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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii Horbach

Praca doktorska pani mgr inz. Natalii Horbach zatytulowana ,,Investigation of the role
of calpain-1 in the process of pyroptosis using selective chemical tools” wykonana zostata pod
kierunkiem pana promotora prof. dr hab. Marcina Porgby z Wydziatu Chemii, Politechniki
Wroctawskiej. Stanowi ona kompleksowe opracowanie narzedzi badawczych stuzacych do
identyfikacji obecnosci i aktywnosci kalpainy-1, ograniczenia aktywno$ci enzymatycznej tego
biatka, jego lokalizacji tkankowej 1 komdérkowej. Ponadto przedstawia oceng roli biologiczne;j

kalpainy-1 w leukocytach podczas przebiegu procesu $§mierci komorkowej zwanego pyroptoza.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim. Ma uktad standardowy i
obejmuje wstep, cel pracy, rozdziat opisujacy zastosowane metody, wyniki wykonanych
doswiadczen wraz z dyskusja. Ponadto zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
spis literatury oraz konkluzje, ktére stanowig krétkie podsumowanie najistotniejszych wedlug
oceny Doktorantki wynikéw. Pracg rozpoczyna dobrze przemyslany i skonstruowany wstep, w
ktérym Doktorantka opisuje biologiczng role kalpainy-1, jako enzymu, ktérego rola zostata
dotychczas opisana w regulacji procesu $mierci komorkowe;j. Z tego wzgledu w tej czesci pracy
opisano szczegdtowo poznane dotychczas rodzaje $mierci komodrkowej, ich rol¢ w procesach
fizjologicznych i w stanach patologicznych, metody oceny ich przebiegu, wykorzystanie
terapeutyczne tej wiedzy oraz perspektywy/kierunki dalszych badan naukowych w tym
temacie. Tu brakuje moim zdaniem informacji na temat netozy, unikatowej dla neutrofili
$mierci komodrkowej bedacej czesto zwienczeniem formowania przez te komoérki pulapek
neutrofilowych (NETs). Ten aspekt wydaje si¢ istotnym, poniewaz w dalszej czg$ci pracy
autorka wdraza badania nad $miercia komodrkowa wiasnie tych leukocytow. We wstepie
znajdziemy takze podrozdzial po§wigcony proteazom ze szczegdlnym uwzglednieniem kalpain

jako biatek o aktywno$ci enzymatycznej, ktorych role identyfikuje si¢ w chorobach
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neurodegeneracyjnych, nowotworach, dystrofii migsniowej i chorobach uktadu krazenia.
Ostatecznie, wstep zamyka tekst opisujacy profilowanie aktywnosci enzymatycznej biatek. Tu
autorka pracy przedstawia stosowane metody badawcze z okresleniem ich zalet i ograniczen.
Ponadto opisuje metody opracowania narzedzi stluzacych do badan enzymoéw, takich jak
substraty, inhibitory czy sondy oparte o aktywnos$¢ enzymatyczng tych bialek. Rozdziat ten jest
bardzo wartosciowy dla czytelnika, zwtaszcza ze wzglgdu na interdyscyplinarny charakter
pracy, bowiem umozliwia doglebne zrozumienie tematyki badan. Dodatkowa zaleta jest
ubogacenie go o Ryciny (14) i Tabele (3) ulatwiajace przyswojenie tekstu pracy. Tu mam
uwagg dotyczaca braku kompatybilnosci niektorych Rycin z tekstem pracy, bowiem na kilku z
nich np. Rycina 1, 4 oraz 8 znajdziemy elementy nie wspomniane w tekscie pracy oraz takze
nie opisane w legendzie. W ten sposob, przekaz skierowany do czytelnika nie jest kompletny.
Pomimo powyzszej uwagi ta cz¢$¢ pracy stanowi bardzo dobre opracowanie i moze stanowié
doskonaty material wyjsciowy do przygotowania pracy przegladowej. Cel pracy nastepujacy
po ,,Wstepie” zostal jasno sformutowany i precyzuje gtéwne zatozenie realizowanych badan,
jakim jest opracowanie selektywnych narzg¢dzi do identyfikacji i oceny aktywnosci kalpainy-1,
ktore znajda zastosowanie w badaniach $mierci komoérkowej. W tym miejscu warto podkresli¢
istotng role naukowg takich badan. Dzieki nim bowiem i narzgdziom wypracowanym w ich
toku mamy szans¢ na poznanie roli biologicznej proteaz. Selektywno$¢ i czulo$¢ takich
narzg¢dzi jest niezbedna do precyzyjnego okreslenia nie tylko znaczenia tych enzymow, ale
takze modulacji ich dziatania, co moze mie¢ warto$¢ terapeutyczng. Poniewaz proces $mierci
komoérkowej, a zwlaszcza jego zaburzony przebieg identyfikuje si¢ w licznych procesach
chorobowych cztowieka, zatem narze¢dzia identyfikujace jednoznacznie rolg kalpainy-1 i
wplywajace na aktywnos¢ tego enzymu maja szans¢ na wykorzystanie terapeutyczne. Kolejna
cze$¢ pracy pani Horbach opisuje szczegdtowo metodologie badan. Tu réwniez Doktorantka
przedstawia bogate zobrazowanie metod w postaci Rycin (14) i Tabel (12). Uwazam, zZe ta
cze$¢ pracy rowniez zostala przygotowana z duzg staranno$cig. Nie zamieszczono jednak
informacji o metodologii pozyskiwania mysiej i ludzkiej gasderminy D o czym wspomniano
na stronie 50 tego rozdziatu. Opis wynikow realizowanych doswiadczen potaczono z dyskusja.
W tej cze$ci pracy nalezy podkreslic logike prowadzenia badan i w konsekwencji
prezentowanego przez Doktorantke wywodu. Autorka pracy zadbata, aby kazdorazowo
uzasadni¢ cel realizowanych krokéw badawczych, a co istotne takze o to, aby zamknac
poszczegolne odkrycia zwigztymi i celnymi konkluzjami. Opis wynikow jest bardzo
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przejrzysty, ale co kluczowe prawidtowy. Zostaly one przedstawione w czytelny i staranny
sposob. W tej czesci pracy Doktorantka opisata badania, dzigki ktérym okreslita specyficznosé
substratowa z wykorzystaniem kombinatorycznej biblioteki substratow fluorescencyjnych. To
doprowadzito do najistotniejszego osiggnigcia prezentowanej pracy, ktérym jest opracowanie
selektywnych substratow, wydajnych, selektywnych i nieodwracalnych inhibitoréw oraz sond
aktywnos$ci enzymatycznej, ktére moga zosta¢ wykorzystane do badan biomedycznych nad
kalpaing-1. Co warte podkreslenia, narzgdzia te umozliwiaja odréznienie aktywnos$ci badanego
enzymu od pozostatych, takich jak podjednostka 20S proteasomu, czy katepsyn. Bardzo
cennym aspektem prezentowanej pracy jest udowodnienie uzytecznosci opracowanych
narzgdzi z wykorzystaniem linii komérkowej monocytow ludzkich THP-1, leukocytow krwi
obwodowej izolowanych od dawcdéw krwi oraz oczyszczonej frakcji neutrofili ludzkich. Nalezy
podkresli¢ staranno$¢ w planowaniu badan, wtasciwy dobdr metod i stosownych kontroli. Do

tej czesci tekstu pracy nasuwa si¢ kilka komentarzy:

- Rycina 34 — na jej podstawie cigzko wyciggna¢ wniosek, aby norleucyna (Nle) byta bardziej
preferencyjnie rozpoznawanym aminokwasem w pozycji P2

- str. 169 — Doktorantka stwierdza, ze potwierdzita indukcj¢ pyroptozy indukowana nigerycyna
poprzez identyfikacje¢ proteolizy gasdeminy D — takich wynikow w pracy nie zaprezentowano,
odniesiono si¢ do referencji

- prosz¢ wyjasni¢ na czym polega zasada oceny zywotnosci komorek, ktéra Doktorantka
opisuje w procedurze CyTOF po utrwaleniu komorek — str. 109, jaka jest podstawa molekularna
odréznienia komoérek martwych od zywych?

- str. 110 — 112 — nie opisano metody liczenia neutrofili oraz oceny ich czystosci i zywotnosci
po izolacji — prosz¢ o uzupetnienie tych informacji

- Rycina 58 — czy na podstawie wykonanych analiz CyTOF mozna oceni¢ procent komoérek
wykazujacych wigzanie przeciwcial rozpoznajacych kalpaing-1 i gasderming D, czy mozna
oceni¢ kolokalizacj¢ tych dwoch bialek w poszczegdlnych komoérkach 1 okresli¢ procent
komorek ja wykazujacych?

- tu nasuwa si¢ ogolne pytanie, czy wyniki przeprowadzonej w pracy analizy CyTOF,
zwlaszcza zaprezentowane na Rycinach 54, 57, 58 mozna przedstawi¢ w sposob ilosciowy
przypisujac  intensywno$¢ sygnalu pochodzacego przykladowo od kalpainy-1 do

poszczegolnych populacji leukocytow?
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- czy specyficzno$¢ badanych ABP w stosunku do innych proteaz byta oceniana w modelu
ludzkich neutrofili? Jak mozna by przeprowadzi¢ taka analizg?

- nie dostrzeglam w pracy informacji na temat pochodzenia komérek THP-1 pozbawionych
kaspazy-1 str. 191. Nie podano referencji albo wynikow potwierdzajacych brak tego biatka w
stosowanym modelu.

Prezentowane wyniki zostaly dojrzale przedyskutowane. Ponadto z lektury tekstu
wynika, ze Doktorantka ma szeroka wiedzg i dostrzega znaczenie oraz perspektywe swoich
odkry¢, cho¢ brak w niektérych fragmentach pracy odno$nikow literaturowych do opisywanych
prac (str. 145, 147, 160). Nawiazujac do dyskusji wynikow Doktorantka bardzo stusznie
zauwazyla, Ze czeSciowa proteoliza GSDMD przez kalpaing-1 moze wskazywaé na
komoérkowy mechanizm regulacyjny. Chcialabym zatem spytaé, jakie scenariusze badan
moglaby zaproponowaé doktorantka, aby zweryfikowaé te hipoteze? Wyjatkowo ciekawg
obserwacja, ktora moze mie¢ niezwykle cenne znaczenie kliniczne jest identyfikacja obecnosci
kalpainy-1 w eozynofilach. Czy Doktorantka mogtaby zaproponowaé dalszy cigg badan
zmierzajacy do okre$lenia roli badanego enzymu w tych komorkach? Jak wykorzysta¢ te
wiedze? Pracg wiencza konkluzje, ktore zwiezle i1 bardzo celnie podsumowuja osiggnigcia
prezentowanej pracy. Ta cze$¢ rozprawy, cho¢ krétka jest bardzo dobrze przemyslana i
wlasciwie zredagowana.

Z bledéw edytorskich mozna wymienic:

- powtorzenia pewnych stwierdzen w tekscie wstgpu, np. o molekularnym oddziatywaniu
kalpain z btong komoérkows i skutkach tego procesu (str. 18 1 19),

- w Tabeli 2, str. 25 brak informacji o proteazach treoninowych, co opisano w legendzie do tej
tabeli

- bledny opis na Rycinie 11, w miejscu P2 zaznaczono P4

- nieczytelna, o slabej rozdzielczosci Rycina 20 na stronie 65 oraz cz¢§ciowo Tabela 10 na
stronie 122

- pojedyncze bledy jezykowe, literowe, interpunkcyjne w gtownej czgsci pracy

- liczne btedy jezykowe w polskim streszczeniu pracy

Sa to jednak drobne niedociagnigcia, ktdrych cigzko unikng¢ przy tak rozbudowanej rozprawie

1 nie umniejszajg one warto$ci pracy.
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W prezentowanej rozprawie Doktorantka podsumowata takze swoja aktywno$¢
naukowa. Wyszczegdlnita liczbe publikacji do$wiadczalnych, ktérych jest lub bedzie
wspotautorem, swoj udzial w konferencjach naukowych oraz zaangazowanie w projektach,
ktérego beneficjentem jest Promotor ocenianej pracy. Te informacje wskazuja na dodatkowe,

aktywne zaangazowanie naukowe Doktorantki.

Podsumowujac recenzj¢ niniejszej dysertacji pragne podkresli¢, ze autorka w petni
zrealizowata zaplanowane cele stosujac liczne, adekwatne do potrzeb metody, co dowodzi, ze
dobrze opanowala niezbe¢dny warsztat badawczy. Jest to tym cenniejsze, ze praca ma charakter
interdyscyplinarny. Warto podkre$li¢ wysoka warto$¢ naukowsa przeprowadzonych badan i ich
aktualno$§¢ w sferze potrzeb klinicznych. Uzyskane wyniki bezsprzecznie sa nowatorskie 1
otwieraja nowe mozliwos$ci badan nad kalpaing-1. Praca ta stanowi bardzo dobre dzieto, ktore
udowadnia dojrzalo$¢ naukowa Doktorantki. Oceniam ja bardzo wysoko. Przedstawiona
rozprawa doktorska spelnia zatem kryteria formalne wymagane dla tego typu prac, czyli
warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym inauce (t.j. Dz. U. 22024 1. poz. 1571). Na tej podstawie wnosze¢ do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Natalii
Horbach do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto uznaj¢ rozprawe doktorskg za

godng nagrodzenia.

Dr hab. Joanna Koziel, prof. UJ

Podpisany elektronicznie przez

Joanna Koziet
16.01.2025
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