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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Cekaty
pt. ,,Peptydy i peptydomimetyki wywodzgce sie z biatek Rpt5 i BIm10 jako stymulatory ludzkiego
proteasomu 20S in vitro i in cellulo”, wykonanej w Pracowni Chemii Medycznej Katedry Chemii
Biomedycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem promotor
dr hab. Elzbiety Jankowskiej, prof. UG, oraz promotor pomocniczej dr Ewy Wieczerzak

Spoteczenstwa krajéw rozwijajacych sie szybko sie starzejg, a do 2030 r. liczba oséb w wieku
65 lat i wiecej bedzie stanowi¢ okoto 20% populacji. Wraz ze wzrostem sredniej dtugosci zycia,
zwlaszcza w krajach rozwinietych, dramatycznie wzrasta czesto$¢ wystepowania chordb
neurodegeneracyjnych, ktérych wspdlng cecha jest ekspresja nieprawidtowo sfatdowanych biatek
i tworzenie ztogdéw, ktére uszkadzajag komorki nerwowe. Jednym z najwazniejszych systemow
degradacji biatek pozwalajacych na utrzymanie homeostazy komdrkowej jest system ubikwityna-
proteasom (UPS), ktéry degraduje wiekszosé (az do 90%) biatek komdrkowych. Zauwazono jednak, ze
stosunek ilo$ci poszczegdlnych typdw proteasomu zmienia sie wraz z wiekiem, na korzys¢ ubikiwityno-
niezaleznego systemu proteasomowego (UIPS), ktéry wymaga przytgczenia czesci regulatorowej
w celu wydajnego trawienia biatek. Jednoczesny wzrost poziomu nieprawidtowo sfatdowanych biatek,
a takze puli proteasomu 20S bez przytaczonego regulatora jego aktywnosci, kieruje oczy naukowcéw
na mozliwo$¢ wprowadzenia zewnetrznych aktywatoréw jego aktywnosci, ktére pobudzatyby enzym
do trawienia biatek o potencjale agregacyjnym, spowalniajgc w ten sposéb postep wielu proteinopatii.
Ze wzgledu na ztozonos$¢ kompleksu 20S, poszukiwania optymalnej struktury, ktéra w sposdb
specyficzny oddziatywataby z enzymem nalezg do bardzo czasochtonnych. Dobrym sposobem wydaje
sie oparcie ich struktury na natywnych regulatorach tego enzymu, takich jak biatko BIm10 lub
regulatory 19S i 115, jednakze takie peptydowe aktywatory czesto nie mogg w petni spetnia¢ swojej
roli jako leki ze wzgledu na niskg odpornos¢ proteolityczng, wysokie koszty produkcji, a takze
konieczno$¢ stworzenia systemu dostarczania tych czgsteczek do wnetrza komérki. Przedstawiona
do oceny praca doktorska mgr Katarzyny Cekaty dotyczy witasnie tego zagadnienia, a zostata wykonana
w Katedrze Chemii Biomedycznej Uniwersytetu Gdanskiego pod opieka dr hab. Elzbiety Jankowskiej,
prof. UG., ktérej uwaga od dawna skoncentrowana jest na badaniach z tej dziedziny.

Badania dotyczace aktywatoréw proteasomu, szczegdlnie jego formy 20S, przyciggajg coraz
wiekszg uwage w kontekscie zardwno mechanizmdw starzenia sie komaérek, jak i leczenia choréb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona czy Alzheimera. Kluczowym wyzwaniem jest
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stworzenie zwigzkéw, ktore w sposéb selektywny i efektywny bedg stymulowaé aktywnosé
proteasomu, umozliwiajgc degradacje biatek o potencjale agregacyjnym. Niskoczgsteczkowe zwigzki
organiczne, szczegdlnie pochodzenia naturalnego, stanowig znaczaca grupe w badaniach nad
aktywatorami proteasomu. Ich zalety obejmujg m.in. lepszg penetracje komorek oraz nizsze koszty
syntezy. Niemniej jednak, zwigzki te czesto sg niespecyficzne, co moze prowadzi¢ do efektéw
ubocznych, takich jak nieselektywna aktywacja proteasomu w réznych tkankach.

Peptydowe aktywatory proteasomu, takie jak te badane w ramach rozprawy mgr Katarzyny
Cekaty, oferujg unikalne korzysci. Przede wszystkim, dzieki mozliwosci projektowania sekwencji
peptydowych opartych na naturalnych regulatorach, takich jak BIm10 czy podjednostki regulatora 198,
mozna precyzyjnie ukierunkowac ich dziatanie na wybrane formy proteasomu, np. 20S. Dodatkowo,
takie podejscie pozwala na modyfikacje strukturalne w celu zwiekszenia stabilnosci proteolitycznej
oraz poprawy witasciwosci farmakokinetycznych, co jest kluczowe w potencjalnych zastosowaniach
terapeutycznych. Mimo tych zalet, literatura wskazuje na ograniczong ilo$¢ badan skupionych na
peptydowych aktywatorach proteasomu, co czyni prace mgr Cekaty pionierskim wktadem w te
dziedzine.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Cekaty wyrdznia sie nie tylko zastosowaniem peptydow
i peptydomimtykéw jako potencjalnych aktywatoréw proteasomu, ale takie kompleksowym
podejsciem do ich projektowania, syntezy oraz testowania biologicznego. Badania przedstawione
W pracy poszerzajg aktualny stan wiedzy o nowe koncepcje, szczegdlnie dotyczgce wykorzystania
fragmentéw regulatora 19S oraz BIm10 jako wzorcéw strukturalnych. Ponadto, po raz pierwszy
zademonstrowano skutecznos¢ wybranych aktywatoréw peptydowych w modelach in cellulo, co
otwiera droge do dalszych badan nad ich zastosowaniem w terapiach choréb neurodegeneracyjnych.

Praca Doktorantki nie tylko wypetnia istniejacg luke w literaturze, ale réwniez stanowi wazny
krok w kierunku opracowania innowacyjnych strategii terapeutycznych opartych na modulacji
aktywnosci proteasomu przy uzyciu peptydowych stymulatorow. To badanie pokazuje, ze peptydy,
mimo wyzwan zwigzanych z ich stabilnoscig i biodostepnoscig, mogga stanowi¢ obiecujgca alternatywe
dla niskoczasteczkowych zwigzkéw organicznych, oferujac jednoczesnie wyzszg specyficznos¢ dziatania
i potencjalnie lepszy profil bezpieczenstwa. Tematyka dysertacji jest zatem bardzo aktualna i wypetnia
zapotrzebowanie na poszerzenie wiedzy w przedmiotowej dziedzinie.

Recenzowana dysertacja przedstawiona zostata w formie opracowania (162 strony), w ktérym
zaprezentowane zostaty tezy oraz najwazniejsze osiggniecia rozprawy. W obszernym opracowaniu
Doktorantka przedstawita wstep teoretyczny, zatozenia i cele pracy, wyniki i analize danych, wnioski
i dyskusje oraz metodologie pracy, po ktérych znajduje sie bibliografia zawierajgca 198 pozycji
literaturowych oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. W ostatnim rozdziale Doktorantka
zamiescita réwniez wykaz swojego dorobku naukowego. Przedstawita liste publikacji, ktorych jest
wspotautorky (8 prac, jednak trud okreslenia, ktore publikacje naukowe sg tematycznie zwigzane
z rozprawg doktorskg Autorka pozostawita czytelnikom/recenzentom), udziat w projektach
badawczych oraz liste komunikatow zaprezentowanych na konferencjach naukowych w formie
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plakatéw (25 prezentacji) oraz referatu ustnego (1 prezentacja), co pozwala na szerszy oglad
Jej aktywnosci naukowej.

Podoba mi sie sposdb prezentacji informacji, ktéry we wstepie wyposaza czytelnika
w podstawowa wiedze dotyczacg proteasomalnej degradacji biatek, ubikwitynozaleznego oraz
niezaleznego od ubikwityny systemu proteasomalnego, odpowiednio 26S oraz 20S, ich obecnosci
i stezen w réznych stanach fizjologicznych organizmu, jak réwniez niskoczasteczkowych aktywatoréw
tych enzymatycznych komplekséw, a wszystko w kontekscie proceséw starzeniowych i chordb
neurodegeneracyjnych. Autorka dysertacji dyskutuje szczegétowo wady i zalety peptydowych
terapeutykéw i definiuje wymogi strukturalne, ktére muszg spetniaé peptydy i peptydomimetyki jako
zwigzki kandydujace na potencjalnych aktywatoréw ludzkiego proteasomu 20S. Uzasadniajac
poszczegblne aspekty budowy wynikajagce z wymogdéw proteolitycznej trwatosci oraz sposobow
transportu komorkowego, Pani mgr Katarzyna Cekata jasno formutuje zatozenia i cele pracy.

W rozdziale zatytutowanym Badania wtasne, Doktorantka w sposéb szczegétowy, bardzo
uporzadkowany i klarowny przeprowadza czytelnika przez opis kluczowych wynikéow oraz analize
danych eksperymentalnych, dzielac materiat na dwie czesci: peptydy wywodzgce sie z regulatora 195
oraz z biatkowego aktywatora BIm10. Rozdziaty te stanowig spdjng catosé, w ktérej Doktorantka
opisuje geneze projektowania poszczegdlnych zwigzkdw, tj. synteze peptydow oraz
peptydomimetykéw, zwraca uwage, jakimi przestankami kierowata sie przy wyborze sekwencji,
zamianie poszczegdlnych aminokwaséw, etc. oraz jakimi metodami potwierdzita tozsamosé chemiczng
otrzymanych zwigzkdw. W kolejnym etapie przedstawia badania biologiczne, ktére stanowity bardzo
istotny element recenzowanej rozprawy. Z wykorzystaniem testow fluorymetrycznych Doktorantka
przebadata wptyw zsyntezowanych zwigzkéw na aktywnos$¢ ludzkiego proteasomu. Zbadata réwniez,
czy aktywatory sg w stanie pobudzad takze degradacje substratéw biatkowych. Nalezy podkresli¢ fakt,
ze badania efektywnosci zsyntezowanych zwigzkéw przeprowadzita na enzymie, ktéry samodzielnie
wyizolowata z ludzkich erytrocytéw. W kolejnych etapach pracy najlepsze otrzymane stymulatory
poddata badaniom komdrkowym, testujgc ich cytotoksycznos¢, a takze wptyw na aktywnosé
proteasomu w lizatach komdrkowych, a co jest szczegdlnie istotne otrzymata aktywator zdolny do
przenikania btony komérkowej i stymulacji proteasomu w zywych komérkach, co zostato opisane po
raz pierwszy dla zwigzkdw o charakterze peptydowym.

W rozdziale poswieconym opisowi stosowanych procedur oraz metodologii badan,
Doktorantka w sposéb zwiezty przedstawita protokoty syntezy i oczyszczania peptyddéw (czystosé
otrzymanych peptyddw potwierdzono wykorzystujgc RP-HPLC oraz spektrometrie mas) oraz procedury
eksperymentalne badan biologicznych, tj. okreslenie zdolnosci modulujgcych otrzymanych peptydéw
wzgledem ludzkiego proteasomu 20S in vitro oraz in cellulo. W badaniach biologicznych na
podkreslenie zastuguje wykorzystanie szerokiego protokotu eksperymentalnego i rdéznorodnosé
zastosowanej metodologii, jak rowniez trudnosé¢ korelacji wynikédw, co jednak Autorce udato sie
znakomicie.

Uwazam, 7e cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana,
a interpretacja, prezentacja i omdéwienie wynikdw sg przeprowadzone w bardzo systematyczny
i czytelny sposdb, pomimo trudnosci korelacji wynikow badan biologicznych. W dysertacji Doktorantka
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zawarfa wybrane wykresy aktywnosci biologicznej — przygotowane w bardzo staranny i przemyslany
sposéb, utatwiajgce czytelnikowi zrozumienie procesu analizy uzyskanych wynikdw. Na podstawie
przedstawionej dyskusji mozna z catg pewnoscig stwierdzi¢, iz Doktorantka zdobyta warsztat badawczy
w zakresie prowadzonych eksperymentédw oraz umiejetno$¢ prezentacji otrzymanych wynikdw.
W ostatnim rozdziale czesci merytorycznej dysertacji mgr Katarzyna Cekata podsumowata wyniki
swoich badan, podkreslajgc aktywnos¢ biologiczng poszczegdlnych modulatoréw.

Do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Cekaty, stanowigcych
jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam:
- Przeprowadzenie szczegdétowego przegladu literatury oraz podsumowania stanu wiedzy na temat
mechanizméw dziatania oraz aktywatoréw proteasomu 20S; wskazanie nowej koncepcji poszukiwania
peptydowych stymulatorow w oparciu o sekwencje obecne w natywnych biatkach regulujgcych jego
aktywnosé;
- Zaprojektowanie, synteze i charakterystyke strukturalng serii nowych peptydéw o sekwencjach
wywodzacych sie z C-kornicowych podjednostek Rpt regulatora 19S oraz optymalizacja najbardziej
obiecujgcego peptydu — Rpt5(10); w sumie otrzymano i przebadano 42 analogi;
- Zbadanie stabilnosci peptydowych aktywatoréw wobec proteasomu 20S i/lub ludzkiego osocza,
a nastepnie zsyntezowanie peptydomimetykdw o podwyziszonej odpornosci na trawienie
zawierajgcych podstawienia nienaturalnymi resztami aminokwasowymi lub zredukowane wigzanie
peptydowe;
- Okreslenie aktywnosci biologicznej i cytotoksycznosci otrzymanych modulatoréw w stosunku do
ludzkiego proteasomu 20S oraz szczegdtowa analize struktura-aktywnos¢;
- Wykazanie szczegdlnych wtasciwosci modulujacych in vitro dla 12 zwigzkéw oraz in cellulo dla
3 zwigzkdéw: Tat-Rpt5(10), Tat-K4, Tat-NleS;
- Pokazanie i udokumentowanie potencjatu peptyddw i ich analogéw jako aktywatoréw h20S; na
przyktadzie najefektywniejszych zwigzkéw — Rpt5(K4), Rpt5(Nle8)—oraz ich analogdéw z przytgczong
sekwencja peptydu penetrujgcego btone komarkowa: Tat(48-57) - wskazanie i modyfikacje kluczowych
elementéw struktury pozwalajgcych na zwiekszenie odpornosci proteolitycznej, jak réwniez
mozliwosci transportu przez btony biologiczne — kluczowych parametréw czesto dyskwalifikujgcych
peptydy w zastosowaniach terapeutycznych;
- Zaprojektowanie, synteze i zbadanie wptywu na aktywnos$¢ proteasomu serii peptydéw
i peptydomimetykdw wywodzacych sie z biatkowego aktywatora BIm10; w sumie otrzymano i zbadano
17 zwigzkow;
- Otrzymanie zwigzkéw aktywujgcych proteasom do trawienia substratow biatkowych o potencjale
agregacyjnym, takich jak a-synukleina — biatko wewnetrznie nieuporzgdkowane, ktére Scisle
powigzano z chorobg Parkinsona oraz formy ultenione biatek, ktdre powstajg w organizmie m.in. na
skutek oddziatywania stresu oksydacyjnego;
- Wykazanie potencjatu stymulujgcego najlepszych analogéw na aktywnos$é proteasomu w lizatach
komérkowych.

Nalezy podkresli¢, ze rozprawa doktorska opiera sie na wynikach, ktére zostaty opublikowane
w renomowanych czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu (International Journal
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of Molecular Sciences 2024 oraz Biomolecules 2022) i zostaty juz poddane gruntownej ocenie
merytorycznej. W obu artykutach Doktorantka jest pierwszg autorka, co podkresla Jej wiodacy udziat.

Z przedstawionego w dysertacji opisu, jasno wynika, ze Doktorantka aktywnie uczestniczyta
w projektowaniu struktury peptydéw i peptydomimetykdw, prowadzita syntezy i charakterystyke
zwigzkéw, badania biologiczne, interpretacje otrzymanych wynikdw. Nie mam zatem watpliwosci,
ze wktad pracy Doktorantki Swiadczy o Jej dojrzatosci naukowo-badawcze;.

Ponizej, z ciekawosci, wymieniam pytania ogdlne pojawiajace sie po lekturze rozprawy
doktorskiej i prac:

1) Jakie sg potencjalne mechanizmy stymulacji proteasomu 20S przez niskoczasteczkowe
modulatory? Czy mozna sobie wyobrazi¢ potgczenie elementéw peptydowych i wspomnianych
zwigzkéw w celu wywotania efektu synergistycznego?

2) Jakie mechanizmy molekularne wyjasniaja rdéznice w aktywnosci proteasomu 20S
w odpowiedzi na rdine peptydomimetyki? Jak mozna wyjasni¢ obserwowane rdznice
w wynikach in vitro i in cellulo?

3) a-Synukleina masilng tendencje do tworzenia kompleksow z jonami metali, m.in. miedzi, ktére
to stymuluja jej agregacje. Czy w opinii Doktorantki, proces kompleksowania bedzie wptywat
na mechanizmy jego proteosomalnej degradacji i czy rozwazata przetestowanie aktywnosci
zaprojektowanych modulatoréw réwniez na kompleksach metali?

4) W jaki sposdb badania aktywnosci proteasomu z wykorzystaniem peptydomimetykdw moga
by¢ zastosowane w terapii choréb neurodegeneracyjnych? Prosze o przedstawienie
potencjalnych kierunkéw aplikacyjnych wynikéw badan w leczeniu schorzen takich jak choroba
Alzheimera czy Parkinsona?

5) Jakie dalsze badania sg planowane w celu walidacji aktywnosci peptydomimetykéow
w modelach in vivo? Czy przewiduje sie badania na modelach zwierzecych, aby potwierdzi¢
skutecznosé i bezpieczenstwo zaproponowanych zwigzkow?

Na koniec, zwracam uwage na imponujgcg starannos¢ edytorskg, ktdra stanowczo utatwia
odbidr przedstawionych tresci merytorycznych, i zacheca do dalszej, szczegétowej lektury artykutéw
autorstwa Doktorantki.

Reasumujac, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany, rozprawa doktorska prezentuje nie
tylko ogdlng wiedze teoretyczng Pani mgr Katarzyny Cekaty z zakresu badanej tematyki, ale pokazuje
Jej istotny wktad w poszerzenie zakresu tej wiedzy poprzez postawienie hipotez badawczych, synteze
zaprojektowanych zwigzkdw, skrupulatng analize otrzymanych wynikéw biologicznych i interpretacje
obserwowanych efektéw. Uzyskane z duzg starannoscig wyniki nalezy uznac¢ za dobry przyktad
racjonalnego projektowania, potwierdzonego syntezg peptydow i ich analogéow oraz efektu ich
dziatania w postaci aktywnosci modulujacej aktywnos¢ h20S. Przeprowadzone badania jasno
potwierdzajg jak wazine jest szczegétowe badanie zaleznosci miedzy strukturg chemiczng (lub
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wtasciwosciami zwigzanymi ze strukturg) a aktywnoscig biologiczng badanych zwigzkéw, pozwalajace
w konsekwencji na skuteczne projektowanie zwigzkdw o pozgdanych witasciwosciach.

Biorgc pod uwage powyzisze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona
do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Cekaty spetnia w petni ustawowe i zwyczajowe kryteria
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 190 ust. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (ze zm.), i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Cekaty do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy z uwagi na interesujgce wyniki oraz wysoki
poziom naukowy prowadzonych badan.
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