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Magister inzynier Sylwia Modrzycka swoja pracg doktorskg zatytutowang
»Opracowanie selektywnych markeréw chemicznych do badania aktywnosdci wybranych
proteaz serynowych zaangazowanych w kaskade krzepniecia krwi” wykonata na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania,
pod prof. dr hab. Marcina Draga oraz dr inz. Pauliny Kasperkiewicz~Wasilewskiej petniacej
funkcj¢ promotora pomocniczego.

Tematyka badawcza podjeta w rozprawie dotyczy wybranych proteaz serynowych
(APC, trombiny, czynnika Xa i XIa) zaangazowanych w kaskade krzepnigcia krwi.
Hemostaza to zlozone zjawisko, gdyz odpowiada za utrzymanie krwi w plynnej postaci a z
drugiej strony za powstrzymywanie krwawien. Podstawowym zadaniem hemostazy jest
utrzymanie réwnowagi miedzy procesem krzepnigcia a fibrynolizg. Brak rownowagi moze
skutkowaé patologicznymi krwawieniami, a takze chorobami o podtozu  zakrzepowo-
zatorowym,

Praca posiada wielopoziomowa strukture, konsekwentnie dostosowang do osiagniecia
nadrzednego celu badan realizowanych w grupie badawczej profesora Marcina Draga gdzie
wykorzystuje sie platformg  technologiczna opartg o szeroka game nienaturalnych
aminokwaséw do monitorowania aktywnosci enzyméw proteolitycznych. Proteazy maja
ogromne znaczenie w badaniach biomedycznych. Monitorowanie aktywnosci proteaz jest
mozliwe przy uzyciu markeréw molekularnych (znacznikéw) oraz inhibitoréw, czyli
zwiazk6w hamujgcych aktywnosé poszczegolnych proteaz. Projektowanie i synteza tych
zwigzkéw stuzacych selektywnemu wykrywaniu oraz blokowaniu aktywnosci proteaz jest
gléwnym obszarem, nad ktérym pracuje zespél profesora Marcina Draga. Opracowana
technologia (Hybrydowa Kombinatoryczna Biblioteka Substratéw, HyCoSuL) umozliwia
zaprojektowanie i otrzymanie wysoce aktywnych i selektywnych narzedzi chemicznych w
postaci substratéw, inhibitoréw i markeréw chemicznych. Platforma ta z powodzeniem

zastosowana byla w poszukiwaniu markeréw wielu enzymoéw proteolitycznych: elastazy
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neutrofilowej, waznej w TOZWOjU NOWOtWOréw oraz zwalczaniu patogendw; kaspaz, enzyméw
petnigcych kluczowsy role w procesie apoptozy; proteaz serynowych w neutrofilach oraz
proteaz wirusa ZIKA, Dengue czy SARS. Platforma ta moze stuzy¢ do opracowywania
nowych terapii, lekéw czy metod diagnostycznych.,

Opracowanie selektywnych markeréw chemicznych do badania aktywnosci APC,
trombiny, czynnika Xa i Xla zaangazowanych w kaskade krzepnigcia krwi wymagato
realizacji badan wielopoziomowych, dlatego tez gléwny cel pracy obejmowat: 1) badanie
specyficznosci substratowej APC, trombiny, czynnika Xa i Xla w pozycjach P4-P]
wykorzystaniem technologii HyCoSu; 2) zaprojektowanie | syntezg tetrapeptydowych
substratGw fluorogenicznych; 3) opracowanie zestawu inhibitoréw i markeréw chemicznych
APC, trombiny, czynnika Xa i XIa i zbadanie ich selektywnogci; 4) wykorzystanie
opracowanych zwigzkéw do Jjednoczesnego sledzenia czynnikéw krzepniecia krwi w ludzkim
0s0czu.

Recenzowana praca liczy 155 stron. Uktad pracy jest klasyczny i obejmuje wstep
teoretyczny, cel pracy, badania wilasne, podsumowanie i wnioski koficowe, czesé
cksperymentalng oraz wykaz stosowanych skrétGw, struktury aminokwaséw uzytych w
syntezie bibliotek, dorobek naukowy Doktorantki oraz spis cytowanej literatury.

Rozdziat pierwszy »Wstep literaturowy” przedstawia podstawowe dane na temat
proteaz  serynowych, metod wyznaczania  specyficznoéci substratowej  enzyméw
proteolitycznych, markeréw chemicznych enzyméw proteolitycznych, kaskady krzepniecia
oraz ostatnie dwa podrozdziaty przedstawiaja budowe i funkcje APC, trombiny, czynnika Xa
1 XTa, profile specyficznosei, substraty i inhibitory tych biatek. Rozdziat ten liczy 39 stron i
zawiera az 249 odnosnikdw literaturowych. Pomimo duzego zréznicowania tematéw
poszczegdlnych fragmentéw przegladu literaturowego, utrzymana jest spéjnos¢ narracji
dzigki starannemu doborowi referowanych publikacji i konsekwentnemu podporzadkowaniu
wszystkich czesci sktadowych nadrzgdnemu celowi pracy. Generalnie, pozwala wigc to na
wystawienie wysokiej oceny tej czedci rozprawy. W sposéb bardzo ogélnikowy i pobiezny
zostal przedstawiony podrozdziat 1.3.1 »Chemiczne metody okreglania specyficznosci
substratowej proteaz”, dlatego chciatabym prosi¢ o oméwienie tych metod w trakcie obrony
pracy doktorskiej.

Rozdziat drugi przedstawia cel pracy, pierwsza czesé jest powtGrzeniem informacji o
funkeji APC, trombiny, czynnika Xa i XIa, w moim odczuciu Jest ona zbedna. Wiasciwy cel

pracy zawarly jest w punktach 1-4 oraz zostat przedstawiony klarownie w sposéb graficzny.




Rozdziat trzeci »,Badania wiasne” Doktorantka rozpoczgta od zastosowania
zdefiniowanej biblioteki do okreslenia specyficznosci substratowej APC, trombiny, czynnika
Xa i Xla w pozycji Si. Do tego celu zastosowata zdefiniowang biblioteke peptydowsg o
strukturze Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC., Biblioteka ta zostala zsyntezowana w ramach
wczesniejszych badan zespotu. W przypadku APC, trombiny, czynnika Xa Doktorantka
stwierdzita, ze wszystkie proteazy rozpoznawaty jedynie dodatnio natadowang reszte L-Arg.
W przypadku biatka XIa Doktorantka stwierdzita, ze opréez L-Arg, rozpoznawana jest tez
reszta guanidynowanej pochodnej Phe (para L-Phe(guan), oraz L-Asp(Bzl), D-Phe(2-CI), D-
Phe(3-Cl). Niestety w oparciu o dane na Rysunku 16 mozna jedynie stwierdzié
rozpoznawanie reszty L-Arg. Do badan specyficznosci substratowe;j wzgledem kieszeni 82-
54 Doktorantka zastosowata metod¢ HYCoSuL. Biblioteka skiadata st¢ z trzech podbibliotek:
Ac-P4-X-X-Arg-ACC, Ac-X-P3-X-Arg-ACC oraz Ac-X-X-P2-Arg-ACC. W pozycjach P4,
P3,P2  znajdowaty si¢ aminokwasy nienaturalne oraz réwnomolowa mieszanina 18
naturalnych aminokwaséw. Przeprowadzone badania pozwolity na stwierdzenie, ze w
przypadku APC najlepiej Tozpoznawanym substratem jest peptyd zawierajacy reszte L-Lys w
pozycji P2 oraz L-Igl. W przypadku trombiny, w celu uzyskania zwigkszenia selektywnosci i
obnizenia zdolnosci oddziatywan krzyzowych Doktorantka zastosowata L-Aze i L-Pip,
Najlepie; rozpoznawanymi substratami przez czynnik Xla byly peptydy zawierajace w
pozycji P2 reszty L-His(Bzl) oraz L-Glu(Bzl). Badania nad poszukiwaniem substratéw o
zmiennej w pozycji P3 wykazaly, 7e APC, trombina i czynnik Xa posiadaja podobne
preferencje substratowe wzgledem naturalnych aminokwaséw, Doktorantce udato sic
rozrézni¢ APC od trombiny i czynnika Xa poprzez wbudowanie w pozycje P3 reszty L-
Dab(Z). Dla trombiny wyselekcjonowana zostata pochodna zawierajaca reszi¢ L-Cys(MeBzl).
W przypadku czynnika Xa Doktorantka wyselekcjonowata pochodng zawierajagca w pozycji
P3 resztg¢ L-hArg, ktéra umozliwiata odr6znienie tego biatka od APC i trombiny. Kieszen S3
czynnika Xla znaczaco réni si¢ od kieszeni APC, trombiny oraz Xa, dzieki czemu
Doktorantka stwierdzita, ze najlepszymi substratami sg peptydy zawierajace w pozycji P3
reszty L-Nle oraz L-Dht. Doktorantka stwierdzita, Ze w pozycji P4 w przypadku substratu dla
APC najlepsze wyniki uzyskano dia peptydu zawierajacego reszte L-Lys, z kolei najwickszg
selektywno$é wzgledem trombiny dla substratu zawierajacego reszt¢ L-hCha. Dla czynnika
Xa najwyzszg selektywnogé uzyskano dla peptydu zawierajgcego reszte D-Pro w pozycji P4.
W wyniku przeprowadzonych badaf stwierdzono, ze w przypadku czynnika XIa najbardziej

selektywnym substratem byta pochodna zawierajaca reszte L-Tyr(2,6-Cl2-Z) w pozycji P4.




Mgr inz. Sylwia Modrzycka dysponujgc informacjami o specyficznosci substratowe;j
dla biatek APC, trombiny Xa i XlIa otrzymata pulg fluorogeniczych tetrapeptydéw, ktdre
zbadata pod katem ich selektywnogci, Zastosowata klasyczng metode na fazie statej z
uzyciem zywicy typu Rink Amide RA do kiérej przytaczyta pochodng ACC oraz reszte L-
Arg. W przypadku biatka APC otrzymana zostata pula dwudziestu pigciu znakowanych
fluoroforami substratéw peptydowych. Stwierdzita, ze najbardziej obiecujace sa peptydy
SMAS (Ac—Lys—Dab(Z)—IgI-Arg-ACC) oraz SMAI17 (Ac—Lys-Dab(Z)—Lys-Arg—ACC).
Otrzymane zostaty dwadziescia dwa znakowane fluoroforem peptydy, ktére przetestowano
pod katem selektywnosci oddziatywania z trombing. Przeprowadzone badania pozwolily na
stwierdzenie, ze najbardziej selektywnym substratem byt peptyd SMII22 (Ac-hCha-Cys-
(MeBzl)-Pip-Arg-ACC). Poszukujac selektywnych substratéw czynnika Xa Doktorantka
otrzymata dwadziedcia tetrapeptydéw zawierajacych zaréwno naturaine jak i nienaturalne
aminokwasy, Dla czynnika Xa najbardziej selektywnym substratem byt tetrapeptyd SMX15
(Ac-DPro-hArg-l-Nal-Arg~ACC). W koncowym etapie badasi, Doktorantka otrzymata pule
dwudziestu trzech znakowanych fluorescencyijnie peptydéw bedacych substratami czynnika
Xla. Stwierdzono, ze dla tego biatka najlepszymi substratami 84 peptydy: SMXI5 (Ac-
Tyr(2,6-ClZ-Z)—NIe-Glu(le)—Arg-ACC) oraz SMXI19 (Ac-Tyr(2,6-Cl2-Z)-Dht-His(Bzl)-
Arg-ACC). W oparcin o0 uzyskane wyniki badan nad poszukiwaniem selektywnych
substratéw dla ACP, trombiny, Xa i Xla Doktorantka ofrzymata dziesie¢ markeréw
chemicznych pierwszej generacji, ktére wykorzystata do wizualizacji aktywnych enzyméw
stosujac technike SDS-PAGE i Westerm blot, Zaprojektowane markery chemiczne zawieraly
reaktywna grupe wigzgca (reszta fosfonianu difenylu tworzaca wiazanie estrowe z reszta
Seryny w centrum aktywnym proteaz serynowych), fragment peptydowy, tacznik oraz reszta
biotyny umozliwiajaca  detekcje docelowego biatka. Doktorantka do otrzymania
zaprojektowanych substratéw ACP, trombiny, Xa i Xla zastosowata podejécie syntetyczne
tgczace klasyczng syntezg na fazie stalej z synteza w roztworze. Jednym z elementéw syntezy
byla synteza reaktywnej  grupy wigzacej, czyli estru difenylowego  kwasu
benzyloksykarbonylamino—[3—di—t-Boc-guanidyno)propylo}metanofosfonowego. Zwigzek ten
Po usunieciu grupy ochronnej Z zostat uzyty do syntezy koniugatu z peptydem. Tu nasuwa sie
pytanie, czy Doktorantka nie obawiala si¢ epimeryzacji na C-terminalnym aminokwasie
koniugatu? Czy tworzyta si¢ mieszanina diastereomeréw, ktdra byla rozdzielana? Obecnosé
reszty biotyny pozwolita na wykonanie badan selektywnosci reakcji z ACP, trombing, Xa i
Xla, Dla vzyskanych substratéw ACP (P-SMA-61, P-SMA171 i P-SMA261), Doktorantka

stwierdzita, ze wszystkie te zwigzki znakuja ACP, jednak P-SMA-61 reaguje réwniez z
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trombing i czynnikiem Xa. Z kolei P-SMA261 ulegat reakcji z trombing. To co istotne to
koniugat P-SMA171 okazat si¢ by¢ selektywny wzgledem ACP. Analogiczne badania zostaty
przeprowadzone ze zwigzkami, ktdre byty projektowane Jjako selektywne substraty dla
trombiny, czynnikéw Xa i Xla. W kolejnym etapie badad Doktorantka otrzymata cztery
fluorescencyijne markery chemiczne i inhibitory (po jednym dla kazdego biatka) dla ACP,
trombiny, Xa i Xla. Znakowane fluorescencyjnie markery chemiczne, znakowane Cy3, Cys,
Cy7 i BODIPY mogg by¢ wykorzystane do bezposredniej detekcji czynnikGw kizepniecia w
zelu. Stosujac te same fragmenty peptydowe, Doktorantka otrzymata zestaw kowalencyjnych
inhibitoréw. Selektywnogé fluorescencyjnych markeréw i inhibitoréw testowana byta w
badaniach kinetycznych i analizie SDS-PAGE z uzyciem ACP, trombiny, Xa i Xla.
Najbardziej spektakularnym dowodem wskazujacym na selektywnos¢  oddziatywania
(otrzymanych ABPs: P-SMAI172, P-SMII222, PSMX152 1 P-SMXI52) i tym samym
znakowania wybranych czynnikéw krzepnigcia krwi byt eksperyment z zastosowaniem
0socza w miejsce izolowanych i oczyszczonych biatek.

Rozdziat czwarty , Podsumowanie i wnioski kofcowe” w moim odczuciu jest zbyt
diugi. Nie potrzebnie przedstawiono ponownie problem hemostazy i czynnikéw kaskady
krzepnigcia w kontekscie ich wplywu na rozwéj réznorodnych choréb. Réwniez ponownie
przedstawiony cel badah nie powinien znalez¢ sie w tym rozdziale. Duzo lepsze bytoby
przedstawienie wyselekcjonowanych  struktyr pierwszego etapu badan nad badaniem
specyficznosci substratowej w postaci tabel.

Rozdzial pigty ,,Czese eksperymentalna” opisany jest poprawnie. Procedury i
protokotly przedstawione zostaly w sposéb umozliwiajacy ich odtworzenie. W kilku miejscach
pojawiajg sie niedociggnigcia, ktére jednak nie umniejszaja pozytywnej oceny pracy.

Bez watpienia imponujgcy jest zbiér cytowanych odnosnikéw literaturowych
obejmujacy 284 pozycje.

Od strony edytorskiej, praca jest przygotowana bardzo starannie. Jednak Doktorantce
nie udato si¢ unikngé bledéw i drobnych uchybien merytorycznych. W pracy jest znaczaca
ilo$¢ zargonowych i mato precyzyjnych okreslen: codzienna hemostaza, autoprocesowanie
proteazy, ,Reakcje rozpoczeto od przytaczenia pierwszego aminokwasu (Fmoc-P2-0H),
numerowanie aminokwaséw w peptydach zaczyna sie od N-kofica a nie C-konca, CuCly,
MgS0O4, NaCl, P,0Os sg wzorami sumarycznymi tych zwigzkéw a nie skrétami. W calej pracy
brak jest wyjasnien dotyczgcych zréznicowanego stezenia stosowanych proteaz.

Podsumowujac, wysoko oceniam wybdr ambitnego tematu badan, w pelni zgodnego

ze wspolczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
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aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny charakter wykonanych prac
eksperymentalnych. Na szczegdlne uznanie zastuguje nie tak czesto spotykana biegtosé
zaréwno w wykorzystywaniu szerokiego arsenatu metod Syntetycznych oraz sprawnosé w
postugiwaniu sie ztozonymi, wspdiczesnymi technikami analitycznymi, ktére to Doktorantka
potrafita zaimplementowa¢ w badaniach biologicznych. Umiejetnosci te wystawiaja najlepsze
Swiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Na dorobek publikacyjny mgr inz. Sylwii Modrzyckiej sktada si¢ 3 publikacje w
czasopismach z listy JCR, z czego jednej publikacji Doktorantka jest  pierwszym
wspGlautorem. Pani Sylwia Modrzycka jest réwniez wspétautorem zgloszenia patentowego.
Wyniki prac badawczych Doktorantka prezentowata na konferencjach o zasiggu krajowym i
migdzynarodowym (4 komunikaty). Doktorantka brata réwniez udziat w realizacji projektu
TEAM FMN (2017-4/32). Doktorantka byta réwniez Laureatka I miejsca za najlepszg
prezentacj¢ ustng na konferencji XVII Ogolnopolskie Seminarium dla Doktorantéw i
Studentéw ,,Na pograniczu chemii i biologii” w 2019 r.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawg doktorska mgr inz.  Sylwii
Modrzyckiej. Wyniki badan $g wartosciowe 1 wnoszg znaczacy wkiad w rozwdj nauki.

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spelnia Wymagania stawiane zwyczajowo
pracom doktorskim oraz obowigzujace wymagania ustawowe. W zwiazku z tym wnioskuje o

dopuszczenie mgr inz. Sylwii Modrzyckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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