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rozprawy doktorskiej mgr Sylwi Modrzyckiej

pt. ,Opracowanie selektywnych markeréw chemicznych do badania wybranych proteaz
serynowych zaangazowanych w kaskade krzepniecia krwi”

Pani mgr Sylwia Modrzycka wykonal prace doktorskg zatytutowang: ,Opracowanie
selektywnych markeréw chemicznych do badania wybranych proteaz serynowych
zaangazowanych w kaskade krzepniecia krwi” pod kierunkiem naukowym prof. dr hab.
Marcina Draga oraz dr inz. Pauliny Kasperkiewicz-Wasleskiej w Katedrze Chemii Biologicznej i

Bioobrazowania Politechniki Wroctawskie]j .

Praca doktorska bedaca przedmiotem tej recenzji dotyczy poszukiwania narzedzi, ktore
umozliwitaby selektywne obrazowanie czynnikow krzepniecia w prébkach pochodzenia
biologicznego. Realizacja tego =zadania badawczego wymagata okreslenia specyficznosci
substratowej proteaz serynowych, ktore biorg wudziat w krzepnieciu krwi. Badania te
przeprowadzono metodami chemii kombinatorycznej, wykorzystujgc zardwno aminokwasy
biatkowe jak i nienaturalne. Przebieg reakcji proteolizy byl monitorowany z wykorzystaniem
substratéw fluorogennych zawierajgcych na N-koncu pochodng 7-aminokumaryny. Na tym etapie
badan wykorzystana zostata okreslona specyficznos¢ substratowa czynnikéw krzepniecia w
pozycjach P4-P1. Badania te umozliwity precyzyjne ustalenie specyficznosci substratowej
enzymoéw proteolitycznych zaangazowanych w proces krzepniecia (APC, Trombiny oraz czynnikéw
Xa i Xla). Dzieki temu stalo sie mozliwe zaprojektowanie wysoce selektywnych substratéw dla
wymienionych enzymoéw. Dane te umozliwily takze uzyskanie selektywnych inhibitorow i
znacznikow chemicznych czynnikéw krzepnigcia. Wykorzystujg informacje uzyskane podczas
pierwszej fazy badan zsyntezowano sekwencje peptydowe o duzym powinowactwie do

wykrywanego biatka, w ktorych reszta argininy zostata zastgpiona przez reszte estru difenylowego



kwasu amino-(3-guanidyloprpylo) metanofosfonowego. Doprowadzito to do powstania
nieodwracalnych, kowalencyjnych inhibitoréw badanych proteaz. W celu detekcji czynnikow
krzepnigcia zastosowano dwa alternatywne podejscia: otrzymany inhibitor zostat skoniugowany z
biotyng lub bezposrednio z odpowiednim fluoroforem. Koniugat zawierajacy biotyne mogt byé
nastepnie poddany wizualizacji z wykorzystaniem streptawidyny znakowanej fluorescencyjnie,
natomiast w przypadku zastosowania koniugatu z fluoroforem mozliwa jest bezpoérednia detekcja
czynnikéw krzepnigcia na zelu poliakrylamidowym.

Otrzymane odczynniki zostaty przetestowane zaréwno z wykorzystaniem oczyszczonych czynnikéw
krzepniecia jaki i na osoczu. Badania wykazaty ze otrzymane markery sg efektywne i umozliwiaja
selektywng detekcje czynnikéw krzepniecia w materiale biologicznym.

Niewatpliwie realizowany w pracy doktorskiej temat badawczy jest aktualny i ma potencjalne

zastosowania.

Praca liczy 155 stron i napisana jest jasno i zwieZle. Przeglad literaturowy (49 stron) kolejno
omawia mechanizm dziatania proteaz serynowych, metody badawcze stosowane do wyznaczania
specyficznosci  substratowej enzyméw i chemiczne markery enzymow proteolitycznych.
Doktorantka omowita takze mechanizmy prowadzace to krzepnigcia krwi ze szczegdlnym
uwzglednieniem czynnikéw krzepniecia (APC, trombina, czynniki Xa i XIa), ktorych detekcja i
wizualizacja stanowita gtéwny cel pracy. Wszystkie informacje zawarte tej czeédci sg celowe i
przyczyniajq sig do lepszego zrozumienia rozprawy. Ta czes¢ pracy oddaje aktualny stan wiedzy i

jest interesujace napisana.

Cze$¢ eksperymentalna zawiera wszystkie informacje niezbedne do odtworzenia wykonanych
syntez i badan enzymatycznych. Dla zwigzkéw o niskich masach czasteczkowych potwierdzenie
struktury zostato przeprowadzone z wykorzystaniem 'H NMR, HRMS. Przytoczone dane
jednoznacznie potwierdzajg struktury otrzymanych substancji. Peptydy zostaly scharakteryzowane
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej i HRMS. Zmierzone masy
czasteczkowe pozostajg w bardzo dobrej zbieznosci ze sktadem obliczonym na podstawie wzoréw
sumarycznych, a badania przeprowadzone technika HPLC potwierdzaja czysto$¢ i jednorodnosé
otrzymanych produktéw. Taki rodzaj charakterystyki produktéw peptydowych i innych
bioczasteczk o ztozonych strukturach jest powszechnie stosowany w pigmiennictwie naukowym.
Pewne zastrzezenia w opisie eksperymentu moze budzi¢ brak informacji dotyczacej otrzymanych
chromtograméw. Z jednej strony mozna sie zgodzi¢, ze jest to rutynowa metoda badawcza, ktéra
obecnie nie stanowi wyzwania. Jednak ocena czystosci produktéw bytaby tatwiejsza gdyby podaé
warunki pomiaru, takie jak gradient, szybkos¢ przeptywu rozpuszczalnika, sktad fazy ruchomej,
typ i srednica kolumny a takze dtugos¢ fali, przy ktérej byta prowadzona detekcja. Ten ostatni

parametr jest szczegdlnie istotny, poniewaz jezeli detekcja jest prowadzona w zakresie



pochtaniana fluoroforu, analiza nie wykaze czesSci zanieczyszczen (tych czasteczek w ktorych
brakuje czesci zawierajgcej fluorofor)

Bibliografia (284 pozycje) jest bardzo obszerna a takze przygotowana w sposob jednolity i

staranny. Uwzglednia najnowsze publikacje az do roku 2020. Duze czesc¢ prac uwzglednionych w
bibliografii powstata po roku 2000 co swiadczy ze tematyka pracy doktorskiej jest aktualna i budzi
zainteresowanie w $rodowisku naukowym. Przegladajac cytowane prace znalaztem jedng
niescisto$¢ dotyczaca pozycji 270. Na stronie 71 pracy doktorskiej Autorka odsyta do pozycji 270,
ktéra ma opisywac synteze reaktywnej grupy wiazacej. W cytowanej publikacji znajduja sie jedna
dane dotyczace syntezy serii sulfonamiddw.
Praca jest bardzo starannie zredagowana i profesjonalnie przygotowana pod wzgledem graficznym.
Wsrod nielicznych nieécistosci, wystepujacych w tekscie moja uwage zwrdcit fragment ze strony 79
,Fluorescencyjne markery sa doskonatym narzedziem do obrazowania aktywnosci w probkach
biologicznych ze wzgledu na ich wysoki molowy wspétczynnik ekstynkcji...” Jest to skrot myslowy,
poniewaz w tym fragmencie zabrakfo informacji o wydajnosci kwantowej markera, ktéra jest
kluczowa dla wysokiej czutosci detekcji. Problem ten zostat jednak catkowicie wyjasniony w czesci
teoretycznej pracy (strona 27).

Podczas lektury pracy nasuneto mi sie kilka pytan do Autorki:

1. Otrzymana synteza reaktywnej grupy wigzacej prowadzi do produktu racemicznego (tworzy
sie nowe centrum chiralnosci) - jak to wpltywa na przydatnosc otrzymanego odczynnika?

2. Uklad, ktory powstaje po przytaczeniu reaktywnej grupy wigzacej do reszt peptydu
powinien by¢ mieszanina dwoch diastereoizomerdw. Jednak na chromatogramie widoczny
jest tylko jeden, waski pik — czy jest to wynik rozdziatu na preparatywnym HPLC czy tez
mieszanina diastereoizomerdw nie daje sie rozdzieli¢ w zastosowanych warunkach.

3. W jaki sposéb mozna otrzymaé produkt o zdefiniowanej chiralnosci i czy miatoby to wplyw
na detekcje enzymow

4, Na elektroferogramach dotyczacych wizualizacji ACP w prawie wszystkich przypadkach
widoczne sq 3 prazki (nawet, kiedy wykorzystano czyste biatko). Zjawisko to wystepuje
niezaleznie od =zastosowanej metody detekcji. W przypadku pozostaltych czynnikéw
krzepniecia zjawisko to nie zostato zaobserwowane dla pozostatych czynnikéw krzepniecia.

Jaka jest przyczyna tej niejednorodnosci.

Kilka krytycznych uwag zgtoszonych powyzej nie wplywa na mojg wysoka oceng rozprawy
doktorskiej. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi czesciami pracy s dobrze wywazone a catosc
napisana jest przejrzyscie i przewaznie dobrym, poprawnym jezykiem. Dotychczasowy dorobek
naukowy Doktoranta obejmuje tacznie 3 prace o tgacznym wspdtczynniku wplywu 23,2

opublikowane w prestizowych czasopismach. Dalsze publikacje Doktorantki sg obecnie



recenzowane. Doktorantka jest tez wspotautorkg patentu i licznych wystapien na konferencjach

naukowych

Podsumowujgc, stwierdzam, ze badania przeprowadzone przez Panig Sylwie Modrzycka
odpowiadajg na pytania postawione w celu pracy zas eksperymenty zostalty zaprojektowane i
wykonane starannie oraz przedstawione w przejrzysty sposéb. Literatura obejmuje najnowsze
prace i cytowana jest w sposéb jednolity i konsekwentny. Wykonywane badania maja duza
wartos¢ naukowa i potencjat aplikacyjny. Wykonana przez Panig Sylwie Modrzyckg i przediozona
mi do recenzji praca pt. ,Opracowanie selektywnych markeréw chemicznych do badania
wybranych proteaz serynowych zaangazowanych w kaskade krzepniecia krwi” spetnia
wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim okreélone przez przepisy aktualnie
obowigzujacej Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym jak réwniez wymogi zwyczajowe. Dlatego
wnosze 0 jej przyjecie oraz dopuszczenie Autorki do publicznej obrony pracy doktorskiej.
Jednoczesnie ze wzgledu na duzy dorobek naukowy autorki oraz wysoki poziom naukowych
zaprezentowanych badan zwracam sie z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Sylwii

Modrzyckiej

Prof. dr hab. Piotr Stefanowicz

6}0#, u-\zﬁwt/i



