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Ocena 
pracy doktorskiej mgr inz. Ewy Woiinskiej pt. „ Malocz^steczkowe inhibitory tyrozynazy -

projektowanie oraz badanie oddzialywan z enzymem" 

Celem pracy doktorskiej mgr inz. Ewy Woiinskiej byto przebadanie, a nie jak pisze Autorka 

w dysertacji, opracowanie czterech grup syntetycznych zwi^zkow organicznych pod k^tem ich 

zdolnosci do hamowania aktywnosci tyrozynazy pochodzenia grzybowego, izolowanej z pieczarki 

dwuzarodnikowej. Pierwszq grup? badanych zwi^zkow stanowity fosfonokwasy, pochodne kumaryny 

(2 zwi^zki) i kromonu (3 zwi^zki). Druga grupa badanych zwi^zkow to fosfonowe i fosfmowe 

pochodne pirydyny (10 zwi^zkow). Trzeci^ grup^ byty pochodne 2-azanorbomanu (5 zwi^zkow). 

W sklad czwartej grupy wchodziiy tiosemikarbazony aldehydu benzoesowego i jego podstawionych 

w pierscieniu benzenowym analogow (11 zwi^zkow), aldehydu 9-antracenowego (2 zwiqzki) oraz 

tiosemikarbazony acetofenonu, benzofenonu i fenylo-alkiloketonow z grup^ karbonylow^ w a pozycji 

do pierscienia benzenowego (18 zwi^zkow). 

Wybor tych grup zwi^zkow do badan nie byt przypadkowy. Doktorantka przeprowadziia 

staranne studia literaturowe z zakresu inhibitorow tyrozynazy, z ktorych wiedziala, ze przedstawiciele 

poszczegolnych grup, moze tylko z wyj^tkiem pot^czen z uktadem 2-azanorbomanu, byly badane na 

aktywnosc inhibicyjn^ tego enzymu. Szczegolnie skrupulatnie poznala literatur? dotycz^c^ aktywnych 

pochodnych piridynowych oraz tiosemikarbazonow. Pochodne pirydynowe takie jak kwas nikotynowy 

i pikolinowy zostaly juz przebadane nie tylko na aktywnosc inhibicyjn^, ale takze na aktywnosc 

antyproliferacyjnq w stosunku do komorek ludzkiego czemiaka. Rowniez pol^czenia z funkcj^ 

tiosemikarbazydow^ skutecznie hamuj^ aktywnosc tyrozynazy i ŝ  stosowane w terapii 

nowotworowej. 

Planowane do badan zwi^zki zostaly pozyskane przez Doktorantk? od kolegow z Wydziahi 

Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Zwi^zki te maj^ ustalonq budow?, a dane stmkturalne, 

gtownie spektroskopowe, i ich synteza zostaly juz w duzej cz?sci opublikowane. 

Plany badawcze zakladaly nie tylko okreslenie zdolnosci hamowania aktywnosci tyrozynazy 

badanych zwi^zkow, ale rowniez okreslenia typu mechanizmu hamowania tego enzymu oraz 

wyznaczenie parametrow kinetycznych procesu inhibowania. Tak sformulowany eel badan i plan ich 

prowadzenia uwazam za w petni uzasadniony, tak pod wzgl?dem poznawczym jak i praktycznego 
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zastosowania uzyskanych wynikow. Tyrozynaza bowiem jest enzymem, ktory uczestniczy 

w biosyntezie wszelkich rodzajow melanin. Jest ona odpowiedzialna za utlenianie tyrozyny do 

dopachinonu w jednoetapowym procesie lub w dwuetapowym poprzez 3,4-dihydroksyfenyloalanin? 

(L-DOPA). Nadekspresja tyrozynazy przy braku kontroli pierwszych etapow biosyntezy melaniny 

prowadzi do nadprodukcji melaniny powoduj^c hiperpigmentacj? skory, piegi, plamy soczewicowate, 

a zwi?kszona produkcja melanin w melanocytach jest rowniez pocz^tkow^ fazq zmian skory 

prowadzqcych do czemiaka zlosliwego, jednego z najgrozniejszych nowotworow. Zwi?kszona 

produkcja dopachinonu prowadzi takze do uszkodzenia neuronow, a wi?c do chorob 

neurodegeneracyjnych: Parkinsona i Alzheimera. Jednym ze sposobow zapobiegania przytoczonych 

powyzej chorob skory jest kontrola aktywnosci tyrozynazy za pomocq inhibitorow. Inhibitory 

tyrozynazy mog^ wi?c znalezc zastosowanie praktyczne w terapii leczenia zaburzeh biosyntezy 

melanin, w przemysle kosmetycznym do wybielania i upi?kszania skory oraz w przemysle 

spozywczym do przeciwdziaiania brunatnieniu uszkodzonych owocow i warzyw. 

Mgr Ewa Wolinska przed przyst^pieniem do prezentacji wynikow badan wlasnych 

w dysertacji, w cz?sci wst?pnej, moim zdaniem zbyt diugiej, przybliza obiekt badawczy ktorym byia 

tyrozynaza. Omawia rol? tyrozynazy w fizjologii roslin, grzybow i ludzi. Szczegoiowo prezentuj? 

struktur? tyrozynazy z pieczarki dwuzarodnikowej i katalizowany przez ni^ proces utleniania tyrozyny 

do dopachinonu i dalsze procesy biosyntezy eumelanin i feomelanin. Na kolejnych stronach cz?sci 

literaturowej omowiona jest rola tyrozynazy w patogenezie chorob skory, a wi?c hiperpigmentacji 

melazmy, a na koniec czemiaka. Podaje rowniez przyklady chorob zwiqzanych z dysfunkcjq 

tyrozynazy: hipopigmentacji i albinizmu. Kilkanascie nast?pnych rozdzialow poswi?cila Doktorantka 

znanym inhibitorom tyrozynazy. Najpierw prezentuje inhibitory pochodzenia naturalnego, a wi?c 

polifenole, flawonoidy w tym gtownie flawanole: kampferol i kwercetyn?. Nast?pne grupy 

naturalnych inhibitorow to hydrochinon i jego pochodne jak: mekwinol i P-arbutyuna oraz stilbeny z 

rezweratrolem i oksyrezweratrolem. Bardzo szczegoiowo omowita trzy kolejne inhibitory tyrozynazy: 

kwas azelainowy, L-mimozyn? oraz kwas kojowy. Ten ostatni zwiqzek byt zwi^zkiem referencyjnym 

w badaniach na aktywnosc inhibicyjn^ w stosunku do tyrozynazy. Na zakohczenie przegl^du znanych 

inhibitorow tyrozynazy zaprezentowala inhibitory syntetyczne poswi^cajqc najwi?cej uwagi 

zwi^zkom zawieraj^cym atomy siarki: tiokarbamidom oraz tiosemikarbazonom a takze inhibitorom 

fosforoorganicznym. 

Oceniaj^c przedstawiony w pracy przegl^d literatury trzeba stwierdzic, ze jest bardzo 

informatywny. Czytaj^c go mozna bowiem uzupelnic swoj^ wiedz? na temat pigmentacji skory, 

zaburzen tego fizjologicznego procesu oraz o post?powaniu terapeutycznym niweluj^cym te 

schorzenia. Dostarcza rowniez bardzo istotnych informacji o przebiegu procesu pigmentacji i roli 

tyrozynazy w tym procesie. Bardzo wiele informacji mozna znalezc na temat mechanizmow inhibicji 

aktywnosci tyrozynazy oraz o naturalnych i syntetycznych inhibitorach melanogenezy. 
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Po wst?pie literaturewym w dysertacji zamieszczona jest prezentacja struktur badanych 

zwi^zkow a takze metoda izolowania tyrozynazy z pieczarki dwuzarodnikowej i metodyka 

prowadzonych badan. Procedury badawcze zastosowane przy wykonywaniu pracy nie budz^ moich 

zastrzezeh. 

Prezentacj? uzyskanych wynikow omowiia w kolejnosci badanych grup zwi^zkow. Badania 

pochodnych kumaryny i kromonu na aktywnosc inhibicyjn^ tyrozynazy wykazaly, ze ŝ  one mniej 

aktywne od referencyjnego kwasu kojowego. Najwi^ksz^ zdolnosc hamowania aktywnosci tyrozynazy 

grzybowej wykazaly pochodne kumaryny z N-butylo-a-fosfonoglicynq przy C-4 i grup^ metoksylowq 

przy C-8 oraz pochodna kromonu z tym samym podstawnikiem fosforoorganicznym w pozycji 2. 

Badania kinetyki procesu wykazaly, ze pot^czenia ŝ  odwracalnymi inhibitorami tyrozynazy (inhibicja 

mieszana typu 1), a wi?c zwi^zki te wykazuj^ wyzsze powinowactwo w stosunku do wolnej formy 

enzymu anizeli do kompleksu enzym - substrat. Interesuj^cych danych potwierdzaj^cych slab^ 

aktywnosc badanych pochodnych dostarczyta analiza komputerowa oddzialywan cz^steczek tych 

zwi^zkow z miejscem aktywnym tyrozynazy. Analiza ta wykazala, ze zwi^zki te nie wi^z^ si? 

w miejscu wi^zania substratu, a pierscienie heteroatomowe ŝ  umiejscowione u wejscia do wn?ki 

katalitycznej. Analiza ta wykazata takze, ze grupa fosfonowa nie oddzialywuje z jonami Cu^^ 

w miejscu aktywnym enzymu. 

Badane fosforoorganiczne pochodne pirydyny okazaty si? rowniez stabszymi inhibitorami od 

kwasu kojowego. Wszystkie zwi^zki charakteryzowaly si? staiq inhibicji na poziomie milimolowym. 

Najbardziej hamowaly aktywnosc tyrozynazy pochodne pirydyny z podstawnikiem 

N-benzylofenylofosfmoglicynq przy C-2 oraz z grup^ a-hydroksymetylodifenylofosfmotlenkow^ przy 

C-3. Pierwszy zwi^zek okazal si? inhibitorem niekompetycyjnym, a dmgi inhibitorem mieszanym 

typu I . Dwa sposrod 10 pot^czen, 1 z podstawnikiem N-benzylometylofosfinoglicyn^ przy C-3 i dmgi 

z N-butylofosfinofenyloglicyn^ rowniez przy C-3 okazaty si? inhibitorami niekompetycyjnymi. 

Analiza komputerowa potwierdzita rowniez niekompetycyjny model inhibicji tyrozynazy najbardziej 

aktywnego zwi^zku. Badania oddzialywan cz^steczek pozostalych zwiqzkow z miejscem aktywnym 

enzymu wskazaly, ze utrudniaj^ one podejscie substratu do miejsca aktywnego. 

Analiza wyznaczonych stalych inhibicji (ki) dla gmpy pochodnych azanorbomanu wskazala, 

ze wszystkie pol^czenia wykazuj^ inhibicj? tyrozynazy na poziomie milimolowym. Najbardziej 

aktywnym inhibitorem okazal si? zwi^zek z grup^ metylofosfonowq przy C-3. Oznaczono dla niego 

mieszany typ inhibicji typu I . Interesujqcym jest fakt, ze dla zwi^zku z sulfonoamidowym 

podstawnikiem oznaczono kompetycyjny model inhibicji, a dla pochodnej z ugmpowaniem 

sulfonamidowym i z grup^ metylow^ przy C-4 pierscienia benzenowego oznaczono niekompetycyjny 

model inhibicji. Analiza komputerowa oddzialywan czqsteczek badanych zwi^zkow z miejscem 

aktywnym tyrozynazy potwierdzila kompetycyjny sposob inhibicji pierwszego zwiqzku 

3 



i niekompetycyjny drugiego zwi^zku. Analiza tych oddzialywan wykazala rowniez mozliwosc 

wi^zania si? grupy fosforoorganicznej z jonami Cu^^. 

Wszystkie badane tiosemikarbazony ŝ  odwracalnymi inhibitorami tyrozynazy co oznacza, ze 

nie zmniejszaj^ ilosci aktywnego enzymu a powoduj^ tylko zmniejszenie szybkosci utleniania 

substratu (L-DOPA). Porownanie obliczonych i zamieszczonych w Tabeli 5 stalych inhibicji 

poszczegolnych tiosemikarbazonow ze stalq zwi^zku referencyjnego wskazuje, ze aktywnosci 

badanych zwi^zkow sq porownywalne do aktywnosci kwasu kojowego i maj^ wartosci wyrazone 

w mikromolach. Ponad polowa badanych polqczen wykazala si? wi?ksz4 silq hamowania niz kwas 

kojowy. Tiosemikarbazony aldehydu benzoesowego i jego chlorowcopodstawionych analogow 

wykazala wi?ksz^ aktywnosc niz kwas kojowy, ale mniejsz^ niz tiosemikabazony acetofenonow. 

Interesuj^ce, ze tiosemikarbazony innych alkilofenyloketonow znacznie slabiej inhibowaly tyrozynaz? 

niz tiosemikarbazony acetofenonow, a niektore z nich nie wykazywaly wogole efektu inhibicji. 

Pochodne acetofenonow wykazaly kompetecyjny typ inhibicji a tiosemikarbazon benzofenonu 

mieszany typu L Ogromna wi?kszosc badanych tiosemikarbazonow wykazala mieszany typ inhibicji. 

Autorka w zakohczeniu omawiania wynikow badan tiosemikarbazonow analizowala wplyw 

podstawnikow chlorowcowych tak pod wzgl?dem rodzaju chlorowca jak i polozenia w pierscieniu 

benzenowym na aktywnosc zwiqzku. Z porownania stalych inhibicji poszczegolnych izomerow 

wyprowadzila wniosek, ze wprowadzenie chlorowca do pierscienia benzenowego w pozycj? para 

i meta skutkuje zwi?kszeniem sily inhibitora, a w pozycj? orto oslabia. Analiza wplywu rodzaju 

podstawnika alkilowego w tiosemikarbazonach fenyloalkiloketonow doprowadzila Autork? do 

wniosku, ze zmiana grupy metylowej na inny podstawnik alkilowy skutkowala znacznym obnizeniem 

efektywnosci inhibicyjnej zwi^zku. 

Analiza komputerowa oddzialywan pomi?dzy atomami cz^steczki najbardziej aktywnego 

inhibitora tej grupy, a miejscem aktywnym tyrozynazy wskazala, ze atom bromu w pozycji para 

w pierscieniu benzenowym oddzialywuje elektrostatycznie z kationami Cu^^ co by tlumaczylo 

zwi?kszon4 aktywnosc inhibicji enzymu przez tq pochodn^. 

Na zakonczenie omawiania uzyskanych wynikow Autorka prezentuje bardzo interesuj^ce 

rezultaty badan wykonanych w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroclawiu, 

ktorych celem bylo sprawdzenie w badaniach in vitro efektywnosci procesu tworzenia melaniny 

w obecnosci tiosemikarbazonow oraz ich cytotoksycznosci w stosunku do komorek nowotworowych 

mysiego czemiaka (B16). Uzyskane wyniki wskazuje, ze przy st?zeniu 10 ^imoli wszystkie badane 

zwi^zki bardziej hamowaly wytwarzanie melanin niz referencyjny kwas kojowy. Najbardziej 

efektywnie czynily to tiosemikarbazony aldehydow chlorowcobenzoesowych oraz tiosemikarbazony 

prawie wszystkich ketonow. Wyniki te zostaly potwierdzone w badaniach wyznaczania IC50 tego 

procesu. Badania hamowania proliferacji komorek B16 wykazaly najwi?ksz4 efektywnosc 
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tiosemikarbazonow chlorowcoaldechydow, a umiarkowan^ kwasu kojowego i tiosemikarbazonow 

ketonow. Szkoda, ze nie wykonano takich badan na zdrowych komorkach ludzkiej skory. Myslqc 

bowiem o zastosowaniu tych zwi^zkow w wyrobach kosmetycznych do ograniczania wytwarzania 

melaniny trzeba b?dzie takie badania na pewno wykonac. Cytotoksycznosc badanych zwi^zkow 

wobec zdrowych komorek moze bye zupelnie inna niz wobec badanych nowotworowych. 

Oceniaj^c przedstawione powyzej przez mgr Ew? Wolinsk^ wyniki stwierdzam, ze majq one 

duz^ wartosc poznawcz^. O ich duzej wartosci naukowej swiadczy to, ze zostaly juz zaprezentowane 

w trzech oryginalnych pracach zamieszczonych w renomowanych czasopismach: Bioorganic 

Chemistry oraz Chemistry and Biodiversity. Podobalo mi si? to, ze wyniki z badan kinetycznych byly 

weryfikowane z wynikami komputerowej analizy oddzialywan cz^steczek badanych zwi^zkow 

z miejscem aktywnym tyrozynazy. Trzeba pochwalic Doktorantk? za to to, ze obok wlasciwosci 

inhibicyjnej tyrozynazy okreslono rowniez cytotoksycznosc badanych zwi^zkow. Najbardziej aktywne 

inhibitory mog^ znalezc zastosowanie praktyczne, jednak tylko wtedy kiedy nie b?dq cytotoksyczne 

w stosunku do komorek zdrowych, 

Oceniajqc stron? edytorsk^ pracy trzeba stwierdzic, ze jest ona napisana dobrym polskim 

j?zykiem. Z dostrzezonych bl?d6w chcialbym zwrocic uwag? na niektore niefortunne sformulowania: 

zamiast „tyczy si? to" lepiej pisac „dotyczy to", a zamiast o „izolacji" pisac o „izolowaniu". Ponadto 

polifenole zawieraj^ wiele grup hydroksylowych, a nie fenolowych, a stilbeny to ŝ  1,2-dipodstawione 

grupami fenylowymi eteny, a nie pisac, ze „struktura stilbenu sklada si? z podwojnego wi^zania 

dietylenowego dipodstawionego grup^ benzylow^". We wzorze aldehydu benzoesowego brakuje 

atomu wodoru (Rysunek 14), w literaturze nr. 141 brak jest nazwiska autora, a w 139 stron artykulu. 

Podsumowuj^c moj^ ocen? pracy doktorskiej mgr Ewy Woiinskiej stwierdzam, ze wyniki 

przeprowadzonych w ramach tej pracy badan majq duz^ wartosc naukow^. Moja ocena opracowania 

ich w dysertacji doktorskiej jest rowniez pozytywna. W swietle tego stwierdzam, ze przedstawiona mi 

do recenzji praca doktorska spelnia wymogi stawiane przez Ustaw? o stopniach naukowych i tytule 

naukowym i proponuj? Radzie Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej dopuszczenie jej 

Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

5 


