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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Cekaty
zatytutowanej
“Peptydy i peptydomimetyki wywodzgce sie z biatek Rpt5 i BIm10 jako stymulatory
ludzkiego proteasomu 20S in vitro i in cellulo”

Opinia recenzencka na temat pracy doktorskiej mgr Katarzyny Cekaty przygotowana
zostala na wniosek przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne prof. UG dr. hab.
Zbigniewa Kaczynskiego (uchwala z dnia 16 pazdziernika 2024 roku w sprawie powotania
recenzentow w postepowaniu doktorskim mgr Katarzyny Cekaty).

Przyblizajac nieco obszar tematyczny rozprawy warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze
patogeneza licznych schorzen, na poziomie molekularnym, powigzana jest z zaburzeniami
procesow proteolizy biatek i poprawnego funkcjonowania mechanizméow ich utylizacji. Jedna
ze $ciezek kontrolowanej degradacji biatek jest proteoliza odbywajaca si¢ z pomoca
proteasomu. Zrozumienie mechanizmoéw funkcjonowania tych kompleksow proteolitycznych,
w tym modulacji ich aktywnosci, pozwala na rozpoznanie przyczyn powstawania licznych
choréb, wiaczajac choroby nowotworowe czy neurodegeneracyjne. Patologiczne zmiany
zachodzace na poziomie molekularnym w komorkach podczas starzenia $ci§le powigzane sg ze
zmianami efektywnosci funkcjonowania mechanizmow proteolitycznych usuwajacych miedzy
innymi biatka lub peptydy o wilasciwosciach amyloidogennych. Znalezienie skutecznych i
stabilnych aktywatorow proteasomu, ktére przywrdcityby odpowiedni poziom aktywnosci
proteolitycznej, moze stanowi¢ przelomowy etap w opracowaniu skutecznych lekow na
choroby neurodegeneracyjne.

Przekazana mi do recenzji dysertacja przygotowana zostala przez mgr Cekale w
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doskonale wpisuje si¢ w ten nurt badan. Doktorantka swoje badania realizowata pod opieka

promotorska prof. UG dr hab. Elzbiety Jankowskiej oraz dr Ewy Wieczerzak. Tematyka badan
strukturalnych i funkcjonalnych proteasomu oraz jego modulatoréw jest od dawna z sukcesami
rozwijana w zespole prof. Elzbiety Jankowskiej, ktora obecnic jest jedng z najlepszych

specjalistek z tego obszaru badan w kraju.

Praca doktorska mgr Cekaly, liczaca 162 strony, zredagowana zostala w postaci
standardowego manuskryptu przy zastosowaniu nieco niestandardowego uktadu edytorskiego.
Maszynopis podzielony zostal na dziewie¢ rozdziatow, gdzie w pierwszym z nich Doktorantka
zamiesScita przeglad literaturowy o objetosci 43 stron, dotyczacy proteasomalnej degradacji
bialek, roli proteasomu 20S w procesach starzeniowych 1 rozwoju chorob
neurodegeneracyjnych oraz aktywacji proteasomu 20S przy pomocy niskomolekularnych
aktywatorow. W ocenie recenzenta rozdzial ten zredagowany zostat bardzo starannie i stanowi
dobre kompendium aktualnego stanu wiedzy z tematyki poruszanej w rozprawie. Na uznanie
zastuguje syntetyczne przedstawienie architektury proteasomu i jego réznych form oraz
mechanizmu proteolizy.

W rozdziale drugim mgr Cekata definiuje cele pracy. Podkresla, Ze inspiracja do syntezy
peptydowych proteasomu byty zawierajace charakterystyczny motyw sekwencje kompleksu
19S oraz biatka BIm10. W swoich poszukiwaniach naukowych chciata uzyska¢ nie tylko
efektywne aktywatory proteasomu, ktore beda wykazywaty efekty in vitro, ale tez pozostana
wystarczajaco stabilne i1 funkcjonowac¢ beda réwniez w komoérkach. Zdefiniowane przez

Doktorantke cele badawcze obejmujg:

1. , Okreslenie wymogow strukturalnych wzgledem peptydowych aktywatorow
ludzkiego proteasomu 20S, wywodzgcych sie z biatkowych modulatorow jego
aktywnosci, poprzez projektowanie, synteze oraz badania aktywnosci tych
zwigzkow.

2. Zbadanie stabilnosci peptydowych aktywatorow i synteze peptydomimetykow o

potencjalnie podwyzszonej stabilnosci.
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3. Sprawdzenie wplhywu najlepszych zwigzkéow na trawienie biatek bedgcych

substratami proteasomu 20S.
4. Zbadanie wplywu otrzymanych zwigzkow na aktywnos¢ proteasomu w zywych

komorkach.”

W kolejnym rozdziale, liczacym 45 stron, mgr Cekata prezentuje uzyskane przez siebie
wyniki, przy czym dzieli je na dwie cze¢$ci, pierwsza dotyczaca serii peptydow otrzymanych na
bazie sekwencji regulatora 20S oraz druga omawiajacg badania peptydéw syntetyzowanych na
motywach sekwencji biatkowego aktywatora Blm10.

Zaprezentowany w pierwsze] cze$ci rozdzialu trzeciego (Czgs¢ IIIA) schemat
prowadzonych badan byt logiczny i obejmowal systematyczne poszukiwania aktywatorow
peptydowych. W przypadku peptydéw otrzymanych na bazie sekwencji regulatora 20S badania
objety na wstepie testy sze$ciu oktapeptydow, co pozwolito wytypowaé peptyd Rpt5(8) jako
najbardziej obiecujacy aktywator proteasomu h20S. Dalsze badania objety testy modyfikacji
Rpt5 o dlugosci od 8 do 12 aminokwasdéw. Wybrany do dalszych badan dekapeptyd Rpt5(10)
nastepnie testowano wprowadzajac do sekwencji substytucje alaninowe (skan alaninowy) oraz
modyfikujac sekwencje w pozycjach od 1 do 7 aminokwasami obdarzonymi obojetnymi,
kwasnymi 1 zasadowymi. Uktady te zostaly przetestowane pod katem aktywacji proteasomu
20S. Naturalnym krokiem byto tez zaprojektowanie i przetestowanie serii peptydomimetykow
zawierajacych zmodyfikowane wigzanie peptydowe lub niestandardowe aminokwasy, miedzy
innymi norleucyne. Ten ostatni peptydomimetyk z norleucyng w pozycji 8 wykazywal si¢
najlepszymi parametrami aktywacji proteasomu 20S. W dalszych badaniach wykazywat si¢
pozadanymi parametrami w testach in vitro oraz w lizacie komérkowym. Waznym aspektem
badan oméwionych w czgéci dotyczacej peptydow otrzymanych na bazie sekwencji regulatora
20S byty tez testy komorkowe na linii HRK 293T wybranych aktywatorow z wykorzystaniem
sekwencji penetracyjnej, znacznika fluorescencyjnego oraz roéwniez sondy TAS3.
Najefektywniejszym okazal tu si¢ roéwniez peptydomimetyk zawierajacy norleucyng — Tat-
Nle8.

W drugiej czeSci rozdziatu trzeciego (czesé 11IB) mgr Cekata skupita si¢ na omowieniu

badan aktywatorow peptydowych zaprojektowanych na bazie sekwencji aktywatora
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biatkowego BIm10. Opisane tu wyniki badan réwniez wskazuja na przemyslang strategie

poszukiwan tej serii modulatorow peptydowych. Badania laboratoryjne poprzedzone zostaty
badaniami in silico, ktore pozwolily zaproponowaé i zsyntetyzowaé trzy peptydy o rdznej
dhugosci linkera, ktore stanowily punkt wyjsciowy do dalszych badan. Podobnie jak w
przypadku opisanych w pierwszej czeSci rezultatéw Doktorantka modyfikowata sekwencje
wybranego peptydu M2-6, ktory wykazywal najsilniejszy efekt aktywujacy. Dalsze badania
prowadzono na peptydomimetykach opartych o jego sekwencjg. Obejmowaly one
termoforetyczne analizy oddziatywania wybranych biatek (ludzka enolaze oraz a-synukleing w
formach natywnej i utlenionej) z proteasomem 20S oraz testy modulatoréw na proteolize biatek
przez proteasom 20S. Cykl badan wiencza badania komoérkowe obejmujace testy
cytotoksyczno$ci wybranych aktywatoréw wobec linii komorkowej HEK 293T oraz test
stabilno$ci modulatorow w obecnos$ci osocza. Po omdéwieniu wynikow badan Autorka krétko
dosumowata uzyskane wyniki w rozdziale czwartym.

W kolejnym rozdziale, liczacym 33 strony Autorka przedstawita metodologie
prowadzonych badan, poczawszy od procedur syntezy, oczyszczania i1 charakterystyki
przeznaczonych do badan peptydow oraz syntez¢ sondy TAS. Omodwiony zostat takze
stosowany w badaniach warsztat aparaturowy oraz procedury przygotowania proteasomu,
badan oddziatywania biatek z proteasomem oraz testow komorkowych Warto podkresli¢, ze
opis metodyki jest bardzo szczegdtowy, co z pewnos$cia pozwoliloby odtworzy¢ omawiane w
pracy badania.

Rozdzial szosty zawiera bogaty wykaz literatury cytowanej w rozprawie, obejmujacy
198 pozycji. W rozdziatach siodmym i 6smym zamieszczone zostalo streszczenie pracy w
jezyku polskim i angielskim. Zamykajacy rozprawa rozdziat dziewiaty prezentuje dorobek
naukowy mgr Katarzyny Cekaty.

W tym miejscu warto zastanowi¢ si¢ czy Doktorantka zrealizowata postawione
wczesniej cele badan. Autorka konsekwentnie typowata 1 weryfikowata skuteczne aktywatory
proteasomu, kilka z nich okazato si¢ niezwykle obiecujacymi zwigzkami zdolnymi do
modulacji aktywnosci proteasomu. Dalsze badania potwierdzity skuteczno$¢ wytypowanych

modulatoréw peptydowych, co nalezy uznac za sukces 1 skuteczng realizacj¢ celu pracy.
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Zdaniem recenzenta najwazniejszymi osiggni¢ciami pracy doktorskiej mgr Cekaty sa:

- zaproponowanie i otrzymanie aktywatora peptydowego o optymalnej sekwencji (peptyd
Rpt5(10)) zdolnej do aktywacji ludzkiego proteasomu 20S oraz
- otrzymanie peptydomimetycznego aktywatora z nienaturalng resztg norleucyny w pozyciji 8,

ktory stymulowat proteasom in vitro, jak i w lizacie komoérkowym oraz testach komorkowych.

Podczas lektury dystertacji nasunety si¢ jednak pewne krytyczne uwagi, pytania lub

sugestie, ktore warto wyartykutowa¢ w tym miejscu.

O ile bardzo wysoko oceniam przeglad literaturowy zaprezentowany w rozdziale
pierwszym, ktory dobrze przybliza tematyke pracy, to nie jest dla mnie jasne cel
zamieszczenia w nim rysunku nr 16. Prezentuje on bowiem bardzo szeroki przeglad
graficzny systemow dostarczania lekow CO W mojej ocenie nie ma tu istotnego
znaczenia.

e Dla czytelnika bardzo pomocne bylyby pordéwnania sekwencji zaréwno
proteasomow, jak i1 bialek uczestniczacych w aktywacji proteasomu pochodzacych
z r0znych organizmow. Wowczas wybor sekwencji wykorzystanych do
projektowania sekwencji aktywatorow bytby dla czytelnika bardziej przejrzysty.

e Podobnie ma si¢ sprawa z poréwnaniem sekwencji wariantow ludzkiego
proteasomu (proteasom 20S, tymoproteasom 20S oraz immunoproteasom). Co
prawda Autorka przedstawia schematycznie struktury kompleksow proteasomu,
jednakze takie pordwnanie wzbogacitoby czgs¢ literaturowsq.

e Czy Autorka oprocz nadmienionej w rozprawie wspOtpracy z prof. UG dr hab.
Arturem Gieldoniem wykorzystywala szerzej narzedzia bioinformatyczne, a w
szczegblnosci techniki dokowania molekularnego aby zoptymalizowa¢ sekwencje
aktywatorow peptydowych z serii Rpt?

e Pewng niedogodno$cig dla czytelnika, w subiektywnej ocenie recenzenta, jest

zamieszczenie czg$ci eksperymentalnej po rozdziale, w ktorym omawiata wyniki

badan.
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Ocena strony edytorskiej rozprawy

Cze¢$¢ mojej opinii chece poswieci¢ rowniez ocenie strony edytorskiej dysertacji mgr
Katarzyny Cekaty. Jak wcze$niej wspomniatlem ukiad pracy jest nieco niestandardowy.
Autorka podzielita prace na kilka rozdzialdbw oznaczanych cyframi rzymskimi oraz
kontynuowata niezaleznie numeracj¢ podrozdziatow notacjg arabska. Co wiecej w tytutach
rozdziatow pojawiaja si¢ tez niezaleznie elementy kolejnego stopnia numeracji zwigzanej z
podziatem tresci czg¢sci doswiadczalnej. Konkretnie chodzi o wprowadzenie do tytulow
rozdziatlow oznaczen rzymskich i opisowych:

111 BADANIA WELASNE. Prezentacja i omowienie wynikow

1114 CZESC PIERWSZA — peptydy wywodzqce sie z regulatora 195

IIIB CZESC DRUGA — peptydy wywodzqgce sie z biatkowego aktywatora Blm10
W efekcie schemat podziatu pracy jest nieco zawity co niekiedy utrudnia lekture manuskryptu,
zwlaszcza gdy czytelnik chce szybko przejs¢ do innych podrozdziatéw. Pomimo krytycznej
uwagi dotyczacej podziatu tekstu chciatbym podkresli¢, ze praca zostata przez mgr Cekate
przygotowana starannie. Podczas lektury manuskryptu znalaztem jedynie nieliczne drobne
bledy edytorskie (tzw. literowki). Doktorantka przygotowata tez liczne rysunki i diagramy,
ktore doskonale ilustrujg omawiane W pracy aspekty, jednakze niektore z nich sg zbyt mate, co
niekiedy odbija si¢ na czytelnosci niektorych detali. Powigkszenie ich o dodatkowe 50% raczej
nie zwigkszytoby znaczaco objetosci pracy, a detale na rysunkach bytby czytelne. Docenié
nalezy tez szczegotowy wykaz skrotow stosowanych w pracy, co znaczaco utatwialo analize
tekstu dysertacji.

Reasumujac, pozytywnie oceniam strong¢ edytorska dysertacji przygotowanej przez mgr

Katarzyng Cekale.

Podsumowanie

W podsumowaniu, stwierdzam, ze mgr Katarzyna Cekata zrealizowata cele badawcze,

ktére sformutowala w rozdziale trzecim dysertacji. Dobér metod badawczych oraz procedur
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laboratoryjnych nie budzi watpliwosci. Swoje wyniki omowila i zaprezentowata w sposob

jasny i przejrzysty. Podczas prezentacji uzyskanych wynikéw widoczny jest postep
prowadzonych przez mgr Cekate eksperymentow prowadzacych w efekcie do wytonienia
optymalnych aktywatorow peptydowych. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane i sg W mojej
ocenie bardzo wazne oraz cechuja si¢ nowatorstwem. Potencjalnie wyniki prac mgr Cekaty
mogg mie¢ ogromne znaczenie w poszukiwaniu terapii tak cigzkich schorzen jakimi sg choroby
neurodegeneracyjne.

W konkluzji jednoznacznie stwierdzam, ze przedstawiona przez mgr Katarzyne Cekate
rozprawa doktorska zatytutlowana ,,Peptydy i peptydomimetyki wywodzqce si¢ z biatek Rpt5 i
BIm10 jako stymulatory ludzkiego proteasomu 20S in vitro i in cellulo” spelnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z 2018 r., z
pOzniejszymi zmianami. Przedkladam tedy wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny Cekaly do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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