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Dot. Oceny pracy doktorskiej Pana mgr Piotra Wojcika
Oceng przygotowano w zwigzku z pismem Prof. Wojciecha Miltyka, Dziekana Kolegium
Nauk Farmaceutycznych, po wczesniejszej decyzji Senatu Uniwersytetu Medycznego w

Biatymstoku (161/2022).
Informacje ogélne

Podstawa ubiegania si¢ Pana mgr Piotra Wojcika o stopien naukowy doktora jest
rozprawa na temat: “Redox balance and changes in lipid and protein metabolism in patients
with psoriasis™ przygotowana w jezyku angielskim. Promotorami pracy sa: Prof. Elzbieta
Skrzydlewska z Zaktadu Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku i Prof. Neven Zarkovi¢ z Laboratory of Oxidative Stress, Rudjer Boskovic
Institute w Zagrzebiu, a promotorem pomocniczym jest dr Agnieszka Gegotek rowniez z
Zakladu Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.
Rozprawa doktorska oparta jest na serii szesciu artykutow. Zawiera kilka stron wstepu, po
ktorym nastgpuje okreslenie celu prezentowanych badan. Kolejne rozdzialy zawieraja
artykuly zawarte w dorobku przedtozonym jako rozprawa doktorska; wszystkie publikowane
sa w latach 2019-2021 w czasopismach z listy JCR. Cztery z nich to oryginalne prace
naukowe, a dwie to prace przegladowe. Laczny Impact Factor prezentowanych artykulow
wynosi 26.518, a laczna punktacja MNiSW (MEIN) to 760. We wszystkich publikacjach
kandydat jest pierwszym autorem, a jego wiodacy wklad jest okreslony w odrebnych
dokumentach potwierdzonych przez Promotora. Przedstawiono réwniez os$wiadczenia o
wkladzie wszystkich wspoétautorow i sg one zgodne z o$wiadczeniami pierwszego autora. Po
publikacjach praca zawiera rozdzialy z krotka dyskusjg, wnioski. spis piSmiennictwa,
streszczenie pracy w jezyku angielskim w jezyku polskim, kopie zgody wyznaczonej komisji
bioetycznej wraz z wnioskiem o zatwierdzenie planowanych eksperymentéw. Na koncu
rozprawy Autor ponownie zamiescil wykaz publikacji bedacych podstawa pracy oraz inne

prace wspotautorskie (dwie o lgcznej liczbie IF 8.548 i MNiSW 240) oraz spis streszczen



konferencyjnych. Ostatni rozdziat to Curriculum vitae Kandydata. Rozprawa jest napisana

przejrzyscie 1 logistycznie, z dobra znajomoscia jezyka angielskiego.

Ocena pracy doktorskiej

Problem biologiczny podjety przez Pana mgr Wojcika i wspdlautoréw jego prac
dotyczy mechanizmoéw zwigzanych z zaburzeniami réwnowagi w reakcjach redoks oraz
modyfikacjami metabolizmu lipidow i bialek u pacjentow z tuszczyca. Chociaz choroba
zostala dobrze zbadana, nadal istnieja luki w wiedzy, w jaki sposéb poszczegodlne szlaki
biochemiczne sg aktywowane w roznych postaciach klinicznych choroby 1 jakie czynniki
odgrywaja glowng role w tych modulacjach. We Wstepie Kandydat przedstawia aktualng
wiedz¢ na temat choroby i mechanizméow molekularnych patofizjologii tuszczycy,
podkreslajac role reaktywnych form tlenu i azotu (odpowiednio RFT i RNS) oraz wyjasniajac
implikacje ich nadprodukcji. Pan mgr Wojcik jasno wyjasnia konsekwencje interakcji miedzy
ROS/RNS a lipidami i bialtkami, szczegdlnie w limfocytach i granulocytach, ktére sa
bezposrednio zaangazowane w rozwoj tuszczycy. W kolejnym rozdziale opisuje zwigzek
pomigdzy  wspomnianymi procesami a nieprawidlowosciami  zachodzacymi w
keratynocytach, co prowadzi do obserwowalnych objawéw choroby. Autor wyjasnia role
poszczegdlnych cytokin, ich pochodzenie oraz spos6b modulowania procesow
biochemicznych w tuszczycy. Na koncu czgéei wprowadzajacej znajduje sie krotki opis
kannabidiolu, fitokannabinoidu, ktéry wydaje si¢ mie¢ znaczacy potencjal w leczeniu
tuszezycy 1 ktory stat si¢ jednym z celéw badawczych w prezentowanej pracy. Cel studiow
jest dobrze zdefiniowany; gtéwnym celem bylo poznanie doktadnych mechanizméw dzialania
ROS w limfocytach pacjentow z tuszczycg. Nastepnie okreslono wplyw ROS na rozwdj i
manifestacje réznych postaci tuszczycy. Na koniec autorzy zbadali, w jaki sposéb kannabidiol
wplywa na sciezki regulacyjne w tuszczycy i ocenili, czy moze by¢ przydatny w terapii
skojarzonej z promieniowaniem UVB.

Pierwszy artykut zostal opublikowany w 2020 roku w Journal of Biochemistry (IF
2.476 1 MNiSW 100). Praca dotyczyla zbadania zaburzen rownowagi redoks i jej wptywu na
modyfikacje bialek w limfocytach u pacjentow z tuszczyca. Wedlug Scopus artykul miat 9
cytacji w dniu sporzadzania niniejszej oceny. Autorzy wykonali szeroki zakres oznaczen

analitycznych, w tym migdzy innymi: luminescencje, elektronowy rezonans spinowy,
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Western Blot. elektroforeze kapilarna. chromatografie cieczowa sprzezona ze spektrometria
mas. Wszechstronny wglad w zmiany biochemiczne limfocytéw pozwolil im rozpoznaé
nasilenie stanéw prooksydacyjnych w tuszczycowym zapaleniu stawow (PsA) w poréwnaniu
z tuszezyca zwykla (PsV). Monitorowanie aktywatoréw czynnika transkrypcyjnego Nrf2
wykazato ich wyzszy poziom w PsV. Dodatkowo zauwazyli zwickszona ekspresje kaspaz
proapoptotycznych, ktéra wynikata z modyfikacji biatek przez produkty peroksydacji lipidow
identyfikowane jako 4-oksononenal i dialdehyd malonowy. Co ciekawe, autorzy stwierdzili
istotne réznice migdzy obiema badanymi grupami pod wzgledem ekspresji kaspazy 3 — byta
ona podwyzszona w PsV i obnizona w PsV. Podkreslili jednak, Ze ostateczna apoptoza jest
wynikiem wspdlistnienia kilku szlakéw z udziatem Bel2, cytochromu ¢ lub p353. Okreslono i
poréwnano poziom ekspresji wyzej wymienionych bialek oraz poziomy NFxB i TNFa dla
PsV i PsV. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze silniejsza aktywacja szlaku
Nrf2 moze by¢ wynikiem mniejszego stresu oksydacyjnego wystepujacego w limfocytach
pacjentéw z PsV. Jednoczesnie profile bialek modyfikowanych przez produkty peroksydacji
lipidéw sugeruja, ze czynnik ten odgrywa kluczows role w aktywacji szlakéw prozapalnych i
proapoptotycznych w PsV. Wyniki te moga sta¢ si¢ podstawg do dalszych badan majacych na
celu poszukiwanie terapii celowanych w tuszczycy.

Druga praca z tej serii dotyczy badania r6znic miedzy PsV i PSA w odniesieniu do
zmian lipidowych w jednojadrzastych komorkach krwi. Artykut zostal opublikowany w 2019
roku w International Journal of Molecular Sciences (IF 4.556, MNiSW 140) i uzyskal juz 26
cytacji, co jest liczbg imponujaca, szczegolnie jak na oryginalng prace naukowa. Zwykle
Impact Factor czasopism jest miernikiem, ktory bierzemy pod uwage przy ocenie dorobku
doktorantow. poniewaz ramy czasowe poszczegdlnych artykuldow sg zbyt waskie, aby ocenié
wartos¢ artykutow, ale w tym przypadku liczba cytacji bezposrednio odzwierciedla wartosé
pracy. Podobnie jak w poprzedniej pracy, autorzy wykorzystali wielowymiarowa metodologie
do zbadania réznych aspektow tematu. Wigkszos¢ analiz przeprowadzono na spektrometrze
mas typu potrojny kwadrupol sprzezonym z ultrawysokosprawng chromatografia cieczowa.
Wsréd zwiazkéw oznaczonych za pomocg UHPLC-MS/MS byly niestabilne zwiazki, takie
jak endokannabinoidy czy mediatory lipidowe. Poniewaz publikacja koncentrowata si¢ na
badaniach biologicznych, autorzy nie przedstawili wynikéw walidacji metody, ale odniesli sie
do oryginalnych protokotow. Ze wzgledu na moje osobiste do$wiadczenia z oksylipinami i

endokannabinoidami chciatbym zapyta¢ Kandydata o jego do$wiadczenia w tym zakresie i



wyniki stabilnosci raportowanych metabolitow — jaka byla stabilno$¢ badanych metabolitow i
w jaki sposob byla ona monitorowana w czasie przygotowania probki i analizy
instrumentalnej. Autorzy uzyskali bardzo interesujace wyniki wskazujace na silny wplyw
stresu oksydacyjnego na zmiang fosfolipidow, endokannabinoidéw i eikozanoidow w
komorkach jednojadrzastych, co w konsekwencji prowadzi do rozwoju tuszczycy. Jednak
najcieckawszymi 1 najwazniejszymi odkryciami byly roznice w profilach fosfolipiddw,
poziomach metabolitow lipidow i endokannabinoidéw oraz aktywnosci COX-1 (ale nie COX-
2) miedzy PsV i PsV. Badanie to potwierdza, ze badanie gatunkow lipidéw i szlakow
metabolicznych, w ktore sg zaangazowane, moze by¢ kluczem do zrozumienia réznych
patologii powigzanych chorob, a tym samym do znalezienia skutecznej terapii.

Kolejny artykul to artykul przegladowy podsumowujacy. w jaki sposob stres
oksydacyjny i mediatory lipidowe moduluja funkcje komdrek odpornosciowych w chorobach
autoimmunologicznych. Praca zostala rowniez opublikowana w International Journal of
Molecular Sciences (IF 5.924 i MNiSW 140) w 2021 r. i uzyskala 9 cytacji na dzien
przygotowania niniejszej oceny. Druga praca przegladowa zawarta w rozprawie zostala
opublikowana w 2020 r. w Biomolecules (IF 4.082, MNiSW 100) i dotyczyla udziatu
mediatorow metabolicznych lipidow w regulacji apoptozy. Praca ta byla cytowana 13 razy.
Cho¢ prace przegladowe czesto nie sg traktowane na rowni z artykulami oryginalnymi w
ocenie dorobku naukowego, to moim zdaniem sa one niezwykle waznym czynnikiem w
procesie przygotowania do pracy naukowej w danej dziedzinie, zwlaszcza dla badacza na
wczesnym etapie kariery. Dobrze przygotowany przeglad literatury $wiatowej pozwala
poszerzy¢ horyzonty i spojrze¢ na badania prowadzone przez autora przez pryzmat badan
prowadzonych w innych instytutach. Dynamika i interdyscyplinarnos¢ badan z zakresu nauk
biomedycznych, w tym réznorodno$¢ metodologiczna, zwlaszcza na poziomie molekularnym,
wymusza na naukowcach aktualizacje posiadanej wiedzy. Z drugiej strony, umiejetnosé
krytycznego spojrzenia na wyniki badan, wyselekcjonowania najwazniejszych raportéw i
podsumowania ich wplywu na rozw6j danej dziedziny w sposob wartosciowy dla czytelnika,
jest bardzo cenionym atrybutem dobrego naukowca. Moim zdaniem jako$¢ dyskusji
przedstawionej w pracach oryginalnych Kandydata przynajmniej cze$ciowo wynika z
poglebionego  przegladu literatury  przedmiotu podczas przygotowywania  prac

przegladowych. Warto rowniez zauwazy¢, ze zamieszczone w tych pracach ryciny i schematy
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ilustrujgce r6zne mechanizmy opisane w tekscie wydaja si¢ by¢ przygotowane przez autorow,
gdyz nie maja odniesienia do zadnych materialow zrodlowych.

Dwie ostatnie publikacje prezentowane w ramach pracy doktorskiej to prace
oryginalne, obie opublikowane w International Journal of Molecular Sciences w 2020 (IF
5.556, MNiISW 140) 1 2021 (IF 5.924, MNiSW 140). Pierwsza praca, ktora dotyczy udziatu
kannabidiolu w tworzeniu zewnatrzkomoérkowej pulapki neutrofilowej (NET) w neutrofilach
pacjentow z tuszczycg, ma juz 6 cytacji, natomiast druga, ktéra koncentruje si¢ na badaniu
korelacji miedzy kannabidiolem (CBD) a dzialaniem antyapoptotycznym w keratynocytach
podczas fototerapii UV byla cytowana dotychczas jeden raz. Kannabinoidy, a w
szczegolnosci kannabidiol, sg ostatnio szeroko badane w réznych chorobach, w tym
chorobach autoimmunologicznych i chorobach idiopatycznych. Pan mgr Wojcik i jego
wspotpracownicy podjeli probe oceny wpltywu CBD na neutrofile izolowane z krwi
pacjentow z PsV poprzez monitorowanie odsetka neutrofili poddawanych NETozie oraz
poziomu kilku markeréw NETozy. Aby moc wiarygodnie wskazac, jakie zmiany sg zwigzane
z jakimi zwiazkami dodanymi do badanego ukladu, autorzy zaprojektowali .kontrole
wewngtrzng” tj. neutrofile+LLPS (neutrofile z aktywowane NEToz3) i neutrofile+CBD, ktore
poréwnano z neutrofilami+LPS+CBD. Poczatkowo autorzy zaobserwowali, ze odsetek
neutrofili objetych NEToza bez wprowadzania dodatkowych aktywatorow jest istotnie
wyzszy w grupie PsV w poréwnaniu z grupa kontrolng. Nastepnie, dla aktywowanych
neutrofili, byli w stanie udowodni¢, ze kannabidiol zmniejsza markery NETozy, sugerujac w
ten sposob jego potencjal w leczeniu tuszczycy i prawdopodobnie innych choréb
autoimmunologicznych. Nalezy podkresli¢, ze metodologia wymagana w tym badaniu byla
inna niz w poprzednich pracach. Swiadczy to o wysokich umiejetnosciach badaczy, zwlaszcza
Pana mgr Wojcika, ktory byl gtownym analitykiem, jak podano w czesci dotyczacej wkiadu
w pracg. Kolejne badanie kannabidiolu dotyczy interesujacego aspektu wykorzystania tego
zwigzku jako srodka potencjalnie redukujacego apoptoze zdrowych keratynocytéw po
ekspozycji na promieniowanie UVB. Zabieg zastosowania UVB jest czesto stosowang terapig
u pacjentow z luszezyca. ale nie jest selektywny wobec chorych komorek i aktywuje takze
szlaki proapoptotyczne w zdrowych keratynocytach, co z kolei wigze sie z wystepowaniem
dzialan niepozadanych i wymusza wprowadzenie leczenia przeciwzapalnego. Jak poprzednio,
czgs¢ eksperymentalna badania zostata starannie zaplanowana tj. wzieto pod uwage wszystkie

niezbedne .,zewngetrzne™ (zdrowe komorki) i ,,wewnetrzne” kontrole (komérki hodowane z



indywidualnymi ,.bodzcami”). Kompleksowa analize biatek i prostaglandyn przeprowadzono
za pomoca technik Western Blot, ELISA i LC-MS/MS. Uzyskane wyniki potwierdzily
hipoteze o hamujagcym wplywie kannabidiolu na szlaki apoptotyczne w keratynocytach z
silniejszym dzialaniem obserwowanym w zdrowych komdrkach. Doniesiono jednak o
interesujacych odkryciach dotyczacych rozbieznosci w dziataniu promieniowania UVB na
komorki zdrowe 1 luszczycowe, wskazujac dodatkowo zwigkszona ekspresje kaspazy 2.
zmniejszong ekspresje p-AKT wraz z podwyzszonym poziomem 15-d-PGJ2 i ekspresja p-53
w chorych keratynocytach. Wspomniany wzrost kaspazy 2 definiuje napromienianie UVB
jako stresora retikulum endoplazmatycznego i wydaje sie, ze dzialanie to zanika w obecnosci
kannabidiolu. Dlatego potencjalna terapia adjuwantowa UVB-kannabidiol wymaga dalszych
badan i starannego zaplanowania, aby nie oslabia¢ efektow leczenia UVB, ale wykorzystaé

ochronne dziatanie kannabidiolu na zdrowe komorki skory.

Whioski

W mojej ocenie, osiggniecie przedstawione przez Pana mgr Piotra Wojcika jako Jego
rozprawa doktorska stanowi dobrze zaplanowana, sp6jna calos¢ o wysokiej wartosci
naukowej. Z przedstawionych prac wynika, ze Kandydat byl dobrze przygotowany do
prowadzonych badan, zarowno pod wzgledem merytorycznym, jak i doswiadczenia. Praca
pozbawiona jest bledow merytorycznych, ortograficznych i stylistycznych. Z obowigzku
recenzenta zwracam uwage na bledy i niedociagniecia redakcyjne, np. bledy w numeracji
publikacji w Rozdziale 1 i numeracji przyporzadkowanej poszczegolnym rozdzialom w
Rozdziale 3 (Cel badan). Pomocna bylaby rowniez lista skrotow umieszczona na poczatku
rozprawy. Jednak te male zaniedbania nie wpltywaja na ogdlng ocene¢ pracy.Jako recenzent
pozwalam sobie na rozszerzenie oceny prezentowanej rozprawy o ogolny dorobek Kandydata,
gdyz niewatpliwie jego caloksztalt dziatalnosci wplynal na jakos¢ artykutéw stanowigcych
Jego rozprawe doktorska. Warto wspomnie¢, ze aktualny indeks Hirscha Pana Piotra Wojcika
wynosi 6, a taczna liczba cytacji artykutow, ktérych jest wspotautorami to 127. Kandydat
aktywnie uczestniczy! rowniez w konferencjach; Jego prace i prace Jego wspotautorstwa byty
prezentowane osmiokrotnie na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Odby? rowniez
szes¢ stazy trwajacych od 1 tygodnia do 2 miesiecy, cztery w Polsce i dwa w Chorwacji w

laboratorium swojego promotora prof. Zarkowi¢a. Kandydat zglosil réwniez jeden projekt
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badawczy, ale nie podano szczegélowych informacji, czy byl jego kierownikiem, czy
wykonawecg.

Podsumowujge, na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
znaczaco przyczynia si¢ ona do rozwoju Dyscypliny Nauk Medycznych oraz w petni spetnia
wymogi merytoryczne i formalne stawiane pracy doktorskiej. Zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w  Bialymstoku o
dopuszczenie Pana mgr Piotra Wojcika do dalszych etapow procedury ubiegania sie o stopien
doktora. Jednoczesnie ze wzgledu na wysoki poziom pracy, wnioskuje o wyrdznienie

recenzowanej pracy.
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