wotowej;
opracowanie metody i warunkow wykonania pomiarow spektrofotometrycznych podczas reakcji
enzymatycznego utleniania karbidopy przez mieloperoksydaze, laktoperoksydaze, peroksydaze
chrzanowa oraz tyrozynazg, opracowanie metody i warunkow wykonania pomiarow
spektrofotometrycznych podczas reakcji wykazujacych wptyw karbidopa na aktywnosc¢
peroksydazowa mieloperoksydazy i laktoperoksydazy; opracowanie i przygotowanie wszystkich
probek do analiz HPLC dla mieszanin reakcyjnych po inkubacji karbidopa z mieloperoksydaza,
laktoperoksydaza, peroksydaza chrzanowa i tyrozynaza; koncepcja przeprowadzenia oraz
wykonanie nieodwracalnej inhibicji karbidopy z mieloperoksydaza i laktoperoksydaza;
koncepcja metodologii dla pomiarow zuzycia nadtlenku wodoru (podczas reakcji
enzymatycznego utleniania o-dianizydyny przez mieloperoksydaz¢ w obecnosci karbidopa,
podczas reakcji enzymatycznego utleniania kwasu 2,2’-azyno-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonowego (ABTS) przez laktoperoksydaze w obecnosci karbidopa); zaprojektowanie
i wykonanie pomiaréw spektrofotometrycznych dla reakcji enzymatycznego utleniania
o-dianizydyny w obecnosci L-dopa, kwasu 3-(3,4-dihydroksyfenylo)propanowego, kwasu
3,4-dihydroksyfenylooctowego, hydrazyny, fenelzyny i izoniazydu przez mieloperoksydazg;
zaprojektowanie i wykonanie pomiaréw spektrofotometrycznych dla reakcji enzymatycznego
utleniania  4-aminoantypiryny w  obecno$ci  L-dopa, dopaminy, kwasu 3-(3,4-
dihydroksyfenylo)propanowego i kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego przez peroksydaze
chrzanows; analiza wszystkich przeprowadzonych przeze mnie badan oraz interpretacja
uzyskanych wynikow; udzial w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu; edycja tekstu;
udziat w opracowaniu odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow;

H4 Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2020 = 5,275
Mechanisms of interference of p-diphenols with the Trinder IFobecnie = 5,1
reaction.

Bioorganic Chemistry, 2020, 97, 103692 IFs.ieti = 5,3

d0i:10.1016/j.bioorg.2020.103692

Pkt. MEiNzozo =100
Pkt. MEiN2024 = 100
Praca oryginalna

Méj wktad w publikacje jako promotora pomocniczego w pracy doktorskiej mgr Damiana
Taraska obejmowal: udziat w sformutowaniu koncepcji pracy dotyczacej przeprowadzenia
spektrofotometrycznie reakcji enzymatycznych; wsparcie i nadzor przy opracowaniu przegladu
literatury tematu; zaplanowanie, dobor metodologii badan 1 wykonanie pomiarow
spektrofotometrycznych dla wykazania wplywu badanych p-difenoli na tworzenie chromoforu
chinonoiminowego w reakcji Trindera z 4-aminoantypiryng i fenolem; analiza wszystkich
przeprowadzonych przeze mnie i doktoranta badan oraz udziat w interpretacji wynikéw; udziat
w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu; edycja tekstu; udzial w opracowaniu
odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow;



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416518301004#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416518301004#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416518301004#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416518301004#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416518301004#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304416518301004#!
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2018.04.007
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045206819318802?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045206819318802?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045206819318802?via%3Dihub#!
http://dx.doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.103692
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H5 Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Frackowiak-Wojtasek B, IF2022 = 3,8
Kersten C, Jewginski M, Kolodziej ., Latajka R, Wojtasek H*  Fopecnie = 3,8
Oxidation of dobutamine and dopamine by horseradish

peroxidase. IFs-tetni = 3,2
Journal of Molecular Structure, 2022, 1252, 132169
doi:10.1016/j.molstruc.2021.132169 Pkt. MEiN2op22 = 70

Pkt. MEiN2024 = 70
Praca oryginalna

Mj wkitad w publikacje jako promotor pomocniczy w pracy doktorskiej mgr Damiana Taraska
obejmowal: udzial w  sformulowaniu  koncepcji pracy dotyczacej pomiardw
spektrofotometrycznych; koncepcja, zaplanowanie, dobor metodologii badan oraz wykonanie
pomiarow spektrofotometrycznych wykazujacych wptyw fenoli (fenol, p-krezol, 4-n-butylofenol
i 4-tert-butylofenol) na reakcje enzymatycznego utleniania dopaminy przez peroksydaze
chrzanowa oraz pomiaréw spektrofotometrycznych dla reakcji enzymatycznego utlenienia
dopaminy, dobutaminy i metylowego analogu dobutaminy przez peroksydaz¢ Chrzanows;
interpretacja wszystkich uzyskanych przeze mnie i doktoranta wynikow oraz udziat w ich
analizie; udzial w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu; edycja tekstu; udziat
w przygotowaniu odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow;

H6 Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2023 = 8,2
Oxidation of baicalein by tyrosinase and by o-quinones. IFobecnie = 8,2
International Journal of Biological Macromolecules, 2023,

231, 123317 IFs-tetni = 7,8

doi: 10.1016/j.ijbiomac.2023.123317

Pkt. MEiN2023 = 100
Pkt. MEiN2024 =100
Praca oryginalna

Mdj wkitad w publikacje obejmowal: udzial w sformutowaniu koncepcji pracy; wykonanie
przegladu literatury dotyczacej tematyki badan; koncepcja, dobor metodologii oraz
przeprowadzenie wszystkich eksperymentow (pomiardéw spektrofotometrycznych, zuzycia tlenu
oraz analiz HPLC); interpretacja i analiza wszystkich uzyskanych przeze mnie wynikoéw; udziat
w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu; edycja tekstu; udziat w przygotowaniu
odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow;

H7  Frackowiak-Wojtasek B, Gasowska-Bajger B, Tarasek D, IFo022 = 5,1
Mytnik M, Wojtasek H* IFobecnie = 5,1
Oxidation of anti-thyroid drugs and their selenium analogs by
ABTH radical cation. IFs.etmi = 5,3
Bioorganic Chemistry, 2023, 141, 106891
doi:10.1016/j.bioorg.2023.106891 Pkt. MEiN2023 = 140

Pkt. MEiN2024 =100
Praca oryginalna

Moj wktad w publikacje obejmowal: udziat w sformutowaniu koncepcji pracy dotyczacej badan
enzymatycznych; dobor metodologii badan oraz wykonanie pomiaréw spektrofotometrycznych
enzymatycznego utleniania  kwasu  2,2’-azyno-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego
(ABTS) przez laktoperoksydaze w obecnosci 6-n-propylo-2-tiouracylu, metimazolu, i jego
selenowych analogdéw; dobor metody i wykonanie pomiardéw stezenia nadtlenku wodoru podczas
utleniania ABTS przez laktoperoksydaze¢ w obecnosci wszystkich badanych zwigzkow;
interpretacja wynikow; udzialt w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu; edycja tekstu;

3
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udziat w przygotowaniu odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow;,

H8  Gasowska-Bajger B*, Sosnowska K, Gasowska-Bodnar A, IF2023 = 4,6
Bodnar L, IFobecnie = 4,6
The Effect of Acetylsalicylic Acid, as a Representative Non-
Steroidal Anti-Inflammatory Drug, on the Activity of IFs-ietni = 4,9
Myeloperoxidase.
Pharmaceuticals, 2023, 16(7), 1012 Pkt. MEiN2zo2; = 140
doi:10.3390/ph16071012 Pkt. MEiN2024 = 100

Praca oryginalna

Modj wktad w publikacje obejmowat: sformutowanie i uzgodnienie ze wspdtautorami koncepcji
pracy; jako promotor pracy licencjackiej Kingi Sosnowskiej opracowanie programu tej pracy;
wsparcie W przegladzie i doborze literatury; udzial w doborze metodologii badan; nadzor
i koordynacja badan z zakresu pomiaréw spektrofotometrycznych dla reakcji utleniania kwasu
acetylosalicylowego przez mieloperoksydaze; wsparcie przy wykonywaniu pomiarow
spektrofotometrycznych dla reakcji enzymatycznego utleniania 0-dianizydyny przez
mieloperoksydazg w obecno$ci kwasu acetylosalicylowego; wyznaczenie % inhibicji dla r6znych
stezen kwasu acetylosalicylowego po reakcji enzymatycznego utleniania 0-dianizydyny; nadzor
i opiecka nad licencjatkg przy wykonanie pomiarow spektrofotometrycznych dla reakcji
enzymatycznego utleniania monochlorodimedonu przez mieloperoksydaze w obecnosci kwasu
acetylosalicylowego; wyznaczenie % inhibicji dla r6znych stgzefn kwasu acetylosalicylowego po
reakcji  enzymatycznego utleniania  monochlorodimedonu;  wykonanie = pomiarow
spektrofotometrycznych dla reakcji enzymatycznego utleniania fenolu/4-aminoantypiryny przez
mieloperoksydaz¢ w obecno$ci kwasu acetylosalicylowego; wyznaczenie % inhibicji dla réznych
stezen kwasu acetylosalicylowego W reakcji enzymatycznego utleniania fenolu/4-
aminoantypiryn; interpretacja wszystkich wykonanych przeze mnie i licencjatk¢ wynikow;
przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu; przeprowadzenie pracy przez proces publikacji
(autor korespondencyjny);

H9 Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2024 = 2,5
Epigallocatechin and epigallocatechin-3-gallate are not IFs.ieti = 2,832
inhibitors of tyrosinase.

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2024, 113(15), Pkt. MEiN2024 = 70
129976

doi.org/10.1016/j.bmcl.2024.129976
Praca oryginalna

Mdj wkitad w publikacje obejmowal: udzial w sformutowaniu koncepcji pracy; wykonanie
przegladu literatury; zaplanowanie, dobdér metodologii badan i wykonanie wszystkich
eksperymentow; udziat w analizie wszystkich wykonanych przeze mnie eksperymentow oraz
interpretacji uzyskanych wynikéw; udzial w przygotowaniu pierwotnej wersji manuskryptu;
edycja tekstu; udziat w odpowiedziach na pytania i uwagi recenzentow;

1. Sumaryczny IF (z roku wydania publikacji) powyzszych 9 prac wynosi: 39,757
($rednio 4,414 na jedna prace)

2. Sumaryczny IF (obecnie) powyzszych 9 prac wynosi: 45,100
($rednio 5,011 na jedna prace)

3. Sumaryczny 5-letni IF powyzszych 9 prac wynosi: 45, 532
(Srednio 5,059 na jedna prace)

4. Sumaryczna liczba punktow MEIN w oparciu o punkty na rok wydania publikacji wynosi: 740

4
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5. Sumaryczna liczba punktow MEIN w oparciu o zaktualizowane dane z dnia 19.03.2024 r.

wynosi: 920
($rednio 102,222 na jedng prace)

Il. INFORMACJA O AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO ARTYSTYCZNEJ

Wt e

I

. Wykaz opublikowanych rozdziatow w monografiach naukowych.

. Wykaz cztonkostwa w redakcjach naukowych monografii.

niewymienionych w osiggnieciu habilitacyjnym).

Po uzyskaniu stopnia doktora (P1-P8) z wylaczeniem prac H1-H9:

. Wykaz opublikowanych monografii naukowych (z zaznaczeniem pozycji niewymienionych w pkt 1.1).

. Wykaz opublikowanych artykufow w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem pozycji

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych sie w bazie Web of Science Core Colletion:

(*) Autor korespondencyjny

P1

Gasowska B, Frackowiak B, Wojtasek H*

Indirect oxidation of amino acid phenylhydrazides by mushroom
tyrosinase.

Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, 2006,
1760(9), 1373-1379

doi:10.1016/j.bbagen.2006.05.001

Praca oryginalna

|onoe = 2,024
IF2022 = 3,0

IFs.tetni = 3,40

Pkt. MEiNzoos =20
Pkt. MEiN2g4 = 100

P2

Gasowska-Bajger B, Wojtasek H*

Indirect oxidation of the antitumor agent procarbazine by
tyrosinase—Paossible application in designing anti-melanoma
prodrugs.

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2008, 18(11), 3296-
3300

doi:10.1016/j.bmcl.2008.04.041

Praca oryginalna

|F2008 = 2,737
IF2022 = 2,7

IFs.ietni = 2,6

Pkt. MEiNygs = 24
Pkt. MEiN2024 = 70

P3

Gasowska-Bajger B, Frackowiak-Wojtasek B, Koj S, Cichon T,
Smolarczyk R, Szala S, Wojtasek H*

Oxidation of carbidopa by tyrosinase and its effect on murine
melanoma.

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2009, 9(13), 3507-
3510

d0i:10.1016/j.bmcl.2009.05.002

Praca oryginalna

|F2009 = 2,65
IF2022 = 2,7

IFs.ietni = 2,6

Pkt. MEiNzoog =32
Pkt. MEiN2024 = 70

P4

Gasowska-Bajger B*, Gagsowska-Bodnar A, Knapp P, Bodnar L

5

|F2021 = 4,964
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Prognostic Significance of Survivin Expression in Patients with
Ovarian Carcinoma: A Meta-Analysis.

Journal of Clinical Medicine, 2021, 10(4), 879
doi:10.3390/jcm10040879

IF2020 = 3,9
IFsjemi = 4,1

Pkt. MEiN2,; = 140
Pkt. MEiN2g4 = 140

Metaanaliza

P5 Nackiewicz J*, Gasowska-Bajger B, Kotodziej L, Poliwoda A, IF2023 = 4,4
Pogoda-Mieszczak K, Skonieczna M IFa022 = 4,4
Comparison of the degradation mechanisms of diclofenac in the
presence of iron octacarboxyphthalocyanine and IFs-tetni = 3,9

myeloperoxidase.

Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, 2023, 287(2), 122113
doi:10.1016/].5aa.2022.122113

Praca oryginalna

Pkt. MEiNzoz3 =140
Pkt. MEiN24 = 140

Prace nie wykazane w JCR

P6

Gasowska-Bajger B, Wojtasek H*

Bledy w badaniach reakcji enzymatycznych wynikajgce z
nieprzewidzianych reakcji utleniania-redukcji

Chemik, 2014, 68(4), 341-343

Praca przegladowa

IF2014=0
IF2020=0

IFs.etni = 0

Pkt. MEiN2014 =8
Pkt. MEiN2024 =20

P7 Gasowska-Bajger B, Wojtasek H* IF2012=0
Errors in the studies of enzymatic reactions resulting from IF2022=0
unforeseen oxidation-reduction reactions,
Chemik, 2014, 68(4), 343-346 IFs.iemi = 0
Pkt. MEiN2014 =8
Pkt. MEiN2024 = 20
P8 Gasowska-Bajger B*, Gasowska-Bodnar A, Bodnar L IF202.=0
Properties and functions of myeloperoxidase and its role in IF2022=0
ovarian cancer.
Medical Science Pulse, 2022, 16(3), 23-32 IFs.eni =0
d0i:10.5604/01.3001.0015.9645
Pkt. MEiNzozz =40
Pkt. MEiN2024 = 40
Praca przegladowa

Oryginalne prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora (D1-D3):

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Web of Science Core Colletion:

D1

Gasowska B, Wojtasek H*, Hurek J, Drag M, Nowak K, Kafarski

p
Redox reaction between amino-(3,4-dihydroxyphenyl)methyl

6

|F2002 = 3,579
IF2022 = 5,4
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phosphonic acid and dopaquinone is responsible for the apparent
inhibitory effect on tyrosinase.

European Journal of Biochemistry, 2002, 269(16), 4098-4104
d0i:10.1046/j.1432-1033.2002.03103.x

European Journal of Biochemistrym od 2005 roku jako FEBS
Journal

Praca oryginalna

IFs.etni = 5,4

Pkt. MEiN2g2 = 16
Pkt. MEiN224 = 100

D2 Hurek J*, Nowak K, Gasowska B IF2006 = 2,024
Polarographic determination of tyrosinase activity in enzymatic IF2022 = 3,0
reaction with tyrosine as a substrate. _

Chemia Analityczna, 2003, 48, 283-291 IFsemi = 3,40
Pkt. MEiN2gos = 20
Pkt. MEiN2g24 = 100
Praca oryginalna

D3 Gasowska B, Kafarski P, Wojtasek H* IF2004 = 3,369
Interaction of mushroom tyrosinase with aromatic amines, o- IF2022 = 3,0
diamines and o-aminophenols.

IFs5.ietni = 3,40

Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, 2004,
1673(3), 170-177
doi:10.1016/j.bbagen.2004.04.013

Praca oryginalna

Pkt. MEiN2gs = 20
Pkt. MEiN2g24 = 100

5. Wykaz osiggnieé projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt. 1.3).

Nie dotyczy

6. Wykaz publicznych realizacji dziet artystycznych (z zaznaczeniem pozycji niewymienionych w pkt.

1.3)

Nie dotyczy

7. Wykaz wystgpien na krajowych lub migedzynarodowych konferencjach naukowych lub
artystycznych, z wyszczegolnieniem przedstawionych wyktadow na zaproszenie i wyktadow

planarnych.

Osobiscie zaprezentowane wyklady na zaproszenie:

1. Gasowska-Bajger B ,Indirect oxidation procarbazine (hydrazine derivative) by tyrosinase
and the possibility of use as prodrug in the treatment of melanoma malignum*, wyktad dla
pracownikow Polymerics GmbH, Berlin, 24 wrzesien 2010

2. Gasowska-Bajger B ,Wplyw Kkarbidopy na aktywnos¢ peroksydaz ssaczych:
laktoperoksydazy i mieloperoksydazy”, wyktad dla pracownikéw Laboratorium Analitycznego
i Mikrobiologicznego Szpitala Wojewddzkiego w Opolu, 10 luty 2011


https://repo.uni.opole.pl/info/journalseries/WUT266971f68f5a4e84b9aed177c3efd791?affil=&r=publication&ps=20&title=Szczeg%25C3%25B3%25C5%2582y%2Brekordu%2B%25E2%2580%2593%2BCzasopisma%2Bi%2Bserie%2B%25E2%2580%2593%2BUniwersytet%2BOpolski+title&lang=pl&pn=1
http://dx.doi.org/10.1046/j.1432-1033.2002.03103.x
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Referaty

1.

10.

11.

Kafarski P, Drag M, Wojtasek H, Gasowska B ,, Chemiczne utlenienie fosfonowych analogow
DOPA — dihydroksyfenyloalaniny ” Chemistry for Agriculture, XXVIII International Scientific
Research Seminar, 3-6 grudzien 2002, Jesenik, Republika Czeska

Kafarski, P, Drag M, Wojtasek H, Gasowska B “Chemical versus enzymatic oxidation of
phosphonic analogues of tyrosine and dihydroxyphenylalanine (DOPA)” The International
Symposium Devoted to the 100" Anniversary of Academician A.V. Kirsanov, 21-23 sierpien
2002, Kijow, Ukraina

Drag M, Wojtasek H, Jezierski A, Gasowska B, Kafarski P “First example of the chemical,
oxidative cleavage of the C-P bond in organophosphorus chemistry. The oxidation of
phosphonic and phosphinic homologues of DOPA by NalO4” 13th European Symposium on
Organic Chemistry, 10-15 wrzesien 2003 Cavtat-Dubrovnik, Chorwacja

Gasowska B, Volkert M, Waldmann H, Wojtasek H ,, Oxidation of synthetic and natural amino
acid phenylhydrazides by tyrosinase — implications for their mutagenic effects” Chemistry for
Agriculture, XXIX International Scientific Research Seminar, 9-12 grudzien 2003, Jesenik,
Republika Czeska

Gasowska B |, Posrednie utlenianie pochodnych hydrazyny przez tyrozynaze — mozliwosci
zastosowania w  projektowaniu  prolekow przeciwko czerniakowi ztosliwemu” I
Ogolnopolskie Seminarium Doktorantow Wydziatéw Chemicznych pn. ,,Na Pograniczu
Biologii i Chemii”, 8-11 czerwiec 2005, Krasiczyn — Lwow

Wojtasek, H, Gasowska-Bajger B, Frackowiak B, Rychlik A “Application of a hydrazine
linker In construction of tyrosinase-activated anti-melanoma prodrugs” 42 Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, 18-21 wrzesien 2007, Szczecin

Wojtasek H, Frackowiak-Wojtasek B, Gasowska-Bajger B, Gonska A, Pasternak M, Cichon T,
Smolarczyk R, Szala S ,, Tyrosinase-activated anti-melanoma prodrugs with a hydrazine
linker-syntesis and activity” 51 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego oraz
Stowarzyszenia Inzynieréw i Technikow Przemystu Chemicznego, 7-11 wrzesien 2008, Opole

Moliszewska E, Gasowska-Bajger B ,,Melaniny grzybowe a patogenicznos¢ wzgledem roslin,
w: Nowe osiggniecia w biologicznej ochronie roslin przed chorobami” XV Konferencja Sekcji
Biologicznej Ochrony Roslin przed Chorobami Polskiego Towarzystwa Fitopatologicznego,
20-21 pazdziernik 2016, Bydgoszcz

Wojtasek H, Gasowska-Bajger B ,,Bledy w badaniach oksydoreduktaz wynikajgce
z nieprzewidzianych reakcji ubocznych” 59 Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego oraz
Stowarzyszenia Inzynieréw i Technikow Przemystu Chemicznego, 19-20 wrzesien 2016,
Poznan

Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Frackowiak-Wojtasek B, Drop A, Wojtasek H ,, Wphw
aminoacetofenonow i ich tiosemikarbazonow na reakcje katalizowane przez tyrozynaze
grzybowq” XLVIII Ogo6lnopolska Szkota Chemii, 28 kwiecien—2 maj 2018, Karczowisko

Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Wojtasek H , Wplyw kwasu homogentyzynowego oraz
dobesilanu wapnia na reakcje katalizowang przez peroksydaze chrzanowg” XLIX
Ogolnopolska Szkota Chemii, 30 listopad—2 grudzien 2018, Obrzycko
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Postery

1.

Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Wojtasek H ,, Wphyw zwigzkéw z ugrupowaniem p-
difenolowym na reakcje katalizowang przez peroksydaze chrzanowg ” V11 Lodzkie Sympozjum
Doktorantow Chemii, 9-10 maj 2019, £.6dz

Nackiewicz J, Kotodziej L, Gasowska-Bajger B, Skonieczna M ,, Zastosowanie
transdermalnych pochodnych diclofenaku o potencjale przeciwnowotworowym w badaniach in
vitro wobec linii komérkowej me45” VIII Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem
Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach i
Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 21 maj 2021, Gliwice

Gasowska-Bajger B, Gasowska-Bodnar A, Knapp P, Bodnar L ,, Surwiwina jako potencjalny
biomarker raka jajnika” VIII Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem Politechniki Slaskiej
w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach i Stowarzyszenia na Rzecz
Wspierania Badan nad Rakiem, 21 maj 2021, Gliwice

Tarasek D, Gasowska-Bajger B, Wojtasek H ,,Réznice w utlenieniu dopaminy i dobutaminy
przez peroksydaze chrzanowq” VIII Lodzkie Sympozjum Doktorantow Chemii, 24 wrzesien
2021, Lodz

Stok A, Komisarczyk E, Klabuhn B, Herman K, Gulec A, Skubisz W, Mainka A, Kasprzycka
A, Nackiewicz J, Gasowska-Bajger B, Skonieczna M ,Mikro- i nanozanieczyszczenia
srodowiskowe o potencjale pro- i przeciwnowotworowym w badaniach in vitro” IX Slaskie
Spotkania Naukowe pod patronatem Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu
Onkologii w Gliwicach i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 27-28 maj
2022, Istebna

Nackiewicz J, Kotodziej L., Gasowska-Bajger B, Poliwoda A, Skonieczna M ,, Porownanie
aktywnosci oktakarboksyftalocyjanin Zelaza i mieloperoksydazy w procesie degradacji
diklofenaku” TX Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem Politechniki Slaskiej w
Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach i Stowarzyszenia na Rzecz
Wspierania Badan nad Rakiem, 27-28 maj 2022, Istebna

Gasowska-Bajger B, Pawelczak M, Kusakiewicz-Dawid A, Kulczynska J ,,dnaliza wplywu
pochodnych pirazoli na reakcje katalizowane przez aminopeptydaze leucynowq”.
X Slgskie Spotkania Naukowe pod patronatem Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego
Instytutu Onkologii w Gliwicach i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem,
19-21 maj 2023, Pokrzywna

Gasowska-Bajger B, Pawelczak M, ,Wphw zwigzkéw powszechnie stosowanych w
chemioterapii na aktywnosé¢ aminopeptydaz”. X Slaskie Spotkania Naukowe pod patronatem
Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach
i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem, 17-19 maj 2024, Ustron

Gasowska B, Nowak K, Kafarski P “Influence of dipeptides containing C—terminal
phosphonate analog of dihydroxyphenylalanine on the activity of tyrosinase” XV Polish
Peptide Symposium, 1-4 wrzesien 2001, Krakow—Przegorzaty

Gasowska B, Hurek J, Nowak K ,,Zmiany potencjatu redoks w reakcjach enzyma-tycznych
katalizowanych przez tyrozynaze” XXXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
18-22 wrzesien 2002, Wroctaw

Gasowska B, Wojtasek H, Hurek J, Drag M, Nowak K, Kafarski P ,, Apparent inhibition of
tyrosinase by a phosphonic analog of 3,4-dihydroxy- phenylglycine” Chemistry for

9
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Agriculture, XXVIII International Scientific Research Seminar, 3-6 grudzien 2002, Jesenik,
Republika Czeska

Gasowska-Bajger B, Nishigaya Y, Hirsz-Wiktorzak K, Rybczynska A, Yamazaki T.,
Wojtasek H,,Wplhyw karbidopy na aktywnosé laktoperoksydazy i mieloperoksydazy” 57 Zjazd
Polskiego Towarzystwa Chemicznego oraz Stowarzyszenia Inzynier6w 1 Technikow
Przemystu Chemicznego, 14-18 wrzesien 2014, Czgstochowa

8. Wykaz udziatu w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych lub
miedzynarodowych, z podaniem pelnionej funkcji

1.

Wspotorganizator (Sekretarz sekcji S12 — Chemia medyczna) 51 Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Chemicznego oraz Stowarzyszenia Inzynieréw [ Technikéw Przemystu
Chemicznego, 7-11 wrzesnia 2008, Opole

Cztonek zespotu oceniajacego wystapienia w trakcie wirtualnej konferencji w VIII Slaskich
spotkaniach Naukowych, pod patronatem Politechniki Slaskiej w Gliwicach, Narodowego
Instytutu Onkologii w Gliwicach i Stowarzyszenia na Rzecz Wspierania Badan nad Rakiem,
21 maj 2021, Gliwice

9. Wykaz uczestnictwa w pracach zespotow badawczych realizujgcych projekty finansowane w
drodze konkursow krajowych lub zagranicznych, z podziatem na projekty zrealizowane i bedgce w
toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji o petnionej funkcji w ramach prac zespotow

1.

Grant zamawiany KBN Nr PBZ/KBN/060/T09/2001/035, ,,Projektowanie, synteza i badanie
aktywnosci przyjaznych dla srodowiska herbicydow”, okres realizacji 2002-2005, wykonawca

Projekt witasny MEIN Nr 2 POSF 003 30, ,,Synteza i analiza aktywnosci prolekéw przeciwko

czerniakowi opartych na tgczniku hydrazynowym, aktywowanych przez tyrozynaze”, okres
realizacji 24.05.2006-23.05.2009, wykonawca

10. Wykaz czfonkostwa w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach i towarzystwach naukowych
wraz z informacjq o petnionych funkcjach

v

v

Czlonek Polskiego Towarzystwa Chemicznego

Zastepca Przewodniczacego Opolskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Chemicznego
w kadencjach: 2016-2018 oraz 2019-2020

Cztonek Zwigzku Nauczycielstwa Polskiego
Przewodniczacy Komisji Rewizyjnej ZNP w Uniwersytecie Opolskim w kadencji 2019-2024

Przewodniczacy Komisji Rewizyjnej ZNP w Uniwersytecie Opolskim w kadencji 2024-2026

11. Wykaz stazy w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym zagranicznych, z podaniem
miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru

1.

5 czerwiec 2017 — 30 wrzesien 2017, Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa, Laboratorium
Onkologii Molekularnej, staz naukowy (4 miesiace)

31 sierpien 2016 — 30 wrzesien 2016, Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa, Laboratorium
Onkologii Molekularnej, staz naukowy (1 miesigc)

10
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3.

10.

1 lipiec 2012 - 30 wrzesien 2012, Szpital Wojewodzki, Opole, Laboratorium
Mikrobiologiczne, staz naukowy (zorganizowany w ramach projektu ,,Uniwersytecki Asystent
Innowacji” realizowanego w ramach Priorytet VIII Regionalne kadry gospodarki Dziatanie 8.2
Transfer wiedzy Poddziatanie 8.2.1 wsparcie dla wspolpracy sfery nauki i przedsigbiorstw
Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki i wspotfinansowany przez Unie¢ Europejska
z Europejskiego Funduszu Spotecznego - aplikowanie na staz odbywato si¢ w ramach
konkursu) (3 miesigce)

11 - 21 lipiec 2011, Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa, Laboratorium Onkologii
Molekularnej, staz naukowy (2 tygodnie)

8 - 10 luty 2011, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa, Studium
Kliniczno-Dydaktyczne Zaktadu Biochemii i Biologii Molekularnej ,,Techniki molekularne
w biologii i medycynie — kurs indywidualny”, kurs doskonalacy

1 pazdziernik 2010 — 30 marzec 2011, Szpital Wojewodzki, Opole, Laboratorium
Mikrobiologiczne, staz naukowy (zorganizowany w ramach projektu ,,Wiedza i praktyka-klucz
do sukcesu w biznesie” realizowanego w ramach Priorytet VIII Regionalne kadry gospodarki
Dziatanie 8.2 Transfer wiedzy Poddziatanie 8.2.1 wsparcie dla wspotpracy sfery nauki
i przedsigbiorstw Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki - aplikowanie na staz odbywato sig¢
w ramach konkursu) (6 miesigcy)

20 — 25 wrzesien 2010, Polymerics GmbH, Berlin, Niemcy, staz naukowy (1 tydzien)

1 pazdziernik 2009 - 31 grudzien 2009, Szpital Wojewddzki, Opole, Laboratorium
Analityczne, staz naukowy (zorganizowany w ramach projektu ,,Dobry staz” realizowanego w
ramach Programu Operacyjnego Kapital Ludzki Priorytet VIII Regionalne kadry gospodarki
Dziatanie 8.2 Transfer wiedzy Poddziatanie 8.2.1 wsparcie dla wspotpracy sfery nauki
i przedsigbiorstw — aplikowanie na staz odbywato si¢ w ramach konkursu) (3 miesigce)

7 — 9 maj 2008, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa, Studium
Kliniczno-dydaktyczne Zaktadu Biochemii i Biologii Molekularne;j ,,Podstawy chromatografii.
Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) peptydow i biatek”, kurs indywidualny

22 wrzesien 2005, Klinika Nowotworow Tkanek Migkkich i Kosci Centrum Onkologii —
Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie, Warszawa, ,,Czerniak skory — postepy w diagnostyce
i leczeniu” — 1l konferencja naukowo-szkoleniowa

12. Wykaz czlonkostwa w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz z informacjg
o petnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczgcego rady naukowej, itp.)

Brak

13. Wykaz recenzowanych pracach naukowych lub artystycznych, w szczegolnosci publikowanych w
czasopismach migdzynarodowych

Recenzje 39 publikacji dla:

Metabolites (IF = 4,1) — 2023 (1)

International Journal of Molecular Science (IF = 5,6) — 2023 (2), 2022 (1)
Medicine (IF = 2,6) — 2023 (4)

Nutrients (IF = 5,9) — 2023 (2), 2022 (4)

Cancers (IF = 5,2) — 2023 (2), 2022 (4), 2021 (3)

Diagnostics (IF = 3,6) — 2022 (2)

Current Oncology (IF = 2,6/ IFa024 = 2,8) — 2024 (1)2023 (1), 2022 (1), 2021 (1)

11
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Pharmacy (IF = 2,2) — 2023 (1)

Healthcare (IF = 2,8) — 2023 (1), 2022 (1)

Journal of Clinical Medicine (IF = 3,9) — 2023 (2)

Genes (IF = 3,5) — 2023 (1)

Pharmaceuticals (IF = 4.3) — 2024 (1)

International Journal of Environmental Research and Public Health — 2021 (2), 2022 (1)

14. Wykaz uczestnictwa w programach europejskich lub innych programach miedzynarodowych

1. Grant wspoétfinansowany przez Uni¢ Europejska ze Srodkéw Europejskiego Funduszu
Spotecznego - Politechnika Slaska jako Centrum Nowoczesnego Ksztalcenia, opartego o
badania i innowacje - (POWR.03.05.00.00-z098/17):

Edycja nr VIl - Tytul projektu: ”Badanie transdermalnych mikro- i nanozanieczyszczen
srodowiskowych, zwigzkow syntetycznych i pochodnych diklofenaku o potencjale pro-
i przeciwnowotworowym w badaniach in vitro z uzyciem zaawansowanych systemow hodowli
3D.” —wykonawca/ekspert w okresie 2021-2023

Edycja nr VIII - Tytut projektu: ,,Nieinwazyjne badanie biodostgpnos$ci (transportu) substancji
aktywnych poprzez obserwacje mechanizméw dokomorkowego wnikania i lokalizacji
w komorkach in vitro/Non-invasive study of the bioavailability (transport) of active substances
by observing the mechanisms of intracellular penetration and localization in cells in vitro” -
wykonawca/ekspert w okresie 2021-2023

Edycja nr IX - Tytul projektu: ,JIndukcja regulowanej $mierci komérkowej w liniach
nowotworowych poddanych edycji genomu technikg CRISPR/Cas-9 w obecnosci
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych i ich pochodnych” — wykonawca/ekspert w okresie
2021-2023

2. Projekt wspotfinansowany przez Unie Europejska w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego ,,0d nauki do biznesu. Projekt wsparcia SPIN-OFF”, wyjazd studyjny Berlin,
Drezno, Bautzen — 30 maj — 2 czerwiec 2010.

15. Wykaz udziatu w zespotach badawczych, realizujgcych projekty inne niz okreslone w pkt. 14

1. VI konkurs o przyznanie finansowania projektéw studenckich kot naukowych (Program
Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza). Wspodtpraca naukowa z dr hab. Magdalena
Skonieczng, prof. PS.

Konkurs zorganizowany w ramach projektu ,,Wigczenia studentéw w badania naukowe za
posrednictwem kot naukowych, w ramach programu Inicjatywa Doskonalosci — Uczelnia
Badawcza ”, w zwiazku z udziatem Politechniki Slaskiej w programie Inicjatywa Doskonatosci-
Uczelnia Badawcza

Temat projektu: ,,Produkty komorkowego rozktadu niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
(NLPZ), jako potencjalne fotouczulacze w terapiach fqczonych.” Termin realizacji (01-10-2024
do 28-02-2025 r.). Petniona funkcja w projekcie - ekspert.

16. Wykaz uczestnictwa w zespotach oceniajgcych wnioski o finansowanie badan, wnioski o przyznanie
nagrod naukowych, wnioski w innych konkursach majgcych charakter naukowy lub dydaktyczny

Brak
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I11. INFORMACJA O WSPOLPRACY Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM I
GOSPODARCZYM

1. Wykaz dorobku technologicznego
Brak
2. Informacja o wspolpracy z sektorem gospodarczym

1. 2 luty — 30 marzec 2015 - Staz W Firmie PPHU Germax w ramach projektu , Innowacyjne
Opolskie”, realizowanym w ramach Priorytetu VIII Regionalne kadry gospodarki, Dziatania
8.2 Transfer wiedzy, Poddzialania 8.2.1 Wsparcie dla wspolpracy sfery nauki
i przedsigbiorstw Programu Operacyjnego Kapital Ludzki przez Opolskie Centrum Demokracji
Lokalnej FRDL w Opolu w partnerstwie z Marcin Rekawek (Strzeleckie Centrum Obstugi
Biznesu), numer umowy: POK1.08.02.01-16-007/13-00 (2 miesigce)

2. 1sierpien - 1 wrzesien 2021 staz w przedsigbiorstwie ’EARL Pierre Lotz en France (1 miesiac)

3. 15 lipiec - 15 wrzesien 2022 staz w przedsi¢biorstwie ’EARL Pierre Lotz en France (2
miesigce)

3. Wykaz uzyskanych praw wlasnosci przemystowej, w tym uzyskanych patentéw, krajowych lub
miedzynarodowych

Brak
4. Wykaz wdrozonych technologiach

v Opracowanie technologii formulacji zestawu adiuwantéw agrochemicznych, w sktad ktorego
wchodza: Srodek poprawiajacy skutecznos¢ prowadzonego oprysku, srodek zwigkszajacy
przyczepno$¢, pokrywy liscia i wchtanialnos¢ stosowanych agrochemikaliow w opryskach
oraz $rodek niwelujacy powstawanie piany w trakcie mieszania, rozpuszczania i transportu
srodka roboczego stosowanego w opryskach. Opracowanie sktadu i technologii formulacji
srodka do mycia opryskiwaczy rolniczych zapewniajacego doktadne usuniecie (wymycie)
maszyny z wszelkich agrochemikaliow stosowanych do oprysku dla przedsigbiorstwa PPHU
GERMAX.

v" Wdrozenie do produkcji zestawu adiuwantow agrochemicznych poprawiajacych skuteczno$é
prowadzonego oprysku, zwiekszajacych przyczepnos¢ i wchlanialnos¢ stosowanych srodkow
dolistnych dla przedsi¢biorstwa PPHU GERMAX.

5. Wykaz wykonywanych ekspertyz lub innych opracowan wykonanych na zaméwienie instytucji
publicznych lub przedsiebiorstw

v Wykonanie ekspertyzy i oceny skutecznosci dziatania opracowanych adiuwantow w $rodkach
agrochemicznych, wykonanie i aktualizacja dokumentacji niezbgdnej do wprowadzenia do
obrotu substancji chemicznych w ramach wspoélpracy i umowy z przedsiebiorstwem PPHU

GERMAX.

v Opracowanie procedur w zakresie przygotowania, stosowania, bezpiecznego przechowywania
i utylizacji srodkéw chemicznych stosowanych w przedsiebiorstwie rolniczym I’EARL Pierre
Lotz zapewniajacych bezpieczenstwo pracownikow podczas pracy z tymi srodkami.

6. Wykaz udziatu w zespotach eksperckich lub konkursowych
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Brak
7. Wykaz projektow artystycznych realizowanych ze srodowiskami pozaartystycznymi.

Brak
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IV. DANE NAUKOMETRYCZNE

1.

Impact Factor

Sumaryczny Impact Factor podano zgodnie z rokiem ukazania si¢ pracy.

- Publikacje wchodzace w sktad cyklu stanowigcego osiggnigcie habilitacyjne: IF = 39,757
- Pozostate publikacje spoza osiagnigcia (przed i po uzyskani stopnia doktora): IF = 24,283
- Lacznie wszystkie publikacje: IF 5 emi = 64,04

Liczba cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglednieniem autocytowan
(Dane z dnia 31 styczen 2024)

- wedlug bazy Web of Science Core Collection — 177

- wedhug bazy Web of Science Core Collection — (bez autocytowan) - 150

- wedtug bazy Scopus - 194

- wedtug bazy Scopus - (bez autocytowan) - 148

Indeksie Hirscha.

Dane z dnia 5 pazdziernik 2024

- wedlug bazy Web of Science Core Collection — 8
- wedtug bazy Scopus - 8

Punkty MEIN.

- Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia habilitacyjnego: Pkt. MEIN = 740 (punktacja na
dzien wydania pracy)

- Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia habilitacyjnego: Pkt. MEIN = 920 (punktacja na
dzien 5 pazdziernik 2024)

- Pozostate publikacje spoza osiggniecia (przed i po uzyskaniu stopnia doktora): Pkt. MEIN = 456
(punktacja na dzien wydania pracy)

- Pozostate publikacje spoza osiagnigcia (przed i po uzyskaniu stopnia doktora): Pkt. MEIN = 870
(punktacja na dzien 5 pazdziernik 2024)

Lacznie wszystkie publikacje: Pkt. MEiN — 1196 (punktacja na dzien wydania pracy)
Lacznie wszystkie publikacje: Pkt. MEiN — 1790 (punktacja na dzien 5 pazdziernik 2024)

Dorobek publikacyjny przed Liczba . .
uzyskanism stopnﬁl goitora prac . IFtem) | MEIN | MEINz024
Prace oryginalne 3 7,508 12,8 44 270
Prace przegladowe 0 0 0 0 0
Razem 3 7,508 12,8 44 270
Dorobek p;zg‘;":‘%lggtg’& uzyskaniu '-F')‘;;Ea IF | IFsemy | MEIN | MEiNzoz
Publikacje oryginalne wchodzace w 9 39757 | 45532 240 920
sktad osiaggniecia habilitacyjnego ' '
Publikacje przegladowe wchodzace w 0 0 0 0 0
sktad osiggniecia habilitacyjnego
Publikacje oryginalne spoza 4 11811 125 216 380
osiggniecia habilitacyjnego ' '
Publikacje przegladowe spoza 4 4964 41 196 220
osiaggniecia habilitacyjnego ' '
Razem 17 56,532 | 62,123 1152 1520
T (O B R8s ) 20 | 64040 | 74932 | 1196 | 1790
osiagniecia) ’ '
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