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Wroctaw, 08.07.2021

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Haldys pt. ,, Tiosemikarbazony jako
inhibitory tyrozynazy”

Praca doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Haldys zostata wykonana pod kierunkiem dr hab.
prof. P.Wr. Rafata Latajki w Katedrze Chemii Bioorganiczanej Wydzialu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej. Tematem rozprawy jest analiza wplywu sporej grupy tiosemikarbazonéw o roéznej
budowie chemicznej na aktywno$¢ enzymatyczng tyrozynazy. Praca nad inhibitorami tyrozynazy
stanowi kontynuacj¢ wieloletnich juz badan profesora Latajki. Opracowanie skutecznych inhibitorw
tego enzymu jest istotne z punktu widzenia przemystu kosmetycznego i spozywczego, gdyz
zapobiega hiperpigmentacji skory i wloséw oraz niepozadanemu barwieniu sie produktow
spozywezych w wyniku dziatania grzybéw i roglin.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska liczagca 131 stron napisana w jezyku
angielskim i zostata przygotowana w klasycznym ukladzie pracy eksperymentalnej zawierajacej
wstep bedacy przegladem literaturowym, cel pracy, czgs¢: materialy i metody, rezultaty i dyskusje,
konkluzje oraz spis literatury. Spis ten obejmuje 199 pozycji, ktore zostaly w przewazajacej czesci
opublikowane w ostatnim 20-leciu. Do pracy dofaczony jest spis uzywanych skrotow, lista 34
ilustracji i 9 tabel, ktére znalazly sie w rozprawie, a takze lista osiagnie¢ naukowych obejmujaca

opublikowane artykuly, prezentacje konferencyjne, staze oraz informacje o finansowaniu badan oraz

odbytego stazu.



Wstep pracy liczacy 35 stron zostal napisany dosé zwiezle i posiada najwazniejsze informacje
poswigcone tyrozynazom jej substratom oraz inhibitorom. Mozna tu w szezegolnosel znalezé
informacje o rozpowszechnieniu tyrozynaz, jej aktywnosci katalitycznej oraz strukturze, a takze
przeglad substratow. Szczegdlnie ciekawy jest rozdzial poswiecony przejéciom pomiedzy stanami
redoks poszczegélnych form katalitycznych tyrozynazy. Spora cze$¢ wstepu po$wiecona jest
melaninie, grupie naturalnych pigmentéw bioraeych udzial w ochronie materiatu genetycznego
znajdujacej si¢ w komorkach skéry, w ktérej syntezie bierze udzial tyrozynaza. Najwigcej wysitku
Autorka poswigcila jednak inhibitorom tyrozynaz znajdujacym szerokie zastosowanie w przemysle.
Doktorantka skrupulatnie przedstawia i krétko charakteryzuje inhibitory pochodzace ze zrodet
naturalnych jak i te otrzymane syntetycznie, W szezegblnosci oméwione sa tu tiosemikarbazony,
bedace tematem rozprawy. Doktorantka jasno opisuje tu relacj¢ pomigdzy struktura a aktywnoscig
przebadanych dotad inhibitoréw i jasno wskazuje na grupe arylowych tiosemikarbazonow jako grupy
0 najwigkszym potencjalne hamujgcym aktywnosé tyrozynazy. Wskazowka ta jest de facto punktem
wyjscia do celu pracy obejmujgcego izolacj¢ 1 oczyszezanie tyrozynazy z pieczarki
dwuzarodnikowej, przeskanowanie wiasciwosci inhibitorowych grupy 353 tiosemikrbazonow, a
nastepnie dokladng charakterystyke enzymatyczna wzgledem wybranych zwigzkéw. Cel pracy
obejmuje réwniez charakterystyke kompleksu enzym-inhibitor z zastosowaniem metod
obliczeniowych oraz poréwnanie whasciwosci hamujacych aktywnos$é tiosemikarabzonow w
wybranej linii komérkowej B16F10.

Czg$¢ metodyczna pracy obejmuje materialy i metody uzywane podczas realizacji pracy
eksperymentalnej oraz obliczeniowej. W czgsci tej znajdujg sie réwniez wzory strukturalne
wszystkich 53 pochodnych tiosemikarbazonu testowane w trakcie realizacji projektu. Sam rozdziat
jest przygotowany poprawnie i zawiera liczne szczegoly przydatne w powtorzeniach eksperymentow,
Jednakze, zawiera on liczne bledy edytorskie we wzorach czy skrétach. Doktorantka naprzemiennie
stosuje brytyjskie i amerykanskie formy zapiséw jednostek itp. Poza tym jest kilka rzeczy, ktére
wymagaja komentarza jak np. stosowanie buforu Tris-HCl o pH 6.8, brak informacji o
rozpuszczalnosci badanych zwigzkéw w buforze czy dostosowanie czulosci uzywanych aparatow

wzgledem stosowanych stezer inhibitoréw. Zdecydowanie przy czytaniu wieloetapowego opisu
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izolacji tyrozynazy przydatby sie choéby uproszezony schemat postgpowania. Dlaczego przy
wyznaczaniu statych hamowania (rozdziat 4.2.4.2) nie bylo stosowane podejscie numeryczne a
Jedynie graficzne?

Rozdzial rezultaty i dyskusja, tak jak przystato na pracg eksperymentalna, to najobszerniejszy
z rozdzialdw tozprawy. Ta czedé pracy przedstawia krok po kroku wyniki dotyczace izolacji
tyrozynazy, jej charakterystyki aktywnosci oraz poréwnanie do danych literaturowych. Nastepnie
Autorka prezentuje zalezno$¢ stezeniowy poszczegolnych tiosemikarbazonéw na aktywnosé
tyrozynazy. Dopiero w tym miejscu czytelnik dowiaduje si¢ jakie byly stosowane stezenia
poszczegolnych zwigzkéw. Niejasne jest rowniez dlaczego poszczegdlne sktadowe Rysunku 20
zawierajg rozne zakresy stezen tiosemikarabazonéw. Czy wynika to z rozpuszczalnoscei inhibitorow
czy stalej hamowania? Jednym z ciekawszych rozdzialow rozprawy jest nastgpujaca dyskusja na
temat relacji pomigdzy struktura badanych zwiazkéw a ich aktywnoscia inhibitorows. W rozdziale
tym Autorka skrupulatnie analizuje wplyw poszczegblnych podstawnikéw oraz ich pozycji na
wlasciwosci hamujace tyrozynaze. Podsumowaniem tej ciekawa dyskusji jest schemat przedstawiony
na Rysunku 22, w ktorym bardzo przejrzycie zostaly zaprezentowane poszczeg6lne wplywy
podstawnikow w pozycjach R!, R i R3.

W kolejnych rozdziatach, zgodnie z celami pracy, Autorka umieszcza wyniki badan
kinetycznych przeprowadzonych dla wybranych inhibitoréw obejmujace stale hamowania oraz typ
inhibicji. Jako punkt wyjscia wybrano zwiazki, dla ktérych wartosci ICso byly nizsze niz 50 uM.
Podobnie jak poprzednio, Autorka przeprowadzila dyskusj¢ uzyskanych wynikow opierajac sie na
budowie chemicznej inhibitoréw dzielac jana tiosemikarbazony halogenowe, pochodne acetofenonu
oraz reszig¢ zwiazkow (zwigzki 11,471 51). Bardzo cickawym uzupetieniem uzyskanych rezultatow
1 przeprowadzonych analiz relacji typu struktura-aktywno$¢ sa wyniki dokowania molekularnego
zwigzkéw 1-53 do miejsca aktywnego tyrozynazy z pieczarki dwuzarodnikowej (PDB: 2y9x). Na
podstawie przeprowadzonych obliczeri Autorka wskazuje na szereg oddzialywan, ktére stabilizuja
kompleks enzym-inhibitor. Bardzo prosz¢ by Doktorantka podezas swojej prezentacji mogta odniesé
si¢ do tych wynikéw poréwnujac je z danymi kinetyeznym uzyskanymi na drugim etapie badan, a

dokfadniej do wskazanego typu inhibicji. Czy oddziatywanie miedz-inhibitor mozna zaszeregowad



do konkretnego typu inhibicji? Jesli tak, to czy mozna co$ powiedzie¢ o preferencji inhibitora
wzgledem stopnia utlenienia metalu?

Ostatnia czgs¢ badan przeprowadzona we wspélpracy z dr hab. Joanna Rossowska z IITD PAN
to wpltyw badanych tiosemikarbazonéw na proces hamowania produkcji melaniny w mysich
komorkach B16-F10. Linia ta charakteryzuje si¢ normalng biosynteza melaniny, ktora wydzielana
jest do medium zabarwiajac je i stanowi tym samym dobry obiekt badan procesow hamowania
produkeji tego pigmentu. Testy komérkowe zostaty przeprowadzone dla wszystkich zwiazkéw. Tu
pytanie dlaczego nie dla wyselekcjonowanej grupy? Same badania obejmowaly wyznaczenie dwoch
najwazniejszych wartosci ICso proliferacji komérkowej i ICso produkeji melaniny. Stosunek obu
wartosci przedstawiony na Rysunku 33 w trafny sposob przedstawia wplyw badanych
tiosemikarbazonow na efektywnos¢ produkeji melaniny uwzgledniajac czynnik cytotoksycznosci.
Sposrod cate] grupy inhibitoréw to zwigzki 2, 4-7, 10 oraz 33 charakteryzowaly sie najwyzszym
poziomem inhibicji. Poza ostatnim, sa to benzaldehydowe pochodne w pozycji R?. Jednakze
najwyzszg wartoscig inhibicji charakteryzowal sie zwigzek 33 bedacy tiosemikarbazonem z
podstawnikiem 4-fluoroacetophenonowym w pozycji R! i grupg metylowa w R%. Zwiazek ten w
konkluzji pracy zostal wskazany jako inhibitor o najwigkszym potencjale hamujacym aktywnosé
tyrozynazy i najmniejszej toksycznosci.

Rozprawe wienczg syntetyczne konkluzje, w ktérych Doktorantka podsumowuje zwiezle
najwazniejsze osiggnigcia oraz konkluzje wynikajace z przeprowadzonych badan. Rozdzial ten
napisany jest jasno i $wiadczy o dojrzatosci badawczej Autorki.

Poza uwagami umieszczonymi wyzej, nie mam zasadniczych zastrzezeri do recenzowanej
rozprawy. Pracg czyta si¢ z przyjemnosciag mimo, Ze opisuje ona nielatwe w realizacji i prezentacji
badania biochemiczne. Zdecydowanym atutem rozprawy jest jej dugosé, ktéra wpisuje sie w dobre
standardy prac doktorskich i stanowi ulge dla recenzentéw. Cala rozprawa napisana jest poprawnym
jezykiem angielskim cho¢ Autorka nie unikneta pewnych bledéw gramatycznych i zwyezajowych.
Zaprezentowane ryciny i tabele wykonane sg ze starannoscia cho¢ ich opisy mogly by by¢
obszerniejsze. Miejscami brak jest w nich odpowiednich odnoénikéw literaturowych cytowanych w

glownym tekscie. Czgs¢ ilustracji jak Rysunki 17-19, 23-27 posiada mato precyzyjne osie x 1 y.
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7. obowiazku recenzenta cheiatbym aby Doktorantka ustosunkowala sie jeszcze do nastepujacych
zagadnien:
Na Rysunku 20, Autorka przedstawia spadek aktywnosci tyrozynazy w zaleznosci od stezen
inhibitora. Dlaczego wspodtczynniki nachylania roznia si¢ i czy mozna je pogrupowaé wzgledem
budowy chemicznej inhibitora?
Czy istnicje wyjasnienie rdznic powinowactwa enzym-substrat oraz stercospecyficznosci
substratowej pomiedzy tyrozynazami z roznych organizmow?
Badania Doktorantki wskazuja. ze podstawniki w pozycjach R', R? i R? tiosemikarbazonéw maja
rozny wplyw na typ inhibicji oraz samg statg inhibicji. Czy na podstawie przeprowadzonych badan,
Autorka widzi mozliwos¢ zaprojektowania kolejnej grupy inhibitorow o jeszcze lepszych

wlasciwosciach hamujacych aktywno$é tyrozynaz?

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. inz.
Katarzyny Hatdys spelnia wymogi ustawowe, stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe. wykazuje
wiedze teoretyczng Autorki jak i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W
zwigzku z powyzszym wnoszg o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Haldys

do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

Artur Krezel
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