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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Cekaty pt.
»Peptydy i peptydomimetyki wywodzace sie z bialek Rpt5 i BIm10 jako stymulatory
ludzkiego proteasomu 20S in vitro i in cellulo”

Procesy demograficzne skutkujgce starzeniem sie spoteczenstw sg zrédtem nowych
schorzen bedgcych wyzwaniem dla medycyny, ktére na poziomie mikrobiologicznym
wynikajg z nieprawidtowego funkcjonowania biatek jak i systeméw ich syntezy i degradacji.

Systemy pozwalajgce zachowa¢ homeostaze organizmu w zakresie prawidtowego
funkcjonowania biatek w intuicyjny sposoéb stajg sie celem badan na styku chemii — biologii i
medycyny. Odzyskanie kontroli nad systemami syntezy i degradacji biatek zdaje sie by¢
jedynym racjonalnym rozwigzaniem w przypadku choréb neurodegeneracyjnych takich jak
np. choroba Alzheimera. W przypadku tego typu schorzen bezposrednig przyczyng zmian
chorobowych sg gromadzgce sie w neuronach agregaty nieprawidtowych biatek. Co wiecej
naturalna chronologia pojawiania sie tego typu schorzen koreluje z ostabiajgcymi sie
mozliwosciami autoregulacyjnymi organizmu pacjenta, potegujgc uszkodzenia uktadu
nerwowego. Jednym z takich systemow pozwalajgcych na usuwanie nieprawidtowych biatek
jest proteasom 20S zwany tez popularnonaukowo ,komoérkowym niszczycielem biatek”, ta
skomplikowana biatkowa maszyneria dysponuje kilkoma sposobami na destrukcje
niepozadanych biatek pozwalajgc zarazem na modulowanie swej aktywnosci. Problematyka
regulowania aktywnosci proteasomu 20S zwrdcita uwage mgr Katarzyny Cekaty doktorantki
pracujgcej po kierunkiem profesor Elzbiety Jankowskiej oraz dr Ewy Wieczerzak, stajgc sie
tematykg przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej.

Mgr Katarzyna Cekata zajeta sie aktualnym problemem jaki stawia medycyna i
biochemia przed chemikami zajmujgcymi sie syntezg organiczng — poszukiwaniem zwigzkéw
chemicznych pozwalajgcych na cofnigcie lub zatrzymanie proceséw neurodegeneracyjnych
poprzez aktywizacje naturalnie istniejgcych w komdérkach organizmu proceséw naprawczych.
Sedno rozprawy stanowig poszukiwania sekwencji peptydowych lub pseudopeptydowych w
optymalny sposéb aktywujgcych dziatanie proteasomu 20 S w trawieniu modelowych
substratow.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata napisana na 162 stronach i zawiera
wszystkie tradycyjnie uznane elementy takie jak: Czesc¢ literaturowa, Cel badan, Badania

Wiasne, Metodologie opisujgcg procedury eksperymentalne oraz Cytowang Literature. Uktad
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pracy jest klasyczny a sposéb prowadzenia narracji w szczegolnosci w najwazniejszym
elemencie, czyli w ,Badaniach Wiasnych” typowy dla rozpraw technicznych.

Wstep literaturowy przedstawiony zostat na okoto 50 stronach i jest on $cisle
zwigzany z tematykg prowadzonych przez Autorke badan. Czes¢ ta jest dos¢ obszerna i
momentami bardzo szczegétowa, jednakze napisana dobrym jezykiem jest przyjazna dla
czytelnika. Zawiera podrozdziaty konieczne do wyjasnienia kluczowych poje¢ zwigzanych z
proteosomalng degradacjg biatek, mechanizmem dziatania proteasomu 20S, miejscem
katalitycznym, wewnagtrzkomorkowymi regulatorami jego aktywnosci oraz co szczegolnie
potrzebne w kontekscie podjetych badan, znanymi matoczasteczkowymi aktywatorami.

Do czesci teoretycznej mam dwie uwagi. Na rysunkach 4b i 4c przedstawiony zostat
poprawny mechanizm rozpadu wigzania amidowego promowany przez grupe hydroksylowg
treoniny, jednakze nazwania tych etapow przegrupowaniem nie moge uznac¢ za poprawne.
Druga uwaga znajduje sie rowniez w kontekscie nomenklaturowym i dotyczy nazwania SDS
oraz zwigzkow z tabeli nr 1 ,agonistami”, ktory to termin zarezerwowany jest dla receptorow.
Jest to jednak kwestia semantyczna, niezmieniajgca merytoryki prezentowanych informaciji a
dodatkowo nalezy dodaé, iz zwrot ,agonista” pojawia sie tylko dwukrotnie natomiast
najczesciej zwigzki, o ktérych mowa nazywane sg aktywatorami lub modulatorami ktore
znacznie lepiej pasujg do opisu zjawiska.

Za cel badawczy Doktorantka postawita sobie wyznaczenie wymogéw strukturalnych
dla peptydowych aktywatoréw ludzkiego proteasomu 20S, zbadanie ich stabilnosci w osoczu
i co najwazniejsze ich aktywnosci w przypadku zywych komorek z uwzglednieniem
sposobow na transport do wnetrza komérek.

Badania Wtasne rozpoczyna Autorka od syntezy i weryfikacji aktywnosci
osmioaminokwasowych fragmentéw regulatora 19S na ludzki proteasom 20S. Co stuszne,
wspiera sie w tym poczgtkowym etapie informacjami dostepnymi na temat zachowania
kroliczego proteasomu 20S przy aktywacji za pomocg krotszych 4-7 aminokwasowych
fragmentéw Rpt. Wyniki tak przeprowadzonych eksperymentéw wskazaty na sekwencje
Rpt5(8), ktéra powodowata wzrost wszystkich trzech aktywnosci proteasomu tj.
chymotrypsynopodobnej, trypsynopodobnej i kaspazopodobnej. Autorka zauwazyta takze
nietypowy wzrost aktywnosci chymotrypsynopodbnej w przypadku zastosowania sekwencji
Rpt6(8) malejacy przy zwiekszaniu stezenia aktywatora, dlatego rozszerzyta swoje pomiary
na stezenia nizsze niz 10uM. W tym miejscu mam pytanie dotyczgce wynikow pomiaréw: na
rysunku 17, wg wykresu dla aktywnosci ChT-L peptyd Rpt6(8) przy stezeniu 10uM zwieksza
wzgledng aktywnos¢ proteasomu do ponad 200%, natomiast rozszerzone badania w
zakresie stezen 1-50uM prezentowane na rysunku dane wskazujg na wzgledng aktywnosc
120% przy 10 pM, z maksimum 180% przy stezeniu 5 uM aktywatora, z czego wynika ten
rozrzut wartosci wzglednej aktywnosci?

W dalszym ciggu badan mgr Katarzyna Cekata przeprowadza systematyczne
poszukiwania zaleznosci pomiedzy sekwencjg aminokwaséw w aktywatorze oraz dtugoscia a
jego wptywem na proteasom. Sprawdza wptyw wydtuzenia tancucha Rpt do 10 i 12 reszt
aminokwasowych, podstawienia kolejnych aminokwaséw alaning, czy wprowadzania
aminokwasow o charakterze kwasowym, zasadowym i obojetnym.

Jako Zze sprawdzona przez Autorke stabilno$¢ proteolityczna dla optymalnej pod

wzgledem aktywnosci sekwencji Rpt5(10) nie bytg zadowalajgca, Doktorantka stusznie
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postanawia wprowadzi¢ do sekwencji nienaturalne aminokwasy lub wigzanie
pseudopeptydowe. Wprowadzone zmiany skutkowaty zamierzonym efektem zwiekszonej
odpornosci proteolitycznej, nie pozostajgc jednak bez wplywu na zdolnos¢ do aktywacii
proteasomu.

Istotnym dziataniem podjetym przez mgr Katarzyne Cekate byto dodanie do
badanych peptydéw sekwencji pozwalajgcych na efektywny transport do wnetrza komérek.
Co zostato potwierdzone obserwacjg fluroescencji znakowanych peptydéw wewnatrz
komoérek HEK293.

Doktorantka nie ograniczyta sie do badan z udziatem sekwencji Rpt pochodzgcych z
regulatora 19S, ale takze podobnie skrupulatne badania przeprowadzita w przypadku
sekwencji wywodzgcych sie z biatka BIm10. W tym przypadku syntezy sekwencji
poprzedzone zostaty modelowaniem molekularnym wykonanym prze dr. hab. Artura
Gietdonia. Co w potagczeniu z danymi z poprzednich badan prowadzonych w zespole
pozwolito zawezi¢ krgg poszukiwan wstepnie do trzech modulatoréw, ktére poddawane byly
kolejnym modyfikacjom i weryfikacji aktywno$ci.

Podsumowujgc catoksztatt przeprowadzonych badan nalezy zwrécic uwage na
obszerny material doswiadczalny uzyskany przez mgr Katarzyne Cekate wynikajacy z
przeprowadzenia skrupulatnej i drobiazgowej procedury poszukiwania optymalnej sekwencji
modulatora. Badania jakkolwiek wpierane nowoczesng aparaturg (syntezator peptydow i
preparatywna chromatografia HPLC) w przypadku otrzymania ponad 50-ciu sekwenciji, ich
oczyszczenia i sprawdzenia aktywnosci stajg sie czasowo wymagajace.

Doktorantka opisata metody oczyszczania jak i analizowania otrzymanych peptydéw
w tym podane zostaly wartosci m/z otrzymane ze spektrometrii mas, zabrakto mi jednak w
charakterystyce otrzymanych peptydoéw informacji o ich czystosci — chociazby w skrétowej
wersji w tabeli nr 18 w postaci dodatkowej kolumny raportujgcej powierzchnie pod gtéwnym
pikiem przy okreslonej diugosci fali. Poruszam ten problem takze w kontekscie ewentualne;
punktowej racemizacji podczas syntezy skutkujgcej pojawieniem sie mozliwych
diasteroizomerycznych zanieczyszczen, co prawda protokét syntezy przewidywat stosowanie
oksymu 2-keto-cyjanooctanu etylu co jednak nie wyklucza catkowicie mozliwosci racemizacji.
W tej sytuacji wglad w informacje z chromatogramu analitycznego ucigtby ewentualne
dywagacje na temat czystosci otrzymanych zwigzkow.

Natomiast w Swietle zebranego materiatu badawczego i wiedzy na temat wymagan
strukturalnych dotyczacych skutecznego aktywatora proteasomu, chciatbym zapytaé
Doktorantke o opinie dotyczgcg mozliwosci wykorzystania tych informacji do ewentualnego
zaprojektowania matoczgsteczkowego izosterycznego z peptydem aktywatora, czgsteczki
bedgcej przeciwienstwem do znanego inhibitora Bortezomib’idu — oczywiscie z innym
miejscem wigzania do biatka.

Mimo poczynionych uwag rozprawe oceniam pozytywnie. Za najwieksze osiggniecie
przedstawionej dysertacji uznaje wyselekcjonowanie i otrzymanie peptydowych aktywatorow
wyposazonych w sekwencje TAT skutecznie przenikajgcych do zywych komoérek. Stawiane
przeze mnie pytania sg elementem dyskusji naukowej nad wynikami badan przedstawionymi
przez mgr Katarzyne Cekate nie podwazajgc ich wartosci naukowej. Doktorantka osiggneta
zamierzone cele badawcze i zgromadzita znaczgcy materiat badawczy, ktory nosi cechy

nowosci naukowej. Wyniki badan naukowych przeprowadzonych przez Doktorantke staty sie
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trescig publikacji w czasopismach: International Journal of Molecular Sciences, 25, 1-13;
Biomolecules , 12, 1-13; oraz Biomolecules, 11, 1-10.

Stwierdzam, iz rozprawa zatytutowana ,Peptydy i peptydomimetyki wywodzace sie z
biatek Rpt5 i BIm10 jako stymulatory ludzkiego proteasomu 20S in vitro i in cellulo”, spetnia
wymogi stawiane pracom doktorskim, okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami)
i w konsekwencji wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o
dopuszczenie Kandydatki do stopnia naukowego doktora do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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