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Przedstawiona mi do oceny praca doktorska opisuje badania przeprowadzone przez mgr
Agate Gitlin-Domagalska pod kierunkiem prof. dr. hab. Krzysztofa Rolki. Rozprawa
poswigcona jest projektowaniu, syntezie selektywnych inhibitorow matryptazy-2 oraz
badaniu ich aktywno$ci 1 mechanizmu dziatania. Badania te sa kontynuacja tematyki
realizowanej od szeregu lat przez profesora Rolkg, ktory jest nieckwestionowanym ekspertem
w tej dziedzinie. Kopromotorem pracy jest profesor Michael Giitschow z Instytutu
Farmaceutycznego Uniwersytetu w Bonn.
Proteazy serynowe naleza do najwigkszej 1 najlepiej poznanej grupy enzymoéw
proteolitycznych. Ich aktywnos¢ musi by¢ $cisle regulowana, tak aby zapobiec niewtasciwej
i czesto destrukcyjnej proteolizie. Nadmierna i niekontrolowana przez endogenne inhibitory
aktywnos$¢ proteaz serynowych prowadzi do wielu stanow chorobowych.
Matryptaza-1 i matryptaza-2 sa transmembranowymi proteazami serynowymi typu II, ktorych
nadekspresja zwigzana jest migdzy innymi z rozwojem nowotwordw piersi lub prostaty.
Doktadna rola matryptazy-2 w rozwoju nowotwordw nie jest poznana. Inna wazna funkcja
enzymu jest udziat w homeostazie zelaza. Inhibitory matryptazy-2 moga znalez¢ zastosowanie

w leczeniu chordb zwiazanych z nadmiernym poziomem Zelaza w organizmie.
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Mgr Agata Gitlin-Domagalska w swojej dysertacji podjeta bardzo aktualne badania nad
selektywnymi inhibitorami matryptazy-2 wykorzystujac modyfikacje inhibitora trypsyny
wyodrebnionego z nasion stonecznika (SFTI-1). Praca obejmuje nie tylko projektowanie i
syntez¢ nowych analogdéw, ale réwniez obszerne badania enzymatyczne. Poszukiwanie
niskoczasteczkowych inhibitorow pozwalajacych na kontrolg aktywnos$ci enzymoéw stanowi
wazne wyzwanie wspolczesnej chemii medyczne;.

Praca napisana w jezyku angielskim liczy 179 stron i1 zostala podzielona na kilka czgsci:
Literaturowa (Literature review) — 76 stron, poprzedzona wykazem stosowanych skrotow, Cel
badan (Objective of the study) — 3 strony, Projektowanie i synteza chemiczna (Design and
chemical syntheses — 26 stron, Badania enzymatyczne (Enzymatic studies) — 26 stron, WnioskKi
(Conclusion) — 2 strony oraz Spis literatury (References) liczacy 351 odno$nikow. Na koncu
rozprawy zamieszczony zostat spis rysunkow i tabel oraz 6-Cio stronicowe podsumowanie w
jezyku polskim, wymagane w ustawie. Do pracy dolaczony jest suplement w formie
elektronicznej zawierajacy chromatogramy HPLC oraz widma spektrometrii mas wszystkich
otrzymanych zwiazkow.

Obszerny przeglad literatury obejmuje klasyfikacje enzymoéw, charakterystyke peptydaz,
proteaz serynowych oraz proteaz serynowych typu Il, zakotwiczonych w btonie komodrkowej,
ze szczegdlnym uwzglednieniem matryptazy-1 i 2. Mgr Gitlin-Domagalska opisata strukturg i
funkcje lepiej poznanej matryptazy-1 oraz przedstawita stan wiedzy na temat matryptazy-2, jej
rola w homeostazie Zelaza. Kolejny rozdzial Autorka poswigcita klasyfikacji inhibitorow
proteaz serynowych oraz omowita sposoby oddziatywania inhibitorow z docelowymi
enzymami. W dalszej czgSci omowita naturalne inhibitory, wsrdd nich dobrze poznana rodzing
inhibitoréw Bowmana-Birki (BBI), wsrod nich SFTI-1. Obszerna czgs$¢ literaturowa stanowi
bardzo dobre wprowadzenie do badan wtasnych.

Celem, jaki postawita sobie Doktorantka, byty proby znalezienia selektywnych peptydowych
inhibitorow matryptazy-2. Warto podkresli¢, ze w literaturze nie zostaty opisane selektywne
inhibitory matryptazy-2, nie oddzialujace jednocze$nie z matryptaza-1. Jako struktur¢ wiodaca
Doktorantka wybrata natywny inhibitor trypsyny wyodrgbniony z nasion stonecznika (SFTI-1),
a przy projektowaniu serii peptydow wykorzystata doniesienia literaturowe opisujace
inhibitory matryptazy-1 oraz substraty matryptazy-2. Duzym utrudnieniem w planowaniu
analogow byt brak struktury trojwymiarowej enzymu. W swoich badaniach mgr Gitlin-
Domagalska zdecydowata si¢ wykorzysta¢ model otrzymany w oparCiu 0 znane struktury

krystaliczne innych enzymoéw transmembranowych (m.in. matryptazy-1). Zaplanowata i
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otrzymatla seri¢ 40 mono- i bicyklicznych analogéw modyfikowanych w pozycjach 1, 4, 5,
10 i 12, ponadto zsyntetyzowata dwa fluorescencyjnie znakowane analogi oraz natywny i
monocylkiczny analog SFTI-1. Poniewaz w miejscu wiazacym S3/S4 matryptazy-2 obecne
reszty Glu662, Asp663 i Ser664 tworza ujemnie natadowana kieszen, w miejsce P3 lub P4
Doktorantka postanowita wbudow¢ reszte L- lub D-argininy. Na podstawie opisanych w
literaturze doniesien o wplywie na aktywno$¢ matryptazy malego, niepolarnego
aminokwasu w pozycji P1’ =zaprojektowata analogi 14-17, zawierajace reszt¢ Ile.
Dodatkowa cyklizacja poprzez utworzenia wigzania amidowego pozwolilo na poréwnanie
aktywnosci inhibitorow bicyklicznych z monocyklicznymi. Wbudowanie w pozycjg 1 reszty
lizyny dato mozliwos¢ cyklizacji zarowno ,,gtlowa-ogon” jak i ,tancuch boczny-ogon”, co
pozwolito otrzymac bicykliczne analogi o réznej wielkos$ci pierscienia (19, 20, 22, 23, 24,
25, 32, 33 i 35-38). Mgr Gitlin-Domagalska otrzymata rowniez dwa peptomery (39 i 40),
zawierajace resztg analogu argininy - N-guanidynopropyloglicyng, w pozycji P1 lub P1 i P4.
Wszystkie analogi Doktorantka poddata badaniu na aktywnos$¢ w stosunku do matryptazy-1
I matryptazy-2 w trzech roznych st¢zeniach (0.98, 9,8 i 98 uM) z uzyciem odpowiednio
Boc-Gln-Ala-Arg-AMC oraz ABZ-lle-Arg-Ala-Arg-Ser-Ala-Ala-Tyr(3-NO)-NH, jako
substratow. Analogi zawierajace reszt¢ lizyny w pozycji P1 byly stabszymi inhibitorami
matryptazy-2 niz analogi zawierajace resztg¢ argininy w pozycji P1 i P4. Dla wybranych
analogow (6, 7, 11, 12, 21-24, 28-30 and 34-37) oraz natywnego i monocylkicznego SFTI-1
zostata wyznaczona stata inhibicji K wobec matrptazy-1, matryptazy-2 oraz innych proteaz
serynowych o zblizonej do obu matryptaz specyficznosci substratowej (plazminy, trombiny
oraz trypsyny). Analogi 3, 6, 7, 11, 12 i 29 o roznej aktywnos$ci inhibitorowej wykazaty
rowniez wysoka stabilno$¢ proteolityczng w obecnos$ci matryptazy-2. Przeprowadzone
pomiary kinetyczne dla analogu 6 ([Arg’]SFTI-1) pozwolity zaproponowaé¢ mechanizm
inhibicji okreslany jako hamowanie kompetycyjne. Dla zbadania oddzialywania inhibitora o
najwyzszej aktywnosci (6) z enzymem w komorce Doktorantka zsyntetyzowala znakowane
fluorescencyjnie analogi 6A i 6B, zawierajace reszte karboksyfluoresceiny, (mieszanina
dwoch izomeréw) potaczonej z reszta glicyny za pomoca odpowiedniego tacznika
(polietylenoglikol lub kwas 8-amino-3,6-dioksaoktanowy). Wstepne badania nad
mozliwoscia wykorzystania obu peptydow jako probnikow do oznaczania aktywnos$ci
matryptazy-2 wymagaja dalszych eksperymentow.

Duzym osiagnigciem mgr Gitlin-Domagalskiej byto uzyskanie dwoch wysoce selektywnych
inhibitor6w matryptazy-2 (monocykliczny analog 7 i bicykliczny analog 12), ktore
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hamowaty dziatanie matryptazy-1 odpowiednio 176 i 228 razy stabiej. Oba analogi okazaty
si¢ stabymi inhibitorami plazminy i silnymi inhibitorami trypsyny. Nie wptywa to jednak na
mozliwosci ich wykorzystania jako terapeutykéw z uwagi na réozne miejsca wydzielania
matryptazy i trypsyny.

Wszystkie peptydy otrzymane na zywicy Barlosa z wykorzystaniem strategii Fmoc. Synteza
monocyklicznych peptydow obejmowata usunigcie liniowych prekursorow z zywicy z
jednoczesnym odblokowaniem grup funkcyjnych a nastgpnie cyklizacj¢ poprzez utworzenie
mostka disulfidowego. Dla 14 bicyklicznych analogéw, liniowe prekursory byty usuwane z
zywicy, bez deprotekcji tancuchow bocznych. Pierwsza cyklizacja obejmowata utworzenie
wiazania amidowego z udzialem PyBOP jako odczynnika sprzegajacego a nast¢pnie, po
usunigciu wszystkich grup ochronnych utworzono mostek disulfidowy. Wszystkie peptydy
zostaly oczyszczone z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w
uktadzie faz odwréconych, a ich masa zostala potwierdzona spektrometrig mas.

Z opisu rozprawy wynika, ze Doktorantka dobrze panuje nad metodologia syntezy peptydoéw
na fazie stalej, cyklizacja liniowych prekursoréow, technikami chromatograficznymi,
charakterystyka otrzymanych zwiazkéw nie budzi zastrzezen. Rowniez duza biegloscia
wykazata si¢ w badaniach enzymatycznych.

Praca napisana jest poprawnym angielskim, dobre wrazenie sprawia estetyczny wyglad
pracy i przejrzyste rysunki. Niestety polskie streszczenie zawiera kilka niefortunnych
sformutowan.

Z obowiazku recenzenta przedstawig kilka wybranych uwag:

-zamieszczanie na dziewigciu stronach chromatograméw HPLC 1 widm MS nie bylo
konieczne 1 niepotrzebnie zwigksza objgtos¢ pracy. Wszystkie dane sa w tabeli 6 oraz w
zalaczonym suplemencie.

- w podrozdziale ,,Peptide synthesis” Autorka nie podaje obsadzenia zywicy i skali w jakiej
przeprowadzala syntezy

- w Tabeli 6 podaje wydajno$¢, cho¢ podanie czysto$ci otrzymanych analogéw byloby
bardziej zasadne. Nie bardzo rozumiem jak zostata policzona wydajnos¢ koncowych
produktow 1 liczg na wyjasnienie w trakcie obrony pracy.

- czy substrat Boc-GIn-Ala-Arg-MAC (str. 123) jest amidem 7-amino-4-metylokumaryny,
ktory w skrotach jest opisany jako AMC?

- ,wilasnosci” i ,wlasciwosci” sa w jezyku potocznym synonimami, ale w tekscie
chemicznym powinno uzywac si¢ terminu ,,wlasciwosci”

- ..proteoliza enzymatyczne” (str. 179) — proteoliza iest hydroliza enzymatyczna. powinno
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- ,proteoliza enzymatyczne” (str. 179) — proteoliza jest hydrolizag enzymatyczng, powinno
by¢ hydroliza enzymatyczna lub proteoliza

)

- ,,Uzyskane wyniki potwierdzily, ze uzyskane wyniki najlepiej pasujg...”- nalezatoby
przeredagowac

Nalezy jednak podkresli¢, ze powyzsze, drobne mankamenty nie majg istotnego wplywu na
wysoki poziom merytoryczny recenzowanej 1ozprawy.

Dorobek mgr Agaty Gitlin-Domagalskiej obejmuje 4 publikacje w czasopismach z bazy
JCR o sumarycznym IF=12,922 (w jednej jest pierwszym autorem), trzy prace w
ksigzkowych materialach konferencyjnych oraz 26 doniesien zaprezentowanych na
konferencjach krajowych i zagranicznych.

O waznoSci i aktualnosci badan prowadzonych przez Doktorantke $wiadezy rowniez fakt, ze
znalazly one finansowanie z Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu Preludium 7
(kierownik grantu) oraz z funduszu Mlodych Naukowcow (kierownik grantu).
Podsumowujac, pracg doktorska mgr Agaty Gitlin-Domagalskiej oceniam bardzo wysoko.
Temat podjety przez Doktorantke jest z punktu widzenia naukowego wysoce aktualny.
Uzyskata ona szereg waznych i ciekawych rezultatow, wykazala umiejetnos¢ postugiwania
si¢ wieloma nowoczesnymi metodami badawczymi i zdolnoscig krytycznej interpretacji
uzyskanych wynikow. W mojej opinii, recenzowana rozprawa stanowi samodzielne

rozwigzanie przez Doktorantke problemu naukowego, zwigzanego z poszukiwaniem

selektywnych inhibitoréw matrypotazy-2.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja pt.
»Designing and chemical syntheses of selective matriptase-2 inhibitors based on
trypsin inhibitor SFTI-1 isolated from sunflower seeds” spelnia wszelkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe¢ o Tytule Naukowym i Stopniach
naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 595
z poézniejszymi zmianami). Wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszezenie mgr Agaty Gitlin-Domagalskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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