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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Matgorzaty Kalinki

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

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Matgorzaty Kalinki, zostata
wykonana w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem Pana dr hab. Marcina Poreby, prof. PWr.
Przedmiotem badan byto okreslenie roli katepsyn w piroptotycznej Smierci komdrkowej oraz
opracowanie nowych strategii badawczych umozliwiajacych analize ich funkcji. Tematyka
badawcza jest bardzo aktualna, w szczegdlnosci w Swietle poszukiwania efektywnych lekow
przeciwnowotworowych, a realizacja pracy pod opiekg wysokiej klasy specjalisty w zakresie
chemii biatek, a w szczegélnosci badan nad enzymami proteolitycznymi, zapewnita dostep do
wszelkich niezbednych metod i prawidlowego zaplanowania prac eksperymentalnych
zarowno z obszaru chemii biologicznej, jak i biologii komarki.

Rozprawa doktorska mgr inz. Kalinki jest napisana w jezyku angielskim, podzielona jest
na siedem gtéwnych rozdziatéw, zawiera 58 rysunkdéw, 6 tabel i, co warte podkreslenia, az
468 pozycji literaturowych. Praca sktada sie ze Wstepu, Celu badan, opisu zastosowanych
Metod i Materiatdw, prezentacji uzyskanych Wynikow, Dyskusji, Podsumowania oraz Spisu
literatury. Dodatkowo rozprawa zawiera takze cztery rozdziaty poswiecony dorobkowi
naukowemu Doktorantki oraz Wykaz zastosowanych skrotow. Spis Tresci jest dobrze
zredagowany i utatwia lekture rozprawy. Zatuje jednak, ze w rozprawie zabrakfo Streszczenia.

W obszernym Wstepie Doktorantka szczegdétowo omowita najwazniejsze, dla
przedstawionych w rozprawie badan, zagadnienia. Zawarta w nim informacje na temat
rodzajow zaprogramowanej Smierci komérkowej oraz réznych typow jej induktorow.
Przedstawiata proteazy zaangazowane w procesy prowadzgce do smierci komorki, skupiajac

sie na dwoch najwazniejszych klasach: kaspazach i katepsynach, stanowigcych przedmiot



rozprawy. Opisata takze technike cytometrii masowej, ktéra zrewolucjonizowata badania nad
mechanizmami prowadzgcymi do zaprogramowanej $mierci komorki, a ktéra z powodzeniem
zastosowana zostata w pracy. Caty rozdziat napisany jest kompetentnie, dobrze wprowadza
w poszczegdlne aspekty rozprawy doktorskiej i swiadczy o znajomosci tematu przez
Doktorantke. Ponadto opatrzony jest bardzo starannymi i estetycznymi rysunkami
samodzielnie wykonanymi przez Autorke.

Cel pracy zostat precyzyjnie okreslony. Zadaniem Doktorantki byta weryfikacja hipotezy,
ze piroptoza i zalezna od lizosomdéw $Smier¢ komdrkowa majg wspdlne molekularne punkty
kontrolne. Zatozono, ze katepsyny uwolnione do cytozolu moga bezposrednio indukowac
zapalng Smier¢ komoérki niezaleznie lub we wspodtpracy z kaspazami. Podejscie
eksperymentalne obejmowato potaczenie metod biologii komorki z nowg generacja narzedzi
biologii chemicznej oraz wysokoprzepustowymi technologiami jednokomdrkowymi.
Doktorantka wykorzystata zestawy inhibitorow oraz sond wobec poszczegdlnych katepsyn,
stworzonych przy uzyciu podejscia HyCoSulL (Hybrid Combinatorial Substrate Library),
wykorzystujgcego naturalne i nienaturalne aminokwasy, przezwyciezajac problem nakfadania
sie  motywdw rozpoznawania substratéw. Szczegétowe cele pracy obejmowaty
zweryfikowanie czy: (i) katepsyny bezposrednio rozszczepiajg substraty piroptotyczne, w tym
GSDMD i pro-IL-1B; (ii) hamowanie cysteinowych katepsyn moze wptywac na intensywnos¢
Smierci piroptotycznej oraz uwalnianie cytokin; (iii) zestaw specjalnie zaprojektowanych
inhibitorow katepsyn oraz sond aktywnosci, opracowanych metodologia HyCoSulL pozwoli
uzyskac czgsteczki o wyjatkowej specyficznosci wobec poszczegdlnych katepsyn; (iv) mozliwe
jest wygenerowanie wielowymiarowych map sieci sygnatowych piroptozy, faczac aktywnosé
katepsyn z dalszymi efektami funkcjonalnymi poprzez wykorzystanie cytometrii masowe;j.
Doktorantka przeprowadzita wszystkie zaplanowane prace, realizujagc zatozone cele
badawcze.

W rozdziale Metody Doktorantka szczegdtowo opisuje wykorzystane w pracy techniki
biologii komérki, chemii biatek, spektrometrii mas oraz obrazowania zywych komorek.
Opanowanie réznorodnych metod badawczych, obok uzyskania wartosciowych wynikow, jest
jednym z zasadniczych celow stawianych pracom doktorskim. Rozdziat ten S$wiadczy
o wszechstronnosci mgr inz. Kalinki. Mankamentem tej czesci pracy jest brak rozdziatu

poswieconego analizie statystycznej.



Rozdziat dotyczacy wynikdéw jest bardzo obszerny, zawiera szereg wartosciowych
danych i bezsprzecznie wskazuje na ogrom pracy wtozonej przez Doktorantke w badania
objete rozprawga. Opatrzony jest bogatg i staranng dokumentacjg graficzng. Co wazne, na
poczatku tego rozdziatu Doktorantka zaznacza, ktére analizy wykonywane byty przez innych
badaczy lub we wspotpracy. Jednak ze wzgledu na fakt, iz informacje te sg kluczowe przy
ocenie rozprawy, warto bytoby zaznaczyé wyraznie (np. w opisie rysunkow), ktoére
eksperymenty nie zostaty przeprowadzone samodzielnie przez Doktorantke.

Doktorantka wskazata role proteaz lizosomalnych w regulowanej Smierci komorkowej
i pokazata, ze piroptoza i Smieré¢ komdrkowa zalezna od lizosomoéw zbiegajg sie we wspdlnych
punktach kontrolnych. Pokazata, ze katepsyna S rozszczepia region tacznikowy GSDMD
w poblizu klasycznego miejsca ciecia przez kaspaze-1 oraz przetwarza pro-IL-1B i pro-IL-18,
wytwarzajac  fragmenty poréwnywalne do produktdow kaspazy-1. Jednoczesnie
zaobserwowata zalezng od stezenia dwoisto$¢ dziatania: przy niskich stezeniach katepsyny
prowadzity ograniczong, miejscowo specyficzng proteolize, podobng do dziatania kaspaz,
natomiast przy wyzszych stezeniach powodowaty masowa, degradacyjng proteolize. Wyniki
te wskazujg, ze po przedostaniu sie do cytoplazmy katepsyny, szczegdlnie katepsyna S, sg
w stanie generowac formy GSDMD-N tworzgce pory oraz prowadzi¢ do dojrzewania cytokin
z rodziny IL-1 niezaleznie od kaspazy-1.

Mgr inz. Kalinka wykazata, ze wbrew modelom zaktadajgcym petng redundancje
katepsyn, przebieg litycznej Smierci komdrkowej w makrofagach zalezy gtéwnie od katepsyny
B i kalpainy. Ponadto zastosowata specyficzne inhibitory oraz sondy ABP uzyskane poprzez
strategie HyCoSulL do okreslenia funkcji poszczegdlnych katepsyn. Selektywne hamowanie
katepsyn B, Li S ujawnito ich odmienne, nienaktadajgce sie role zalezne od bodzca i kontekstu
komdrkowego. Profilowanie kinetyczne wykazato, ze $mier¢ komodrkowa indukowana
poprzez LLOMe jest gtéwnie zalezna od katepsyn. Sondy ABP zapewnity przewage
funkcjonalng nad przeciwciatami, znakujgc wyfacznie katalitycznie aktywne enzymy, co
umozliwito wskazanie inhibitoréw CatB-23 i CatB-24 jako skutecznych zwigzkédw hamujacych
katepsyny B w makrofagach THP-1. W dalszej czesci rozdziatu Wyniki Doktorantka skupita sie
na analizie kinetyki dziatania kaspaz przy uzyciu cytometrii TOF, ktéra umozliwita funkcjonalng
analize na poziomie pojedynczej komorki, wykraczajacg poza samo barwienie przeciwciatami.
Badania te pozwolity uzyskaé wglad w przebieg zdarzen proteolitycznych oraz identyfikacje

punktow przeciecia szlakdw sygnatowych.



Wyniki uzyskane przez Doktorantke uwazam za niezwykle nowatorskie. Wykazata ona,
ze katepsyny nasilajg i ksztattujg zapalng Smier¢ komoérkowa poprzez modyfikacje substratéw
piroptotycznych (GSDMD, pro-IL-1B, pro-IL-18) oraz poprzez zwiekszenia uwalniania cytokin.
W konsekwencji aktywnos$¢ katepsyn moze precyzyjnie regulowac intensywnos¢ i czas
trwania zapalnej Smierci komdrkowej po uszkodzeniu btony lizosomalnej. Moje zastrzezenie
do tej czesci pracy dotyczy samego sposobu przedstawienia wynikow. Kazda analiza
poprzedzona jest, w moim odczuciu, zbyt dtugim wstepem teoretycznym i omowieniem
wynikow innych badaczy. Informacje te powinny znalez¢ sie we Wstepie lub zostac
przeniesione do sekcji Dyskusja. Te dodatkowe opisy utrudniajg odbidr przedstawionych
danych oraz niekiedy przystaniajg ogrom pracy wtozonej przez Doktorantke.

Rozdziat Dyskusja jest stosunkowo kroétki, aczkolwiek napisany bardzo kompetentnie.
Koicowe wnioski sformutowane s jasno, precyzyjnie i znajdujg potwierdzenie
w zaprezentowanych wynikach doswiadczen. W tym miejscu brakuje mi jednak
schematu/rysunku podsumowujgcego wszystkie uzyskane w ramach doktoratu wyniki.
Podczas publicznej obrony prositabym Doktorantke o szersze omowienie aplikacyjnego
znaczenia uzyskanych wynikdéw oraz propozycji dalszych prac.

Ponadto prositabym Doktorantke o ustosunkowanie sie do nastepujgcych kwestii:

1) Na jakiej podstawie wybrano jako model eksperymentalny komoérki THP-1? Czy nie
nalezatoby zweryfikowaé uzyskanych danych w innych modelach komérkowych?

2) Prosze o wyjasnienie efektu LPS, stosowanego w wielu eksperymentach.

3) lle powtdrzen eksperymentalnych przeprowadzono dla poszczegdlnych
eksperymentéw? Dlaczego nie zastosowano analizy statystycznej? Co oznaczajg stupki
bteddw na poszczegdlnych wykresach?

4) W jaki sposob (i przez kogo) uzyskano komérki pozbawione kaspazy-1 lub GSDMD?

5) Dlaczego w eksperymentach proteolitycznych nie zastosowano analizy
densytometryczne;j?

6) W jaki sposdb wyznaczono parametry kinetyczne przedstawione w Tabeli 67

7) Czy dane przedstawione na Rysunku 40 A, to te same dane, ktére widnieja na
Rysunku 18?

Praca jest napisana i zilustrowana bardzo starannie. Autorka nie ustrzegta sie jednak
drobnych bteddéw interpunkcyjnych, typograficznych i stylistycznych. W Spisie skrétéow brak

konsekwencji w stosowaniu wielkich liter. Numeracja stron rozpoczyna sie dopiero od



pierwszej strony Wstepu, z pominieciem Spisu tresci oraz Wykazu skrotow. W Spisie tresci nie
zostato uwzglednionych kilka podrozdziatéw (np. 1.1.4.1i 1.1.4.2). W kilku miejscach w pracy
pojawiajg niefortunne sformutowania (np. ,the subject of a cel death was born...”). Dane
umieszczone w Tabeli 4, S i 6 w rozdziale 4.7 nie zostaly skomentowane w tekscie.
W podpisach do rysunkéw brakuje informacji o liczbie powtdrzen oraz o analizie btedéw.
Pragne jednak podkreslic, ze sq to nieznaczne uchybienia o charakterze edytorskim, niemajace
wplywu na wysoka warto$¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujac, moja ocena przedioionej do recenzji pracy doktorskiej mgr ini.
Matgorzaty Kalinki zatytutowanej , Dissecting the role of lysosomal proteases in programmed
cell death” jest wysoce pozytywna. Praca ma charakter interdyscyplinarny, a uzyskane przez
Doktorantke wyniki uwazam za niezwykle oryginaine i wartosciowe. Mgr inZ. Kalinka
w ramach pracy doktorskiej wykonata bardzo duio doswiadczen, opanowujgc przy tym
szerokie spektrum technik eksperymentalnych z réznych dziedzin chemii, biochemii i biologii.
Oceniana praca dokumentuje opanowany przez Panig magister inZynier warsztat, ktory
z pewnoscig umozliwi jej w przysztosci prowadzenie samodzielnie badan naukowych.

W $wietle przedstawionej powyzej oceny rozprawy doktorskiej wnosze do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie doktorskiej mgr inz. Matgorzaty Kalinki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Stwierdzam, iz przedstawiona praca spetnia wymogi okreslone w art. 187 ust.
1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2 2024 r,

poz. 1571).), stawiane rozprawom doktorskim.
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