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w zwigzku z wnioskiem o nadanie stopnia doktora habilitowanego

Dr Magdalena Wysocka ukorniczyta Wydziat Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie w
roku 2003 obronita prace magisterskg zatytutowang ,,Chemiczna synteza fragmentu 91-120
ludzkiego biatka prionu”, wykonang pod kierunkiem dr H. Miecznikowskiej. Praca byta
fragmentem badan prowadzonych przez prof. dr hab. K. Rolke we wspdtpracy z prof. dr
hab. H. Koztowskim z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. W tym samym roku
podjeta studia doktoranckie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Stopien doktora
nauk chemicznych w zakresie chemii uzyskata w 2008 roku, na podstawie rozprawy
doktorskiej zatytutowanej ,Zastosowanie metod chemii kombinatorycznej w syntezie
substratéw chromogenicznych wybranych proteinaz”. Promotorem pracy byt prof. dr hab.
Krzysztof Rolka. Rozprawa doktorska obejmowata projektowanie i synteze bibliotek
zawierajgcych reszte kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesoego w C-terminalnej pozycji oraz
charakterystyke czterech proteinaz serynowych (bydlecej a-chymotrypsyny, oraz trzech
proteinaz nukleofilnych). We wrzesniu 2008 roku zostata ztrudniona jako asystent w
Katedrze Chemii Bioorganicznej (obecnie Biochemii Molekularnej) kierowanej przez prof. dr
hab. Krzysztofa Rolke. Od 2009 roku do chwili obecnej pracuje jako adiunkt na Wydziale

Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Ocena dorobku naukowego i dydaktycznego



Na catkowity dorobek dr Wysockiej sktada sie 37 publikcji naukowych w czasopismach
znajdujgcych sie w bazie JCR. Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania wynosi 107,75 (1008
punktéw ministerialnych), a indeks Hirsha 10. Liczba cytowan w latach 2008-2016 wedtug bazy
Web of Science wynosi 162 (bez autocytowan). Ponadto kandydatka jest wspodtautorky 4
monografii, 14 publikacji w recenzowanych materiatach pokonferencyjnych, jednego
zgtoszenia patentowego, 60 posteréw na konferencjach zagranicznych i krajowych oraz ma
jedynie jedno ustne wystgpienie na 45 Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w
2010 roku. Dorobek zgromadzony przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 5 publikacji z
tzw listy filadelfijskiej o tgcznym wspodtczynniku oddziatywania 12,44. Analiza bibliometryczna
publikacji Habilitantki wskazuje na znaczgcy wzrost aktywnosci naukowej po doktoracie. Jej
tematyka badawcza od poczatku pracy skupia sie wokoét poszukiwania selektywnych
substratéw i inhibitorow proteinaz serynowych, ich syntezie w roztworze i na nosniku
polimerowym, réowniez z wykorzystaniem metod chemii kombinatorycznej oraz badaniu ich
oddziatywania z wybranymi proteinazami. Dr Wysocka wykazata duzg skutecznos$é¢ w
zdobywaniu funduszy na badania. Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora byta
beneficjentkg grantu promotorskiego. Prace naukowo-badawcze, po doktoracie byty
finansowane w ramach kierowanych przez nig trzech projektéw badawczych w ramach
programu Juventus Plus (Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego) i 4 grantéw
wewnetrznych (Uniwersytet Gdanski). Bierze réwniez udziat w dwdch konsorcjach
naukowych: tréjstronnym pomiedzy wydziatam Chemii UG. (prof. dr hab. A. Lesner),
Wydziatem Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ (prof. dr hab. J. Potempa) i Matopolskim
Centrum Biotechnologii UJ (dr G. Dubin) oraz dwustronnym pomiedzy Wydziatem Chemii UG
(prof. dr hab. A. Lesner) a Wydziatem Chemicznym PWr (dr hab. M. Siefczyk). Za
dotychczasowg dziatalnos¢ naukowg byta wielokrotnie nagradzana (stypendium Fundacji
Rozwoju UG, trzy nagrody zespotowe Rektora UG (I, Il i lll stopnia).

W dziaftalnosci naukowej dr Wysockiej zabrakto stazu podoktorskiego w dobrym
osrodku naukowym zagranicznym lub krajowym, ktéry moim zdaniem stanowi wazny element
rozwoju mtodego pracownika naukowego. Poszerza jego wiedze, horyzonty myslowe oraz
pozwala na zdobycie nowych umiejetnosci. Brakuje takze wygtoszenia referatéw na
miedzynarodowych konferencjach. Jest to, moim zdaniem, staba strona wniosku.

W trakcie studiéw doktoranckich Habilitantka prowadzita ¢wiczenia laboratoryjne z

Biochemii dla studentéw Chemii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Chemii UG, oraz éwiczenia
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laboratoryjne z Chemii Organicznej dla studentow Wydziatu Biologii UG. Po uzyskaniu stopnia
doktora prowadzita zajecia dla studentéw Wydziatu Chemii UG z Biochemii (¢wiczenia
laboratoryjne oraz audytoryjne). W dorobku dydaktycznym ma réwniez opieke nad
dyplomantami (zakonczonych 7 prac licencjackich i 10 prac magisterskich). Dr Wysocka zostata
powotfana przez Rade Wydziatlu na promotora pomocniczego w dwdch przewodach
doktorskich, w ktérych promotorem jest prof. dr hab. Adam Lesner.

Dorobek organizacyjny obejmuje udziat w promowaniu Wydziatu Chemii UG (wspétorganizacja
dni otwartych w 2013 roku). Habilitantka petnita funkcje sekretarza XX Polskiego Sympozjum
Peptydowego oraz brata Jest tez cztonkiem European Peptide Society oraz Polish Peptide

Community.

Ocena jednotematycznego cyklu publikacji ,Peptydy i peptydomimetyki jako

narzedzia do badania enzymow proteolitycznych”

Rozprawe habilitacyjng dr Wysockiej stanowi cykl dwunastu powigzanych tematycznie prac
opublikowanych w latach 2010-2016 w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Ocena
bibliometryczna prac wchodzacych w skfad rozprawy wypada bardzo dobrze, sumaryczny IF
wynosi 40.569, co w przeliczeniu na jedng prace daje wspotczynnik oddziatywania 3.38.
Wszystkie publikacje majg charakter opracowan zespotowych, gdzie w 9 pracach kandydatka
jest pierwszym autorem, a tylko w jednej autorem do korespondencji, choé i w tej pracy, jak
wynika z oswiadczenia, prof. dr hab. A. Lesner réwniez wspétuczestniczyt w korespondenciji z
redakcjg. W dorobku naukowym dr Wysockiej nie ma zadnego artykutu monoautorskiego (np.
pracy przeglagdowej), jak réwniez zadnego wyktadu na zaproszenie.

Materiaty ztozone przez Habilitantke zawierajg oswiadczenia wspdtautorow,
okreslajace ich wktad w poszczegdlne publikacje. Jednakze w wielonazwiskowych pracach, w
ktorych jest 11 autoréw, udziat okreslony przez dr Wysockg na 60% (H.10) lub 55% (H.12)
wydaje sie mocno zawyzony. Zwtaszcza, ze w autoreferacie uzywa gtéwnie pierwszej osoby
liczby mnogiej, co nie podkresla jej roli wiodgcej w badaniach.

Zbior 12 publikacji zostat opatrzony komentarzem w 38 stronicowym autoreferacie,
zawierajgcym krotki wstep na temat enzyméw proteolitycznych (proteinaz), ich podziatu pod
wzgledem mechanizmu dziatania i budowy miejsca katalitycznego. Podata réwniez przykfady
enzymow proteolitycznych, ktdre potencjalnie mogg by¢é markerami w rézinych stanach
chorobowych. Dobdr prac zostat dokonany logicznie i konsekwentne. Badania obejmuijg,
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projektowanie, synteze substratéw, analize ich aktywnosci oraz specyficznosci substratowej
dla wybranych enzymoéw proteolitycznych takich jak neutrofilna proteinaza 3 (H.1, H.2, H.7),
ludzka trypsynopochodna proteaza dréog oddechowych (H.3, H.4), ludzka elastaza neutrofilna
(H.4, H.7), katepsyna G (H.4), neutrofilia proteaza serynowa (H.5), ludzka matryptaza-2 (H.8),
ludzka katepsyna L (H.9), ludzka HtrA2 proteaza (H.10), NPS4 proteazy (H.12) oraz ludzkiego
proteosomu 20S, wieloenzymatycznego kompleksu (H.11). Wiekszo$¢ prowadzonych badan
byta mozliwa dzieki szeroko prowadzonej wspdtpracy z zagranicznymi jak i polskimi osrodkami
(Uniwersytety w Tours, Okayamie, Bonn, Ulm, Utrehcie, Biatymstoku, Politechnika
Wroctawska, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne w Gdansku).

Habilitantka wraz ze wspdtpracownikami otrzymata 67 substratéw fluorogenicznych o
wysokiej specyficznosci w stosunku do wybranych enzymoéw proteolitycznych (9 proteinaz
serynowych i 1 cysteinowej). W swoich badaniach, dla oznaczenia oddziatywan enzym-
substrat wykorzystywata kwas 2-aminobenzoesowy (ABZ) jako donor fluorescencji oraz amid
kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego (ANB-NH,) (H.1, H.2, H.3, H.4), lub dla dtuzszych
tancuchéw peptydowych amid 3-nitro-tyrozyny jako akceptor fluorescencji (H.7, H.8, H.9,
H.10, H.11).

Modyfikacje substratow neutrofilnych proteinaz serynowych (elastazy, proteinazy 3 i
katepsyny G) obejmowaty réwniez fragment donor-akceptor fluorescencji (H.5). Polegaty na
wbudowaniu pochodnych Lys, Orn oraz Ala, posiadajacych w tancuchach bocznych
odpowiednio zaprojektowane grupy fluorescencyjne, dla ktérych obserwowano wygaszanie
fluorescencji donora w wyniku bezpromiennistego transferu energii wzbudzenia
elektronowego (FRET). Ich wiasciwosci spektralne zostaty dobrane tak, aby po wzbudzeniu
donora emitowat on promieniowanie w charakterystycznym obszarze widma, réznym dla
kazdego z badanych enzymdw. Otrzymane zostaty trzy nieopublikowane wéwczas kombinacje
par donor — akceptor, zawierajgce pary fluorescencyjnych aminokwaséw. Pokazano, ze
stosujgc odpowiednio zaprojektowane substraty, mozna badaé jednoczes$nie trzy neutrofilne
proteinazy serynowe, zardwno in vitro jak i in vivo, co pozwalato mierzy¢ aktywnos¢ tych
enzymow w surowicy. Wyniki te moga znalezé potencjalne zastosowanie w diagnostyce
(ziarniniak Wegenera, mikroskopowe zapalenie naczyn).

Dr Wysocka jest wspoétautorkg nowatorskiej metody badania specyficznosci substratowej
enzymow: ludzkiej neutrofilnej elastazy (HNE) oraz proteinazy 3 (PR3) w obszarze C-

terminalnym (H.7). Wyselekcjonowana sekwencja ABZ-Tyr-Tyr-Abu-Asn-Glu-Pro-Tyr(3-NO,)-
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NH,, o statej specyficznoéci wynosita kcat/KM = 1596x10° M™xs™, moze by¢ narzedziem w
oznaczaniu nadprodukcji HNE lub diagnostyce PR3 w obecnosci wysokiego stezenia HNE.

W ostatnim okresie czasu Habilitantka skoncentrowata swoje zainteresowania na badaniu
wtasciwosci fizykochemicznych oraz aktywnosci nowej klasy peptydomimetykéw DAPEG
(hybrydy kwasu L-2,3-diaminopropionowego oraz pochodnej glikolu etylenowego PEG).
Posiadajg one ogromny potencjat z uwagi na ich strukture i niezwyktg elastycznos¢ czasteczki,
co daje mozliwos¢ dopasowywania sie do czgsteczki docelowej liganda. Zsyntetyzowano
biblioteke fluorogenicznych substratow i w wyniku dekonwolucji wyselekcjonowany zostat
niezwykle wydajny substrat ABZ-Dap(02(Cbz))-Dap(Cbz)-Dap(GO1)-Arg-ANB-NH, (stata
specyficznosci keat/Km ponad 10x10* M*xs?) oraz selektywny substrat wobec nowoodkrytej
proteinazy ludzkich neutrofili (H.12). Przeprowadzone modelowanie molekularne wykazato, ze
ten peptydomimetyk oddziatuje z miejscem aktywnym enzymu i wigze sie z drugorzedowymi
miejscami wigzgcymi, oddalonymi od miejsca aktywnego.

Dr Wysocka miata réwniez znaczny udziat w zaprojektowaniu i syntezie fluorogenicznych
substratéw ludzkiego proteosomu 20S i 26S, (H.11) charakteryzujgcymi sie wysokimi
wartosciami statej specyficznosci. Ich zastosowanie pozwolito oznaczyé aktywnosc
proteosomu wybranym materiale biologicznym. Badania nad wykorzystaniem substratu
proteosomu 20S (ABZ-Val-Val-Ser-Tyr-Ala-Met-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,) u pacjentéw chorych na
raka pecherza w diagnostyce zostaty objete zgtoszeniem patentowym.

Wiele badan przeprowadzonych przez dr Wysockg moze by¢ wykorzystanych w diagnostyce
chordéb zwigzanych z nadmierng i niekontrolowang aktywnoscig enzymow proteolitycznych.
Aktywne substraty dla ludzkiej trypsynopochodnej proteazy drég oddechowych, nalezgcej do
nowej klasy proteolitycznych enzymoéw zwigzanych btong komdrkowg (TTSP) byty strukturami
wiodgcymi dla zaprojektowania inhibitorow proteazy HAT (H.3).

Uzyskanie selektywnego substratu pozwalajgcego okresli¢ aktywnos¢ katepsyny L w materiale
biologicznym (komdrki nowotworowe) moze by¢ podstawg szybkiego testu diagnostycznego
(H.9)

Pomimo kilku krytycznych uwag, wybdr tematu, uzyskane wyniki oraz kompetentna
prezentacja przeprowadzonych badan sprawiajg, ze przedstawiony materiat spetnia w mojej

opinii wymogi formalne rozprawy habilitacyjne;j.



WNIOSEK KONCOWY

Konkludujgc, mimo, ze przedstawione badania sg kontynuacjg rozprawy doktorskiej, to jednak
Habilitanatka wniosta istotne uzupetnienia i znaczny wktad w badanie wybranych enzymow.
Uwazam, ze przedstawiona rozprawa habilitacyjna dr Magdaleny Wysockiej zawiera wiele
wartosciowych wynikdéw, ktére w istotny sposob poszerzajag wiedze na temat poznania
specyficznosci substratowej enzymdw proteolitycznych oraz projektowanie i synteze ich
selektywnych substratow oraz inhibitorow.

Dr Wysocka wykazata w swoich badaniach dojrzatos¢ naukowa, zdolnos$¢ do rozwigzywania
probleméw badawczych i co jest bardzo waine, umiejetnos¢ zdobywania s$rodkéw
finansowych na badania naukowe i kierowania projektami badawczymi, wspotpracy naukowej
z innymi osrodkami. Posiada rowniez doswiadczenie w pracy dydaktycznej na wszystkich

poziomach studidw.

Osiggniecia Habilitantki spetniaja wymaog Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku wraz z
poiniejszymi zmianami, ,oryginalnego wktadu autora w rozwdj dyscypliny naukowej”
stawiany w postepowaniu habilitacyjnym. Dlatege wnosze do Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie dr Magdalenie Wysockiej stopnia naukowego doktora

habilitowanego.
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