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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Sylwii Modrzyckiej pt. Opracowanie selektywnych
markerow chemicznych do badania aktywnosci wybranych proteaz serynowych
zaangazowanych w kaskade krzepniecie krwi

Enzymy proteolityczne petnig w organizmie réznorodne funkcje a ich aktywnos¢ jest
regulowana przez endogenne inhibitory. Zaburzenia réwnowagi pomiedzy aktywnoscig
proteaz, a ich inhibitorami sg przyczyng wielu chordb, dlatego tez poszukiwanie nowych,
selektywnych markerdw i inhibitoréw tej grupy enzymoéw jest celem badawczym wielu grup
naukowych. Opracowane zwigzki mogg pozwoli¢ zaréwno na lepsze zrozumienie
mechanizmdw dziatania poszczegdlnych typédw enzymédw, jak i na opracowanie nowych lekéw.
Stanowi to przedmiot zainteresowania wielu osrodkéw badawczych, a jedng z grup z sukcesem
badajgcag te mozliwosci jest zespdt prof. dr hab. Marcina Draga - promotora recenzowane;j

pracy.

Praca doktorska mgr inz. Sylwii Modrzyckiej zostata wykonana w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej. Czesé
badan obejmujgca otrzymanie oczyszczonych czynnikdw krzepniecia oraz krwi petnej zostata
wykonana we wspotpracy z prof. Jamesem Huntingtonem z University of Cambridge i dr. n.
med. Stanistawem Potoczkiem z Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Promotorem
pomocniczym recenzowanej pracy byta dr inz. Paulina Kasperkiewicz-Wasilewicz.

Celem pracy doktorskiej mgr inz. Sylwii Modrzyckiej byto:

1. Okreslenie specyficznosci substratowej wybranych proteaz serynowych kaskady
krzepniecia krwi (APC, trombiny, czynnika Xa i Xla) w pozycjach P4-P1
wykorzystujgc metody chemii kombinatoryjnej;

2. Projektowanie i synteza tetrapeptydowych substratéow fluorogenicznych;
Opracowanie zestawu inhibitorow i markeréw chemicznych oraz badanie ich
selektywnosci za pomocg kinetyki enzymatycznej oraz analizy SDS-PAGE i Western
blot;

4. Optymalizacja metody i wizualizacja czynnikdw krzepniecia krwi w ludzkim osoczu.
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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska (155 stron) sktada sie ze wstepu
teoretycznego (38 stron), celu pracy (2 strony), opisu badan wtasnych wraz z opisem procedur
syntetycznych (42 stron), podsumowania i wnioskdw (5 stron) oraz czesci eksperymentalnej
(30 stron). Rozprawa zawiera réwniez wykaz stosowanych skrotow, struktury aminokwaséw
uzytych w syntezie bibliotek, jak rowniez spis literatury cytowanej (284 pozycje) i spis dorobku
naukowego doktorantki, ktéry obejmuje 3 publikacje, 1 zgtoszenie patentowe i 4 wystgpienia
konferencyjne.

Wstep teoretyczny sktada sie z kilku zasadniczych czesci omawiajacych doniesienia
literaturowe w zakresie zagadnien zwigzanych z rozprawg. W czesci pierwszej doktorantka
przedstawita ogdlne zagadnienia zwigzane z proteazami, nastepnie omdwita szczegdtowo
protezy serynowe, metody okreslania specyficznosci substratowej proteaz i markery
chemiczne. Osobny paragraf dotyczy zagadniend zwigzanych z kaskadg krzepniecia krwi w
ktérym doktorantka doktadnie omoéwita niektdre czynniki krzepliwosci, a mianowicie biatko C,
trombine i czynniki Xa i Xla.

Gtéwnym celem badan mgr inz. Sylwii Modrzyckiej byto opracowanie zestawu
selektywnych narzedzi chemicznych umozliwiajgcych szybkie i proste wykrywanie aktywnosci
i znakowanie wybranych enzyméw (APC, trombiny, czynnika Xa i czynnika Xla) aktywnych w
procesie krzepniecia i oznaczenie ich w prébkach osocza krwi ludzkie;j.

W pierwszej fazie swoich badan, po potwierdzeniu specyficznosci L-argininy w pozycji
P1 we wszystkich badanych enzymach, doktorantka przebadata preferencje substratowe
badanych czynnikéw krzepniecia w pozycjach P4-P2 poprzez przebadanie bibliotek w
technologii Hybrid Combinatorial Substrate Library (HyCoSul).

Nastepnie, w oparciu o szczegétowy obraz preferencji substratowej miejsc aktywnych
poszczegdlnych czynnikdw krzepniecia, dla kazdego badanego enzymu wybrata reszty
aminokwasowe nienaturalnych aminokwasdow preferowane przez ten enzym i zsyntezowata,
przy wykorzystaniu techniki na podtozu statym, serie fluorogenicznych tetrapeptydow
(znacznikiem byt kwas 7-amino-4-kumarynooctowy ACC, N-koniec byt zacetylowany), ktére
przebadata pod katem ich selektywnosci.

Doktorantka otrzymata 25 fluorogenicznych substratéw peptydowych dla APC, 22 dla
trombiny, 20 dla czynnika Xa i 23 dla czynnika Xla. Doktadne badania kinetyczne wykazaty, ze
wsrod otrzymanych przez nig zwigzkéw byt najlepszy z dotad opisanych w literaturze substrat
APC (SMAS5) i co wazniejsze substrat, ktory wykazywat bardzo wysoki stosunek selektywnosci
kkat/Km (SMA17). Rowniez w stosunku do pozostatych enzyméw doktorantka uzyskata
selektywne substraty, dla trombiny byto to SMII22, dla czynnika Xa SMX15, a dla czynnika Xla
SMX15. To duze osiggniecie doktorantki, bo do tej pory nie bylo opracowanych tak
selektywnych substratéw dla czynnikéw krzepniecia.

W kolejnym etapie swoich badanin mgr inz. Sylwia Modrzycka przeksztatcita otrzymane
substraty w serie 10 markeréw chemicznych pierwszej generacji. Wszystkie markery zawieraty



na C-koncu grupe wigzaca - fosfonian difenylu, ktory tworzy wigzanie kowalencyjne z resztg
seryny w miejscu aktywnym proteaz serynowych. Czes$¢ centralng stanowity fragmenty
peptydowe zaprojektowane dla poszczegdlnych enzyméw indywidualnie, co warunkowato ich
rozpoznanie. Markery na N-koncu zwieraty biotyne, ktérg oddzielono od sekwencji
peptydowe;j linkerem badZz Ahx (APC, trombina i czynnik Xa lub PEG(4) w przypadku czynnika
Xla.

Wymagato to od doktorantki przeprowadzenia wieloetapowej syntezy reaktywnej
grupy wigzacej (wg. metody opisanej w literaturze), syntezy fragmentéw peptydowych
zwierajacych réwniez linker i biotyne (na zywicy 2-chlorotrytylowej), a nastepnie potgczenie
tych fragmentéw metoda syntezy w roztworze (HATU, 2,4,6-kolidyna). Przeprowadzone
badania selektywnosci biotynylowanych markeréw chemicznych przy uzyciu metody SDS-
PAGE pozwolity na wybranie do dalszych badan markeréw poszczegdlnych enzymdw. Byty to
P-SMA171 dla APC, P-SMII321 dla trombiny, P-SMX151 dla czynnika Xa i P-SMXI151 dla
czynnika Xla.

Kolejnym etapem badan mgr inz. Modrzyckiej byto zaprojektowanie i otrzymanie
fluorescencyjnych markerédw chemicznych, jak réwniez inhibitoréw, ktére nastepnie miaty by¢
wykorzystane do bezposredniego oznaczenia badanych enzymdéw w ludzkim osoczu. W tym
celu otrzymata po jednym markerze chemicznym dla kazdego czynnika krzepniecia, ktére
zamiast biotyny miaty rézne znaczniki fluorescencyjne (cyjaniny 3, 5, 7 i BODIPY FL),
charakteryzujgce sie minimalnym naktadaniem widm emisji fluorescencji. Niezaleznie
przeprowadzifa synteze inhibitoréw, ktére zamiast znacznika fluorescencyjnego miaty grupe
acetylowa.

W nastepnym etapie badan doktorantka przebadata pod katem selektywnosci
otrzymane markery, potwierdzajgc ich wysokg selektywnos¢ i mozliwo$é zastosowania w
préobkach biologicznych zawierajacych wiele czynnikdw krzepniecia krwi. Eleganckim
zakoniczeniem badan byta optymalizacja warunkéw oznaczania czynnikéw krzepniecia w
ludzkim osoczu i przeprowadzenie wtasciwych badan jednoczesnego znakowania APC,
trombiny i czynnika Xa.

Otrzymane w pracy doktorskiej mgr inz. Sylwii Modrzyckiej markery fluorescencyjne
mogg znalezé zastosowanie w badaniach diagnostycznych oznaczania aktywnosci czynnikdéw
krzepliwosci i pomdc w leczeniu zaburzen krzepliwosci, coraz czesciej obserwowanych w
medycynie. Z powodu tak szerokich mozliwosci aplikacyjnych zostato w tym zakresie
dokonane réwniez zgtoszenie patentowe. Pokazuje to jak wazne byty badania prowadzone
przez doktorantke i z jakim sukcesem badania te zostaty zakoriczone.

Z obowigzku recenzenta ponizej przedstawie kilka uwag i pytan, ktére nasunety mi sie
podczas czytania tej rozprawy doktorskiej i ktére mogg stanowié¢ podstawe do dyskusji z
doktorantka.

1. Rys. 5 chyba nie do konca dobrze opisuje procedure metody Furki;



2. Str. 19 cytowana publikacja w Biopolimers z 1994 r. pochodzi z laboratorium
Houghtena RA., ktdry zainicjowat i opracowat tworzenie tego rodzaju bibliotek,
wiec dobrze bytoby raczej uzywad jego nazwisko przy omawianiu tej metody;

3. Str. 51 opisane wyniki dla oznaczenia specyficznosci substratowej czynnika Xla sg
troche niezrozumiate, bo nie do korica wiadomo, czy jest to opis badan wtasnych
doktorantki czy opis danych literaturowych. W opisie doktorantka rozwaza trzy
proteazy, na rys. 16 sg przedstawione wyniki dla 4 proteaz, a dodatkowy opis
dotyczy czynnika Xla. Mam nadzieje, ze zostanie to wyjasnione na prezentacji
podczas obrony;

4. Z ciekawosci zapytam kiedy byta podjeta decyzja o innym linkerze w syntezie
markerdw czynnika Xla? Czy préby syntezy z Ahx prowadzity do zwigzku trudnego
do izolacji i matej rozpuszczalnosci w wodzie i wtedy zostata podjeta decyzja, czy
od poczatku spodziewano sie tych trudnosci?

5. Doktorantka nie unikneta zargonowych wyrazen, np. str. 20 - ,fluorescencja nie
jest detektowana”, str. 79 — ,,markery chemiczne detektowano”, str. 87” markery
wigzg sie i detektujg APC”.

Podsumowujac, prace doktorska mgr inz. Sylwii Modrzyckiej przeczytatam z duzym
zainteresowaniem. Badania sg bardzo starannie zaplanowane i wykonane, a rozprawa
doktorska jest napisana dobrg polszczyzng, zwiezle i zawiera wszystkie niezbedne opisy
wykonanych doswiadczen, zaréwno opisy syntez, jak i badan znakowania biatek i badan
kinetycznych. Dodatkowo praca jest bardzo przejrzyscie ilustrowana graficznie. Struktury
otrzymanych fluorescencyjnych markerdw, jak i wyniki znakowania sg elegancko i czytelnie
przedstawione na kolorowych rysunkach. Zakres pracy doktorskiej byt niezwykle szeroki,
poczgwszy od wieloetapowych syntez ok. 100 substratéw, 14 markerdw i 4 inhibitoréw
badanych czynnikow krzepliwosci, poprzez badania znakowania poszczegdlnych enzymow,
badania kinetyczne pozwalajgce na okreslenie selektywnosci otrzymanych zwigzkéw, na
optymalizacji warunkéw i przeprowadzeniu wtasciwych badan jednoczesnego znakowania
czynnikdéw krzepniecia w ludzkim osoczu, skonczywszy. Mysle, ze satysfakcja doktorantki z
osiggnietych wynikéw jest na pewno bardzo duzal

Wszystkie umiejetnosci nabyte przez doktorantke podczas wykonywania pracy
Swiadczg o tym, ze jest ona obecnie swietnie wyszkolonym chemikiem w zakresie
projektowania i syntezy substratéw, markerédw i inhibitoréw rdéznorodnych enzymow
proteolitycznych, jak réwniez w zakresie szeroko pojetej chemii medycznej, przygotowanym
do podejmowania réznorodnych wyzwan naukowych.

Wyniki pracy mgr inz. Sylwii Modrzyckiej zostaty juz opublikowane w 3 publikacjach w
bardzo dobrych czasopismach z listy filadelfijskiej: Chemical Science (IF=9,8), J. Med Chem.
(IF=7,4), Antiviral Research (IF=5,9). Doktorantka prezentowata réwniez swoje wyniki na kilku
konferencjach, na jednej z nich dostata wyrdznienie za najlepszg ustng prezentacje. Na
podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze doktorantka otrzymywata stypendium Rektora dla
najlepszych doktorantéw Politechniki Wroctawskiej (2017, 2020) i stypendium doktoranckie z
dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadan projako$ciowych (2017, 2020).



Z petnym przekonaniem stwierdzam, ie przedstawiona rozprawa mgr inZ. Sylwii
Modrzyckiej zatytutowana ,,Opracowanie selektywnych markeréw chemicznych do badania
aktywnosci wybranych proteaz serynowych zaangazowanych w kaskade krzepniecie krwi”
spetnia wszelkie wymagania stawiane ustawg o stopniach i tytule naukowym i zwracam sie
z wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie
mgr inz. Sylwii Modrzyckiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie ze wzgledu na rozlegto$¢ przeprowadzonych badan, osiggniete wyniki
zarowno naukowe, jak i aplikacyjne, opublikowanie juz czesci wynikébw w doskonatych
czasopismach, wnioskuje o wyrdznienie tej rozprawy doktorskie;j.
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