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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Malgorzaty Kalinki

Praca doktorska 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 $mierci komorkowej. Autorka
skupita swoje badania na procesie pyroptozy, ktorej egzekucja jest kluczowa w obronie
immunologicznej, ale takze prowadzi do rozwoju zapalenia. W swoich badaniach Doktorantka
wykorzystala wysoce specyficzne metody chemiczne umozliwiajace precyzyjne zdefiniowanie
roli poszczegdlnych enzymow lizosomalnych (inhibitory oraz ABP), ktére testowala w

modelach in vitro bazujacych na ludzkich komoérkach linii mieloidalnej i nablonkowe;j.

Rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku angielskim i obejmuje wstep, cel pracy,
rozdzial opisujacy zastosowane metody, wyniki wykonanych doswiadczen, dyskusj¢ oraz
wnioski koncowe, ktore stanowig krotkie podsumowanie najistotniejszych wedlug oceny
Doktorantki wynikow. W pracy Autorka odwoluje si¢ do 468 pozycji literaturowych.
Opracowanie nie zawiera streszczenia. Wstep pracy szeroko opisuje rodzaje Smierci
komorkowych, przebieg tych procesow z uwzglednieniem zmian molekularnych na poziomie
komorki. Doktorantka z duza szczegdlowoscia opisuje, badane w czgsci doswiadczalnej pracy
programowane procesy $mierci komorkowej, zwlaszcza takie jak pyroptoza oraz lizosomalna
$mier¢ komorki, czynniki ktore moga ja indukowaé, a ostatecznie enzymy, ktérych rola w
powyzszych procesach zostala dotychczas udokumentowana, wlaczajac w to rozbudowany opis
roli katepsyn. Wstep zamyka opis metodologii cytometrii mas, mozliwosci i zalety jego
wykorzystania do badan prowadzonych w ramach przedstawionej rozprawy. Nalezy podkresli¢,
ze wstep stanowi bardzo solidne opracowanie bazujace na biezacej literaturze i dowodzi

duzego zrozumienia tematu przez Doktorantk¢. Aby ulatwi¢ lektur¢ Autorka przygotowala
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stosowne ryciny i tabele, ktore ulatwiaja $ledzenie procesow przebiegu opisywanych $mierci
komoérkowych. Ta czgéé pracy stanowi bardzo dobre opracowanie i jest doskonatym
materialem wyjsciowym do przygotowania pracy przegladowej. Podobnie wysoko oceniam Cel
pracy, ktory zostal jasno sformulowany i precyzuje glowne zalozenie realizowanych badan.
Doktorantka takze w tej czesci odnosi si¢ do danych literaturowych w trosce o wlasciwe
zrozumienie zalozen prowadzonych badan. Kolejna czgs¢ pracy pani Kalinki opisuje
metodologie badan i wykorzystane materialy. Niestety jest ona niepelna. Nie znajdziemy
informacji na temat pochodzenia wyjsciowej linii komorkowej THP-1 oraz tych
zmodyfikowanych genetycznie, opisu metodologii pozyskania linii pozbawionych ekspresji
poszczegoOlnych enzymow oraz informacji o wydajnosci procesu wyciszania. To znaczacy
zarzut, bowiem wigkszo$¢ badan przedstawionych w rozprawie bazuje na wykorzystaniu
wspomnianych komérek mieloidalnych. Podobnie brakuje informacji o stosowanym modelu
komorek HEK-293T z nadekspresja gasderminy. Podczas obrony prosze o przedstawienie
metodologii otrzymania stosowanych linii eukariotycznych. Proszg¢ rowniez o informacj¢ czy
pozbawienie ekspresji gasderminy i kaspazy-1 skutkuje zmiang w procesie roznicowania
komoérek THP-1 pod wplywem PMA. Niespdjny jest takze przekaz informujacy 0
réznicowaniu komorek, miejscami czytelnik moze si¢ jedynie domysla¢ przebiegu procedury.
Ze wzgledu na sekwencyjne traktowanie komérek THP-1 réznymi czynnikami niewatpliwym
ulatwieniem byloby przygotowanie schematéw stymulacji. Cennym bylaby wieksza spjnosé i
precyzja opisu, przykladowo wyrazanie stosowanych stgzen w jednej jednostce czy
zdefiniowanie terminéw np. . low-passage”, ktéry po pierwsze niewiele mowi, a po drugie
czytelnik moze nie rozumie¢ jakie konsekwencje ma wykorzystanie wczesnego pasazu do
badan. Prosz¢ o wyjasnienie podczas obrony. Opis wynikow jest prawidlowy. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen zostaly przedstawione w logicznej kolejnosci. To duzy atut
ocenianej pracy, bo Doktorantka podjela sie ambitnej roli wieloczynnikowej analizy procesu
smierci komorkowej stosujac roznorodne induktory sSmierci komoérkowej, inhibitory
poszczegdlnych szlakéw czy konkretnych enzyméw. Lekture tekstu ulatwiloby staranniejsze
podpisanie Rycin, ponumerowanie poszczegdlnych paneli (A, B, C, etc.) oraz umieszczenie
odniesien do nich w tekscie pracy. Podobnie ulozenie paneli w kolejnosci opisywania wynikoéw
(Ryc. 21). Identyfikacja wzoru zmian molekularnych w komérkach THP-1 po stosowaniu
poszczegdlnych stymulatoréw $mierci komoérkowej (Ryc. 17) jest doskonalym zabiegiem
wprowadzajacym czytelnika w zakres prowadzonych analiz. Czy nie byloby jednak cennym
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umieszczenie juz w tym miejscu profilu zmian w sekretomie, ktory jest opisywany i
analizowany w kolejnych czesciach pracy np. Ryc. 19, 20 itp.? Pominigto analize statystyczna,
cho¢ istotno$¢ poczynionych obserwacji jest wielokrotnie wspomniana w tekscie. W pracy nie
znajdziemy analizy statystycznej na Ryc. 37, 43, 45 itp. Nasuwa sie zatem pytanie, ile razy bylo
wykonywane kazde oznaczenie prezentowane w pracy. Opracowanie ABP do badan
procesu smierci komérkowej i roli enzymoéw lizosomalnych stanowi perspektywe do dalszych
badan w tym obszarze. Nasuwa sie tu kilka pytan. Czy identyfikacja aktywnosci enzymow
zalezy od kompartmentu komérkowego, zwlaszcza jesli jego aktywno$c¢ nie jest determinowana
zmiennym pH? Czy mozna wykorzystaé opracowane ABP wraz z przeciwcialami do
jednoczesnej identyfikacji subkomoérkowej lokalizacji katepsyn z zastosowaniem mikroskopii
fluorescencyjnej — analogicznie do Ryc. 38, w ktorej wykorzystano technike Western blot?
Rozdzial nr 4.7. stanowia 3 tabele nie znajdziemy tam jednak Zzadnego opisu — w tym stanie
rzeczy powinny si¢ one znalez¢ w suplemencie lub w sekcji materiaty. Autorka wspomina
o koniecznosci jednoczesnego lub réwnoleglego wykorzystania w przysztych badaniach
dedykowanych, wysoce selektywnych inhibitow katepsyn i kalpain wraz z modelami
bazujagcymi na technikach inzynierii genetycznej. Biorgc pod uwage zidentyfikowana w
rozprawie rol¢ katepsyny B oraz kalpainy w egzekucji litycznej $mierci komorkowej
indukowanej LLOM czy nalezy rozwaza¢ jednoczesne wyciszenie aktywnosci i ekspresji
obydwu enzyméw? Wykonana analiza cytometrii mas jest niewatpliwym atutem pracy
definiujgc globalny profil zmian. Biorac jednak pod uwage analiz¢ wykonana na komoérkach
THP-1 po stymulacji nigerycyng i LLOM cigzko wnioskowaé¢ o wspomnianych przez
Doktorantke¢ zmianach przyczynowo-skutkowych, w ktérych wiodaca rolg odgrywaja
katepsyny. Opracowanie tej metody stanowi jednak bardzo cenny przyczynek do dalszych
badan. Dyskusja cho¢ krétka jest wyczerpujaca, ale nalezy podkresli¢, ze Doktorantka opisujac
wyniki swoich badan (rozdzial Wyniki) wielokrotnie odnosita si¢ do danych literaturowych i
podejmowala proby wyjasnienia swoich obserwacji. Ponadto z lektury tekstu wynika, ze
Doktorantka ma szeroka wiedzeg i dostrzega znaczenie oraz perspektywe swoich odkryé. W tym
swietle dyskusj¢ otrzymanych wynikéw mozna uzna¢ za bardzo solidng. Po jej lekturze nie
mam watpliwosci, ze Doktorantka ma $wiadomos$¢ zlozonosci prowadzonych badan,
ograniczen wynikajacych  z niedoskonalosci stosowanych metod, cross-talku w obrebie
badanych sciezek przekazu sygnalu komoérkowego oraz wspoldzialania lub dominacji
wybranych enzymow.
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W prezentowanej rozprawie Doktorantka podsumowala takze swoja aktywnosc¢
naukowa. Wyszczeg6lnita liczbe publikacji doswiadczalnych, ktoérych jest lub bedzie
wspolautorem, swoj udzial w konferencjach naukowych oraz zaangazowanie w projektach. Te

informacje wskazuja na dodatkowe, aktywne zaangazowanie naukowe Doktorantki.

Podsumowujac recenzje niniejszej dysertacji, ktora ma charakter interdyscyplinarny,
pragne podkreslié, ze autorka w pelni zrealizowala zaplanowane cele stosujac liczne,
adekwatne do potrzeb metody, co dowodzi, ze dobrze opanowala niezbedny warsztat
badawczy. Doktorantka poglebita nasza wiedzg na temat roli enzyméw lizosomalnych w
przebiegu procesu $mierci komérkowej. Udowodnila, ze w przebiegu pyroptozy katepsyna S
jest istotna w obrobce proteolitycznej interleukin z rodziny IL-1 (pro-IL-1b oraz pro-IL-18),
za§ w procesie zaleznej od lizosomu $mierci komorkowej odkryla znaczenie aktywnosci
katepsyny B i kalpainy. Warto podkreslié wysoka warto$é naukowa przeprowadzonych badan
i ich znaczenie, zwlaszcza w dobie wzrostu przypadkow chorob o podiozu zapalnym w
populacji. Uzyskane wyniki sa nowatorskie, zwracaja uwage na rolg enzymow lizosomalnych
w regulacji $mierci komoérkowej. Stosowane i opracowanie narzedzia otwieraja nowe
mozliwosci badan nad procesem $mierci komorkowej. Praca ta stanowi bardzo dobre dzielo,
ktére udowadnia dojrzatosé naukowa Doktorantki. Przedstawiona rozprawa doktorska spetnia
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 i nauce (t. j. Dz. U. z 2024
r. poz. 1571). Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie mgr inz. Malgorzaty Kalinki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Jognna Koziel
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