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Tyrozynaza (EC 1.14.18.1) jest enzymem szeroko rozpowszechnionym w
Srodowisku naturalnym, pelniagcym u wszystkich organizméw wiele waznych
biologicznie funkcji. Jest kluczowym enzymem biosyntezy melanin, ktére
odpowiedzialne sa za kolor ludzkiej skory, oczu i wloséw Melaniny stanowia
bariere ochronna przed szkodliwym wplywem promieniowania UV i stresem
oksydacyjnym, ktérych efektem moga by¢ mutacje w komoérkowym DNA oraz
zapoczatkowanie procesu kancerogenezy. Uwaza sie, ze promieniowanie UV jest
glownym czynnikiem majagcym wplyw na zapoczatkowanie rozwoju nowotworéw
skory, takich jak m.in. czerniak. Zwiekszona aktywnos$¢ tyrozynazy przyczynia sie
do powstawania wielu schorzen takich jak hiperpigmentacja czy melazma. Inhibitory
tyrozynazy hamujace znajduja zastosowanie jako srodki terapeutyczne w leczeniu
schorzen zwigzanych z pigmentacja.

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej bylo
opracowanie nowych i wysoce aktywnych klas maloczasteczkowych inhibitoréw
tyrozynazy z Agaricus bisporus, ktére moglyby znalezZ¢ zastosowanie w zapobieganiu
i/lub leczeniu schorzeri spowodowanych nieprawidlowa aktywnoscia tego enzymu,
ktora objawia sie zaburzeniami w pigmentacji skéry u ludzi.

Realizacja pracy doktorskiej skladala si¢ na kilka etapéw: otrzymaniu
preparatu enzymatycznego, zaprojektowaniu nowych klas silnych inhibitorow
tyrozynazy, okresleniu typu oraz mechanizmu hamowania aktywnosci enzymu przy
uzyciu metod spektrofotometrycznych, wyznaczeniu parametréw reakcji inhibicji
badanych zwigzkéw oraz poréwnaniu ich mocy w stosunku do znanego inhibitora
tyrozynazy-kwasu kojowego, ktéry zostal uzyty jako kontrola pozytywna. Ostatnim
etapem byla préba wyjasnienia korelacji zachodzacej miedzy struktura badanych
zwigzkoéw, a ich aktywnoscig inhibicyjng w stosunku do tyrozynazy.

W ramach pracy przebadano lacznie 51, nalezacych do 4 réznych grup
zwiazkéw. Zwiazki 1-30 bedace pochodnymi kromonu, kumaryny, pirydyny oraz 2-
azanorbornanu wykazywaly rézny typ hamowania wzgledem tyrozynazy



(kompetycyjny, niekompetycyjny, mieszany). Nie udalo sie jednoznacznie okresli¢
zaleznosci miedzy strukturami czasteczek a rodzajem inhibicji, jaki one wykazywaty.
Wszystkie zwigzki charakteryzowaly sie odwracalnym mechanizmem inhibicji
enzymu. Stale inhibicji (Ki oraz Kis) byty na poziomie milimolowym.

Najliczniejsza grupe przebadanych zwigzkéw (21-51) w tej pracy stanowily
arylowe  pochodne  tiosemikarbazonu. Zsyntezowano 30  pochodnych
tiosemikarbazonowych, w strukturach ktérych modyfikowano podstawniki R11i Ry, a
ugrupowanie tiosemikarbazydowe pozostato nietkniete. Zanalizowano zwiazki pod
wzgledem ich zdolnosci inhibicyjnych w stosunku do tyrozynazy, przeprowadzono
analize SAR (z ang. Structure Activity-Relationship), oraz badania nad zahamowaniem
procesu melanogenezy i proliferacji komoérek B16. Badania doprowadzily do
poznania nowego i bardzo silnego inhibitora aktywnosci tyrozynazy- zwiazku 32,
dla ktoérego stata inhibicji K1 wyniosta 0,17uM. Hamuje on catkowicie proces syntezy
melanin, jednak charakteryzuje sie réwniez wysoka aktywnoscia cytotoksyczng w
stosunku do zywych komérek i zapobiega ich proliferacij.

Pozostate zwigzki rowniez okazaly sie by¢ silnymi inhibitorami enzymu, ze
stalymi inhibicji na poziomie mikromolowym. Arylowe pochodne tiosemikarbazonu
wykazywaly rézny typ inhibicji wzgledem tyrozynazy: kompetycyjny,
niekompetycyjny, mieszany i akompetycyjna. Nie stwierdzono jednak bezposredniej
zaleznoéci miedzy struktura zwiazku a typem hamowania jaki wywieral na
aktywnos¢ enzymu. Wszystkie zwiazki tiosemikarbazonowe charakteryzowaly sie
odwracalnym  mechanizmem  inhibicji. Ogoélnie mozna zauwazyé, ze
tiosemikarbazony podstawione atomem halogenu w pierécieniu aromatycznym w
pozycji para- i meta- silniej hamowaly aktywnosé¢ tyrozynazy w poréwnaniu do
zwiazkoéw, w ktoérych atom halogenu znajdowat sie¢ w pozycji orto-.

Umiarkowana cytotoksycznoscia i wysokim stopniem zahamowania procesu
melanogenezy charakteryzuja sie zwiazki 22-26 oraz 36-45. Zwiazki te moga by¢
brane pod uwage w dalszych etapach prac z uwzglednieniem ich wykorzystania jako
czynnikéw  biologicznie = aktywnych ~w  preparatach  kosmetycznych i
farmaceutycznych  zapobiegajacych ~ wystepowaniu i  leczacych  zmiany
spowodowane nieprawidlowa melanizacja. Zwiazki tiosemikarbazonowe
charakteryzuja sie wysoka aktywnoscia biologiczng 1  wladciwosciami
farmakologicznymi. Ze wzgledu na nieskomplikowang i nie generujaca wysokich
kosztoéw synteze, tiosemikarbazony moga sta¢ sie gléwnym celem w projektowaniu
nowych, skutecznych inhibitoréw tyrozynazy.



