dr hab. n. med. Agata Mulak, prof. UMW
Katedra i Klinika Gastroenterologii i Hepatologii
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Dominika Bakalarza pt. Molecular mechanisms
of novel carbon monoxide and hydrogen sulfide donors activity enhancing
physiological gastric mucosal integrity against acute drug-induced gastrotoxicity
(“Molekularne mechanizmy dziatania nowych donoréw tlenku wegla i siarkowodoru
wzmacniajace fizjologiczng integralno$é¢ blony $Sluzowej zotadka w redukcji ostrej
gastrotoksyczno$ci polekowej”)

Badania, ktorych wyniki przedstawiono w przediozonej do recenzji rozprawie doktorskiej
zostaty wykonane pod opiekg naukowg dr. hab. n. med. Marcina Magierowskiego, kierownika
Pracowni Inzynierii Komérkowej i Diagnostyki |zotopowej, w Katedrze Fizjologii Collegium
Medicum Uniwerystetu Jagiellonskiego w Krakowie. Funkcje promotora pomocniczego
W niniejszym przewodzie doktorskim petnita dr n. med. Edyta Korbut. Badania wykonano
w ramach wspétpracy z prof. Binghe Wangiem z Georgia State University w Atlancie (USA),
gdzie Doktorant odbyt staz naukowy.

Tematyka przedstawionej rozprawy doktorskiej dotyczy molekularnych mechanizméw
dziatania nowej klasy prolekow bedacych donorami tlenku wegla (CO) oraz siarkowodoru
(H2S), ktore wykazujg wiadciwosci gastroprotekcyjne. Te dwie czgsteczki gazowe wraz
z tlenkiem azotu (NO) tworzg regulacyjng triade uczestniczacg w szerokim spektrum
fizjologicznych i patofizjologicznych zjawisk zachodzacych nie tylko w zakresie przewodu
pokarmowego, ale takze w innych uktadach organizmu ludzkiego, m.in. w ukfadzie
nerwowym, uktadzie sercowo-naczyniowym i wydalniczym. Endogenny CO jest jednym
z produktéw degradacji hemu przez oksygenaze hemowa, podczas gdy endogenny H.S
powstaje gtéwnie w wyniku metabolizmu L-cysteiny oraz dodatkowo z 3-merkapto-
pirogronianu. Zrédtem H.S, ktéry jest jedng z przyczyn nieprzyjemnego zapachu gazéw
jelitowych, sg takze siarczany przy udziale bakterii jelitowych oraz polisiarczki zawarte
w pozywieniu, z czym wigze sie m.in. prozdrowotny wptyw czosnku. Uwzgledniajgc
cytoprotekcyjne, antyoksydacyjne i przeciwzapalne dziatanie tych mediatoréw gazowych
trwajg intensywne prace nad identyfikacjg i opracowaniem nowych donoréw uwalniajgcych
CO i H2S. Mogg mie¢ one cenne zastosowanie praktyczne w profilaktyce i leczeniu
szeregu schorzeh. Szczegdblne zainteresowanie koncentruje sie na gastroprotekcyjnych
wiasciwosciach wymienionych mediatorbw gazowych. Ze wzgledu na powszechne

stosowanie niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych i zwigzane z tym powikiania,
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w szczegolnosci ze strony przewodu pokarmowego, przetomowe byto wprowadzenie
preparatow ztozonych zawierajgcych obok lekow takich jak diklofenak c¢zy kwas
acetylosalicylowy (ASA) komponent uwalniajgcy NO, CO czy H,S. Jednak w szerokim
zastosowaniu donoréw CO czy H,S ograniczenie stanowi ich potencjalna toksyczno$é oraz
koniecznos¢ kontroli szybkosci uwalniania tych gazéw. Aktualnie intensyfikowane sg prace
badawcze nad opracowaniem nowych bezpiecznych prolekéw. Podstawg do tego jest
szczegbtowe poznanie mechanizmow ich dziatania, co podkresla wage tematu badawczego
ocenianej pracy doktorskiej, w ktorej Doktorant podjat sie, wspolnie z miedzynarodowym
zespotem badaczy, okre$lenia dziatania nowej grupy prolekéw uwalniajgcych CO i H.S,
odpowiednio o akronimach BW-CO-111 i BW-HS-101. Proleki te opracowane zostaty przez
prof. Binghe Wanga z Georgia State University w Atlancie (USA).

Przedstawiona rozprawa doktorska obejmuje dwie powigzane tematycznie prace
oryginalne opublikowane w renomowanych czasopismach. taczna liczba punktéw MNiSW
wynosi 280, a sumaryczny Impact Factor za 2019 r. — 11,653. Doktorant jest pierwszym
autorem w obu publikacjach. Rozprawa poza petnym testem obu prac zawiera
6-stronicowe streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz o$wiadczenia wspétautorow
(cztery dla kazdej publikaciji).

W pierwszej czesci streszczenia (ponad 2,5 strony) Doktorant przedstawit w przystepny
sposOb aktualny stan wiedzy dotyczacy badanych mediatorow gazowych, dotychczas
poznane mechanizmy ich dziatania oraz rozwdj prac nad ich klinicznym zastosowaniem
wraz z jego ograniczeniami. Po przedstawieniu celu niniejszej pracy oméwiono metodyke
badan, ktére przeprowadzono na szczurach rasy Wistar. W badaniach wykorzystano
modele chemicznego uszkodzenia btony $luzowej zotadka po podaniu dozotgdkowo ASA
(125 mg/kg) lub 75% etanolu. Analize mikroskopowa, biochemiczng i molekularng materiatu
biologicznego wykonano po podaniu obu donorow w roznych dawkach oraz substancji
stanowigcych kontrole strukturalng dla proleku. Przeprowadzono takze badania
czynnosciowe oceniajgc zotgdkowy przeptyw krwi przy uzyciu przeptywomierza laserowego.
Dodatkowo w przypadku donora H.S (BW-HS-101) oceniano jego interakcje ze szlakiem
biosyntezy endogennego NO i CO. W tym celu osobnym podgrupom zwierzat podano
dootrzewnowo inhibitor syntazy NO (NOS) oraz inhibitor oksygenazy hemowej (HMOX).

W streszczeniu Doktorant przedstawit oznaczenia wykonane w pobranych bioptatach
blony $luzowej zolgdka uwzgledniajgc ekspresje wybranych genéw na poziomie mRNA
przy uzyciu metody real-time PCR oraz ekspresje na poziomie biatek, a takze stezenia
biomarkeréw pro- i przeciwzapalnych. Badano m.in. ekspresje genéw dla oksygenazy
hemowej (HMOX-1 i HMOX-2), cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2), aneksyny A1,

transformujgcego czynnika wzrostu (TGF-B) oraz jego receptordéw, supresora sygnalizacji
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cytokin 3 (SOCS3) czy receptoréw dla IL-1 i IL-2. Ponadto dokonano oznaczenia
stezenia 8-hydroksydeoksyguanozyny, jako markera oksydacyjnego uszkodzenia DNA
i prostaglandyny PGE: metodg immunoenzymatyczng oraz pomiaru stezenia CO
metodg chromatografii gazowej. Wykonano takze badania stezenn biomarkeréw pro-
i przeciwzapalnych w surowicy.

W krotkim podsumowaniu Doktorant przedstawit najwazniejsze wyniki. VWykazano,
ze CO i H2S uwalniane z nowych donoréw, odpowiednio BW-CO-111 i BW-HS-101,
po podaniu dozotadkowym wzmacniajg fizjologiczng bariere ochronng btony Sluzowej
zotgdka wykazujgc dziatanie gastroprotekcyjne w zastosowanych doswiadczalnych
modelach uszkodzen btony Sluzowej zotadka indukowanych etanolem i ASA. Jednoczes$nie
na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze w molekularnych mechanizmach
ochronnych badanego donoru CO uczestniczy PGE, oraz szlaki molekularne zwigzane
z TGF-B i aneksyng A1. Z kolei w przypadku badanego donora H,S gtéwne mechanizmy
jego dziatania zalezne sg od biosyntezy endogennego NO oraz modulacji aktywno$ci
przeciwzapalnego szlaku SOCSS3, przy mozliwej interakcji ze $ciezkg sygnalizacyjng
zwigzang z CO i oksygenaza hemowa.

Obie prace sg spéjne tematycznie i opierajg sie na tym samym projekcie badawczym
z wykorzystaniem analogicznej metodyki badan. Zapewne z tego powodu Doktorant
przedstawit metodyke i wyniki obu publikacji zbiorczo. Cho¢ nalezy zwréocié uwage,
ze istnialy pewne odrebnosci metodologiczne pomiedzy pracami, ktére warto bytoby
wyraznej przedstawi¢ w streszczeniu. Przyktadowo w streszczeniu mowa jest 0 pomiarach
stezenia endogennego CO metodg chromatografii gazowej, podczas gdy metode te
wykorzystano tylko w pierwszej pracy do pomiaru uwalniania CO z badanego donoru in vitro
oraz zawarto$ci CO w btonie Sluzowej zotadka po zaaplikowaniu proleku. W drugiej pracy,
w ktorej badano donor H.S nie wykonywano pomiaréw chromatograficznych, ani w celu
oznaczenia stezenia CO ani H»S. Wymieniajgc zbiorczo badane parametry nie zwrécono
uwagi, ze ocena aktywnosci przeciwzapalnego szlaku supresora sygnalizacji cytokin 3
(SOCS3), ktéry okazat sie jednym z zasadniczych elementdéw dziatania donora H.S, nie
zostata przeprowadzona w przypadku donora CO. Rowniez tylko w przypadku donora H».S
badano interakcje ze Sciezkg sygnalizacyjng trzeciego gtdwnego gazotransmitera jakim jest
NO. Pomiedzy analizowanymi pracami istniejg takze pewne roznice w rodzaju badanych
biomarkerdéw pro- i przeciwzapalnych w surowicy oraz w bioptatach btony $luzowej zotgdka.
We witasciwej interpretacji wynikdw badan pomocne bytoby wyjasnienie przyczyn tych réznic
w zastosowanej metodyce i okresinie ich potencjalnej istotnosci. Z obowigzku recenzenta
zwracam takze uwage, ze cho¢ z zalozenia w badaniach wykorzystano ostry model

uszkodzenia bfony Sluzowej zolgdka, to w streszczeniu nie okres$lono ram czasowych
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przeprowadzanych eksperymentow ze wskazaniem, ze 30 min po podaniu donoréow
czasteczek gazowych aplikowano dozolgdkowo ASA lub etanol, a po kolejnych 60 min
dokonywano pomiaru przeptywu zotgdkowego i pobierano materiat biologiczny do dalszych
badan.

Nalezy podkreslié, ze przedstawione prace badawcze prezentujg wysoki poziom
merytoryczny. Z jednej strony jest to wynikiem wykorzystania zaawansowanych metod
badawczych dzieki przeprowadzeniu eksperymentow w wiodacym osrodku gastroenterologii
doswiadczanej jakim jest Katedra Fizjologii Collegium Medicum Uniwerystetu Jagiellonskiego
w Krakowie pod kierownictwem prof. Tomasza Brzozowskiego. Z drugiej za$ strony dzieki
nawigzanej wspotpracy zagranicznej Doktorant miat mozliwo$¢ wykorzystania w badaniach
najnowszych prolekédw. Pomimo wieloosobowego skiadu zespotéw badawczych, w obu
pracach rola Doktoranta byla zasadnicza poczgwszy od opracowania koncepcji pracy
poprzez przeprowadzanie kolejnych etapdéw eksperymentow, po opracowanie wynikow oraz
przygotowanie publikacji do druku. Doktorant brat takze udziat w przygotowaniu rycin do obu
bogato ilustrowanych prac.

Nowatorski charakter uzyskanych wynikOw stanowi o duzej wartosci poznawczej
niniejszej rozprawy doktorskiej. Na uwage zastuguje takze istotne znaczenie translacyjne
przedstawionych rezultatow, zwilaszcza w kontek$Scie ich zastosowania klinicznego
w prewencji i leczeniu nie tylko uszkodzen btony Sluzowej zotgdka, ale réwniez innych
schorzeh przewodu pokarmowego, z uwzglednieniem choréb zapalnych jelit oraz stanow
przednowotworowych. Z pewnos$cig uzyskane wyniki beda miaty takze implikacje w innych
dziedzinach niezwigzanych bezposrednio z gastroenterologig doswiadczalng i kliniczng.

Podsumowujgc, wyniki przedstawionych badan stanowig istotny wktad w poznanie
gastroprotekcyjnych mechanizméw dziatania nowych prolekdw bedacych donorami CO i H2S
oraz otwieraja nowe perspektywy terapeutyczne. Uwzgledniajgc wartos¢ merytoryczng
i nowatorski charakter publikacji oraz zasadniczy udziat Doktoranta w ich powstaniu
stwierdzam, ze oceniania rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
Skltadam zatem wniosek do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr. Dominika Bakalarza do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 13 wrzes$nia 2021 r. dr hab. n. med. Agata Mulak, prof. UMW



