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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Kosmy Sakrajdy

Niniejsza recenzja zostala przygotowana w oparciu o art. 185-217 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo © szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668), zwanej dalej Ustawa.

1. Uwagi wstepne

Przedmiotowa rozprawa na stopient naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauk medycznych mgr. Kosmy Sakrajdy nosi tytul “Zmiany ekspresji markeréw
zwigzanych ze slanem zapainym w przebiegu choroby afektywnej dwubiegunowej pod
wplywem weglanu hitu”. Zosiala przygotowana pod kierunkiem Promotfora prof dr hab. n.
med. Aleksandry Szczepankiewicz w Pracowni Badan Komorkowych i Molekularnych Kiiniki
Pneumonologii, Alergologii Dzieciecej i Immunologii Kliniczne} Kolegium Nauk Medycznych
Uniwersyietu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

2. Strukiura rozprawy

Rozprawe stanowi zbidr opublikowanych i powiazanych tematycznie artykuidow naukowych w
mysi pkt. 3 art. 187 Ustawy. Sg to trzy arlykuly naukowe, w tym dwa o charakterze prac
oryginainych; we wszystkich Doldorant figuruje iako pierwszy i korespondencyiny autor.
Artykuty te zostaly przedstawione w 82-stronicowsj strukturze rozprawy doktorskiej, w kitre]
skiad wchodzg — poza samymi pelnymi tekstami artykulow:

o sirona fytulowa, slowa kluczowe (w jezyku polskim i angielskim), podziekowania,
Zrodia finansowania, wykaz skrotow i spis tresci — kazda z czesci po 1 stronie

e wykaz publikacji stanowigcych podstawe posiepowania ¢ nadanie stopnia
naukowego doklora wraz z podsumowaniem calego dorobku i akfywnosci naukowesj
Doktoranta — 3 strony

e opis przedmiotu badan ze wstepem menytorycznym, zalozeniami rozprawy
doktorskiej | omdwieniem prac wohodzacych w jej skiad, a takze wynikajgcymi z nich
witioskami oraz piSmiennictwem (63 pozycie literatury) i streszczeniami w jezyku
poiskim t angielskim - 24 strony

e Kopie oSwiadczerr wspOlautordow publikacji o ich wkiadzie wraz ze zgodami na
wigczenie ww. publikacli do cykiu prac w posiepowaniu o nadanie stopnia dokiora
mgr. Kosmie Sakrajdzie | oSwiadczeniem, ze prace nie byly wykorzystywane w innym
pizewodzie doklorskim (oprocz jednej z prac, kidra wskazuje na wyjatek wspéinych
przewoddw dokiorskich) — 5 stron

e orzeczenie komisji bicetycznej o zmianie tematu pracy doktorskiej mgr. Kosmy
Sakraidy — 1 strona




3. Ocena tresci rozprawy doktorskiej

Rozprawa dokiorska zostala zlozona w klasycznym stylu. Poniewaz stanowi jg zbior
opublikowanych 1 powigzanych temalycznie artykutdw naukowych, cze$é merytoryczna
rozprawy jest krotka {wstep — 5 stron, zalozenia rozprawy doktorskie] wraz z omoéwieniem
prac wchodzacych w sikdad cyklu ~ 9 stron, wnioski — 2 strony, pi$Smiennictwo — 4 strony,
streszczenia w jgzyku poiskim i angielskim — po 2 strony kazde). Jest fo zrozumigle i
akceptowalne rozwigzanie, gdyz szczegobly metodologiczne, peine przedstawienie wynikéw i
rozbudowang dyskusie mozna znaleZ¢ w treSci opublikowanych artykutow, kidre stanowia
czeSC rozprawy. Tekst cechuje sie klarownoscia, poprawnoscig jezykows oraz
przystepnoscig przekazu, w duzej wiekszosci z prawidiowym zastosowaniem termindéw
fachowych (razi¢ moze co najwyzej zastosowanie sformulowania ,polimorfizmy genetyczne’
nie tyikc w odniesieniu do samego zjawiska, ale takZe do poszczegdinych  wariantGw
polimorficznych genow’). Skroty sg stosowane w adekwatnej ilosci | wyjasnione nie tylko w
odpowiednim rozdziale, ale tez w wickszosci konsekwentnie w momencie ich pierwszego
pojawienia si¢ w tresci rozprawy,; skroty pochodzgce z jezyka angielskiego dodatkowo sg
wyjasnione w tym jezyku. -

3.1. Wsigp

Wstep teoretyczny rozprawy prowadzi w spljny sposdéb przez charakterystyke
epidemiologiczng, Kliniczng i patefiziclogiczng chorcby afekiywnej dwubiegunowej (ChAD).
Kolejny podrozdziat rozwija ten ostatni watek omawiajgc teorie neurozapaing ChAD.
Nastepnie Dokiorant wyjasnia role mikrogleju w regulacji odpowiedzi immunologiczne]
precyzujgc molekulamy mechanizm jego aklywachi wraz z oméwieniem sfruldury i funkgji
inflamasomu NLRP3. W oparciu o trafnie dobrane Zrédia literaturowe Doktorant wskazuje na
istotng role nadaktywnosci inflamasomu w patofizjologii ChAD, ilustruiac ten mechanizm za
pomocs wiasnorecznie zmodyfikowanegj ryciny, opracowanej na podsiawie pracy Swanson |
wsp. {2019), z zachowaniem poszanowania praw autorskich oryginalnego opracowania. Na
lie starannie przygotowanego wstepu zwraca jednak uwage brak omoéwienia genu Abelson
Helper Integration Site 1 (AH/T) — kiuczowego dia jednej z publikacji Doktoranta.

Ostatni podrozdziat wstepu omawia jony litu jako stabilizator nastroju o potencjale
immunomodulujigcym. Doklorant przedstawia historie {erapeutycznego stosowania soli litu |
wyjasnia wspoiczesne rozumienie mechanizmu ich dzialania, cytujgc badania sugerujace ich
wplyw na funkcje inflamasomu NLRP3. Cho¢ w naukach biologicznych takie uproszczenie
jest akceptowaine, warto bytoby doprecyzowad, Ze przedmiotem analizy s jony litu (Li*), a
nie lit w sensie pierwiastka metalicznego, posiadajacy odmienne wilasciwosc
fizykochemiczne ~ zwilaszcza ze w treSci pojawia sie redakcyjny lapsus w postaci zapisu
2 Ui

Podsumowuijgc, mimo drobnych uchybien redakcyjnych, kiére nie sa powielone w
doigczonych publikaciach, wstep stanowi merytorycznie poprawne i zwiezle wprowadzenie
do tematu. Doklorant frafnie identyfikuje luki w aktualnym stanie wiedzy, wymagaijgce
dalszych badan, | konsekwentnie zarysowuje problem badawczy.

3.2. Cel pracy

Cel pracy badawczej zostat wyrazony w podrozdziale ,Zalozenia rozprawy doktorskiej”.
Dokiorant prezentuje tam ogding hipoteze badawcza oraz nieco uszczegotlowien. Calosé
ujeta jest w tekst opisowy, bez wyodrebniania podpunkiow definiujgcych pytania i hipotezy
badawcze. Tekst jest w duzej mierze poprawny, jednak przedstawiony miejscami w sposob
mglisty, o czym Swiadczy chotby zwrot hipoteza skupia sie na zbadaniu”. Hipoteza
sformulowana w pierwszym akapicie podrozdziatu (i powldrzona w zblizonej] formie w
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kolejnym} — zgodnie z kidrg ,weglan litu wphywa na ekspresje markerdw zwiazanych ze
stanem zapainym w chorobie afektywnej dwubiegunowej {...) na obwodzie (krew pacjentow
z ChAD ileczonych weglanem litu)” — mogiaby zostac ujeta precyzyinie]. Zastosowany model
badawczy nie pozwala bowiem na jednoznaczng ocene wplywu, lecz jedynie na identyfikacie
powigzan. Warlo rowniez zwricit uwags, Ze interpretacis rdinic misdzy pacientami ChAD
leczonymi litem 2 grupg kontroing moze odzwierciediaé zarGwno efekly leczenia, jak i sama
specyfike schorzenia. Rozdziat ten zyskalby na przejrzystosci, gdyby zawarte w nim pytania
badawcze oraz odpowiadajgce im hipotezy zostaly jasnc wypunkiowane i precyzyinie
sformulowane w odniesieniu do mozliwosci weryfikacyinych zastosowanego modelu
badawczego. Warlo jednak zaznaczyC, ze w publikacii naukowej Doktorant uniknat
niescisiosci | sformulowat cel badawczy w sposob adekwatny do przyjetei metodologii.

3.3. Materialy | metody, wyniki oraz dyskusja

Oceny tych czesci pracy Doktoranta dokonalem gitéwnie na podstawie dostenych publikacii
naukowych, kidre zawierajg komplet szczegdidw jego dokonan.

3.3.1. Publikacja 1

Pierwszg publikacje monotematycznego cyklu stanowi praca przegladowa pt. ,Inflammation-
Related Changes in Mood Disorders and the Immunomodulatory Role of Lithium™. Jej
Autorami s3g jedynie Dokiorant i Promotor rozprawy doktorskiej, z wiodacg rolg tego
pierwszego zwiaszcza w zakresie przygolowania manuskiyptu, wedluig danych z
pedrozdziaiu Author Contributions. Oboje peinig role Autordw korespondencyjnych.

Praca ta w kiarowny i wyczerpujgcy sposéb przedstawia obecny stan wiedzy na temat teorii
zapainej choroby afekltywnej dwubiegunowej (ChAD), przebiegu procesu aktywacii
mikrogleju, mechanizmdw przeciwzapalnegs dzialania jondw litu oraz przeciwmaniakalnego i
przeciwdepresyjnego dziatania lekow przeciwzapalnych. |

Publikacja ta stanowi analize dostepnej literatury naukowej i podsumowanie stanu wiedzy w
przedmiotowym temacie. Byia zapewne krokiem wstepnym ku okresleniu planu badawczego
publikacii 2 | 3 oraz pozwolila Doklorantowi ukszisltowaé warsziat rozumowania
badawczego, analizy piSmiennictwa | umiejeinosci pisarskie. Mime to — ze wzgledu na
przegigdowy charakier publikacii — nie nosi ona znaczacych cech ,oryginainego rozwiazania
problemu naukowego” {(w mysSl pkt. 2 art. 187 Ustawy). Z tego wzgledu publikacja ta nie
bedzie przedmioctem moijej szezegdlowei analizy.

3.3.2. Publikacia 2

Drugg publikacie monotematycznego cykiu stanowi praca oryginalna pt. ,Abelson Helper
inlegration Site 1 hapiolypes and peripheral biood expression associates with fithium
response and mmunomoedulation in bipolar patienis”. Oprocz Dokioranta, kiory jest
pierwszym i korespondencyinym Autorem, w powstaniu publikacii wzielo udziad 13
wspolautorow, w tym Promotor rozprawy doktorskiej, pracownicy kliniczni z innej jednostki
naukowej 1 pigciu naukowcoOw z zagranicy. Wedlug podrozdzialu Author contribution wkiad
Doktoranta polegal na opracowaniu koncepcii badaniza  wraz z  Promotorem,
wspoiprowadzeniu analizy danych | samodzielnym pizygotowaniu tekstu i ilustraci
manuskryptu wraz z przegigdem literatury. Dokiorant nie bral zatem udzialu ani w czesci
Kiinicznej, ani w pracach i{aboratoryinych w zakresie biclogii molekularmei. Mozna rozumieg,
ze jego rola sprowadzia sie do podjecia zgormadzonych danych i przygolowania na ich
podstawie spojnego wyjasnienia problemu badawczege. Taki zakres obowigzkéw mogiby
tumaczyc< pewng niekonsekwencie planu badawczego, kitra komentuie ponizei.
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W biezgce; publikaci Autorzy koncertuig uwage na watiantach polimorficznych oraz ekspresji
genu Abeison Helper Integration Site 1 (AHI1), kidrego zwiazek z patogeneza zaburzen
neuropsychiatrycznych i immunologicznych w ostatnich badaniach sugerowano. Autorzy
dokonall analizy wariantdw polimorficznych AHIT i jego ekspresji w probie oséb chorych na
ChAD leczonych przewlekie weglanem litu; w badaniu uwzgiedniono tez prébe pacjentow
leczonych innymi stabilizatorami nastroju niz lit oraz grupe kontrolng. Analizie poddano
dodatkowo ekspresje Kilku gendéw zwigzanych z odpornoscig nieswoista.

W zakresie analizy wariantow polimorficznych AHI1 Autorzy opisujg réznice czestosci
wystepowania wybranych siedmiu miejsc polimorficznych jednego nukleotydu {SNPs) AHIT —
ujetych w dwa hapiotypy. Analizy dokonano w materiale genetycznym pozyskanym z krwi
obwodowej pacjentoéw ChAD leczonych jonami litu: 48 osob, kidre odpowiedzialy na leczenie
litem (wynik w skali Alda = 7} oraz 48 tych, kibre nie odpowiedzialy na leczenie (skala Alda <
3). Wyniki wskazuja, ze trzy warianty polimorficzne oraz jeden z dwobch zidentyfikowanych
biokow haplotypow s3 istoinie powigzane z odpowiedzig na lit.

W zakresie exspresji genu AH w materiale genetycznym krwi obwodowej oraz dziewieciu
genow zwigzanych z odpornoscig nieswoistg (TLR4, CASP4, CASPS5, NLRP3, IL-1a, IL-18,
IL-6, IL-10 1 IL-18) Autorzy przeprowadzili badanie w grupie 41 pacjentéw ChAD (w tym 21
leczonych weglanem litu, podczas gdy pozostali innymi normotymikami) | 19 oséb zdrowych
(bez zaburzen neuropsychiatrycznych i immunologicznych). Wykazano, ze jedynie ekspresja
AHI1 jest istoinie powigzana z odpowiedzig terapeutyczna na weglan litu. Tymczasem
zarowno exspresia AHIT, jak i wielu gentw kodujacych biatkka biorace udziat w odpornosci
nieswoiste] roznicowata chorych z ChAD od przypadkéw kontroinych, ale nie pacjentow
ChAD leczonych litem od tych leczonych innymi stabilizatorami nastroju.

Wyniki uzyskane w omawianej prace sg nowatorskie; identyfikujz mozliwy czynnik
odpowiedzi terapeutycznej na jeden z najwazniejszych lekow stabilizujigcych nastroj w
ChAD. Jednoczes$nie wskazuja na mozliwie nieznaczacy udzial gendw zwiazanych z
odpormnoscig nieswoisig. Wyniki e mogg poméc zrozumied role  czynnikdw
immunologicznych w sposcbie dzialania jondw litu w ChAD. W analizie wynikéw zabrakio

jednak odniesienia do funkcjonalnego znaczenia badanych wariantdw genu AHI1 oraz

pPOrowWnania pozZiomu jego eKspresji w zaieznosct od obecnosc okreslonych warianiéw
polimorficznych. Rozumiem, Ze ta ostatnia analiza byia niemozliwa do przeprowadzenia
poniewaz w jednej probie pacjenidw dokonano genotypowania (97 chorych na ChAD
tleczonych iitem) a na innej (niepokrywajgcej sie) oceny ekspresji gendw {21 chorych na
ChAD leczonych iitem). Taki plan badawczy nosi cechy niekonsekwencji | wymaga
wyiasnienia: dlaczego Autorzy nie zdecydowali sie na wykonanie obu analiz u tych samych
0s6b? Potencialnym wyjasnieniem takiej decyzji Autoréw jest pochodzenie poszezegoinych
danych z niezaleznych badan. Wskazywalyby na to trzy rézne opinie komisji bioetycznej na
podstawie kidrych przeprowadzono badania do biezgcej publikacii (28/08, 1194/16 i 758/17).
Dane, kitre analizowano na potizeby biezgcego artykulu mogly zosiad wygenerowane duzo
wczesniej, by moze wspbinie z danymi publikowanymi chotby w artykule Szczepankiewicz
A i wsp. .Genes involved in stress response influence lithium efficacy in bipolar patients”
Bipolar Disord 2018; 20(8). 753-760. Obie prace byly finansowane z tego samego Zrodia
(grant Narodowego Centrum Nauki 2016/21/BINZ5/00148), sklad obu zespolow badawczych
jest czesciowo zbiezny i prace prezentujg bardzo podobng metode rekrutacii i
charakigrystyke pacjentdw. Nalezy podkresiic, ze takie podejscie do prowadzenia badan nie
jest biedne lub nieetyczne. Trudno doszukiwal sie takze znamion fzw. dual publication,
poniewaz hipotezy badawcze obu prac sg odmienne. Racze] nalezaloby nazwad nowszag
publikacije ,analizg wiérng". Gdyby fakitycznie taki stan rzeczy mial miejsce, zasadne byloby
jednoznaczne wskazanie tego fakiu w tresci publikacii oraz rozprawy w rozdziale o metodach
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badawczych | skomentowad w dyskm}f iako ﬂgramczeme badania, co byloby najrzeteime;szq
moziiwg prakiykg badawcza.

W analizie danych przedstawionych w biezacej publikacji Doktoranta ~ mimo prawidiowo
przedstawionych analiz surowych — zabrakio analiz skorygowanych {ang. adjusted) o
wspoizmienne o potencjalnie zakiécaigcym charakierze (ang. confounders), takie jak wiek,
prec, steZenie jondw litu w surowicy, BMI itp. — dane zapewne dostepne dia Badaczy. Takie
analizy mozna by wykonaC w podgrupach lub lepiej w ogéinym modelu finiowym (GLM).
Przeprowadzenie takich analiz m&m&aby t}c&n@ czy uzyskane wyniki sg meza!ezne od
wspslizmiennych. . |

Ubogg w szczeglly czeScig publikacji | rozprawy doktorskiej jest ta dotyczaca metod
badawczych. Nie podano szczeg6low metod badania ekspresii genéw za pomocyg
mikromacierzy (czy wyniki walidowano za pomoca ilosciowej reakcii taficuch Wowe| polimerazy
gPCR?). Nie oceniorio takze minimainej liczebnosci proby, kidra powinna byt wigczona do
badania dla uniknigcia bledow | rodzaju, kidre mogly wysigpiC m.in. w przypadku badania
wSpoizaleznosci - odpowiedzi na lit z ekspresis gendw odpomosci nieswoistej. Ogdlne
wskazowki, jakie dane raportowa¢ w publikacji badania o charakterze obserwacyjnym — w
tym w czesci o metodach badawczych — mozna znalezé w kiyteriach STROBE {ang
Strengthening the reporting of observational studies in epidemioiogy).

Powyzsze wqtpimmt wymagajg wyjasnienia, aby moéc w pelni ocenié wiarygodnosé
uzyskanych wynikéw. Mimo tych ograniczen, konstrukcia omawianej publikacji naukowej jest
spojna: wsiep pracy wprowadzajgoy problem badawczy jest zrozumialy, prezentacia
wynikow w formie tabelarycznej | w postaci rycin z wykresami typu ramka-wasy dosé jasna,
dyskusja dojrzata, bogata i wieloaspekiowa. W tej ostatniej zabraklo jedynie rozwiniecia
potencjainego mechanizmu w jakim AH/T | jego produkt moze uczesiniczyé w odpowiedzi
terapeutycznej na jony litu (jakkolwiek spekulatywny mialoby to charakter). Poniewaz za te
rzetelnie opracowane fragmenty publikacji w wiekszosci odpowiadat Dokiorant, jego wkiad w
powstanie pracy oceniam jako zdecydowanie pozytywny. Wynik jego akiywnosci swiadezy o
umigjetnosc formufowania problemu badawczego, jego analizy | wyciggania w duzej mierze
poprawnych wnioskow. Oceniam tez indywidualny wkiad Dokioranta w powstanie dziela jakt}
znaczacy, uzasadn:ajqcy jego czolowg role w wykazie wszystkich Autorow,

3.3.3. Publikacja 3

Trzecig publikacje monotematycznego cyklu  stanowi praca oryginalna  pt.
Jmmunomoduiatory effect of lithium treatment on in vitro model of neurcinflammation”. Jej
pierwszym | korespondencyinym Autorem — pMobme jak dwu poprzednich - jest Dokiorant.
Poza nim publikacja powstata przy udziale pigciu wspdlautordw — wszyscy z jego jednostki
badawcze] — w tym Promotor rozprawy doktorskiej. Wedhug podrozdziatu CRediT authorship
coniribulion statement Doklerant wraz z Promotorem opracowali koncepcie badania;
Doktorant pozyskat fundusze na przedmictowe badanie, peinit jednooscbowa role
administratora projektu, a ponadto we wspdlpracy z innymi dobierat metody badawcze oraz
wykonywat prace laboratoryine | analizy. Byl takze tworcg manuskryptu {(oprocz dlustracii).
Nalezy wnioskowac, ze w przeciwienistwie do poprzedniej publikacii, Doktorant byt gidwnym
iworcg omawianego dzieia od samego jego poczgiku az do koiica, wliczajge prakiycznie
kazdy aspekt prac badawczych, w tym majac szanse wykazal sie w mi; koordynatora
Zespoiu naukowego.

Niniejsza publikacja raportuje wyniki badatn w modelu hodowli komorkowej
uniesmierteinionego ludzkiege mikrogleju HMC3. Model zapalenia byl wywolywany
mieszankg ' cyiokin dodawanych do hodowli. Komobiki w standardowe] pozywce
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doswiadczaineg] | w modelu zapainym byly traklowane jonami litu w jednym stezeniu majacym
odzwierciedlaC stezenie mozgowe litu podczas farmakoterapii, aby zweryfikowaé hipoteze o
wplywie leku na ekspresje gendw zwigzanych z aktywacjg inflamasomu NLRP3. Analizy
prowadzono w komdrkach mkub::awanych Z jonami litu przez 1 i 5 dni oraz z réznych
sekwent;ja dodawania litu i stymulﬂwama zapaiema |

Anglizie poddanc ckspresie mRNA ofSmiu gendw Mta?_artyr;h z snﬁamammm NLRP3
(TSPO, TLR4, NFKB1, NLRP3, CASP1, CASP4, IL-18 i IL-8), czeSciowo pokrywajacych sie
z listg gendw badanych w poprzedniej pracy w modelu kiinicznym. W tym przypadku
zastosowane meiode qPUR, poprzedzong izolacig catkowitego RNA | przeprowadzeniem
odwrotnej ranskrypcji, z uzyciem specyficznych, autorsko zaprojekiowanych starterow. W
celach kontrolnych oceniano ekspresje genu referencyinego GAPDH. Ponadto z nadsgczach
pochodowlanych oceniono akiywnosé kaspazy 1 i stezenie mieczanu m&t&c&q
luminescencyjng oraz stezenie IL-1f metodg immunoenzymatyczng (ELISA). Dodatkowo
izolowano biatko z lizatdw komoérkowych, aby oceni¢ metodg Western Blot zawartos¢
catkowitego | SerS-fosforyiowanego GSK-3B; poréwnuigc ich poziomy Autorzy m:emh
aktywnﬁsr.’: tegt} waznem bta«!ka pﬁSfEanGZE{GEQB W mechanizmie dz:a#ansa litu.

Biorgc pod uwage pfzemysiany pian badawczy | dokiadnosé OpisOw pme&dur mozZna
wnioskowaC o© wiarygodnosci uzyskanych wynikéw. Te wskazuja, ze krotkohrwale |
diugotrwate traktowanie jonami litu komdrek stymulowanych kokiajlern cytokin obniza
ekspresic mRNA niektdrych gendw zwigzanych z inflamasomem NLRP3 oraz zmnieisza
wydzielanie IL-18. Co ciekawe jony litu podane przed stymulacig zapalng, zwiekszaly
ekspresje genow inflamasomu | wydzielanie IL-18. Oznacza to, ze nie potwierdzono
postulowanego w literaturze dzislania protekcyinego litu na aklywadje zapalng mikrogleju.
Analiza aktywnosci kaspaz wykazata, ze krotkotrwale traktowanie litem powodowalo istotne
podwyzszenie ich aktywnosci. Zauwazono, ze charakterystyczne dia mechanizmu dzialania

litu hamowanie aktywnosci GSK-38 poprzez fﬁsfarylaqe b:aika mia{ﬁ miejsce tyikﬂ przy
dhlgoimra{Ej inkubacji komorek z litem.

W podsumowaniu omawiania publikaci 3 oraz we wniosku 3 w rozprawie dokiorskigj
Doktorant wskazuje, ze diugofrwale traktowanie litem stymulowanych zapalie komorek
mikrogleju powoduje zmniejszenie aklywacji inflamasomu i sekrecji IL-1B, co zachodzi
poprzez inhibicje GBK-3B. Chot nalezy wnioskowad o powigzaniu tych dwoch zjawisk
(zmniejszenie aklywaci inflamasomu oraz inhibicia GSK-38), plan badawczy nie pozwala na
oceng mediacyjnego charakieru inhibicii GSK-38 w dziafaniu przeciwzapalnym litu. Aby
zwerylikowad taxg hipoleze, nalezaloby zastosowad dodatkowo selekdywny inhibitor lub
wyciszenie GSK-33. Wiadomo bowiem, Zze GSK-38 nie jest jedynym punkfem uchwytu dla
jonow litu i mechanizm moze prowadzi¢ takze przez inne szlaki.

Pomime ogromnej wartosci pracy, w obowigzku recenzenta lezy wskazanie nie poddanych
dyskusji ograniczen i siabosci pracy, a takze proponowanych dalszych drég badania
przedmmtnwegﬂ tematu. Biatega:: potrzeba postawiC nastepujace pytania i kamentarze

D!aﬁzega G wykanaﬁﬁ ganego wariantu exsperymeniu | wymyciu pﬂzywia z badanyrm
czynnikami (cytokiny lub jony lu), komérki pozostawiano na dodatkowe 24 godziny w

pozywce bez dodatkdw czynnikbw = eksperymentalnych  (pozyskanie pozywki
kondycjonowanej}? Czy ten dodatkowy czas bez  oddzialywania czynnika
eksperymentainego mogt niwelowad lub maskowad wywolany wczesniej efekt?

Diaczego nie przedstawiono wynikow ekspresji genbw TSPO i TLR4 po krdtkotrwale
stymulacp komorek cylokinami (rycina 2 publikaci)? Czy wynik ekspresji byt nieistotny
statystycznie? Kazdy wynik wymaga przedstawienia niezaleznie od jego ,istotnosci’, w



przeciwnym razie odnosi sie wrazenie jakby stymuiacga cytokinami zwsaksza%a ekspresjg
wszystkich badanych gendw.

Mcie dwadczeme z zestawem do oznaczania cytﬁkm DuoSet ELISA assay Biofechne
wskazuje na mozliwe duze wspodiczynniki zmiennosci migdzy replikatami technicznymi (infra-
assay CV) oraz miedzy wzorcami zewnetrznymi a wartosciami oznaczonymi (infer-assay
CV). Jakq liczbe replikatow technicznych wykonano i jakie byly wspolczynniki zmiennosci?

Godna pochwaly jest niewielka wzgledna zmienno$¢ wynikow w obrebie tych samych
warunkow eksperymentainych, mogaca Swiadczyé o umiejetnodciach laboratoryjnych
zespolu badawczego. Pozwolilo to na wykonanie jedynie frzech powtérzen biologicznych.
Czy jednak te replikaty biclogiczne pochodzg z trzech niezaleznych eksperymentow? Czy
tez odzwierciedlajg materiat zebrany z trzech dolkow zastosowanej w jednym eksperymencie
plytki 12-dolkowej? Czy analizy Western blot wykonywano takze w tryplikatach? Rycina 7 nie
pokazuje slupkdw bledow, punkiéw odzwierciediaigoych dane mﬁywiﬁuatne ani tes;tcw
statystycznych, co sugeruje pojedynczy eksperyment. -

Dodatkowym walorem _pracy byloby zapewne wykazanie zaleznosci dawka-efekt, co
mogioby by¢ mozliwe przy zastosowaniu co najmniej dwoch stezen litu. To nizsze mogloby
cdzwierciedlaC stgzenie uzyskiwane w. profilaktyce przeciwmaniakainej (0,5-0,8 mmoll w
surowicy) w przeciwienstwie do leczenia ostrego epizodu maniakainego (do 1,2 mmoll w
surowicy), czy do stezei toksycznych (powyzef 1,2 mmoli w surowicy).

Dlaczego aktywnos¢ kaspazy 1 oceniano w nadsaczach pohodowlanych, a nie w lizatach
komorkowych, skoro rola enzymu w inflamasomie sprowadza sie do wewngtrzkomorkowego
dojrzewania cytokin? Czy zmiany aklywnosci enzymu w nadsgczach obrazujg podwyzszenie
aktywnosci inflamasomu, czy raczej usxkﬁdzenia biony mmﬁrkw.rej lub pyroptoze?

Diaczego w ninigjszej pracy nie badana ekspms;s AHI1? Mogloby to stanmc prébe Wﬂﬂdﬂ(}}t
uzyskanych wczesniej ciekawych wynikdw w modelu klinicznym.

W analizie statystycznej Doklorant méglby pokusic sie o wykonanie wieloczynnikowsj analizy
wariancyi z analizg interakcji (zapalenie, {it, czas), kiora pozwolitaby szerzej zweryfikowad
Wplyw poszczegoinych CZynnikGw na badane efekly.

Powyzsza lista pytat nie przekresla rozlicznych zalet pracy Doktoranta, poniewaz nie
wypunktowuje obiektywnych bledéw, a raczej wskazuje drobne waipliwosci i propozycie
daiszego rozwoiu fematu. Diatego z mocg podkresiam, ze przedstawiona mojej ocenie praca
charakieryzuie sig bogactwem metodoiogicznym, prawidiowym przedstawieniem wynikow i w
znacznej wiekszosci wnioskéw. Sianowi niewgipliwie krok milowy w rozumieniu
mechanizmdw | efekiow dzialania jondw litu w odniesieniu do zapalnej teorii ChAD. Co
wazne, dowodzi przede wszystkim dojizaloSci naukowsj Dokiorants. Prognozuie, ze
publikacja ta stanie sie inspiracia dia innych zespoléw naukowych w projektowaniu badan w
modelu komorkowym, a nawet dia badaczy przedkhmﬁznych i samych kimmysmw w celu
lepszego zrozumienia dzistanis litu. .

3.3.4. Ocena oryginainosci  pracy, praktycznegﬂ zastosowania jE} wymkaw i
indywiduainego widadu Doktoranta

Prace stanowig nigwqtpliwie aryginaine rozwigzanie problemu naukowego. Dokiorant
postawit pytania badawcze, wykorzystat uznane metody biochemiczne i biologii molekularmej
(m.in. ocena genotypu, ocena ekspresji gendw za pomocg mikromacierzy i gPCR, ocena
ekspresji biatek metodg ELISA | Western blot), aby po raz plerwszy wykazac, ze genotyp i
ekspresia AHI ma zwigzek z odpowiedzia kiiniczng na ht, a ekspresja gendw nieswoiste]
odpowiedzi immiunologiczne] zmienia sie pod wplywem ﬁtu in vitro. Wyniki maijg duze
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znaczenie poznawcze w celu iepszego zrazumienia mechanizmu dziatania litu i patogenezy
ChAD, mogg napedza¢ poszukiwania nowych lekéw wykazuigcych podobny mechanizm.
Rowniez indywiduainy wkiad Doktoranta w powstanie publskac;: byt znaczacy, aby stanﬂmc o
jego wmdqcym Zaangazowarniu z prﬂjekt

3.4. Whioski

Whioski plyngce z badaft Doktoranta zostaly ujele w cziery punkly, z kibrych trzy dotyczs
prac oryginainych. Kazdy z nich jest sformulowany w sposéb opisowy w kilku zdaniach.
Niektore wnioski sg nazbyt $miate i nie w pelni uzasadnione wynikami badan. W drugiej
czescl wniosku nr 2 Doktorant twierdzi, ze ,analiza ekspresji gendw zwiazanych z nieswoists
odpowiedzig immunologiczng sugeruje immunomodulacyjny wplyw leczenia litem na
ekspresje genow zwigzanych z funkcionowaniem inflamasomu NLRP3". Tymczasem,
ekspresja zadnegoe z badanych gendw nieswoistej odpowiedzi immunologicznej nie jest
zmieniona w grupie ChAD leczonych litem w stosunku do innego leku stabilizujgcego nastroj,
a jedynie wobec grupy kontroinei. Nie musi to odzwierciedla¢ metody leczenia, a byé moze
przebieg samego procesu chorobowego, tak jak wskazywalem fo w ocenie celu pracy.
Ponadto sugerowanie mediacyjnego charakteru GSK-38 w dzialaniu immunomodulujgcym

fitu (wniosek nr 3) jest spekulatywne — plan badawczy nie pﬂzwalal na weryﬁkacje takiej
hlpﬂtezy Poza tym wnmskr sg sformutowane poprawnie.

3.5. PiSmiennichao i streszczenia

Pismiennictwo zostato dobrane prawidiowo. Okolo polowa z cytowanych prac pochodzi 2
ostalniego dziesigciolecia; Doktorant nie stroni fez od kilku duzo starszych zrodel nawet z
XX w., wiasciwie wyselekcjonowanych w celu przedstawienia rysu historycznego tematu.
Streszczenia badan zardbwno w jezyku poiski | angielskim sg poprawne, treSciowo spojne,
cho¢ powielajg niedociggniecia przedstawione przeze mnie powyzei.

3.6. Orzeczenie komisji bioetycznej

Przedstawiono orzeczenie komisji bioetycznej zatwierdzajace zmiane tytulu przedmiotowej
pracy dokiorskiej. Pierwotnie mialy to by¢ mniej Scidle zdefiniowane mechanizmy dzialania
litu, badane takze w modelu zwierzecym. Zabraklo przedstawienia orzeczenia komisji
bioetycznej dotyczacej badania na ludziach, kidre stanowi publikacje 2 Doktoranta — co
jednak nie jest formalnie wymagane. Jak wczeéniej wspomnistem badanie fo zostalo
przeprowadzone w oparciu o trzy zgody komisji bicetycznej, co moze wyjasniaé ograniczenia
metodologiczne dyskutowane przeze mnie wezesniej. -

4. Aktywnosc i dorobek naukowy Doktoranta

Prace wiliczane do cyklu dokiorskiego zostaly opublikowane w renomowanych,
wysokowplywowych czasopismach o ponadprzeciginym jak na ten etap kariery naukowej
sumarycznym wspoiczynniku wptywu IF = 14,3, kazda praca punktowana po 140 pkt. wg
MNiSW. Zostaly opublikowane przez réZzne domy wydawnicze (MDPI, Springer i Elsevier).

Wediug analizy bazy danych Web of Science Core Collection {na dzien 06 maja 2025 r)
Dokiorant jest autorem i wspoOlautorem w sumie 10 prac naukowych, w tym dwoch
streszczen zjazdowych i siedmiu artykuldw oryginalnych, bedac pierwszym autorem szesciu
z tych prac. Sg to w wiekszosci prace w tematach bliskich neuropsychofarmakologii.

Swiadczy 10 o szerokiej aktywnosci naukowe] Dokforanta, e ograniczonej jedynie do
przedmiotowej rozprawy. Jego publikacje byly cytowane 60 razy {a to nalezy uznaé dopiero
za poczatek, biorge pod uwage niedawny czas publikacji prac — pierwsze prace publikowane
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w 2020 r.), wskaznik Hirscha = 3. Doktorant byt tez recenzentem pieciu manuskryptow prac
naukowych w prestizowych periodykach.

Doktorant brat udziat w trzech projektach, w tych dwoch finansowanych ze zrddet
zewnetrznych — Narodowe Centrum Mauki. Byl kierownikiem projektu wewnetrznego -
Duzego Grantu Badawczego z dotacji statutowe] dia doktorantéw Szkoly Doktorskiej
Uniwersytelu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Jest aklywnym dziataczem
migdzynarodowegs fowarzystwa Furppean Collage of Neuropsychopharmacofogy (ECNP) |
brat udziat w prestizowym szkoleniu organizowanym przez to towarzystwo. Trzykrotnie

otrzymywal rowniez nagrody za prezentacie doniesienn zjazdowych na dorocznych
konferenciach ECNP.

Przedstawiona powyzej aktywnosd évmiédazy O IMPonujgcym zaangazowaniu na rzecz nauki
oraz © dobrze przemyslanej, konsekwentnie realizowanej Sciezce badawczej, prowadzonej z
duzym rozmachem — ¢o w peini uzasadnia mojg naiwyzszg ocene.

5. Podsumowanie

Przediozona rozprawa dokiorska mgr. Kosmy Sakrajdy stanowi wartoSciowy i oryginainy
wkiad w badania nad mechanizmami immunologicznymi w chorobie afektywnej
dwubiegunowej, ze szczeglinym uwzglednieniem leczenia solami litu. Rozprawa zostata
przygotowana zgodnie z obowigzujgcymi wymogami, opiera sie na solidnych podstawach
metodologicznych | zawiera nowatorskie ujecie problematyki. Autor wykazuije sie dojrzatoscia
naukowsg, umiejetnoscig krytycznej analizy literatury, redagowania tekstow naukowych,
trafnego doboru metod badawczych oraz samodzielnego prowadzenia doswiadczen, a takze
analizy | interpretadii wynikdw.

Mimo drobnych uchybien formalnych i niescisioSci w zakresie wyrazenia hipotez oraz
szczegiow metodotogicznych, calos¢ pracy cechuje sie wysokim poziomem merytorycznym
| duzg wartoscig poznawczg. Wkiad Doktoranta w realizacje poszczegdinych etapdw badan
jest znaczgey i nalezycie udokumentowany. Na szczegdine uznanie zastuguje rownieZ jego
szercka aklywnos¢ naukowa oraz publikacyina, wykraczajaca poza wymagania stawiane
dokforantom.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668), w zwigzku 2
czym winioskujg o dopuszczenie Dokioranta do dalszych etapow przewodu.

Biorgc pod uwage nowatorskie ujecie problematyki, zaawansowany warsziat metodyczny |
wartosc uzyskanych wynikodw, a takze imponujgey dorobek | zaangazowanie naukowe, w tym
ponad miarg speinione formaine kryteria naukometryczne, wnicskuje © wyréznienie
przedmiotowei rozprawy doktorskie].

Zaktad Faymakoiooli | To o8y, ologii
Kai‘edr Fcar*nmmm gl Oyy inej
' KEycalogii
Uniwe gznego/mpt ogdzi

arbe wmk
Profesor Uczelhi

dr hab. n. med. Michat Karbownik, prof. UM




