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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Natalii Horbach
zatytulowanej
"Investigation of the role of calpain-1 in the process of pyroptosis using selective chemical tools"

ztozonej do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroclawskiej.

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Natalii Horbach zostata zrealizowana pod kierunkiem promotora
Marcina Porgby, PhD, DSc, Eng, prof. PWr na Politechnice Wroclawskie;.

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej jest zbadanie roli kalpainy-1
W pyroptozie. Problemem badawczym, ktérego rozwiazania podieta si¢ Doktorantka, bylo opracowanie
selektywnego narzgdzia do wykrywania i badania aktywnosci kalpainy-1 w procesie apoptozy i pyroptozy.
O ile rola kalpainy-1 w apoptozie jest dobrze poznana, to Jej rola w pyroptozie pozostaje znacznie stabiej
zbadana. Taki dobor tematyki badawczej $wiadczy o dobrym rozpoznaniu literatury i stanowi interesujacy
obszar badawczy.

Doktorantka jest wspétautorka publikacji w czasopismie Plant Cell., opublikowanej w 2024 roku.
Kolejna praca, w ktérej mgr inz. Horbach jest pierwsza autorka, znajduje sie
w recenzji - zgodnie z informacjami zawartymi w rozprawie. Doktorantka brata udziat w trzech projektach
badawczych finansowanych ze zrédet zewngtrznych (NCN). Wyniki swoich badan prezentowata na jednej
konferencji krajowej oraz na dwdch konferencjach miedzynarodowych.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest rozprawa klasyczna, ktéra powstata w oparciu o starannie
zaplanowane i przeprowadzone badania. Rozprawa doktorska liczy 213 stron, zawiera kluczowe elementy,
takie jak czgs¢ teoretyczna, eksperymentalna, oméwienie wynikéw i wnioski. Struktura rozprawy jest
logiczna, a proporcje migdzy rozdziatami sa prawidtowo zachowane.

W pierwszej czgsci swojej rozprawy mgr inz. Natalia Horbach obszernie i znacznej mierze
wyczerpujaco przedstawia tematyke $mierci komérki, W tej czgsci Autorka szczegdtowo omawia rézne
rodzaje $mierci komérki, opisuje ich mechanizmy, metody wykrywania, rol¢ w organizmie w warunkach
fizjologicznych i patologi, a takze mozliwosé wykorzystania w terapiach. Autorka skupia si¢ przede
wszystkim na apoptozie i pyroptozie oraz ich wzajemnych interakcjach, natomiast pozostate formy $mierci
komorki opisane zostaty mniej szczegotowo, co jest zrozumiate i prawidlowe w kontekscie zakresu badan

stanowigcych podstawe rozprawy. W czesci literaturowej Autorka opisata rowniez szczegotowo proteazy



C 3¢
WYDZIAL

CHEMII U N | c
Uniwersytet todzki

co umozliwia zapoznanie si¢ z ich klasyfikacja, mechanizmem dziatania oraz rolg w komérce. Nastgpnie
Doktorantka przechodzi do oméwienia kalpain, nalezacych do proteaz cysteinowych zaleznych od wapnia,
przedstawiajac ich strukture, funkcje i zwiazki ze stanami patologicznymi organizmu oraz ich znaczenie
w terapii. Kolejna istotna dla czytelnika czg$¢ pracy dotyczy sposobu profilowania specyficznosci
substratowej proteaz. Autorka przybliza tu metod¢ PS-SCL (Positional Scanning Synthetic Com binatorial
Libraries) oraz HyCoSuL (Hybrid Combinatorial Substrate Libraries). Ta czgé¢ pracy, bedaca przegladem
literatury (Yacznie 215 pozycji), stanowi znakomita podstawg do zrozumienia dalszych rozdziatow
rozprawy doktorskie;j.

Waznym elementem rozprawy jest precyzyjne okreslenie celu pracy, ktory zostat prawidtowo
sformutowany a droga do jego osiagnigcia zostata starannie zaplanowana i zrealizowana.

W rozdziale ,, Experimental section” Doktoranta przedstawita szczegblowy opis prowadzonych badan.
Rozdzial ten zostal przygotowany bardzo starannie, zar6wno w zakresie syntezy zwigzkéw, jak
i metodologii badan biologicznych. Niektére badania wykonane zostaly z pomoca innych badaczy
z zespohu co Autorka rzetelnie zaznaczyta. Badania zaplanowano w sposob logiczny, a ich realizacja
stanowi spojna i przemyslang catos¢. Zastosowana metodologia jest prawidlowa i pozwala na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw. Syntezy substratow oraz zwiazkéw docelowych opisano szczegétowo. Badania
biologiczne wykonano w przynajmniej trzech powtorzeniach.

Mgr inz. Horbach rozpoczgla prace od syntezy znacznika fluorescencyjnego ACC. Zwiazek ten
otrzymano, w kilku etapach, z bardzo dobra wydajnoscia wychodza z 3-aminofenolu. Z uwagi na duza
skale prowadzonych reakcji nasuwa si¢ pytanie, czy powstajacy w pierwszy etapie chlorowodorek
3-aminofenolu, ktory jest usuwany z mieszaniny poreakcyjnej poprzez odsaczenie, byt odzyskiwany?
Stosujac  otrzymany znacznik Fmoc-ACC-OH, Doktorantka zsyntezowala bibliotekg 142
fluorogenicznych substratow, zawierajacych jeden z naturalnych lub nienaturalnych aminokwasow
w pozycji P1 w substracie Ac-All-Arg-Leu-P1-ACC. Sekwencjg pozycji P4-P3-P2 wybrano na podstawie
danych literaturowych. Otrzymane zwiazki poddano badaniom profilowania specyficznosci substratowej
kalpainy-1 w pozycji P1. Uzyskane wyniki wyraznie wskazaly na preferencj¢ aminokwasow
hydrofobowych o konfiguracji L (zar6wno naturalnych takich jak tyrozyna (Tyr), fenyloalanina (Phe)),
jak i nienaturalnych (np. biphenyloalanina (Bip), pochodna benzofenonu (Bpa), O-benzylotyrozyna
(Try(Bzl) i Tyr(2,6-Cl-Bzl)) oraz 4-halogenofenyloalnina (Phe(41) i Phe(4Br)). Zaobserwowano rowniez,
ze kalpaina-1 toleruje aminokwasy z zasadowym lancuchem bocznym, takie jak arginina (Arg)
i lizyna (Lys). W kolejnym etapie Doktorantka wykorzystata technologi¢ HyCoSuL do profilowania
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specyficznosci substratowej kalpeiny-1 w pozycjach P4-P2. W tym celu zsyntezowata biblioteke
fluorogenicznych substratéw zawierajacych w pozycji P1 fenyloalaning (Ac-X-X-X-Phe-ACC) i argining
(Ac-X-X-X-Arg-ACC), oraz zdefiniowane naturalne i nienaturalne aminokwasy w ustalonej pozycji P4
lub P3 lub P2 i réwnomolowe iloéci naturalnych aminokwaséw w pozostatych pozycjach. Wyniki dla
biblioteki z Phe w pozycji P1 wskazaly, iz najwyzsza aktywno$é w pozycji P2 wykazuja naturalne
aminokwasy z rozgal¢zionym lancuchem bocznym takie jak leucyna (Leu) czy walina (Val) oraz
nienaturalne, takie jak norwalina (Nva), kwas aminomastowy (Abu) i homoseryna (hSer). Zblizone
rezultaty uzyskano dla biblioteki z argining (Arg) w pozycji P1. Doktorantka wykazata, ze najwyzsza
aktywnos¢ w pozycji P3 wykazuje nienaturalny aminokwas fenyloglicyna (Phg) a takze duze hydrofobowe
aminokwaséw takich jak L-Dab(Z) czy homotyrozyna (hTyr). Ponadto, kalpaina-1 dobrze tolerowata
mniejsze i Srednie aminokwasy. Spoéréd naturalnych aminokwaséw najwyzsza aktywnos¢ wykazywata
lizyna (Lys), oraz w mniejszym stopniu, polarne i natadowane aminokwasy. Doktorantka wykazata takze,
ze obecnos¢ argininy w pozycji P1 dodatkowo poszerza zakres tolerowanych aminokwaséw w pozycji P3
réowniez o D-aminokwasy. Autorka wykazala takze, ze pozycja P4, podobnie jak P3, cechuje sie niska
specyficznoscig z preferencja duzych podstawnikéw aromatycznych, takich jak tryptofan (Trp),
Lys(2CIZ), 2-naftyloalanina (2Nal), 1- naftyloalanina (1Nal) i bifenyloalanina (Bip).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mgr inz. Horbach zaprojektowata i zsyntezowala kolejna
bibliotek¢ fluorogenicznych substratdw zawierajacych najlepiej rozpoznawane aminokwasy
w pozycjach P1 (Tyr) oraz P2 (Leu). Doktorantka wykazata, ze obecno$¢ tryptofanu (Trp) w pozycji P4
oraz leucyny (Leu) w pozycji P3 jest kluczowe dla wysokiej specyficznosci substratu dla kalpainy-1.
Analiza kinetyczna ujawnita trudno$¢ w odréznieniu aktywnosci kalpainy-1 od proteasomu 20S
i katepsyny L. Zastosowanie technologii HyCoSuL. z wykorzystaniem naturalnych i nienaturalnych
aminokwaséw umozliwito opracowanie substratéw dla kalpainy-1, z ktérych Ac-1Nal-hTyr-Leu-Tyr-
ACC i Ac-Trp-Leu-Leu-Tyr-ACC okazaly si¢ najbardziej aktywnymi i selektywnymi substratami.

W kolejnym etapie Doktorantka wykorzystala zdobytg wiedzg do zaprojektowania inhibitorow
kalpainy-1 zawierajacych grupg acyloksymetyl ketonu (AOMK) jako ,,glowicy bojowej”. Wybér tej grupy
zostat dobrze uzasadniony. Sposrdd 21 zsyntezowanych zwiazkéw mgr inz. Horbach zidentyfikowata dwa
0 najwyzszej skutecznosci hamowania, NHI-17 (Ac-1Nal-hTyr-Leu-Tyr-AOMK) i NHI-18 (Ac- Tyr-Phg-
Leu-Tyr-AOMLK).

Nast¢pnie wykorzystujac otrzymane zwigzki o najwyzszej aktywnosci hamujacej, zsyntezowano
fluorescencyjne koniugaty jako sondy aktywnosci (ABPs). Pomimo, iz zadanie to okazato si¢ trudniejsze
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niz zaktadano, opracowane przez Doktorantke fluorescencyjne sondy ABPs dla kalpainy-1 pozwolity na
oznaczanie aktywnego enzymu, odrozniajgc forme katalitycznie aktywna od form nieaktywnych. Dalsze
badania wykazaty, ze sonda NH-ABP-1 wigzala si¢ specyficznie z kalpaina-1, nie wptywajac na aktywnos¢
proteasomu 20S. Przydatnos¢ sondy NH-ABP-1 do znakowania aktywnej formy kalpainy-1 (75 kDa)
potwierdzono w badaniach z wykorzystaniem linii komorkowej THP-1.

Nastepnie Doktorantka wykorzystata cytometri¢ masowa (CyTOF) do kompleksowej analizy
aktywnosci kalpainy-1 na poziomie pojedynczych komoérek uktadu odporno$ciowego. Dzigki tej technice
$ledzono aktywnos¢ i ekspresje kalpainy-1 w roznych typach leukocytow, w tym monocytach, neutrofilach
i limfocytach, w odpowiedzi na naptyw jonéw wapnia. Doktorantka wykazata, ze kaplaina-1 jest
zlokalizowana gléwnie w eozynofilach. Lokalizacja kalpainy-1 w eozynofilach i neutrofilach wskazuje na
jej kluczowa role w procesach zapalnych zwigzanych z alergiami, infekcjami i przewlektym stanem
zapalnym. Z kolei jej ograniczona obecnos¢ w monocytach sugeruje bardziej wyspecjalizowana funkcje
w aktywacji i regulacji uktadu odpornosciowego. Te wyniki podkreslaja potencjat kalpainy-1 jako celu
terapeutycznego w chorobach zwigzanych z nadmiernym lub przewlekiym zapaleniem, takich jak choroby
autoimmunologiczne, alergiczne i przewlekie infekcje. Nastepnie zbadano ekspresje kalpainy-1
w jadrzastych komorkach krwi obwodowej (PBMCs) pozbawionych neutrofiléw i eozynofilow.
Doktoranta potwierdzita, ze kalpaina-1 jest obecna gléwnie w monocytach, a w mniejszym stopniu takze
w limfocytach B i T. Wyniki te dostarczaja nowych informacji na temat lokalizacji kalpainy-1 i jej
mozliwych rél w populacjach komérek PBMCs. Doktorantka wykazata, iz kalpaina-1 odgrywa kluczowa
role w regulacji sciezek $mierci komérkowej w neutrofilach, szczegblnie poprzez szlak kaspaza-
1/GSDMD (gasdermina D), promujac pyroptoze. Doktorantka stosujac opracowang przez siebie sondg
ABPs, zbadata aktywnos¢ kalpainy-1 w neutrofilach, odkrywajac dodatkowo aktywna formg kalpainy-1
o masie 40 kDa.

W kolejnym etapie swoich badan Doktorantka zbadata rozszczepienie gasderminy-D przez kalpaing-
1 wykorzystujac wewnetrznie wygaszone (ang. internally quenched fluorewscent IQF) substraty.
Wykazala, ze gasdermina D jest rozszczepiana przez kalpaing-1 w innych miejscach niz w przypadku
kaspazy-1. Dodatkowe eksperymenty z wykorzystaniem linii komérkowej THP-1 oraz jej wariantu
z wylaczonym genem kaspazy-1 potwierdzily to spostrzezenie. Odkrycie to zastuguje na szczegolne
podkreslenie, poniewaz wykazuje na udziat kalpeiny-1 w pyroptozie.

W rozdziale Conclusion Autorka podsumowata najwazniejsze z uzyskanych wynikow, omawiajac

takze ich ograniczenia oraz wskazujac kierunek przysztych badan.
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Nieliczne i drobne uchybienia edytorskie nie umniejszaja ani osiggnieé, ani wartoci merytorycznej
pracy. Z obowigzku recenzenta wymieni¢ kilka z nich. Na przyktad, na stronie 19 niepoprawnie
sformatowano skrét czasopisma, jest ,Nat Rev Immunol.” a powinno by¢ ,Nat. Rev. Immunol.”
Niepoprawnie uzyto nazwg ,,phosphorus pentoxide (POs)” (str. 50). Ponadto w Figurze 6 przedstawiajacej
mechanizm hydrolizy peptydu przez proteazg cysteinowa, pojawit si¢ blad. Mianowicie, w jednym
z etapéw nukleofilowy atom tlenu z czasteczki wody powinien atakowaé elektrofilowy atom wegla grupy
COS, a nie atom tlenu grupy karbonylowej. Proszg takze o komentarz do kopii widma MS zaprezentowanej
na stronie 76. Obliczona wartoé¢ m/z dla tego zwiazku to 843,91 za$ w widmie widoczny jest pik
om/z = 813,35.

Uwzgledniajac merytoryczng i poznawcza wartosC pracy, jej wymiar naukowy, wykiad
w rozwoj dyscypliny oraz staranne przedstawienie wynikéw, stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa
doktorska mgr inz. Natalii Horbach catkowicie spelnia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2018 poz. 1571). Zwracam si¢
zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Pol itechniki Wroclawskiej o dopuszczenie
pani mgr inz. Natalii Horbach do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwagg wysoka jakos¢ naukows przedstawionej rozprawy, zastosowane rozwiazanie
problemu badawczego i w mojej opinii duzy wplyw na rozwoj dyscypliny, wnosz¢ o wyroznienie

przedstawionej rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii Horbach.

Damian Plazuk
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