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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Natalii Horbach pt. ,Investigation of the role of calpain-1

in the process of pyroptosis using selective chemical tools”

Badania biologicznej roli proteaz prowadzone sa od dziesigcioleci z wykorzystaniem réznorakich podejsé
eksperymentalnych czy coraz to nowoczesniejszych metod badawczych. Niewatpliwie wykorzystanie
fluorescencji jako czulej metody detekcji czy obrazowania oraz bibliotek peptydowych przyczynito si¢ do
rozwoju badan biochemicznych i biologicznych ukierunkowanych wobec roznorakich enzymow
hydrolitycznych. Wtasnie w ten nurt badan wpisuje si¢ recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Natalii
Horbach. Praca zostala wykonana w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania na Wydziale
Chemicznym, Politechniki Wroctawskiej pod opieka naukowa Pana dr. hab. inz. Marcina Poreby, prof.
P.Wr. Praca doktorska Pani mgr Natalii Horbach jest przykltadem bardzo dobrze wykonanej pracy
z pogranicza chemii bioorganicznej, enzymologii, a takze biochemii. Stanowi ona kontynuacje wieloletnich
juz badan prowadzonych przez promotora, dr. hab. inz. Marcina Porebe.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska, liczaca 213 stron, ma charakter klasycznej rozprawy
doktorskiej i zostata napisana w jezyku angielskim. Zawiera ona wprowadzenie teoretyczne, cel pracy,
cze$¢ eksperymentalna, oraz rezultaty wraz z dyskusja, podsumowanie oraz bibliografi¢ skladajacg sie
z 279 pozycji literaturowych. Na koncu dysertacji znajduje si¢ lista osiagnie¢ Kandydatki w postaci
publikacji naukowych (jedna opublikowana w Plant Cell z pierwszym wspodtautorstwem oraz drugiej
bedacej w recenzji), prezentacji konferencyjnych, a takze projektow badawczych, w ktérych brata udziat.
Przed wstepem do rozprawy, Autorka umiescita przydatny i dos¢ obszerny zbior skrotéw stosowanych
W pracy.

Wprowadzenie do pracy, liczace 38 stron, podzielone jest na trzy zasadnicze rozdziaty dotyczace
smierci komorki, proteinaz oraz sposobow badania aktywnosci proteaz bedacych celem pracy. W pierwszej
czesci Autorka wprowadzila prosty ale bardzo istotny dla pracy podziat $Smierci komorkowej na typy
wskazujac na dominujacy mechanizm oraz jej przyklady. Najwieksza uwage skupila jednak na
wystepujacej najczgsciej apoptozie oraz piroptozie, co jest dos¢ oczywiste w zwigzku z udzialem kalpainy-

1 w ich propagacji. Mniej uwagi poswigcone jest autofagii i innym typom $mierci komorkowej. Co wazne




dla samej pracy, rozdzialy te, mimo, ze dotyczace zjawisk biologicznych, w tym réwniez patologicznych,
opisane sa bardzo przejrzyscie i zrozumiale, co czyni wstep przystepnym dla czytelnikow
ukierunkowanych chemicznie.

Szczegdlnie istotne wg Autorki jest ciggla potrzeba poszukiwania sposobéw kontroli stanu
zapalnego w sposob coraz to bardziej precyzyjny, co ma skutkowaé powstaniem nowych strategii w jego
leczeniu. Z tego powodu zrozumienie mechanizméw piroptozy i jej interakcji z apoptoza (Swietnie
przedstawione na Rycinie 5) staje si¢ istotne z punktu widzenia samego leczenia standw zapalnych jak
i choréb zakaznych. W czesci poswieconej proteazom, Doktorantka przedstawia ogélng charakterystyke
proteaz dzielac je na cysteinowe, serynowe, aspartylowe czy metaloproteazy by szczeg6lna uwage skupié
na kalpainach, czyli proteazach cysteinowych zaleznych od jonéw wapnia. Te ostatnie sa szczegélnie
istotne w komoérkowej odpowiedzi na stres, roznicowanie czy migracj¢ komorki. Deregulacja aktywnosci
kalpain powiazana jest z réznymi stanami patologicznymi obejmujgcymi choroby neurodegeneracyjne,
dystrofiec miesniowa, zaburzenia kardiologiczne, nowotworzenie. Dziatanie tychze enzymow zalezne jest
od domeny katalitycznej, w ktérej zachodzi hydroliza wigzan peptydowych motywow o specyficznych
sekwencji aminokwasowych. Dzigki czemu sa one specyficzne wzgledem niektérych tylko grup biatek
zaangazowanych w adhezje komérkowa, transdukcje sygnatow czy apoptoze. Jednakze aktywnos¢ kalpain
kontrolowana jest przez domene regulatorowa zawierajaca motyw EF-hand specyficznie wigzacy jony
wapnia. Zwiazanie ich powoduje zmiany strukturalne prowadzace do aktywacji domeny katalitycznej.
Wihasnie takiej ilustracji czy schematu obrazujacego mechanizm aktywacji zabraklo we wstgpie. Jest to
istotne, gdyz kalpainy wykazuja rézng odpowiedz na poziom komérkowego wapnia, co czyni je mniej lub
bardziej wrazliwymi na tzw. sygnaty wapniowe. Bardzo prosz¢ zatem Doktorantke, by podczas obrony
mogla zilustrowaé brakujacy mechanizm aktywacji oraz skomentowa¢ czym wywolana jest odmienna
odpowiedz kalpainy-1 i 2 na wapn oraz jakie sygnaty komérkowe wywotuja mobilizacja jonow wapnia
oraz skad sa one uwalniane w tychze procesach. Innymi stowy, prosze o kilka stéw na temat wapniowo-
zaleznej regulacji kalpain. Ze wzgledu na tematyke rozprawy, Autorka podjeta sie przyblizenia roli kalpain
w réznych typach $mierci komoérkowej, t.j. w apoptozie, nekrozie i piroptozie. Cho¢ kaspazy a nie kalpainy
sa gléownymi proteazami zaangazowanymi w progresje piroptozy, to jednak te drugie wspicraja oraz
moduluja prioptoze poprzez hydrolize strukturalnie istotnych biatek cytoszkieletowych, takich jak
chociazby vimentyna. Tworzy ona réznego rodzaju filamenty modulowane przez jony cynku oraz wapnia.
Czy aktywacja/regulacja hydrolizy biatek cytoszkieletowych nastepuje w odpowiedzi na sygnaty cynkowe
i wapniowe? Mysle, ze tak, gdyz sama aktywacja inflamasomow, w ktore zaangazowane sg kalpainy jest
metalozalezna. Prosze o komentarz. Cho¢ ta czes¢ wstgpu napisana jest przejrzyscie, to wisienki na torcie
moglaby dostarczy¢ jasne nawigzanie roli kalpain w piroptozie w kontekscie potrzeby realizacji badan,

ktora rozwinieta jest w dalszej czgsci pracy.



Ostatnia czes$¢ rozdzialu teoretycznego pozostaje najbardziej chemiczna i technologiczna gdyz
dotyczy profilowania aktywnosci czy badania funkcji proteaz z wykorzystaniem réznych podejsé
bazujacych gtownie na bibliotekach peptydowych. Cho¢ rozdziat napisany jest w sposob ogdlny i dotyczy
profilowania wiekszosci proteaz, to Doktorantka przygotowata go z myslg o profilowaniu aktywnosci
kalpain, bedacych celem molekularnym dysertacji. Rozdzial przygotowany jest bardzo starannie i jest
niezwykle pouczajacy zaréwno dla znawcow profilowania aktywnosci enzymow proteolitycznych jak
i niespecjalistow. Autorka przedstawita zasade dziatania dwoch bibliotek uzywanych do okreslania
optymalnych sekwencji aminokwasowych z duza precyzja. Pierwsza z nich, bardziej historyczna, to PS-
SCL (ang. Positional Scanning Synthetic Combinatorial Libraries) a druga to HyCoSuL (ang. Hybrid
Combinatorial Substrate Liberies) charakteryzujaca si¢ wykorzystaniem aminokwasow nienaturalnych.
Zabieg ten zdecydowanie rozszerza ilo$¢ mozliwych sekwencji w bibliotece, zwigkszajac zarazem
prawdopodobienstwo znalezienia najoptymalniejszej, dzigki mozliwosci zachodzenia dodatkowych, badz
silniejszych oddziatywania z proteaza anizeli w przypadku biblioteki bazujacej jedynie na aminokwasach
naturalnych. Poza tymi bibliotekami, Doktorantka rowniez wskazuje, ze metody bazujace na spektrometrii
mas czy phage display, réwniez stanowia doskonale podejscie w profilowaniu aktywnosci proteaz.
Ponadto, opisata rdéwniez rdzne zabiegi fizykochemiczne zwigkszajace czulos¢ opracowywanych
substratow, takie jak w wprowadzenie do sekwencji aminokwasowej fluoroforow uwalnianych w wyniku
dziatania proteaz, zastosowania zjawiska FRET czy wewnetrznie wygaszonej fluorescencji. W opisie tych
dwoch ostatnich zabraklo odpowiedniej ilustracji ukazujacych dziatanie tak skonstruowanych substratow.
Za to, poruszona zostala i to bardzo stusznie, idea konstrukcji specyficznych inhibitorow czy activity-based
probes (ang. ABP), ktore bazujg w swoim dziataniu na zoptymalizowanych wczesniej sekwencjach
substratowych enzymow. Koniec wstepu teoretycznego wienczy rozdzial poswiecony narzedziom
chemicznym uzywanym w badaniu aktywnosci czy hamowania kalpain. Mimo, ze cz¢$¢ z nich stosowana
jest z powodzeniem, to charakteryzuja si¢ one brakiem specyficznosci w obrebie izoform kalpain. Wtasnie
na ten brak zwraca uwage Autorka w ostatnim paragrafie, wskazujac na potrzebe dziatania w tym kierunku.
Zakonczenie to Swietnie tgczy ze sobg tres¢ zawarta we wstepie z kolejnym rozdzialem obejmujacym cel
pracy.

Autorka w jasny i klarowny sposob prezentuje, co byto zasadniczym celem jej dziatan. Obejmowat
on zastosowanie biblioteki HyCoSuL po to, by stworzy¢ wysoce specyficzne substraty a takze potencjalne
inhibitory wzgledem kalpainy 1, ktore to bylyby nieaktywne dla pozostatych izoform jak i blisko
powigzanych proteaz, m. in. katepsyn czy proteasomu. W tym celu, Doktorantka zastosowala szereg
nienaturalnych aminokwasdéw by zwiekszy¢ palete elementow strukturalnych budujacych peptydy, a takze
zastosowata znakowanie fluorescencyjne z ACC co zwigkszyto czulos¢ i obnizylo zakres stosowanych

stezen. Ponadto, bazujac na zoptymalizowanych sekwencjach, celem pracy byto réwniez otrzymanie



pierwszego dotad activity-based probe ukierunkowanego wiasnie w strong kalpainy 1. a nastepnie
walidacja jego dzialania w systemach komoérkowych tak, aby rzuci¢ $wiatlo na rolg tegoz enzymu w
procesie piroptozy, a docelowo regulacji stanu zapalnego i migracji komoérkowej. Pobocznym ale rownie
istotnym nurtem badan Doktorantki bylo zbadanie roli kalpainy 1 w hydrolizie gasderminy D, efektora
piroptozy. Skoro podjete w pracy doktorskiej dziatania byty ukierunkowane w strong stworzenia narzedzi
o wysokiej specyficznosci wzgledem konkretnego enzymu, mozna byto rozwazy¢ podkreslenie tego faktu
w tytule rozprawy np. poprzez wprowadzenie okreslenia ,,isoform-selective”.

Kolejnym cze$cig rozprawy jest czg$¢ eksperymentalna, w ktorej znajduje sie opis prowadzonych
eksperyment6w i analiz. Rozdziat ten jest potaczeniem sekcji eksperymentalnej z wynikowa, gdyz zawiera
struktury, schematy, widma masowe czy chromatogramy uzyskane podczas realizacji badan. Wprowadza
to pewien chaos w odbiorze. Jesli Doktorantka nie chciata umieszcza¢ informacji o tozsamoscei uzyskanych
zwiazkow w czesci poswieconej wynikom, mogta na przyklad rozwazy¢ zastosowanie suplementu, w
ktorym mogta znalezé sie spora czg$¢ rycin z tego rozdziatu. Mimo tego, umieszczone tu opisy sg bardzo
jasno przygotowane. Zdarzaja sie drobne bledy natury edytorskiej, jak brak spacji pomigdzy wartosciami
i jednostkami, brak zastosowanych kursyw przy wartosciach statych, przyspieszenie ziemskie zapisane bez
kursywy czy malo czytelne ilustracje jak np. Rycina 20 czy struktury na rycinach z widmami masowymi.
Podpisy tabel zwyczajowo umieszczane sa nad a nie pod nimi. Z ciekowosci cheiatbym zapytac
o0 przyczyne uzycia 2.,4,6-kolidyny jako zasady przy reakcji sprzggania aminokwaséw ? Prosz¢ rowniez
o wyjasnienie pojecia ,, magic point” pojawiajacego si¢ na stronie 88. Praca, w sporej czgsci odnosi si¢ do
enzymologii i pojawiaja si¢ w niej pojecia typowe dla tej dziedziny. Mysle, ze mogty by¢ one wyjasnione
w krétkim rozdziale metodolologicznym w tej sekcji po to, by przyblizy¢ znaczenie lub potrzebe ich
wyznaczenia. Do$¢ nietypowa jest rowniez prezentacja mas obliczonych i uzyskanych. Autorka prezentuje
bowiem wartosci mas czasteczkowych (nie wiadomo czy chodzi o masy $rednie czy monoizotopowe)
w postaci jonéw jednododatnich [M+H]" a nastepnie przedstawia wartosci dla jonow troj- badz
czterododatnich choé¢ tu zapis nie jest do konca poprawny. Powinno by¢ odpowiednio [M+3H]*,
[M+4H]*". Zmusza to czytelnika do samodzielnych rachunkow, by sprawdzi¢ jak masy eksperymentalne
maja sie do obliczonych oraz jaka jest roznica migdzy masami.

Najistotniejszy dla rozprawy pozostaje jednak rozdzial ,Rezultaty i dyskusja” ktéry w sposob
klarowny i skondensowany prezentuje uzyskane wyniki, ktére zostaly podzielone na szes¢ czgsci.
W pierwszym podejéciu Autorka dokonata profilowania specyficznosci poszczegélnych pozycji (P1-P4)
substratow kalpainy-1 z wykorzystaniem wspomnianej wezesniej biblioteki HyCoSuL ale takze bazujac na
wezesniej uzyskanych danych przy profilowaniu innych enzymoéw, t.j. katepsyn. Profilowanie pozycji P1
wykazato preferencje kalpainy 1 do reszt hydrofobowych i aromatycznych, w szczegélnosci do tyrozyny,

fenyloalaniny oraz kilku reszt nienaturalnych. Wykazuje tez spora preferencje do reszt dodatnich takich jak



arginina 1 lizyna. Autorka dokonata bardzo szczegétowej analizy potencjalnych oddzialywan
wyselekcjonowanych reszt z kieszeni S1 enzymu. W pracy nie ma struktury kalpainy 1 ani jej domeny
katalitycznej. Dyskusja na temat potencjalnych oddzialywan bylaby tatwiejsza w prezentacji gdyby
postuzono sie strukturg domeny katalitycznej. W kolejnym kroku, wykorzystujac dwa zestawy bibliotek
substratowych posiadajgcych w pozycji P1 reszte Tyr oraz Arg, Doktorantka przeprowadzila niezaleznie
profilowanie pozycji P2-P4. W tym celu do profilowania pozycji P2 zostato uzytych 20 reszt naturalnych
i 100 reszt nienaturalnych. Czy ta sama ilo$¢ reszt byla uzyta przy profilowaniu pozycji P3 i P4? Autorka
wspomina rowniez na stronie 144 o wykorzystaniu mieszaniny réwnomolowej aminokwasow. Dlaczego
nie bylo ta mieszanina izokinetyczna i jak to mogto wptyna¢ na uzyskane wyniki? Przeprowadza analiza
jest imponujaca pod wzgledem ilosci wlozonej pracy 1 pozwolila na selekcje reszt wykazujacych najlepsze
preferencje wzgledem enzymu. Szczegolnie wazna jest pozycja P2, ktora wydaje sie by¢ najistotniejsza dla
selektywnosci substratowej. Jej preferencja wzgledem matych i rozgalezionych reszt alifatycznych,
w szczegolnosci L-Leu i L-Val wskazuje na kluczowa role w specyficznosci wzgledem naturalnych
substratow. Wyniki dla pozycji P3, a w szczegoélnosci dla P4 wykazaly mniejsza specyficznosé
w porownaniu do pozycji P2. Jednakze, uzycie nienaturalnych aminokwaséw pozwolito na selekcje
unikalnych reszt, ktére mozna wykorzysta¢ zaréwno przy konstrukcji substratow jak i inhibitoréw o czym
Doktorantka wspomina wielokrotnie, czasami niepotrzebnie si¢ powtarzajac. Warta podkreslenia jest
szczegdtowa dyskusja na preferencjami odpowiednich pozycji substratu wzgledem kieszeni enzymu.
Wykorzystujac wyniki uzyskane w pierwszym etapie prac, Autorka w kolejnych trzech krokach
swoich badan przeprowadzila optymalizacje i charakterystyke najbardziej optymalnych substratow,
inhibitorow jak i sond opartych na reaktywnosci enzymatycznej (ang. activity-based probes). W pierwszym
z nich, Doktorantka otrzymata 16 peptydow o sekwencji Ac-P4-P3-P2-P1-ACC zawierajacych
aminokwasy naturalne, ktére wykazywaly najwieksza preferencje danej pozycji. Najlepsza preferencje
wzgledem kalpainy 1 wykazywat peptyd Ac-Trp-Leu-Leu-Tyr-ACC. Jednakze porownanie parametrow
kea/ Km dla wybranych katepsyn i proteasomu 20S wykazato brak oczekiwanej selektywnosci. W zwiazku
z tym Autorka przygotowata drugg biblioteke substratowa, tym razem zawierajacg 46 peptydow o ogoélnym
wzorze Ac-P4-P3-P2-P1-ACC zawierajaca zar6wno reszty naturalne i nienaturalne, ktére we wczesniejszej
analizie wykazywaly najlepsze preferencje wzgledem kalpainy 1. Przeprowadzona charakterystyka
enzymatyczna i poréwnanie parametru kca/Km wzgledem katepsyn i proteasomu 20S wykazato, ze
najbardziej selektywnym substratem wzgledem kalpainy 1 jest Ac-Bta-Leu-Leu-Tyr-ACC oraz Ac-1Nal-
hTyr-Leu-Tyr-ACC. Substraty te wykazuja rowniez wyzsza reaktywnos¢ w poréwnaniu do substratu
zbudowanego jedynie na resztach naturalnych. Nalezy jednak wspomnieé, ze nie zostala uzyskana petna
selektywnos¢, gdyz katepsyna L a w mniejszym stopniu proteasom 20S nadal hydrolizuja zwalidowane

substraty, jednakze zdecydowanie stabiej. O sukcesie mozna mowi¢ wzgledem katesyny S i B.



Wykorzystujac analogiczne podejscie do substratow, Autorka w kolejnym kroku zsyntezowata 21
peptydow o ogdlnym wzorze, Ac-P4-P3-P2-P1-AOMK  zawierajgcych zaréwno reszty naturalne
i nienaturalne bedacych potencjalnymi nicodwracalnymi inhibitorami proteaz dzigki obecnosci grupy
AOMK. Co ciekawe, wykorzystata do porownania rowniez dziewig¢ znanych i opisanych w literaturze
inhibitoréw. Poréwnanie parametréw kobs/[I] pokazato, ze najlepszym inhibitorem kalpainy 1 okazal sig
peptyd Ac-Tyr-Phg-Leu-Tyr-AOMK wykazujacy lepsze dziatanie hamujace wzgledem enzymu anizeli
powszechnie uzywany inhibitor MG132. Warte podkreslenia jest rowniez to, ze zoptymalizowane
sekwencje substratow i inhibitoréw bardzo dobrze koreluja ze soba parametry kinetyczne (Rycina 46)
ukazujac wysoki potencjal uzytkowy biblioteki substratow celem konstrukcji efektywnych inhibitorow.
Godna podkre$lenia jest réwniez dyskusja zawarta w tej czesci pracy, w ktérej Autorka dokfadnie
poréwnuje ze sobg inhibitory opisane dotad w literaturze jak i te wlasne.

Jesli chodzi o sondy oparte na reaktywnosci enzymatycznej, to Doktorantka ograniczyla sie
w konstrukcji do pieciu potencjalnych inhibitorow fluorescencyjnych. Sekwencje aminokwasowe czterech
z nich pochodzity z wezesniejszych profilowan. Jeden z nich byt o jedng reszte aminokwasowa krotszy w
poréwnaniu do pozostalych. Co wigcej, inhibitor bazujacy na tej sekwencji wykazal si¢ najlepszymi
parametrami kinetycznymi wzgledem kalpainy 1. Czy Doktorantka moze skomentowa¢ fakt pojawienia si¢
tej sekwencji i dlaczego ta krotsza sekwencja nie zostala uzyta w profilowaniu substratéw i inhibitorow?
Warte podkre$lenia jest to, ze wszystkie pigé testowanych inhibitorow fluorescencyjnych charakteryzowato
sie zdecydowang selektywnos¢ wzgledem katepsyny L, V, B1i S. Funkcjonalno$¢ dwoch reaktywnych sond
zostala réwniez potwierdzona poprzez znakowanie oczyszczonej kalpainy 1 i jej rozdziat na zelu SDS
PAGE. Obecno$¢ znakowanego enzymu poza wskazaniem odpowiedniej masy zostala rowniez
potwierdzona przy uzyciu przeciwciata skierowanego przeciwko kalpainie 1 z wykorzystaniem Western
Blot. Czy mozna powiedzie¢ co$ o wydajnosci znakowania w tych warunkach? Sadzg, Ze rozdzial na zelu
jest niewystarczajacy aby rozdzieli¢ biatko znakowane od nieznakowanego. Funkcjonalno$¢ znakowania
zostata rowniez potwierdzona w komérkach THP-1. Komorki te inkubowane z jonoforem wapniowym
i CaCl, ulegaty aktywacji pod wzgledem kalpainy 1 i dostarczyly bardzo ciekawego obiektu do badan
inhibicji enzymatycznej enzymu. Uzycie aktywnego inhibitora NH-ABP-1 spowodowalo szybka
modyfikacje aktywnego enzymu, ktora byta nieobserwowana przy braku obecnosci jonoforu i jonow Ca?",

W przedostatniej czesci pracy, Doktorantka podjeta si¢ ambitnej proby profilowania kalpainy oraz
innych bialek zaangazowanych czy powiazanych z kontrolowana $miercia komérki. W tym celu
wykorzystata cytometrie masowa, ktéra dzigki swojej przepustowosci i rozdzielczosci jest w stanie
obrazowaé obecnos¢ poszczegélnych biatek z duza doktadnoscia. Prowadzone badania koncentrowaty sig
wokot komorek krwi, ktore $wietnie nadaja sie do analizy z wykorzystaniem cytometrii masowej. Analiza

ta byta mozliwa dzieki zastosowaniu odpowiednich przeciwcial kierowanych przeciwko markerom



odpowiednich komorek krwi oraz koniugatowi przeciwciata anty-kalpainy 1 ze stabilnym izotopem
neodymu. Uzyskane wyniki wykazaly, ze kalpaina 1 obecna jest gtéwnie w granulocytach, w szczegdlnosci
w eozynofilach i neutrofilach. Po usunigciu tychze komorek z analizy, kalpaina-1 byta réwniez obrazowana
w monocytach i mniejszym stopniu w komorkach beta czy komorkach CD8+ T. Bardzo ciekawa
obserwacja badan Pani Horbach jest to, ze ekspresja kalpainy 1 silnie koreluje z ekspresja kaspazy 1
i gazderming D, co sugeruje, ze kalpaina 1 moze odgrywa¢ wazna rolg¢ w piroptozie u neutrofili. Obecnos¢
kalpainy-1 zostata rowniez potwierdzona z uzyciem wczesniej opracowanego inhibitora NH-ABP-1, co
niewatpliwe udowadnia obecnos$¢ enzymu w neutrofilach na poziomie biatka.

Ostania czes$¢ badan Kandydatki byta odpowiedzig na obserwacje uzyskane w poprzednim kroku
i dotyczyta korelacji ekspresji kalpainy 1 i gazderminy D. Celem ich bylo sprawdzenie czy kalpaina 1 jest
w stanie cigé gazdermineg D, co jest kluczowe do dalszych etapéw procesu piroptozy. W tym celu Autorka
przygotowala w pierwszej kolejnosci substraty z wewnetrznie wygaszona fluorescencja zawierajaca rézne
fragmenty gazderminy D, ktére zostaly nastgpnie wykorzystane do badania reakcji hydrolizy z uzyciem
kalpainy 1 oraz kasapzy 1. Wskazaly one na potencjalne miejsca hydrolizy wywolane przez te enzymy.
Najwiecej jednak informacji przyniosty testy przeprowadzone na calej gazderminie D. Tu Autorka
konstrukt SUMO-GSDM-6xHis nazywa biatkiem natywnym, co jest pewna przesada i zapewne
uproszczeniem wypowiedzi. Przy okazji pytanie o potrzeb¢ wprowadzenia metki SUMO do tegoz
konstruktu? Zaréwno badania na catym biatku jak i przeprowadzone pozniej na komoérkach THP-1
aktywowane jonoforem wapniowym i chlorkiem wapnia wykazaly, ze kalpaina 1 tnie gazderming D
w dwdch pozycjach, ktorych sekwencje zostaty zaprezentowane przez Doktorantkg. Wazng konkluzja
z przeprowadzonych badan jest to, ze kalpaina 1 w wigkszym stopniu niz kaspaza 1 uczestniczy w procesie
piroptozy. Zdecydowanie jest to jedna z najistotniejszych obserwacji dokonanych przez Autorke w trakcie
realizacji pracy doktorskiej. Prace wienczy trdjstronicowe podsumowanie, w ktorym Autorka bardzo
przejrzyscie podsumowata najwazniejsze obserwacje oraz wyniki wskazujac na dale mozliwosci rozwoju.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii Horbach prezentuje bardzo dobrze
zrealizowany projekt pracy doktorskiej, za sukcesem ktorego stoi Doktorant jak i Promotor pracy. Praca
napisana jest poprawnym jezykiem i poza nielicznymi bledami natury interpunkcyjnej czy edytorskiej,
o ktorych wspominalem wczesniej i obecnych we wszystkich rozdziatach rozprawy, nie znalaztem
powazniejszych bledow. Praca opatrzona jest jasnymi i bardzo dobrze przygotowanymi ilustracjami
i schematami. Na wyr6znienie zastuguje doktadna i dojrzata naukowo dyskusja wynikéw. Nie mam
zasadniczych zastrzezen merytorycznych do recenzowanej pracy poza wskazanymi wyzej, ktore
w wiekszosci wynikajag z mojego zaciekawienia. Jednakze do wymienionych wyzej pytan czy uwag

chciatbym dodaé nastgpujace:



- Czy mozliwe jest badanie profili substratowych/inhibitorowych kalpainiy 1 z wykorzystaniem
modelowania badz dynamiki molekularnej? Czy takie badania moze byly realizowane? Jakich dostarczaja
informacji.

- Zaleznie od odpowiedzi na powyzsze pytanie chciatbym dowiedzie¢ si¢ dlaczego Doktorantka/Promotor
nie podjeli si¢ takiej proby. Z pewnoscia dokowanie inhibitoréw dostarczytoby cennych informacji
przydatnych do projektowania inhibitoréw lub udoskonalania wlasnego warsztatu?

- Czy moze Pani opisa¢ jak koniugat przeciwciata anty-kalpaina 1 ze stabilnym izotopem neodynu byt
otrzymany?

- Czy wykluczenie eozynofilii i neutrofilii z analizy cytometrycznej odbylo si¢ poprzez brak uzycia
specyficznego przeciwciala kierowanego wzgledem markera komorkowego czy moze inng bardziej

klasyczng metoda?

Reasumujac, mimo drobnych niedociagnie¢, o ktérych wspomnialem powyzej, stwierdzam, ze
przyszto mi recenzowaé bardzo ciekawa prace, ktorej wyniki sa wartosciowe pod wzgledem technicznym
i naukowym. Praca Pani mgr Natalii Horbach to przyklad $wietnie zrealizowanego projektu badawczego
wykraczajacego poza ogélnie pojeta enzymologie czy chemie bioorganiczng/biologicznej. Stwierdzam
zatem, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Horbach w petni spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z2018 .
poz. 1668 ze zm.), przepisy wprowadzajace ustawe o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 .
poz. 1669 ze zm.). Wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej
o dopuszczenie Pani mgr Natalii Horbach do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
Biorac pod uwage fakt, ze wyniki przedstawione w rozprawie zostaty czesciowo opublikowane w
prestizowym czasopi$mie naukowym lub pozostajg w recenzji, Kandydatka przygotowata bardzo dobra
rozprawe i przeprowadzita dojrzata dyskusje oraz lub przede wszystkim to, ze wyniki badaf Doktorantki
maja spory potencjat aplikacyjny, zwracam si¢ do Rady dyscypliny Nauki Chemiczne o wyréznienie

rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Horbach.

7 wyrazami szacunku,
Artur Krezel /
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