
Pry

w UN IWERSYTET IAGI ELLONSKI
W KRAKOWIE

Krak6w, 27 lutego 2026

WYDZIAL BIOCHEMtr, BIOFIZI'KI I BIOTECIINOLOGII,
ZAKLAD MIKROBIOLOGII
Prof. dr hab. Joanna Koziel

Recenzja rozpraty doktorskiej Pani mgr in2. Malgorzaty Kalinki

Praca doklorska pani mgr inz. Malgorzaty Kalinki zatytulowana ,,Dissecting the role of

lysosomal proteases in programmed cell death" wykonana zostala pod kierunkiem pana

promotora prof. dr hab. Marcina Porgby z Wydziatu Chemii, Politechniki Wroclawskiej. Jej

celem bylo zdefiniowanie roli katepsyn w programowanej Smierci kom6rkowej. Autorka

skupila swoje badania na procesie pyroptory, kt6rej egzekucja jest kluczowa w obronie

immunologicznej, ale takZe prowadzi do rozwoju zapalenia. W swoich badaniach Doktorantka

wykorzystala wysoce specyficme metody chemiczne umo2liwiajqce precyzyjne zdefiniowanie

roli poszczeg6lnych enzym6w lizosomalnych (inhibitory oraz ABP), kt6re testowala w

modelach in vitro bazuj4cych na ludzkich kom6rkach linii mieloidalnej i nablonkowej.

Rozprawa doktorska zostala napisana w jgryku angielskim i obejmuje wstgp, cel pracy,

rozdzial opisuj4cy zastosowane metody, wyniki wykonanych do6wiadczefi, dyskusjg oraz

wnioski koricowe, kt6re stanowiq kr6tkie podsumowanie najistotniejsrych wedtug oceny

Doktorantki wynik6w. W pracy Autorka odwoluje sig do 468 pozycji literaturowych.

Opracowanie rie zawiera streszczenia. Wstgp pracy szeroko opisuje rodzaje Smierci

kom6rkowych, przebieg tych proces6w z uwzglgdnieniem zmian molekulamych na poziomie

kom6rki. Doktorantka z dui4 szczeg6lowoiciq opisuje, badane w czg5ci doSwiadczalnej pracy

programowane procesy Smierci kom6rkowej, z-xlaszcza takie jak pyrcptoz oraz lizosomalna

Smierd kom6rki, czynniki kt6re mog4 j4 indukowai, a ostatecznie enzymy, kt6rych rola w

powy2srych procesach zostala dotychczas udokumentowana, wl4czaj4c w to rozbudowany opis

roli katepsyn. Wstgp zamyka opis metodologii cytometrii mas, mo2liwo6ci i zalety jego

wykorzystania do badari prowadzonych w ramach przedstawionej rozprawy. NaleZy podkre5lii,

Ze wstqp stanowi bardzo solidne opracowanie bazuj4ce na bie24cej literaturze i dowodzi

duZego zrozumienia tematu przez Doklorantkg. Aby ulatwid lekturg Autorka prrygotowala
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stosowne ryciny i tabele, kt6re ulatwiaj4 Sledzenie procesow przebiegu opisywanych Smiercr

kom6rkowych. Ta czg66 pracy stanowi bardzo dobre opracowanie i jest doskonalym

materialem wyj Sciowym do przygotowania pracy przegl4dowej . Podobnie wysoko oceniam Cel

pracy, kt6ry zostal jasno sformulowany i precyzuje gl6wne zalo2enie realizowanych badan.

Doktorantka talcZe w tej czESci odnosi sig do danych literatuowych w trosce o wla5ciwe

zrozumienie zzloirr;f. prowadzonych badan. Kolejna czg56 pracy pani Kalinki opisuje

metodologig badan i wykorzystane materiaty, Niestety jest ona niepehra. Nie znajdziemy

informacji na temat pochodzenia wyj6ciowej linii kom6rkowej THP-I oraz tych

zmodyfikowanych genetycznie, opisu metodologii poryskania linii pozbawionych ekspresji

poszczeg6lnych enzym6w oraz informacji o wydajnoSci procesu wyciszania. To znacz4cy

zarant, bowiem wigkszoS6 badan przedstawionych w rozprawie bazuje na wykorrystaniu

wspomnianych kom6rek mieloidalnych. Podobnie brakuje informacji o stosowanym modelu

kom6rek mK-293T z nadekspresj4 gasderminy. psdszas obrony proszg o przedstawienie

metodologii otrrymania stosowanych linii eukariotycmych. ProszQ r6wniez o informacjg czy

pozbawienie ekspresji gasderminy i kaspazy-l skutkuje zmianq w procesie r6inicowania

kom6rek THP- I pod wplywem PMA. Niespojny jest takze przekaz informuj4cy o

r62nicowaniu kom6rek, miejscami czytelnik mo2e sig jedynie domy6lai przebiegu procedury.

Ze wzglgdu na sekwencyjne traktowanie kom6rek THP-I r6znymi crynnikami niew4tpliwym

ulatwieniem byloby przygotowanie schemat6w stymulacji. Cennym bylaby wigksza sp6jno56 i

precyzja opisu, przykladowo wyrazanie stosowanych stg2ef w jednej jednostce czy

zdefiniowanie termin6w np. ,,low-passage", kt6ry po pierwsze niewiele m6wi, a po drugie

czytelnik moze nie rozumied jakie konsekwencje ma wykorrystanie wczesnego pasa2u do

badari. Proszg o wyjaSnienie podczas obrony. Opis *ynik6w jest prawidlowy. Wyniki

przeprowadzonych do5wiadczef zostaty przedstawione w logicznej kolejnoSci. To du2y atut

ocenianej pracy, tro Doktorantka podjgla sig ambitnej roli wieloczynnikowej analizy procesu

dmierci kom6rkowej stosuj4c r62norodne induktory 6mierci kom6rkowej, inhibitory

poszczeg6lnych szlak6w czy konkretnych enzym6w. Lekturg tekstu ulatwiloby staranniejsze

podpisanie Rycin, ponumerowanie poszczeg6lnych paneli (A, B, C, etc.) oraz umieszczenie

odniesiei do nich w tekScie pracy. Podobnie ulozenie paneli w kolejno5ci opiry.wania wynik6w

(Ryc. 21). Identyfikacja wzoru zmian molekulamych w kom6rkach THP-I po stosowaniu

poszczeg6lnych stymulator6w Smierci kom6rkowej (Ryc. 17) jest doskonalym zabiegiem

wprowadzaj4cym czytelnika w zakes prowa&onych arra.liz. Czy nie byloby jednak cennym
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umieszczenie juz w tym miejscu profilu zrnian w selretomie, kt6ry jest opisywany i

analizowany w kolejnych czE5ciach pracy np. Ryc. 19, 20 itp.? PominiQto analizg statystyczn4

cho6 istotnoS6 poczynionych obserwacji jest wielokrotnie wspomniana w tekScie. W pracy nie

majdziemy analizy statystyczrej naRyc. 37 , 43,45 itp. Nasuwa sig zatem pytanie, ile rary bylo

wykonywane kaide oznaczenie prezentowane w pracy. Opracowanie ABP do badai

procesu Smierci kom6rkowej i roli enzfm6w lizosomalnych stanowi perspektyrvg do dalszych

badan w tym obszarze. Nasuwa sig tu kilka pyan. Czy identyfikacja aktywnodci enzym6w

zaleZy od kompartmentu kom6rkowe go, zwlaszcza je6li jego aktywno6d nie jest deterrninowana

zrniennym pH? Czy mo2na wykorrystad opracowane ABP wraz z przeciwcialami do

jednoczesnej identyfikacji subkom6rkowej lokalizacji katepsyn z zastosowaniem mikroskopii

fluorescencyjnej - analogiczrie do Ryc. 38, w kt6rej wykorzystano technikg Westem blot?

Rozdzial nr 4.7. stanowi4 3 tabele nie majdziemy tam jednak izdnego opisu - w tym stanie

rzeczy powinny sig one znaleZ6 w suplemencie lub w sekcji materiaty. Autorka wspomina

o koniecznodci jednoczesnego lub r6wnoleglego wykorzystania w przyszlych badaniach

dedykowanych, wysoce selektywnych inhibit6w katepsyn i kalpain wraz z modelami

bazuj4cymi na technikach inzynierii genetycznej. Bior4c pod uwagg zidentyfikowanq w

rozprawie rolg katepsyny B oraz kalpainy w egzekucji litycmej Smierci kom6rkowej

indukowanej LLOM czy naleiry rczwaiad jednoczesne wyciszenie akywno6ci i ekspresji

obydwu enzym6w? Wykonana analiza cytometrii mas jest niew4tpliwym atutem pracy

defrniuj4c globalny profil mrian. Biorqc jednak pod uwagg analizg wykonan4 na kom6rkach

THP-I po stymulacji nigerycyn4 i LLOM cigzko wnioskowa6 o wspomni utych przez

Doktoran&g zmianach przycrynowo-skutkowych, w kt6rych wiod4c4 rolg odgrywaj4

katepsyny. Opracowanie tej metody stanowi jednak bardzo cenny przyczyrrck do dalszych

badari. Dyskusja chod kr6tkajest wyczerpuj4ca, ale nalezy podkre6lii, Ze Doktorantka opisuj4c

wyniki swoich badan (rozdzial Wyniki) wielokrotnie odnosila sig do danych literaturowych i

podejmowala pr6by wyja$nienia swoich obserwacji. Ponadto z lektury tekstu wynika, ze

Doktorantka ma szeroka wiedzg i dostrzega znaczenie oraz perspektywg swoich odkryi. W tym

Swietle dyskusjg otrzymanych wynik6w mo2na uzna6 za bardzo solidn4. Po jej lekturze nie

mam wqtpliwo6ci, 2e Doktorantka ma Swiadomoii zloZonoSci prowadzonych badari,

ograniczeri wynikaj4cych z niedoskonalo5ci stosowanych metod, cross-talku w obrgbie

badanych ScieZek przekazu sygnalu kom6rkowego oraz wsp6ldzialania lub dominacji

wybranych enzym6w.
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W prezentowanej rozprawie Doktorantka podsumowala takZe swoj4 aktywno56

naukow4. Wyszczeg6lnila liczbq publikacji do5wiadczalnych, kt6rych jest lub bEdzie

wspolautorem, sw6j udzial w konferencjach naukowych oraz zaangaZowanie w projektach. Te

informacje wskazujq na dodatkowe, aktywne zaatgalowanie naukowe Doktorantki.

Podsumowujqc recerzjg niniejszej dysertacj i, kt6ra ma charakter interdyscyplinamy,

pragnE podkre6lii, ie autorka w pelni nealimwala zaplanowane cele stosuj4c liczne,

adekwatne do potrzeb metody, co dowodzi, 2e dobrzn opanowala niezbqdny warsztat

badawczy. Doltorantka poglgbila nasz4 wiedzg na temat roli enzym6w lizosomalnych w

przebiegu procesu Smierci kom6rkowej. Udowodnil4 2e w przebiegu pyroptozy katepsyna S

jest istotna w obr6bce proteolitycznej interleukin z rcdany IL-l (pro-l[,-lb oraz pro-Il-I8),

zai w procesie zzleimej od lizosomu smierci kom6rkowej odkryla maczetie aktywnosci

katepsyny B i kalpainy. warto podkresli6 wysokq wartos6 naukow4 przeprowadzonych bada6

i ich maczsrtte, zwlaszcza w dobie wzrostu przypadk6w chor6b o podloiat ztpalrrym w

populacji. Uzyskane wyniki sq nowatotskie, ntracal4 uwagg na ro19 enzym6w lizosomalnych

w regulacji Smierci kom6rkowej. Stosowane i opracowanie narzgdzta otwierajq nowe

mo2liwoSci badari nad procesem Smierci kom6rkowej. Praca ta stanowi bardzo dobre dzielo,

kt6re udowadnia dojrzaloSi naukowq Doktorantki. Przedstawiona rozprawa doktorska spelnia

zatem kryteria formalne wymagane dla tego typu prac, czyli warunki okreslone w art. 187 ust.

1-2 ustawy z dnra 2}lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie vry^qro i nauce (t. j. Dz. U. z 2024

r. poz. l57l). Na tej podstawie wnoszg do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki chemicme

Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie mgr in2. Malgorzaty Kalinki do dalszych etap6w

przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. J Koziel
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