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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 działania nowych donorów tlenku węgla i siarkowodoru 
wzmacniające fizjologiczną integralność błony śluzowej żołądka w redukcji ostrej 
gastrotoksyczności polekowej”)

Badania, których wyniki przedstawiono w  przedłożonej do recenzji rozprawie doktorskiej 

zostały wykonane pod opieką naukową dr. hab. n. med. Marcina Magierowskiego, kierownika 

Pracowni Inżynierii Komórkowej i Diagnostyki Izotopowej, w  Katedrze Fizjologii Collegium 

Medicum Uniwerystetu Jagiellońskiego w  Krakowie. Funkcję promotora pomocniczego 

w  niniejszym przewodzie doktorskim pełniła dr n. med. Edyta Korbut. Badania wykonano 

w  ramach współpracy z prof. Binghe Wangiem z Georgia State University w  Atlancie (USA), 

gdzie Doktorant odbył staż naukowy.

Tematyka przedstawionej rozprawy doktorskiej dotyczy molekularnych mechanizmów

działania nowej klasy proleków będących donorami tlenku węgla (CO) oraz siarkowodoru

(H2S), które wykazują właściwości gastroprotekcyjne. Te dwie cząsteczki gazowe wraz

z tlenkiem azotu (NO) tworzą regulacyjną triadę uczestniczącą w  szerokim spektrum

fizjologicznych i patofizjologicznych zjawisk zachodzących nie tylko w  zakresie przewodu

pokarmowego, ale także w  innych układach organizmu ludzkiego, m.in. w  układzie

nerwowym, układzie sercowo-naczyniowym i wydalniczym. Endogenny CO jest jednym

z produktów degradacji hemu przez oksygenazę hemową, podczas gdy endogenny H2S

powstaje głównie w  wyniku metabolizmu L-cysteiny oraz dodatkowo z 3-merkapto-

pirogronianu. Źródłem H2S, który jest jedną z przyczyn nieprzyjemnego zapachu gazów

jelitowych, są także siarczany przy udziale bakterii jelitowych oraz polisiarczki zawarte

w  pożywieniu, z czym wiąże się m.in. prozdrowotny wpływ czosnku. Uwzględniając

cytoprotekcyjne, antyoksydacyjne i przeciwzapalne działanie tych mediatorów gazowych

trwają intensywne prace nad identyfikacją i opracowaniem nowych donorów uwalniających

CO i H2S. Mogą mieć one cenne zastosowanie praktyczne w  profilaktyce i leczeniu

szeregu schorzeń. Szczególne zainteresowanie koncentruje się na gastroprotekcyjnych

właściwościach wymienionych mediatorów gazowych. Ze względu na powszechne

stosowanie niesteroidowych leków przeciwzapalnych i związane z tym powikłania,
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w szczególności ze strony przewodu pokarmowego, przełomowe było wprowadzenie 

preparatów złożonych zawierających obok leków takich jak diklofenak czy kwas 

acetylosalicylowy (ASA) komponent uwalniający NO, CO czy H2S. Jednak w  szerokim 

zastosowaniu donorów CO czy H2S ograniczenie stanowi ich potencjalna toksyczność oraz 

konieczność kontroli szybkości uwalniania tych gazów. Aktualnie intensyfikowane są prace 

badawcze nad opracowaniem nowych bezpiecznych proleków. Podstawą do tego jest 

szczegółowe poznanie mechanizmów ich działania, co podkreśla wagę tematu badawczego 

ocenianej pracy doktorskiej, w  której Doktorant podjął się, wspólnie z międzynarodowym 

zespołem badaczy, określenia działania nowej grupy proleków uwalniających CO i H2S, 

odpowiednio o akronimach BW-CO-111 i BW-HS-101. Proleki te opracowane zostały przez 

prof. Binghe Wanga z Georgia State University w  Atlancie (USA).

Przedstawiona rozprawa doktorska obejmuje dwie powiązane tematycznie prace 

oryginalne opublikowane w  renomowanych czasopismach. Łączna liczba punktów MNiSW 

wynosi 280, a sumaryczny Impact Factor za 2019 r. -  11,653. Doktorant jest pierwszym 

autorem w  obu publikacjach. Rozprawa poza pełnym testem obu prac zawiera 

6-stronicowe streszczenie w  języku polskim i angielskim oraz oświadczenia współautorów 

(cztery dla każdej publikacji).

W  pierwszej części streszczenia (ponad 2,5 strony) Doktorant przedstawił w  przystępny 

sposób aktualny stan wiedzy dotyczący badanych mediatorów gazowych, dotychczas 

poznane mechanizmy ich działania oraz rozwój prac nad ich klinicznym zastosowaniem 

wraz z jego ograniczeniami. Po przedstawieniu celu niniejszej pracy omówiono metodykę 

badań, które przeprowadzono na szczurach rasy Wistar. W  badaniach wykorzystano 

modele chemicznego uszkodzenia błony śluzowej żołądka po podaniu dożołądkowo ASA 

(125 mg/kg) lub 75% etanolu. Analizę mikroskopową, biochemiczną i molekularną materiału 

biologicznego wykonano po podaniu obu donorów w  różnych dawkach oraz substancji 

stanowiących kontrolę strukturalną dla proleku. Przeprowadzono także badania 

czynnościowe oceniając żołądkowy przepływ krwi przy użyciu przepływomierza laserowego. 

Dodatkowo w  przypadku donora H2S (BW-HS-101) oceniano jego interakcje ze szlakiem 

biosyntezy endogennego NO i CO. W  tym celu osobnym podgrupom zwierząt podano 

dootrzewnowo inhibitor syntazy NO (NOS) oraz inhibitor oksygenazy hemowej (HMOX).

W  streszczeniu Doktorant przedstawił oznaczenia wykonane w  pobranych bioptatach 

błony śluzowej żołądka uwzględniając ekspresję wybranych genów na poziomie mRNA 

przy użyciu metody real-time PCR oraz ekspresję na poziomie białek, a także stężenia 

biomarkerów pro- i przeciwzapalnych. Badano m.in. ekspresję genów dla oksygenazy 

hemowej (HMOX-1 i HMOX-2), cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2), aneksyny A1, 

transformującego czynnika wzrostu (TGF-P) oraz jego receptorów, supresora sygnalizacji
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cytokin 3 (SOCS3) czy receptorów dla IL-1 i IL-2. Ponadto dokonano oznaczenia 

stężenia 8-hydroksydeoksyguanozyny, jako markera oksydacyjnego uszkodzenia DNA 

i prostaglandyny PGE2 metodą immunoenzymatyczną oraz pomiaru stężenia CO 

metodą chromatografii gazowej. W ykonano także badania stężeń biomarkerów pro- 

i przeciwzapalnych w  surowicy.

W  krótkim podsumowaniu Doktorant przedstawił najważniejsze wyniki. Wykazano, 

że CO i H2S uwalniane z nowych donorów, odpowiednio BW-CO-111 i BW-HS-101, 

po podaniu dożołądkowym wzmacniają fizjologiczną barierę ochronną błony śluzowej 

żołądka wykazując działanie gastroprotekcyjne w  zastosowanych doświadczalnych 

modelach uszkodzeń błony śluzowej żołądka indukowanych etanolem i ASA. Jednocześnie 

na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że w  molekularnych mechanizmach 

ochronnych badanego donoru CO uczestniczy PGE2 oraz szlaki molekularne związane 

z TGF-p i aneksyną A1. Z kolei w  przypadku badanego donora H2S główne mechanizmy 

jego działania zależne są od biosyntezy endogennego NO oraz modulacji aktywności 

przeciwzapalnego szlaku SOCS3, przy możliwej interakcji ze ścieżką sygnalizacyjną 

związaną z CO i oksygenazą hemową.

Obie prace są spójne tematycznie i opierają się na tym samym projekcie badawczym 

z wykorzystaniem analogicznej metodyki badań. Zapewne z tego powodu Doktorant 

przedstawił metodykę i wyniki obu publikacji zbiorczo. Choć należy zwrócić uwagę, 

że istniały pewne odrębności metodologiczne pomiędzy pracami, które warto byłoby 

wyraźnej przedstawić w  streszczeniu. Przykładowo w  streszczeniu mowa jest o pomiarach 

stężenia endogennego CO metodą chromatografii gazowej, podczas gdy metodę tę 

wykorzystano tylko w  pierwszej pracy do pomiaru uwalniania CO z badanego donoru in vitro 

oraz zawartości CO w  błonie śluzowej żołądka po zaaplikowaniu proleku. W  drugiej pracy, 

w  której badano donor H2S nie wykonywano pomiarów chromatograficznych, ani w  celu 

oznaczenia stężenia CO ani H2S. W ymieniając zbiorczo badane parametry nie zwrócono 

uwagi, że ocena aktywności przeciwzapalnego szlaku supresora sygnalizacji cytokin 3 

(SOCS3), który okazał się jednym z zasadniczych elementów działania donora H2S, nie 

została przeprowadzona w  przypadku donora CO. Również tylko w  przypadku donora H2S 

badano interakcje ze ścieżką sygnalizacyjną trzeciego głównego gazotransmitera jakim jest 

NO. Pomiędzy analizowanymi pracami istnieją także pewne różnice w  rodzaju badanych 

biomarkerów pro- i przeciwzapalnych w  surowicy oraz w  bioptatach błony śluzowej żołądka. 

We właściwej interpretacji wyników badań pomocne byłoby wyjaśnienie przyczyn tych różnic 

w  zastosowanej metodyce i określnie ich potencjalnej istotności. Z obowiązku recenzenta 

zwracam także uwagę, że choć z założenia w  badaniach wykorzystano ostry model 

uszkodzenia błony śluzowej żołądka, to w  streszczeniu nie określono ram czasowych
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przeprowadzanych eksperymentów ze wskazaniem, że 30 min po podaniu donorów 

cząsteczek gazowych aplikowano dożołądkowo ASA lub etanol, a po kolejnych 60 min 

dokonywano pomiaru przepływu żołądkowego i pobierano materiał biologiczny do dalszych 

badań.

Należy podkreślić, że przedstawione prace badawcze prezentują wysoki poziom 

merytoryczny. Z jednej strony jest to wynikiem wykorzystania zaawansowanych metod 

badawczych dzięki przeprowadzeniu eksperymentów w  wiodącym ośrodku gastroenterologii 

doświadczanej jakim jest Katedra Fizjologii Collegium Medicum Uniwerystetu Jagiellońskiego 

w  Krakowie pod kierownictwem prof. Tomasza Brzozowskiego. Z drugiej zaś strony dzięki 

nawiązanej współpracy zagranicznej Doktorant miał możliwość wykorzystania w  badaniach 

najnowszych proleków. Pomimo wieloosobowego składu zespołów badawczych, w  obu 

pracach rola Doktoranta była zasadnicza począwszy od opracowania koncepcji pracy 

poprzez przeprowadzanie kolejnych etapów eksperymentów, po opracowanie wyników oraz 

przygotowanie publikacji do druku. Doktorant brał także udział w  przygotowaniu rycin do obu 

bogato ilustrowanych prac.

Nowatorski charakter uzyskanych wyników stanowi o dużej wartości poznawczej 

niniejszej rozprawy doktorskiej. Na uwagę zasługuje także istotne znaczenie translacyjne 

przedstawionych rezultatów, zwłaszcza w  kontekście ich zastosowania klinicznego 

w  prewencji i leczeniu nie tylko uszkodzeń błony śluzowej żołądka, ale również innych 

schorzeń przewodu pokarmowego, z uwzględnieniem chorób zapalnych je lit oraz stanów 

przednowotworowych. Z pewnością uzyskane wyniki będą miały także implikacje w  innych 

dziedzinach niezwiązanych bezpośrednio z gastroenterologią doświadczalną i kliniczną.

Podsumowując, wyniki przedstawionych badań stanowią istotny wkład w  poznanie 

gastroprotekcyjnych mechanizmów działania nowych proleków będących donorami CO i H2S 

oraz otwierają nowe perspektywy terapeutyczne. Uwzględniając wartość merytoryczną 

i nowatorski charakter publikacji oraz zasadniczy udział Doktoranta w  ich powstaniu 

stwierdzam, że oceniania rozprawa doktorska spełnia warunki określone w  art. 187 Ustawy 

z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). 

Składam zatem wniosek do W ysokiej Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu 

Jagiellońskiego w  Krakowie o dopuszczenie mgr. Dominika Bakalarza do dalszych etapów 

przewodu doktorskiego.

Wrocław, 13 września 2021 r. dr hab. n. med. Agata Mulak, prof. UMW
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