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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Malgorzaty Kalinki

pt. ,,Dissecting the role of lysosomal proteases in programmed cell death.”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Malgorzaty Kalinki
zosta}a wykonana na Politechnice Wroctawskiej, Wydziale Chemicznym, w dyscyplinie nauki

chemiczne, pod kierunkiem dr hab. inz. Marcina Porgby, prof. PWr. Praca
Struktura pracy, tematyka badaweza i cele rozprawy

Tematyka rozprawy jest oryginalna i aktualna, dotyczy interdyscyplinarnej
problematyki na styku biologii molekularnej, biologii komérki, biochemii proteaz, chemii
biologicznej oraz immunologii komorkowej. W ostatnich latach intensywnie rozwija sie obszar
badan nad inflammasomami, gasderminami, proteolitycznym przetwarzaniem mediatoréw
zapalnych oraz nad znaczeniem lizosoméw Jjako organelli uczestniczacych nie tylko
w degradacji, ale rowniez w przelgczaniu szlakéw komoérkowych. Nadal Jjednak pozostaje wiele
pytan dotyczacych dziatania poszezegolnych katepsyn. W tym miejscu lokuje sie rozprawa Pani
mgr Malgorzaty Kalinki, ktéra podjeta sig analizy roli lizosomalnych proteaz cysteinowych,

gtéwnie katepsyn, w regulowanej $mierci komorki, ze szezeg6lnym uwzglednieniem pyroptozy




oraz zaleznosci pomigdzy destabilizacjg lizosomoéw, aktywacja proteaz i programowang

smiercig komérkowa.

Rozprawa ma klasyczng forme monografii, w ukladzie typowym dla prac
doswiadczalnych. Praca rozpoczyna si¢ obszernym wstepem teoretycznym, w ktérym Autorka
przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy mechanizméw programowanej $mierci komérki,
ze szczegolnym uwzglednieniem pyroptozy, roli inflammasoméw, gasdermin oraz znaczenia
lizosoméw i proteaz lizosomalnych w regulacji loséw komérki. We wstepie oméwiono réwniez
biologiczne i biochemiczne wladeiwosci katepsyn, ich aktywacje, specyficznogé substratowg
oraz potencjalny udzial w procesach zapalnych i degeneracyjnych. Ta czesé pracy stanowi
dobre merytoryczne wprowadzenie do dalszych badan i uzasadnia podjecie przedstawione;j
problematyki. Tu cheiatabym podkresli¢ bardzo dobre przygotowanie schematéw graficznych,
ktore sg doskonatym dopehieniem wstepu literaturowego.

W dalszej kolejnosci Autorka formutuje cele pracy i zalozenia badawcze, kidre
wynikajg logicznie z przedstawionego przegladu literatury. Pani Kalinka skupia sie na czterech
glownych zagadnieniach, a mianowicie (1) ustaleniu, czy wybrane katepsyny moga
bezposrednio przecinaé substraty zwigzane z pyroptoza, w tym GSDMD oraz pro-IL-1B, (ii)
ocenie znaczenia katepsyn w klasycznej pyroptozie oraz w $mierci komérkowej indukowanej
uszkodzeniem lizosoméw, (iii) wykorzystaniu selektywnych narzedzi chemii biologicznej do
badania proteaz cysteinowych w komorkach, oraz (iv) zastosowaniu cytometrii masowej do
systemowego profilowania szlakow $mierci komérkowej. Cele zostaly zdefiniowane jasno
i odnoszg sig zaréwno do aspektow mechanistycznych, jak i metodologicznych, obejmujac
analiz¢ udzialu katepsyn w regulowanej $mierci komérki oraz oceng przydatnosei
nowoczesnych narzedzi chemii biologicznej do badania tych procesow. Cele zostaly whasciwie
osadzone w aktualnym stanie badar i dobrze uzasadnione przegladem literatury i wskazujg na
istniejace luki poznawcze — w szezegllnosei niejednoznacznosé danych dotyczacych roli
katepsyn w aktywacji kompleksu NLRP3, ograniczong dostgpnosé selektywnych sond
analitycznych oraz niejasnoscei zwigzane z ich bezposrednim udzialem w cigciu GSDMD
i pro-interleukin. Przedstawione przez Doktorantke wyniki jednoznacznie potwierdzajg
realizacje wszystkich gléwnych celéw badawezych.

Kolejny rozdzial stanowig ,,Materiaty i Metody™, w ktérym Autorka rozprawy opisuje
zastosowane modele komérkowe, warunki hodowli, sposob indukeji badanych form $mierci

komérkowej, wykorzystane odezynniki, przeciwciata, sondy aktywnosciowe, inhibitory oraz




procedury analityczne i biochemiczne. W tej czgsci przedstawiono réwniez metody
obrazowania, analizy proteolizy bialek, Western blotting, testy zywotnosci komorek, analizy
zuzyciem biatek rekombinowanych, spektrometri¢ mas oraz cytometrie masowa CyTOF.
Rozdzial metodologiczny jest rozbudowany i obejmuje szeroki zestaw technik badawczych
adekwatnych do realizacji przyjetych celéw. Jednoczesnie nalezy zaznaczyé, ze z punktu
widzenia powtarzalnosci  dod$wiadczen korzystne byloby bardziej systematyczne
uporzadkowanie tej czesci, zwlaszeza przez wyrazniejsze rozdzielenie opisu linii
komoérkowych, podania zrédet ich pochodzenia, numeréw katalogowych, uzupelnienie
informacji o statusie mykoplazmy i autentykacji linii. W czesci metodologicznej pojawia sie
niespdjno$¢ dotyczaca stezenia PMA. W jednym miejscu podano 40 ng/mL, a w innym 40 nM.
W przypadku THP-1 nie sa to wartosci réwnowazne i taka rozbiezno$¢ powinna zostaé
skorygowana. Ta uwaga wymaga wyjasnienia, poniewaz dotyczy kluczowego etapu
przygotowania modelu komérkowego do dalszych badan. Tu warto doprecyzowaé warunki
roznicowania komdrek.

Najwazniejsza, obszerng czesé rozprawy stanowi rozdziat ,, Wyniki”, w ktdrym Autorka
prezentuje rezultaty badan wiasnych w logicznej i konsekwentne;j sekwencji. W pierwszym
etapie analizowane sa zaleznodci dotyczace proteolitycznego przetwarzania substratow
zwigzanych z pyroptoza przez wybrane katepsyny, nastepnie przedstawione zostaja wyniki
eksperymentéw komérkowych dotyczgcych klasycznej pyroptozy i $mierci komoérkowej
indukowane;j destabilizacjg lizosomoéw, a dalej badania wykorzystujace selektywne inhibitory
oraz sondy aktywnosciowe. Na szczeglne podkreslenie zastuguja wyniki dotyczace
bezposredniego proteolitycznego przetwarzania substratéw zwigzanych z pyroptoza przez
katepsyny. Autorka wykazala, ze katepsyny B, L, V, a zwlaszcza katepsyna S, sg zdolne do
bezposredniego cigcia pro-IL-1, pro-IL-18 oraz gasderminy D, prowadzac do powstawania
fragmentéw o masach zblizonych do produktdéw generowanych przez kaspaze 1. Jednoczesnie
Doktorantka wskazuje, ze charakter tego procesu zalezy od warunkéw srodowiskowych, przede
wszystkim od pH oraz stezenia enzymu. W warunkach nizszego stezenia obserwowano bardziej
ograniczone i selektywne cigcie, natomiast przy wyzszych stezeniach dominowaty procesy
o charakterze degradacyjnym. Istotnym osiagnieciem bylo réwniez wskazanie preferencyjnych
miejsc cigeia GSDMD przez katepsyne S, zlokalizowanych w poblizu motywu FLTD, co
zostato potwierdzone z wykorzystaniem analiz LC-MS/MS oraz testéw IQF (Internally

Quenched Fluorescence).



Rozprawa dostarcza réwniez przekonujacych danych dotyczacych udziatu katepsyny B
oraz innych proteaz w $mierci komérkowe; indukowanej przez LLOMe, majacej charakter
lizosomozalezny. Autorka wykazata, ze LLOMe indukuje $mier¢ komérek o profilu posrednim
pomigdzy apoptozg a nekrozg, w znacznym stopniu zalezng od aktywnosci katepsyny B
i kalpain, z dodatkowym udziatem legumainy. Wnioski te zostaly poparte wynikami
uzyskanymi z uzyciem selektywnych inhibitoréw oraz analizg aktywnosci kaspazy 3/7.

Kolejno, istotng warto$¢ ma doprecyzowanie modelu aktywacji inflammasomu NLRP3
przez nigerycyng. Autorka wykazala, e przy nizszych stezeniach nigericyny dominuje
klasyczna o§ NLRP3, kaspaza 1, gazdermina D, w ktorej katepsyny pelnig funkcje
wzmacniajgeg i modulujaea odpowiedz. Z kolei w wyzszych stgzeniach nigericyny zaczynaja
przewaza¢ mechanizmy o charakterze bardziej niespecyficznym, zwiazane z gwaltownym
stresem osmotycznym i uszkodzeniem komarki, w mniejszym stopniu zalezne od klasycznej
aktywacji inflammasomu. Cennym elementem pracy jest tez profilowanie odpowiedzi
komorkowej na poziomie pojedynczej komérki. Zastosowanie cytometrii masowej z szerokim
panelem markeréw, obejmujgcym miedzy innymi kaspazy 1, 3/7, 819, GSDMD, IL-1p, IL-18,
NINJ1, TNF-a, LDH, GSDME oraz sondy TOF ABP, pozwolito uzyskaé unikalny wglad w
dynamike weczesnych zdarzen molekularnych towarzyszacych pyroptozie oraz $mierci
indukowanej przez LLOMe. Analizy te wykazaly migdzy innymi dominujaea role kaspazy 1
W pyroptozie indukowanej nigericyng oraz wyrazna aktywacje kaspaz 3/7 w odpowiedzi na
uszkodzenie lizosoméw wywolane przez LLOMe.

Uktad tej czgsci rozprawy jest logiczny, a kolejnogé prezentowanych do$wiadczen jest

dobrze podporzadkowana gléwnej hipotezie badawcze;.

Ostatnig zasadnicza cze$é pracy stanowi »Dyskusja”, w ktorej Autorka odnosi uzyskane
wyniki do danych literaturowych i podejmuje probe ich interpretacji w szerszym kontekscie
biologii $mierci komérki. Dyskusja wskazuje na dobrg znajomo$¢ literatury przedmiotu oraz
umiejgtnose krytycznego zestawiania wynikéw wlasnych z obserwacjami innych autoréw. Tu
warto podkreslic, ze do opracowania rozprawy Autorka wykorzystala az 468 pozycji
literaturowych, co $wiadezy o dobrym zglebieniu podejmowanego problemu naukowego. Pani
mgr M. Kalinka trafnie podkresla ztozonosé relacji pomigdzy aktywacjg katepsyn,
destabilizacjg lizosomow a aktywacja klasycznych osi pyroptotycznych. W kilku miejscach

mozliwe byloby jeszcze oddzielenie obserwacji bezposrednio wynikajacych z danych




cksperymentalnych od interpretacji modelowych, jednak nie zmienia to faktu, ze ta czesé
dysertacji zostala opracowana dojrzale i na bardzo dobrym poziomie naukowym.

Calos¢ rozprawy konczy podsumowanie i wnioski, ktére sa zgodne z przedstawionymi
wynikami i w sposéb syntetyczny odpowiadaja na postawione pytania badawcze. Praca wnosi
istotny i oryginalny wkiad do aktualnego stanu wiedzy na temat mechanizméw regulowanej
smierci komérkowej oraz roli proteaz lizosomalnych w modulacji pyroptozy. Autorka
zaprezentowala przekonujace dowody biochemiczne (LC-MS/MS, IQF) i komérkowe
(Western blot, IncuCyte, MTS/LDH, ABP, CyTOF), ktére wspdlnie potwierdzaja postawione
hipotezy oraz stanowig solidng podstawe do sformutowania spojnych i dobrze uzasadnionych

wnioskow konicowych.

Walory naukowe i wnioski kovicowe

Uzyskane wyniki majg nie tylko wysoka warto§é poznawczg, lecz roéwniez wyrazny
potencjat aplikacyjny. Moga one stanowié podstawe do opracowania precyzyjnych strategii
farmakologicznej modulacji tzw. »~zapalnej” $mierci komorkowej, uwzgledniajacych dobor
odpowiednich inhibitoréw katepsyn albo inhibitoréw kaspazy 1 i inflammasomu w zaleznosci
od kontekstu biologicznego i patologicznego. Ponadto wyniki te mogg znalezé zastosowanie
w projektowaniu nowych sond i inhibitoréw przeznaczonych do obrazowania oraz
modulowania aktywnosci katepsyn in  vivo, zwlaszcza w  chorobach zapalnych,
neurodegeneracyjnych i nowotworowych. W czgsci Dyskusji, Autorka formutuje sp6jny model
koncepcyjny, zgodnie zktérym pyroptoza nie jest wynikiem dzialania pojedynczego,
liniowego szlaku, lecz efektem konwergencji wielu drog proteolitycznych. W modelu tym
kaspaza 1 i GSDMD stanowia gléwna o$ wykonawczg, natomiast katepsyny pelnig role
istotnych modulatoréw, szczegdlnie w warunkach zaburzonej integralnosci lizosoméw oraz
w sytuacjach, w ktérych klasyczny szlak pyroptotyczny ulega oslabieniu lub czesciowemu
obejseiu,

Podsumowujge, warto$é naukows przedstawionych wynikéw oceniam bardzo wysoko.
Przedstawione mi do recenzji opracowanie zawiera oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, a mianowicie pokazuje, w jaki sposéb proteazy cysteinowe wchodzg w interakeje
z klasycznym szlakiem inflammasomowym i jak mogg bezposrednio modyfikowaé kluczowe

substraty pyroptozy. Uzyskane wyniki mogg by¢ podstawg do sformutowania nowego modelu



konwergencji pyroptozy i LDCD ($mierci komérki zaleznej od lizosoméw). Dodatkowo praca
zostata opracowana starannie pod wzgledem graficznym i edytorskim.

Dodatkowo, w czesci koficowej pracy Autora umiescila zestawienia swojego dorobku
naukowego w postaci listy publikacji, wystapiefi konferencyjnych oraz udziatu w projektach
badawczych. Dorobek publikacyjny i projektowy doktorantki jest istotny i tematycznie spdjny

z rozprawa, co wskazuje na aktywne uczestnictwo w zyciu naukowym.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam pytania, uwagi i komentarze, ktére maja charakter
glownie doprecyzowujgcy i nie podwazajg zasadniczej wartosei pracy:
- Zastosowanie duzej liczby inhibitorow (wlasnych oraz komercyjnych) jest mocna strona
pracy, przydaloby si¢ syntetyczne, graficzne lub w postaci tabeli podsumowanie, np. ,ktory
inhibitor — jaka proteaza — plus wniosek biologiczny w danym modelu”. Te role czedciowo
spelniaja tabele kinetyczne, jednak takie podsumowanie uzupeknitoby ostateczne wnioski.
- Autorka podkresla redundancj¢ i kontekstowos¢ dziatania katepsyn; byloby jednak korzystne
jednoznacznie wskazaé, ktére obserwacje uwaza za hipotezy wymagajace dalszej weryfikaciji
(np. znaczenie CatS w fizjologicznej pyroptozie makrofagéw), oraz czy i jak mozna te hipotezy
zweryfikowaé, w kontekécie dalszego rozwoju prowadzonych przez Doktorantke badan.
- W czgsci metodologicznej warto doda¢ Zrédto pochodzenia linii komérkowych oraz podaé

dokladne warunki réznicowania komérek i wyjasnié rozbieznosci stezeri PMA.

Podsumowujge, rozprawa mgr inz. Matgorzaty Kalinki stanowi oryginalny, spojny
i wartosciowy wklad w dziedzing nauk chemicznych, prezentujgc nowatorskie podejscie do
projektowania selektywnych tacznikéw proteazowych w prolekach i ADC. Autorka
zweryfikowala swoje tezy bardzo solidnym warsztatem metodologicznym oraz dokonata oceny
biologicznej. Cele dotyczace katepsyn B oraz L zostaly w pelni zrealizowane zaréwno na
poziomie chemicznym, jak i funkcjonalnym, natomiast tematyka dotyczaca katepsyny S jest
otwarta do dalszych badan. Pomimo drobnych uwag i watpliwosci, ktére maja charakter
wylgcznie uzupelniajacy, nie podwazaja one wartosci merytorycznej pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr inz. Malgorzaty Kalinki pt.: " Dissecting
the role of lysosomal proteases in programmed cell death”, spelnia warunki okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 22022
poz. 574 ze zm.). W zwiazku z powyzszym, zwracam sic do Wysokiej Rady Naukowej



Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o przyjecie rozprawy oraz
dopuszczenie Pani Malgorzaty Kalinki do dalszych etapéw post¢gpowania dotyczacego
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
chemiczne. Majac na uwadze znaczenie uzyskanych wynikéw, szeroki zakres
przeprowadzonych badan oraz nowatorskie podejscie Doktorantki w ich realizacji, wnoszg do

Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne o przyznanie Autorce dysertacji wyréznienia.
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