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Recenzja
rozprawy doktorskiej p.t.: ,,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
donordow tlenku wegla i siarkowodoru wzmacniajace fizjologiczng integralnosc¢ btony
Sluzowej zotadka w redukcji ostrej gastrotoksycznos$ci polekowej"), wykonanej przez
Pana mgr Dominika Bakalarza, pod kierunkiem Promotora - Pana dr hab. n.med. Marcina

Magierowskiego, oraz Promotora pomocniczego - Pani dr n.med. Edyty Korbut.

Termin ,gasotransmitter" - gazowy mediator/przekaznik, wprowadzono dla okreslenia
biologicznie znaczacych, blisko spokrewnionych, a jak pisze Autor dysertacji - blizniaczych,
gazowych molekut, obejmujacych tlenek wegla (CO), siarkowodor (H25) itlenek azotu (NO). Cho¢
poczgtkowo dwa pierwsze z wymienionych uznawano za gazy wylgcznie wysoce toksyczne, to
poprzednie dekady przyniosty szereg informacji na temat - takze korzystnego, biologicznego
dziatania wspomnianych molekut w ustroju cziowieka. Mozna zatem siegna¢ do znaczacej na
wydawniczym rynku pozycji ksigzkowej, pod intrygujgcym tytutem ,,Druga twarz tlenu" autorstwa
profesora Grzegorza Bartosza, i odnies¢ wspomniany tytut do ,drugiej twarzy" omawianych
gazowych przekaznikéw. Stwierdzono bowiem, Zze syntetyzowane endogennie CO i HzS, nie sg
jedynie ubocznymi produktami komoérkowego metabolizmu, lecz jednocze$nie - czgsteczkami
sygnalizacyjnymi, uczestniczacymi w transdukcji sygnatow wewnagtrzkomorkowych, wykazujgcymi
dziatanie m.in. przeciwzapalne, antyproliferacyjne, antyapoptotyczne, wazorelaksacyjne,
immunoregulacyjne, antyoksydacyjne, kardioprotekcyjne, jak rowniez - neuromodulacyjne czy
antyaterogenne. Wiasciwosci te zwrécily uwage na potencjalne znaczenie terapeutyczne
wymienionych gazowych molekut, jako obiecujacych kandydatow w leczeniu chordob ukiadu
nerwowego, krwionosnego, immunologicznego, infekcji wirusowych,  bakteryjnych i
pasozytniczych, czy - jak wskazujg ostatnie doniesienia, dystrofii miesniowej, znajdujgc takze
zastosowanie w transplantologii. Istotnym jest, by znalez¢ skuteczne, uwalniajgce CO i H2S leki,
dziatanie ktérych oparte byloby na mechanizmach aktywnosci wspomnianych gazowych
mediatoréw.

Powyzszemu zagadnieniu poswiecona jest przedstawiona do oceny praca doktorska, dlatego tez
wyborjej tematu, bedgcego rozwinieciem wyzej przedstawionej problematyki badawczej, uwazam
za trafny, zgodny z aktualnym stanem wiedzy i kierunkiem wspotczesnych badan biomedycznych.

Rozprawe doktorskg stanowig dwie, powigzane tematycznie publikacje eksperymentalne,
zamieszczone na tamach prestizowych, o miedzynarodowym zasiegu czasopism, takich jak Acta
Pharm Sin B oraz IntJMol Sci, znajdujacych sie na tzw. Liscie filadelfijskiej. Ich tgczny wspdtczynnik



oddziatywania (IF) wynosi 11.653 (warto$¢ IF za rok 2019), za$ punktacja MNiSW wynosi 280.
Doktorant jest pierwszym Autorem tych prac.

Wymienione wyzej publikacje opatrzone sa Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim,
Oswiadczeniami Wspotautorow obu prac, wsrdd ktorych znajdujg sie 2 Oswiadczenia Doktoranta,
wskazujgce, iz Jego udziat w przygotowaniu iwykonaniu badan, oraz w opracowaniu ich wynikéw,
po czym - w zredagowaniu dwéch manuskryptéw wynosi, odpowiednio, 40% i 50%, oraz -
informacja, iz Fragment pracy doktorskiej, dotyczacy molekularnego mechanizmu dziatania donoru
tlenku wegla jest-w czesci - wynikiem realizacji grantu NCN.

Kilkustronicowe Streszczenie (odpowiednio - polskojezyczne i anglojezyczne) wprowadza
czytelnika w tematyke pracy doktorskiej, przedstawiajac pokrotce informacje na temat
wiasciwosci, metabolizmu , a ponadto - i fizjologicznej roli CO oraz H:S, zwlaszcza w kontekscie
ich ochronnego dziatania w obrebie btony S$luzowej przewodu pokarmowego. Omawiane
wprowadzenie do pracy doktorskiej przedstawia takze obecny stan wiedzy na temat dotychczas
zidentyfikowanych lub opracowanych donorow farmakologicznych, uwalniajgcych obie gazowe
molekuty, przydatnos¢ ktorych w prewencji i terapii uszkodzen btony Sluzowej zotagdka wykazano w
badaniach doswiadczalnych, cho¢ z powodu ubocznych efektéw ich stosowania, nie zaprzestano
dalszych poszukiwan bezpiecznych prolekéw, uwalniajgcych CO oraz H:S, skutecznych w
uzyskiwaniu efektu ochronnego iterapeutycznego wzgledem tkanek przewodu pokarmowego. Z
trescig powyzszego fragmentu Streszczenia koresponduje przedstawiony przez Autora cel pracy
doktorskiej. W dalszej czesci rozdzialu zamieszczona jest informacja o naukowej kooperacji z
Profesorem Binghe Wang'iem, z Georgia State University w Atlancie, efektem ktérej sa
prezentowane wyniki badan. Zakonczeniem rozdziatu jest zwiezly opis metodyki i przebiegu
prowadzonego eksperymentu, oraz - uzyskanych wynikéw, po czym - podsumowanie, zawierajgce
wyniki badan i wnioski. Rozdziat ten, poprzedzajacy dwie publikacje, stanowigce istote pracy
doktorskiej, pozwala na wdrozenie sie czytajgcego do przedstawionej problematyki prac, opartych
na nowoczesnym i réznorodnym ukladzie doswiadczalnym, ktéry w swej ztozonosci umozliwit
realizacje zamierzen badawczych.

Przedmiotem dysertacji doktorskiej bytlo okres$lenie molekularnego mechanizmu dziatania nowej
grupy prolekéw uwalniajacych CO i HzS, skutecznych w utrzymywaniu fizjologicznej integralnosci
btony Sluzowej zotadka, warunkujgcej redukcje gastrotoksycznosci, indukowanej aplikacjg
zwierzetom doswiadczalnym (szczury szczepu Wistar) kwasu acetylosalicylowego lub etanolu.

Dla realizacji tego ambitnego celu pracy, Doktorant podjat szereg zadan badawczych, nawykonanie
ktérych uzyskat zgode Komisji Etycznej, z siedzibg przy Wydziale Farmaceutycznym Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego, a obejmujacych: 1. Aplikacje zwierzetom drogg
dozotagdkowa: - rozcieficzonego dimetylosulfotlenku (DMSO) zwodga (placebo); - zwigzku BW-CO-
111 (donor CO); - zwigzku BW-CP-111 (zwigzek nie uwalniajgcy CO = kontrola dla BW-CO-111); -
zwigzku BW-HS-101 (donor H-2S); - zwigzku BW-iHS-101 (zwigzek nie uwalniajgcy H2S = kontrola dla
BW-H5-101); - zwigzkéw BW-HS-101/BW-iHS-101 (celem uzyskania laktonu); - zwigzku BW-HS-101
w kombinacji z NG-nitro-L-argining (L-NNA, inhibitor syntazy NO) lub protoporfiryng cynkowg IX
(ZnPP- inhibitor oksygenazy hemowej); - kwasu acetylosalicylowego (ASA) lub etanolu; 2. Pomiar
poziomu zotadkowego przeptywu krwi; 3. Oznaczenie w prébkach biony Sluzowej zotadka: -
ekspresji mRNA dla HMOX-1 i HMOX-2, cyklooksygenazy 1i2 (COX-1 iCOX-2), indukowalnej NOS
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(iNOS), aneksyny-1 (ANXA1), czynnika wzrostu (TGF)-pl, receptorow dla TGF-3 (TGFBR)1, TGFBR2,
TGFBR3, interleukiny (IL)-1 3 receptorow dla IL-1 (IL1-R)1i IL1-R2, supresora sygnalizacji cytokin 3
(SOCS3), receptora dla czynnika martwicy nowotworéw (TNF-R)2 oraz podjednostki A kompleksu
dehydrogenazy bursztynianowej i 3-aktyny (ACTB), jako genéw referencyjnych, metoda real-time
PCR; - ekspresji na poziomie bialka dla HMOX-1, HMOX-2, COX-1,COX-2, czynnika jadrowego NRF-
2, ACTB i dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GADPH), jako biatek referencyjnych,
metodg Western Biot; - oznaczenie stezenia biomarkerow pro - i przeciwzapalnych, takich jak IL-
1qg, IL-13, IL-2, IL-4, 16, IL-10, IL-13, TNF-a, nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF), czynnika
stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (GM-CSF), czynnika wzrostu
$rédbtonka naczyniowego (VEGF), technika multipleksowania z uzyciem platformy Luminex; -
oznaczenie poziomu 8-hydroksydeoksyguanozyny (8-OHdG) oraz prostaglandyny (PG)Ez, metoda
immunoenzymatyczng (ELISA); - oznaczenie poziomu endogennego CO, metodg chromatografii
gazowej z metanizerem idetektorem ptomieniowo-jonizacyjnym; 4. Oznaczenie w surowicy krwi
badanych zwierzat stezenia IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, TNF-a, Interferonu (IFN)-y,
GM-CSF i VEGF, technikg multipleksowania z odczytem fluorescencji; 5. Ocene uwalniania CO ze
zwigzku BW-CO-111 in vitro, w obecnosci soku zotgdkowego, metodg GC-O/FID; 6.
Przeprowadzenie konwersji chemicznej zwigzkéw BW-HS-101/BW-IHS-101, celem uzyskania
nieaktywnego metabolitu tych zwigzkéw = laktonu; 7. Ocene makroskopowg | mikroskopowa
materiatu tkankowego.

Doktorant wykazat, iz: - donory CO i H2S (BW-CO-111 i BW-HS-101) - zaleznie od dawki, hamuja
rozw0j uszkodzen bitony S$luzowej zotgdka, indukowanych kwasem acetylosalicylowym Ilub
etanolem, czemu towarzyszy wzrost zotgdkowego przeptywu krwi;-dawki: 0.1 mg/kg m. c. dla BW-
CO-111 i 50 pmol/kg m.c. dla BW-HS-101 redukujg poziom uszkodzen na poziomie makro - i
mikroskopowym o co najmniej 50 %, dlatego wybrano je do dalszych analiz; - nieaktywny zwigzek
BW-iHS-101 rowniez wykazuje ochronne dziatanie wzgledem btony $luzowej zotadka (podobnie jak
BW-HS-101), jednak mechanizm jego dziatania jest inny anizeli donora H:S; - BW-CO-111 zwieksza
biodostepno$s¢ CO w bionie Sluzowej zotgdka; - ochronnemu dziataniu BW-CO-111 towarzyszy
utrzymujacy sie, a indukowany ASA-wzrost ekspresji mRNAdla HMOX-1, obnizenie ekspresji jNOS
i COX-2 w btonie Sluzowej zotgdka oraz - utrzymujacy sie wysoki poziom TNF-a na poziomie
systemowym; - wysokie dawki ASA obnizajg ekspresje mRNA dla przeciwzapalnej aneksyny 1, co
nie wystepuje po podaniu BW-CO-111; - BW-CO-111 stymuluje obnizenie stezenia prozapalnych
cytokin we krwi, jak i zwiekszenie stezenia w btonie sluzowej zotgdka gastroprotekcyjnej PGEz, w
modelu etanolowym; - aplikacja BW-HS-101 prowadzi do obnizenia poziomu 8-OHdG w btonie
$luzowej zotadka; - zwigzki BW-HS-101 i BW-iHS-101 nie wpltywajg na btonowe wytwarzanie PGE-z,
cho¢ wykazujg dzialanie przeciwzapalne na poziomie ogdlnoustrojowym, manifestujgce sie
obnizeniem surowiczego stezenia TNF-a i VEGF; -donor Hz2S stymuluje wzrost ekspresji mRNA dla
przeciwzapalnego SOC3 i HMOX-1 oraz redukuje poziom markerow zapalnych w bionie Sluzowej
zotadka, po aplikacji ASA; - hamowanie biosyntezy NO podaniem L-NNA obniza ochronne dziatanie
BW-HS-101, wraz z obnizeniem zotgdkowego przeptywu krwi. Uzyskane wyniki wskazaty, iz CO iH:zS,
uwalniane z zastosowanych w pracy, nowych donoréw tych gazowych mediatoréw, wzmacniajg
fizjologiczng bariere ochronng btony Sluzowej zotgdka, wykazujac dziatanie gastroprotekcyjne
wzgledem indukowanych ASA czy etanolem uszkodzen tej struktury. Jednoczesnie, wyniki te
pozwolity na sformutowanie hipotezy na temat molekularnego mechanizmu gastroprotekcyjnego
dziatania CO iH2S.



Przeprowadzone badania pozwolity na zrealizowanie zatozonego celu pracy. Wyrazem ich
nowatorskiego charakteru i naukowej wartosci byto ich opublikowanie w renomowanych
czasopismach, poprzedzone szczegOtowag oceng miedzynarodowego zespotu Recenzentdw,
gwarantujgcg wysoki poziom naukowy ioryginalnos$¢ publikowanych przez te czasopisma prac.

Jako Recenzent, zwracam takze uwage na niejasnosci, czy ewentualne niedociggniecia w tekscie
pracy. W tym przypadku trudno je byto znalez¢, ale jednak wskazuje dwa nieprawidtowe terminy,
takie jak ,,oksydatywna" degradacja (powinno by¢: oksydacyjna), oraz - ,,komponenta" (powinno
by¢: komponent). Natomiast, lektura pracy nasuwa pewne sugestie, ktére ponizej - do
przemyslenia przedstawiam, biorgc pod uwage, ze tak interesujgcy iwazny z medycznego punktu
widzenia temat, bedzie z pewnos$cig kontynuowany:

1. W ocenianych publikacjach Doktorant zastosowat model doswiadczalny, oparty o szczury
szczepu Wistar. Zwazywszy perspektywy wdrozenia badanych w pracy doktorskiej,
innowacyjnych molekut gastroprotekcyjnych - nalezatoby uwzgledni¢ rozszerzenie
doswiadczer - przed rozpoczeciem badan u ludzi - z zastosowaniem gatunku Swinia polska
biata zwistoucha (polska Swinia domowa). Wymieniony gatunek zwierzat doéwiadczalnych
cechuje sie bowiem istotnie wyzszym podobienstwem, tak strukturalnym jak i
czynnosciowym, w odniesieniu do rasy ludzkiej, w porOwnaniu z gryzoniami,
wykorzystanymi w opisanych eksperymentach.

2. Celem oceny mechanizmu dziatania badanych przez Doktoranta molekut oraz
bezpieczenstwa ich stosowania (prolekéw uwalniajgcych CO i H2S: BW-CO-111 i BW-HS-
101), zasadnym bytoby rozwazenie oceny ich wptywu na czynno$¢ motoryczng przewodu

pokarmowego.
3. Zwazywszy dane opublikowane w raporcie Narodowego Funduszu Zdrowia - Polipragmazja
(https://www.nia.ora.Dl/wD-content/uDloads/2020/02/RaDort-Dolipraamazia.pdf). to

uwzgledniajgc wskazany iopisany przez Doktoranta niekorzystny wptyw etanolu iaspiryny
(Jako modelowego NLPZ) na btone Sluzowag przewodu pokarmowego (w szczegdlnosci
zotgdka), zasadnym bytoby rozwazenie zastosowania jako czynnikéw zaburzajacych istotnie
czynno$¢ oraz stan funkcjonalny btony Sluzowej zotagdka, takze iinterakcji lekowych, takich
jak: warfaryna lub acenokumarol stosowane tgcznie z NLPZ; Selektywne Inhibitory
Zwrotnego Wychwytu Serotoniny Ilub Selektywne Inhibitory Zwrotnego Wychwytu
Serotoniny i Noradrenaliny stosowane tgcznie z NLPZ, ktore istotnie zwiekszajg ryzyko
krwawienia z przewodu pokarmowego.

4. Zastanawia¢ takze moze zastosowanie rozdzielne - w schemacie badawczym - alkoholu
etylowego oraz aspiryny. Nie nalezy bowiem zakladac, iz osoby celowo ,,intoksykujace" sie
alkoholem etylowym stroni¢ bedg od stosowania NLPZ.

5. Celem oceny nie tylko mechanizmu dziatania i bezpieczenstwa stosowania ocenianych
przez Doktoranta molekut- niewatpliwie innowacyjnych - nalezatoby rozwazy¢ ich (BW-CO-
111 i BW-HS-101) wptyw na mikrobiote nie tylko zotgdka, lecz takze calego przewodu
pokarmowego.

6. Przysztosciowo, moze byloby warto takze pokusi¢ sie o ocene wptywu przedmiotowych
molekut na czynnos$¢ uktadu APUD.

Reasumujgc stwierdzam, iz praca Pana mgr Dominika Bakalarza, noszgca tytut: ,,Molecular
mechanisms of novel carbon monoxide and hydrogen sulfide donors activity enhancing
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physiological gastric mucosal integrity against acute drug-induced gastrotoxicity" (Molekularne
mechanizmy dziatania nowych donoréw tlenku wegla isiarkowodoru wzmacniajace fizjologiczng
integralnos¢ btony sluzowej zotgdka w redukcji ostrej gastrotoksycznosci polekowej")," w pehni
odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim, spetniajgc warunki okreslone w art.187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2020 r., poz. 85). Ma
charakter zaréwno poznawczy jak i aplikacyjny. Swiadczy o duzej wiedzy Doktoranta, Jego
manualnych umiejetnosciach iznajomosci nowoczesnych technik laboratoryjnych.

Z peinym wiec przekonaniem przedktadam Panu prof. dr hab. Rafatowi Olszaneckiemu -
Przewodniczgcemu Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego, wniosek o
dopuszczenie Pana mgr Dominika Bakalarza do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie, uprzejmie przedktadam wniosek o wyr6znienie ocenianej dysertacji, ktora:

znacznie przekracza przecietny poziom rozpraw doktorskich z zakresu nauk medycznych i nauk o
zdrowiu. Gtownym walorem rozprawy jest jej wartos¢ aplikacyjna, jako opracowania wnoszgcego
oryginalny i znaczacy wkiad do wspoétczesnej wiedzy na temat molekularnego mechanizmu
gastroprotekcyjnych wiasciwosci prolekéw uwalniajagcych CO i FbS - gazowych mediatoréw o
szerokim spektrum biologicznego dziatania. Oceniana dysertacja, oparta na wieloprofilowym,
ztozonym warsztacie laboratoryjnym, obejmujgacym nowoczesne techniki badawcze, jest dobrze
zaplanowanym, oryginalnym i opartym na rzetelnej analizie piSmiennictwa opracowaniem
naukowym, realizowanym we wspoipracy z prestizowym osrodkiem badawczym w Stanach
Zjednoczonych, a ponadto - wspoHinansowanym w czesci przez Narodowe Centrum Nauki, i
opublikowanym w renomowanych czasopismach naukowych o miedzynarodowym zasiegu oraz
wysokim wspo6tczynniku oddziatywania (fgczna wartos¢ IF dla obu publikacji = 11.653).

prof. dr hab. n. med. Krystyna Olczyk



