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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr inz. Katarzyny HALDYS

z Katedry Chemii Bioorganicznej
Wydziatu Chemiczny
Politechniki Wroctawskiej we Wroctawiu

pt. ,Thiosemicarbazones as inhibitors of tyrosinase”.

Moje do$wiadczenia zwigzane z recenzowaniem doktoratow obejmujacych
zwiazki aktywne biologicznie pozwala mi na pewne uogdlnienia zmian, ktore sie
dokonaty w ostatnim czasie W doktoratach. Zmiany, ktore obserwuje s3 jakosciowe i
ilosciowe. Jako§¢ to petniejsze wykorzystanie wiedzy o mozliwych przyczynach
choréb, to wybor wiasciwych celi molekularnych. llo§¢ to réznorodnosé badan, ktore
sa wykonywane aby nie tylko udowodnic aktywnos¢ ale takze potwierdzi¢
skutecznosé, czyli np. brak dziatan ubocznych. Zwieksza to wymagania w stosunku do
doktorantow, zardbwno w obszarze Wiedza” jak i ,Umiejetnosci”. Bez tego nie mozna
prawidtowo zaplanowac, wykonac i ~analizowaé wyniki zadnego projektu. Nie jest to
proste poniewaz wymagania obejmujg r6zne dziedziny — synteza, badania
funkcjonaine, badania behawioralne, bioinformatyka. Sporo tego. Na szczescie
mozemy korzysta¢ z dobrych przyktadow — krajowych i zagranicznych. Odpowiednia

aparatura to takze nie problem. Stad prace sg coraz lepsze, coraz obszerniejsze (na
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Szczescie nie objetosciowo, bo to Zmora recenzentdw) i uwiefczone odkryciem
struktur wiodacych i dobrych kandydatow na leki.

Praca P. mgr inz. Hatdys przedstawiona do recenzji zostata skonstruowana
wedtug tego schematu, fgczac elementy syntetyczne, informatyczne | biologiczne.
Miesci sie rowniez w szerokim programie badawczym prowadzonym w grupie prof.
Rafata Latajki w Katedrze Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej. Program
ten dotyczy poszukiwania nowych ligandow tyrozynazy. Potencjalne zastosowanie
inhibitorow tyrozynazy jako substancji wybielajacych dodaje do pracy bardzo wyrazny
aspekt praktyczny, wdrozeniowy. Wskazuje to na wyrazne przesuwanie sie srodka
ciezkosci takich projektéw z badar podstawowych na badania rozwojowe.

Celem pracy mgr inz. Hatdys byta synteza oraz ocena aktywnosci pochednych
tiosemikarbazydu modyfikowanych strukturalnie w pozycji 1 oraz 4. W pozycji 1
umieszczany byt podstawnik aromatyczny (R1) oraz wodér lub grupa metylowa (R2) a
W pozycji 4 podstawnik alkilowy lub aryloalkilowy. Tak zaplanowana synteza pozwolita
na wiasciwe, przestrzenne scharakteryzowanie domeny aktywnej enzymu, zaréwno
po wzgledem sterycznym i elektronowym oraz oddziatywari polarnych i niepolarnych.
Zakres badan biologicznych objat ocene aktywnosci w stosunku do enzymu oraz
wptyw na aktywnosé sumaryczng w procesie melanogenezy. Co ciekawe znaczna
czes¢ badanych pochodnych wykazywata silniejszy wptyw na proces melanogenezy
niz by to wynikato z powinowactwa do enzymu. Sugeruje to wielokierunkowy
mechanizm dziatania. Szkoda, ze ten aspekt nie zostat gruntowniej przebadany, tym
bardziej, ze brak jest szerokich opracowan obejmujgcych takze inne cele molekularne.

Struktura podstawowa — tiosemikarbazyd, w badaniach mgr Hotdys pojawita sie
W wyniku analizy literatury zrodtowe] oraz badan wyprzedzajgcych w zespole
promotora. Inhibitujgca tyrozynaze aktywnosé pochodnych tiomocznika oraz innych
pochodnych zawierajacych azot i siarke, takze w uktadach heterocyklicznych oraz
prace nad tiosemikarbazonami aldehydow aromatycznych i heterocyklicznych
umozliwity doktorantce wybor struktur do badarn. Cze$¢ pochodnych zostata wczesniej
otrzymana i poddana badaniom funkcjonalnym (kinetycznym - dr E. Woliriska,
doktorat 2019) oraz modelowaniu komputerowemu (dr M. Jewginski). W sumie
badaniom poddano 53 pochodne oraz tiosemikarbazon benzaldehydu i kwas koji jako
substancje referencyjne.

W zakresie badan biologicznych doktorantka wyizolowata i oczyscita tyrozynaze

(z pieczarek), okreslita aktywno$¢ enzymu oraz zbadata wptyw otrzymanych



pochodnych na aktywnos¢ enzymu. Nie wszystkie zwigzki okazaty sie aktywne w
stosunku do enzymu ale te aktywne posiadaty warto$¢ 1Cso na poziomie 0.3-300 pM.
Okoto 30 z badanych zwigzkow wykazato aktywno$¢ znacznie wyzsza niz kwas koji a
16 wyzsza niz tiosemikarbazon benzaldehydu. Badania nad tak obszerng grupa
pozwolity na opracowanie szczegotowej analizy zaleznoséci struktury i aktywnosci
(SAR). Doktorantka zbadata réwniez mechanizm oddziatywania ligand-biatko oraz
jego kinetyke. Siedem z otrzymanych pochodnych wykazywato aktywnos¢ w dawkach
ponizej 1 puM co stawia je w gronie dobrych struktur wiodgcych. Ich duze
powinowactwo do miejsca aktywnego enzymu doktorantka potwierdzita rowniez
modelowanie molekularnym, w ktérym zwiazki najbardziej aktywne chelatujg jony
miedzi z atomem siarki umieszczonym pomiedzy tymi jonami. Modelowanie i doking
doktorantka wykonata programem GOLD, ktory opiera sig na strukturach
krystalicznych a wiec dokuje metoda sztywny-do-sztywnego”’, przez co nie uwzglednia
elastycznoéci ani biatka ani ligandu. Interesujace bytoby sprawdzenie wynikow
dokowania takze innymi programami dokujacymi. Procz badania aktywnosci w
stosunku do enzymu doktorantka przebadata rowniez wptyw badanych pochodnych
na melanogeneze oraz proliferacje komorek (toksycznosé komorkowa). Wyniki
wskazujg, ze pochodne tiosemikarbazydu majg szersze dziatanie, nie ograniczajgce
sie jedynie do tyrozynazy. Niestety w pracy brakuje sugestii na temat innych celi
molekularnych ani mozliwych modyfikacji strukturalnych w celu zwiekszenia
selektywnoséci w stosunku do tyrozynazy.

Praca napisana jest zwieZle, jasno i klarownie. Wnioski sa uzasadnione i dobrze
umotywowane. Planowanie, realizacja badan, opis a przede wszystkim dyskusja
swiadczg o znakomitym przygotowaniu doktorantki do pracy naukowej. Nalezy
podkresli¢, ze cata praca napisana jest po angielsku dobrym i zrozumiatym jezykiem z
kilkoma matymi literowkami, ktére nie majg wplywu na ogolng jakosc prezentaciji.

W zwiazku z funkcjg recenzenta chciatbym zwrécié doktorantce uwage na
pewne zagadnienia, ktore wymagatyby wyjasnienia. W czesci literaturowej w
cytowanych Zrédtach brak jest tytutow, ktore niejednokrotnie pomagaja w szybkiej
analizie tematyki artykutu. Okre$lenia ,oddziatywania alkilowe” (str. 97) s3 troche zbyt
ogoblne poniewaz oddziatywania takich niepolarnych grup moga wchodzi¢ w zakres
albo oddziatywan hydrofobowych albo van der Waals’a. Mam takze watpliwosci co do
stwierdzenia ze strony 90, ze najaktywniejsze pochodne podstawione w pozycji para

,hie wykazuja zadnych interakgji z resztami aminokwasowymi enzymu”. W figurze 27




W opisie pojawia sie dwukrotnie element (c). Uwazam rowniez, ze wykresy dla BATSC
I KA powinny pojawiaé si¢ na kazdym wykresie a nie tylko na wykresie (a) w figurze
20 (str. 70, 71). Utatwitoby to znacznie poréwnywanie aktywnosci w tak licznej grupie
pochodnych. Na stronie 71 doktorantka umiescita stwierdzenie, ze wszystkie badane
tiosemikarbazony wykazaty zalezng od stezenia aktywnosé podczas gdy zwigzki 5, 9,
25 i 27 takiej aktywnosci nie wykazywaty. Nalezy takze ujednolici¢ zakresy stezen w
czgsci ogdinej (str. 64) oraz w czesci eksperymentalnej, oraz na stronie 53 podag, czy

gradient jest na czas czy objetosci.

Pomimo przedstawionych wyzej uwag moja ocena rozprawy doktorskiej mgr
inz. Katarzyny HALDYS jest pozytywna poniewaz postawione cele badawcze j
Poznawcze zostaty zrealizowane, a doktorantka wykazata sie znakomitym Oopanowanie
warsztatu badawczego i umiejetnoscia wilasciwego i skutecznego planowania badar
Oraz oceny ich wynikéw. Uwazam, ze spetnia ona wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim. Sktadam zatem wniosek do Wysokiego Kolegium Nauk
Chemicznych Wydziaty Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr

inz. Katarzyny HALDYS do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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