Prof. dr hab. Jerzy Silberring
Katedra Biochemii i Neurobiologii
Wydziat Inzynierii Materiatlowej i Ceramiki

Akademia Gorniczo-Hutnicza w Krakowie

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani Mgr Agaty Gitlin-Domagalskie;j
pt. "Designing and chemical syntheses of selective matriptase-2 inhibitors based on

trypsin inhibitor SFTI-1 isolated from sunflower seeds"

Dysertacja, przygotowana pod kierunkiem Promotora, Pana Prof. dr hab.
Krzysztofa Rolki oraz Kopromotora, Pana Prof. Michaela Giitschowa i Promotora
pomocniczego, Pana Dr Dawida Dgbowskiego, dotyczy syntezy analogéw SFTI o
rdznicujgcej selektywnosci dla matryptaz 1 i 2 oraz kilku proteaz serynowych

(trombina, trypsyna i plazmina)

Inhibitory enzyméw stanowia niezwykle wazng grupg zwiazkow,
regulujgcych aktywno$¢ enzymow i szlakow metabolicznych w organizmach zywych.
Ponadto, syntetyczne inhibitory pelnig funkcje lekow, m.in. w leczeniu nadcisnienia
tetniczego, hamowaniu procesow nowotworzenia, czy dziataniu antybakteryjnym.
Stad zapewne biorg sie zainteresowania Doktorantki taka tematyka, wynikajaca tez z
tradycji znakomitej szkoty rozwijanej przez Prof. G. Kupryszewskiego i Jego ucznia

Prof. K. Rolke.



Rozprawa jest podsumowaniem prac, realizowanych w ramach grantu
Narodowego Centrum Nauki, kierowanego przez Doktorantke. Tekst, napisany
dobrym jezykiem angielskim, liczy ok. 170 stron i opatrzony zostat stosowna liczba

pogladowych rycin i tabel.

Wstep teoretyczny oceniam jako bardzo dobry, uwzgledniajacy w swojej
tresci takze podstawy enzymologii. Uwazam jednak, ze tekst jest zbyt obszerny.
Zgodnie z proporcjami w bazie MEROPS zawierajacg 4000 enzymow i 700
inhibitoréw, Doktorantka napisata 70 stron nt. enzymow i tylko 15 nt. inhibitorow.
Jest to o tyle istotne, ze celem pracy byty wiasnie inhibitory a nie same enzymy. T¢
uwage nalezy traktowa¢ jedynie w kategoriach ztosliwosci recenzenta, jako ze
materiat $wietnie nadaje sie na artykut przegladowy, co sugeruj¢ zar6wno
Doktorantce jak i Promotorom. Warte podkreslenia, ze Doktorantka klarownie
wyjasnia pojecia: proteinaza, peptydaza, proteaza, itd., czgsto wprowadzajace

zamieszanie w nazewnictwie.

Doktorantka wykonata ogromnag prace, syntetyzujac ok. 40 inhibitorow.
Chetnie przedyskutuje, czy nie byloby lepiej przygotowac niewielkg biblioteke, co
mogloby, przynajmniej hipotetycznie, przyspieszy¢ badania. Na str. 127 Doktorantka
stusznie zauwaza, ze zwiazki 6 i 11 sg dobrymi inhibitorami, jednak nie réznicujg

pomiedzy matryptazg 11 2.

Z ogblnego profilu inhibicji jedynie trombina "wytamuje si¢" i ulega
aktywacji. Nasuwa si¢ tu hipoteza, czy czysto$¢ trombiny byla sprawdzana? Moze ta
nieoczekiwana aktywacja wynika z obecnosci zanieczyszczen komercyjnego
preparatu, przy catej poprawnosci wykonywanych testow? Doktorantka nadmienia tez
(str. 122), ze wystgpily problemy z wyznaczeniem stezenia plazminy przy uzyciu
chromogennego substratu NPGB. Czy sa alternatywne metody oznaczania stgzenia

plazminy i czy Doktorantka brala je ewentualnie pod uwage?

Drobne literowki, z niejakim trudem wyszukane w tekscie, pozwalam sobie wymieni¢
ponizej:
Str. 8: "transferrin" a nie "transferrine"

Str. 99: "reversed phase" zamiast "reverse phase"



Na str. 130, w Tab. 10 troche nieszczgsliwie oznaczono stabsza aktywacje za pomoca

strzalek biegnacych w przeciwnych kierunkach. Zwyczajowo taki symbol oznacza

zmienno$¢ dziatania.

Powyzsze uwagi w zadnym stopniu nie umniejszajg bardzo wysokiej,

merytorycznej wartosci dysertacji.

Do najwazniejszych osiggnie¢ Mgr Gitlin-Domagalskiej niewatpliwie naleza:

opracowanie i synteza szeregu analogow SFTI jako potencjalnych i
selektywnych inhibitoréw matryptaz 11 2;

wyznaczenie istotnych parametrow kinetycznych;

okreslenie stabilnosci tych sekwencji inhibitorowych 1 wykazanie, ze zamiana
Arg na D-Arg w pozycji P4 jest kluczowa dla uzyskania odpornosci na
proteolize;

zastosowanie wybranych inhibitoréow, znakowanych fluorescencyjnie, do
badan in vivo;

uwazam, ze uzyskane wyniki stanowig nowos$¢ naukowa i wnoszg znaczacg
wiedze do przysztych prac nad inhibitorami matryptaz, co moze mie¢

potencjalne znaczenie farmakologiczne.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wykonata ogromng prace, ktora wprawdzie

nie przynioslta spektakularnych efektow, niemniej jednak stanowi bardzo dobry punkt

wyjscia i solidne podstawy do dalszych badan. Opracowanie selektywnego inhibitora,

dziatajgcego na jeden enzym nie jest sprawg prosta, o czym przekonala sie¢ m.in. firma

Merck, projektujac pierwsza generacj¢ inhibitorow cyklooksygenazy 2 (coxins).

Stosujac si¢ do zasady, ze z faktami si¢ nie dyskutuje, dorobek naukowy

Doktorantki zwalnia mnie z obowigzku ponownego recenzowania juz

opublikowanych prac.

Dorobek naukowy Pani Mgr Agaty Gitlin-Domagalskiej jest znaczacy i

obejmuje m.in.: 4 opublikowane prace w renomowanych czasopismach naukowych, 3

artykuly w materiatach konferencyjnych (migdzynarodowych) oraz wspétudziat w



bardzo duzej liczbie konferencji zar6wno w formie ustnej jak i w formie posterow.
Dodatkowo nalezy wymieni¢ m.in. kierowanie grantem krajowym (PRELUDIUM),
grantem Uniwersytetu Gdanskiego w ramach rozwoju mtodych naukowcow i udziat
w grancie NCN. Do tego nalezy doda¢ stypendia i nagrody oraz bardzo interesujaca
dziatalno$¢ organizacyjng, w tym popularyzatorska. Jest to dorobek bardzo dobry,
uzyskany w okresie 4 lat i $wiadczy o bardzo dobrych kwalifikacjach Doktorantki

oraz Jej pracowitosci.

Ponownie chciatbym podkresli¢ ogrom pracy, wlozonej w realizacje tego
projektu i znaczenie wynikow, ktore sg podstawa do dalszych badan a bez ktérych nie

mogto si¢ obejs¢.

Stwierdzam, ze przedtozona rozprawa spelnia wszelkie wymogi zwyczajowe,
stawiane pracom doktorskim i stanowi nowo$¢ naukowa. Spetnione sg réwniez
formalne wymogi Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003r. (Dz. U. 22003 nr 65, poz.
595, z pdzniejszymi zmianami Dz. U. z 2005r. nr 164, poz. 1365, Dz. U. z 201 1r. nr
84, poz. 455). Zatem wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani Mgr Agaty Gitlin-Domagalskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Krakow, 11.10.2016r.



