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RECENZJA

ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR INZ. EWY WOLINSKIEJ
pt. ,.MALOCZASTECZKOWE INHIBITORY TYROZYNAZY — PROJEKTOWANIE
ORAZ BADANIE ODDZIALYWAN Z ENZYMEM?”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem dr hab.
Rafata Latajki, prof. PWr. Tematyka badawcza pracy dotyczy poszukiwania inhibitoréw
tyrozynazy. Tyrozynaza jest metaloenzymem pelnigcym wazng role w procesie
melanogenezy. Inhibitory tego enzymu mogg mie¢ znaczenie aplikacyjne.

INFORMACJE OGOLNE

Dysertacja doktorska mgr inz. Ewy Wolinskiej liczy tacznie 167 stron tekstu, w tym 44
rysunki oraz 11 tabel. Pod wzglgdem edytorskim przygotowana zostala poprawnie. Uktad
pracy jest typowy dla prac eksperymentalnych. Po stronie tytutowej, dwoéch stronach
podzigkowan i spisie tresci, znajduje si¢ wykaz skrotéw stosowanych w pracy. Numeracja
W pracy rozpoczyna sig¢ od spisu tresci, ktory obejmuje 5 zasadniczych rozdziatow: WSTEP,
CEL PRACY, MATERIALY I METODY, WYNIKI I DYSKUSJA, PODSUMOWANIE, na
koficu znajduje si¢ wykaz LITERATURY i DOROBEK NAUKOWY (Doktorantki).
Rozdziaty: WSTEP, MATERIALY 1 METODY oraz WYNIKI i DYSKUSJA maja
rozbudowang struktur¢ podrozdzialow. Praca napisana jest zrozumialym jezykiem. Tabele
1 rysunki zostaly przygotowane poprawnie, brak natomiast na koficu pracy ich spisu, moze
wtedy Autorka zauwazylaby, ze numer rysunku 27 pojawia sie dwukrotnie pod rysunkami na
stronach 951 99.

Przytoczona literatura zostata prawidlowo dobrana do tematyki rozprawy i obejmuje

156 pozycji. W wigkszosci cytowane sg prace z lat 2008-2019, co Swiadczy o aktualnosci
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podjgtej przez Doktorantke tematyki. W tej czesci pracy Doktorantka nie ustrzegla sie
drobnych blgdéw edytorskich: np. brak nazwiska autora w pozycji 141 spisu literatury.

Doktorantka nie unikneta rowniez drobnych bledéw jezykowych, przejezyczen, dosé
duzej ilosci powtdrzen i niezrecznych sformutowan (np. na str. 97 zdanie ,,Wystapienie tego
rodzaju hamowania oznacza, ze inhibitor moze oddziatywaé zaréwno z wolng formg enzymu,
jak i z utworzonym juz wczesniej kompleksem enzym-inhibitor”, a powinno by¢
kompleksem enzym-substrat lub na str. 86 ,,Aby poprawnie obliczy¢ ilo$¢ otrzymanego
bialka, przygotowano wczesniej krzywa wzorcowa dla albuminy wotowej (BSA)”. Stosujac
metode Bradford ilos¢ biatka mozna wyznaczy¢ tylko na podstawie krzywej wzorcowej, wige
stlowo poprawnie nie jest tu konieczne). Z uwagi na to, ze bledy te nie majg wpltywu na
warto$¢ merytoryczng pracy, nie bede ich wszystkich wyliczata.

Elementem koncowym pracy jest podsumowanie dziatalno$ci naukowej Doktorantki.
Skladaja si¢ na nig: 3 publikacje naukowe, w tym dwie zlisty A o sumarycznym
wspotczynniku wpltywu (IF) okoto 5,4 oraz jedna publikacja wystana do redakcji czasopisma
z listy A, 10 komunikatéw na konferencjach krajowych i zagranicznych, w tym 3 wystgpienia
ustne oraz dwa staze naukowe w os$rodkach zagranicznych.

OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Rozdziat 1. - WSTEP (57 stron) stanowi wprowadzenie do tematyki badan opisanych
w dysertacji i sklada si¢ z 9 podrozdzialéw, a podrozdzialy 1, 7 i 9 sg dodatkowo
rozbudowane. W rozdziale tym znajduje si¢ 16 rysunkéw. W pierwszym podrozdziale (na 11
stronach) Doktorantka dokonata przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat tyrozynazy,
miedzy innymi jej budowy, aktywnosci i wystepowania. W kolejnych pieciu podrozdziatach
(na prawie 10 stronach) Autorka oméwita proces melanogenezy. W podrozdziale siodmym
Doktorantka opisata rol¢ tyrozynazy w patogenezie chordb. Najbardziej obszerny jest
podrozdziat 9 (32 strony), w ktérym Autorka opisuje rézne inhibitory tyrozynazy, ich site
i rodzaj hamowania. W tym podrozdziale Autorka omoéwita zar6wno naturalne, jak
1 syntetyczne inhibitory tyrozynazy. Najczesciej do tego podrozdziatu Doktorantka odwotuje
si¢ przy omawianiu wynikow badan. Opracowanie wstepu dysertacji wskazuje, ze Autorka
wykazata si¢ znajomoscia podstaw teoretycznych, ktore byly przedmiotem zrealizowanych
prac eksperymentalnych.

Po WSTEPIE teoretycznym Doktorantka sformutowata CEL PRACY, ktérym bylo

»opracowanie nowych 1 wysoce aktywnych klas matoczasteczkowych inhibitoréw tyrozynazy

2



Wydziat Chemii

ul. Oleska 48, 45-052 Opole
tel. +48 77 452 71 00

fax +48 77 4527101
chemia@uni.opole.pl,
www.chemia.uni.opole.pl

z Agaricus bisporus (pieczarki dwuzarodnikowej), ktére moglyby znalezé zastosowanie
w zapobieganiu i/lub leczeniu schorzen spowodowanych z nieprawidlowg aktywnoscig tego
enzymu, ktora objawia si¢ zaburzeniami w pigmentacji skory u ludzi.” W tym rozdziale
Doktorantka nadmienita, ze realizowata badania do pracy doktorskiej w pieciu etapach.
Rozdziat MATERIALY I METODY (18 stron) podzielony zostat na podrozdzialy.
W pierwszych trzech podrozdziatach Autorka przedstawita spis odczynnikéw stosowanych
przy realizacji pracy, wykaz i struktury chemiczne zwigzkéw uzytych do badan oraz zrédto
do izolacji enzymu. Doktorantka realizujgc cel pracy korzystala ze zwiazkéw zsyntezowanych
W Zakladzie Chemii Organicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej
w grupie badawczej dr hab. inz. Elzbiety Wojaczynskiej oraz przez dr hab. inz. Tomasza
Olszewskiego i dr inz. Waldemara Goldemana. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka
omowita metody stosowane przy realizacji eksperymentéw tzn. wyodrebniania i oczyszczenia
tyrozynazy, oznaczania aktywno$ci enzymu oraz zawartosci biatkka w preparacie
enzymatycznym. W nastgpnych podrozdzialach opisana zostala metodyka badan
kinetycznych, wyznaczania parametréw kinetycznych reakcji, okreslanie typu i mechanizmu
inhibicji. Doktorankta zaznaczyta rowniez, ze modelowanie molekularne zostato wykonane
przez naukowcoéw z Zaktadu Chemii Bioorganicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej, a badania nad zahamowaniem procesu melanogenezy i proliferacji komérek
zostaly przeprowadzone przez dr J. Rossowskg i wspotpracownikéw w Instytucie
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu. Pomiary aktywnodci
enzymatycznej wobec standardowego substratu L-DOPY (L-3,4-dihydroksyfenylalaniny)
1 pomiary stezenia biatka wykonywane byly metoda spektrofotometryczna. Do oczyszczania
enzymu Doktorantka stosowata frakcjonowanie —siarczanem amonu oraz metody
chromatograficzne (chromatografia zelowa, jonowymienna i oddziatywan hydrofobowych).
Czystos¢ preparatu biatkowego sprawdzata przeprowadzajgc elektroforeze w warunkach
denaturujgcych. Moim zdaniem caly rozdziat MATERIALY [ METODY zostal opracowany
bardzo pobieznie. Podrozdziat 3.2.9. ,,Wyznaczanie parametrow kinetycznych reakcji” jest
napisany do$¢ chaotycznie, z uzyciem zwrotéw, ktére wprowadzaja czytelnika w btad np.
zwrot ,,sporzadzajac drugorzedowe wykresy”. Moim zdaniem poprawnym okregleniem
bylyby wykresy wtorne lub nastepcze, gdzie dane do nich np. nachylenie otrzymujemy
z wykresdw pierwotnych, czyli w tym przypadku z wykreséw Lineweavera-Burka. Wedlug

mnie wykresy powinny by¢ opisane jako zaleznosci np. KiPP = f(I),a nie KZPP(I) (strona
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81), w innych fragmentach pracy Autorka juz uzywa zapisu poprawnego np. Vo = f([E])
(strona 116). Przy omawianiu sposobu wyznaczania stalych inhibicji brak jest oznaczenia
(app), gdy Km lub Vmax s3 wyznaczane w obecnosci inhibitora. Wydaje mi si¢ rowniez, ze
lepiej byloby zapisa¢ stosunek é%’ tak jak w publikacji, w ktorej Doktorantka jest
wspolautorem, jako nachylenie linii (a) na wykresie Lineweavera-Burka.

W kolejnym rozdziale pracy, zatytutowanym WYNIKI I DYSKUSJA, Doktorantka na
64 stronach opisata przeprowadzone przez siebie badania i dokonata interpretacji wynikow.
Rozdzial ten sklada si¢ z szesciu podrozdziatow, z ktorych pieé jest jeszcze podzielonych.
W rozdziale tym znajdujg si¢ w 24 rysunki oraz 11 tabel. Omawianie wynikéw Autorka
rozpoczeta od opisu projektowania nowych inhibitorow tyrozynazy, nastgpnie omowila
pobieznie izolacj¢ i kilkueapowa procedure oczyszczania enzymu  z pieczarki
dwuzarodnikowej. W wyniku zaplanowanej na podstawie przegladu literaturowego
1 wykonanej procedury Doktorantka otrzymata oczyszczone biatko o aktywnosci specyficznej
3265 U/mg. Czystos$¢ preparatu enzymatycznego zostata potwierdzona metodg elektroforezy
SDS-PAGE. Przy opisie elektroforegramu brakuje jednak stezenia zelu, w ktérym
prowadzony byt proces elektroforezy. Pomimo, ze celem pracy nie byla izolacja
1 oczyszczanie enzymu to brak mi w tej czgsci wykresow profili elucji biatek. Nastgpnym
etapem badan bylo wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji utleniania L-DOPY
katalizowanej przez tyrozynaz¢ (Km i Vmax). Warto$¢ statej Michaelisa dla tego substratu
wyznaczona przez Doktorantke wyniosta 0,36 mM, Autorka nie podata wartosci odchylenia
standardowego. Kolejnym etapem pracy byly badania wplywu fosforoorganicznych
pochodnych kumaryny, kromonu, pirydyny oraz 2-azanorbornanu na aktywnos$¢ tyrozynazy
grzybowej. Z dwudziestu przebadanych zwigzkéw trzy byly inhibitorami kompetycyjnymi,
pie¢ - niekompetycyjnymi, natomiast pozostale wykazywaly mieszany typ inhibicji.
Wszystkie okazaly si¢ raczej stabymi, odwracalnymi inhibitorami tego enzymu
o milimolowych warto$ciach statych inhibicji. Zwigzek, ktéry wykazywal najwieksza
aktywno$¢ inhibitorowg byt niekompetycyjnym inhibitorem o Ki = 0,08 mM (zwigzek 6).
Otrzymane wyniki inhibicji byly porownywane do wynikéw dla opisanego w literaturze
inhibitora tego enzymu — kwasu kojowego, ktérego state inhibicji mieszanej wynosity
Ki=0,011 mM i Kis = 0,026 mM. Na rysunkach umieszczonych w pracy pokazane zostaty

wizualizacje oddzialywan wybranych zwigzkéw z tyrozynazg, co stanowi ciekawe
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uzupelnienie dyskusji wynikéw. Najwigksza grupe zwiazkoéw przebadanych w ramach tej
pracy stanowig arylowe pochodne tiosemikarbazonu (31 zwigzkéw). W zwigzkach tych
ugrupowanie tiosemikarbazydowe nie ulegato zmianie, natomiast byly modyfikowane
podstawniki R; i Ra. Pig¢ z przebadanych zwiazkéw nie bylo inhibitorami tyrozynazy
grzybowej, a pozostale odwracalnie hamowaty aktywno$é enzymu (mam nadzieje, ze
w rozdziale 4.6.2.2. opisuje Autorka mechanizm reakcji inhibicji tyrozynazy przez arylowe
pochodne tiosemikarbazonu, a nie pochodne 2-azanorbornanu), przy czym jeden (zwiazek 32)
okazat si¢ silnym kompetycyjnym inhibitorem tego enzymu. Stata inhibicji dla tego zwigzku
wynosita 0,17 £ 0,01 pM, a jeszcze trzy z przebadanych zwigzkéw mialy state inhibicji
mniejsze od 1 pM. Dla tej grupy zwiazkéw sprawdzono réwniez procent zahamowania
produkcji melaniny i proliferacji komoérek mysiego czerniaka B16. Najsilniejszy
z inhibitoréw (zwigzek 32) catkowicie hamowat syntez¢ melanin, jednak wykazywat wysoka
aktywno$¢ cytotoksyczng w stosunku do zywych komérek i zapobiegat ich proliferacii.
Doktorantka  przeanalizowata réwniez wplyw  struktury arylowych pochodnych
tiosemikarbazonu na ich aktywnos¢ inhibitorowg wobec tyrozynazy grzybowej. Autorka nie
stwierdzita bezposredniej zaleznos$ci miedzy strukturg zwigzku a typem hamowania
aktywnosci enzymu. Zaobserwowala natomiast, ze tiosemikarbazony podstawione
W aromatycznym pierscieniu atomem halogenu w pozycji orfo- hamowaly stabiej aktywno$é
tyrozynazy z pieczarek niz zwigzki, w ktorych atom halogenu znajdowat si¢ w pozycji para-
i meta- (tabela 5).

W rozdziale PODSUMOWANIE Doktorantka przedstawita wyniki przeprowadzonych
badan w formie opisowej. Podzielifa rozdzial na dwie czesci: (I) Izolacja i oczyszczanie
tyrozynazy z Agaricus bisporus; (II) Badania inhibicyjne. Podzial ten moim zdaniem nie byt
konieczny, bo jesli chodzi o izolacje i oczyszczanie nie uzyskatam tam zadnych informacii,
ktére mozna okresli¢ jako podsumowanie.

W trakcie czytania dysertacji nasunely mi si¢ pewne pytania i prosze Autorke pracy
o ich wyjasnienie:

* Przy omawianiu chromatografii kolumnowej napisata Pani kilkukrotnie, ze ,kolumne
wymywano 3 objetosciami”. O jakie objetosci chodzi?
¢ Zastanawia mnie, dlaczego przy omawianiu chromatografii jonowej nie podata Pani,

przy jakim stezeniu roztworu NaCl zostal wyeluowany z kolumny aktywny enzym?
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¢ W rozdziale MATERIALY I METODY podaje Pani, ze pomiary byty wykonywane
w trzykrotnych powtérzeniach, a na wykresie jest jeden punkt, czy wartoci pomiarowe
zostaty usrednione?

* W jaki sposéb na podstawie przedstawionych wykresow (np. rysunki 26, 30, 35, 40)
wyliczyta Pani stale hamowania? Brak jest w pracy odpowiednich réwnan
matematycznych, a wykresy powinny spetnia¢ funkcje ilustracyjna.

* Z wykreséw Lineweavera-Burka stosujac regresje liniowg mozna wyliczyé wartodci
Km, Vmax oraz K&PP i v oPP . Pani wyznaczata te wartosci metoda regresji nieliniowe;j,
pomimo wykreslenia wykreséw Lineweavera-Burka, dlaczego?

e W pracy, co najmniej dwukrotnie napisala Pani, ze ,,Szybko$¢ poczatkows reakcji
enzymatycznej (Vo) wyznaczono z prostoliniowego odcinka wykresu postepu reakcji
enzymatycznej metodg regresji liniowej. W warunkach tych spelmione sa kryteria,
wedhug ktoérych reakcja jest I rzedu, a jej szybko$¢ uzalezniona jest od stezenia
substratu [S]. Reakcja przebiega zgodnie z modelem Michaelisa-Menten [126].” (str. 78

i str. 89). Prosze o przyblizenie o jakie warunki chodzi?

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze dysertacja stanowi istotny wkiad w badania
nad poszukiwaniem nowych inhibitoréw tyrozynazy. W trakcie realizacji zaplanowanych
badan Doktorantka osiagnela stawiane sobie cele. Cze$¢ przedstawionych wynikow
badawczych byla podstawa publikacji w renomowanych czasopismach naukowych
1 zostala juz oceniona przez recenzentdw, a czg$¢ z nich zapewne zostanie wkrétce
opublikowana.

Reasumujac, stwierdzam, ze praca doktorska pt. ,MALOCZASTECZKOWE
INHIBITORY TYROZYNAZY — PROJEKTOWANIE ORAZ BADANIE ODDZIALYWAN
Z ENZYMEM?” spehia ustawowe wymagania okreslone w art.13 ust.1 Ustawy z dn. 14
marca z 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. 2003 nr 65, poz.595, z p6zniejszymi zmianami) i wnioskuj¢ do Rady Wydziatu
Chemicznego, Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Ewy Woliaskiej do
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dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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