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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 działania nowych 

donorów tlenku węgla i siarkowodoru wzmacniające fizjologiczną integralność błony 

śluzowej żołądka w redukcji ostrej gastrotoksyczności 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/przekaźnik, wprowadzono dla określenia 
biologicznie znaczących, blisko spokrewnionych, a jak pisze Autor dysertacji -  bliźniaczych, 
gazowych molekuł, obejmujących tlenek węgla (CO), siarkowodór (H2S) i tlenek azotu (NO). Choć 
początkowo dwa pierwsze z wymienionych uznawano za gazy wyłącznie wysoce toksyczne, to 
poprzednie dekady przyniosły szereg informacji na temat -  także korzystnego, biologicznego 
działania wspomnianych molekuł w ustroju człowieka. Można zatem sięgnąć do znaczącej na 
wydawniczym rynku pozycji książkowej, pod intrygującym tytułem „Druga twarz tlenu" autorstwa 
profesora Grzegorza Bartosza, i odnieść wspomniany tytuł do „drugiej twarzy" omawianych 
gazowych przekaźników. Stwierdzono bowiem, że syntetyzowane endogennie CO i H2S, nie są 
jedynie ubocznymi produktami komórkowego metabolizmu, lecz jednocześnie -  cząsteczkami 
sygnalizacyjnymi, uczestniczącymi w transdukcji sygnałów wewnątrzkomórkowych, wykazującymi 
działanie m.in. przeciwzapalne, antyproliferacyjne, antyapoptotyczne, wazorelaksacyjne, 
immunoregulacyjne, antyoksydacyjne, kardioprotekcyjne, jak również -  neuromodulacyjne czy 
antyaterogenne. Właściwości te zwróciły uwagę na potencjalne znaczenie terapeutyczne 
wymienionych gazowych molekuł, jako obiecujących kandydatów w leczeniu chorób układu 
nerwowego, krwionośnego, immunologicznego, infekcji wirusowych, bakteryjnych i 
pasożytniczych, czy -  jak wskazują ostatnie doniesienia, dystrofii mięśniowej, znajdując także 
zastosowanie w transplantologii. Istotnym jest, by znaleźć skuteczne, uwalniające CO i H2S leki, 
działanie których oparte byłoby na mechanizmach aktywności wspomnianych gazowych 
mediatorów.

Powyższemu zagadnieniu poświęcona jest przedstawiona do oceny praca doktorska, dlatego też 
wybórjej tematu, będącego rozwinięciem wyżej przedstawionej problematyki badawczej, uważam 
za trafny, zgodny z aktualnym stanem wiedzy i kierunkiem współczesnych badań biomedycznych.

Rozprawę doktorską stanowią dwie, powiązane tematycznie publikacje eksperymentalne, 
zamieszczone na łamach prestiżowych, o międzynarodowym zasięgu czasopism, takich jak Acta 
Pharm Sin B oraz IntJM ol Sci, znajdujących się na tzw. Liście filadelfijskiej. Ich łączny współczynnik
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oddziaływania (IF) wynosi 11.653 (wartość IF za rok 2019), zaś punktacja MNiSW wynosi 280. 
Doktorant jest pierwszym Autorem tych prac.

Wymienione wyżej publikacje opatrzone są Streszczeniem w języku polskim i angielskim, 
Oświadczeniami Współautorów obu prac, wśród których znajdują się 2 Oświadczenia Doktoranta, 
wskazujące, iż Jego udział w przygotowaniu i wykonaniu badań, oraz w opracowaniu ich wyników, 
po czym -  w zredagowaniu dwóch manuskryptów wynosi, odpowiednio, 40%  i 50%, oraz -  
informacją, iż Fragment pracy doktorskiej, dotyczący molekularnego mechanizmu działania donoru 
tlenku węgla je s t -w  części -  wynikiem realizacji grantu NCN.

Kilkustronicowe Streszczenie (odpowiednio -  polskojęzyczne i anglojęzyczne) wprowadza 
czytelnika w tematykę pracy doktorskiej, przedstawiając pokrótce informacje na temat 
właściwości, metabolizmu , a ponadto -  i fizjologicznej roli CO oraz H2S, zwłaszcza w kontekście 
ich ochronnego działania w obrębie błony śluzowej przewodu pokarmowego. Omawiane 
wprowadzenie do pracy doktorskiej przedstawia także obecny stan wiedzy na temat dotychczas 
zidentyfikowanych lub opracowanych donorów farmakologicznych, uwalniających obie gazowe 
molekuły, przydatność których w prewencji i terapii uszkodzeń błony śluzowej żołądka wykazano w 
badaniach doświadczalnych, choć z powodu ubocznych efektów ich stosowania, nie zaprzestano 
dalszych poszukiwań bezpiecznych proleków, uwalniających CO oraz H2S, skutecznych w 
uzyskiwaniu efektu ochronnego i terapeutycznego względem tkanek przewodu pokarmowego. Z 
treścią powyższego fragmentu Streszczenia koresponduje przedstawiony przez Autora cel pracy 
doktorskiej. W dalszej części rozdziału zamieszczona jest informacja o naukowej kooperacji z 
Profesorem Binghe Wang'iem, z Georgia State University w Atlancie, efektem której są 
prezentowane wyniki badań. Zakończeniem rozdziału jest zwięzły opis metodyki i przebiegu 
prowadzonego eksperymentu, oraz -  uzyskanych wyników, po czym -  podsumowanie, zawierające 
wyniki badań i wnioski. Rozdział ten, poprzedzający dwie publikacje, stanowiące istotę pracy 
doktorskiej, pozwala na wdrożenie się czytającego do przedstawionej problematyki prac, opartych 
na nowoczesnym i różnorodnym układzie doświadczalnym, który w swej złożoności umożliwił 
realizację zamierzeń badawczych.

Przedmiotem dysertacji doktorskiej było określenie molekularnego mechanizmu działania nowej 
grupy proleków uwalniających CO i H2S, skutecznych w utrzymywaniu fizjologicznej integralności 
błony śluzowej żołądka, warunkującej redukcję gastrotoksyczności, indukowanej aplikacją 
zwierzętom doświadczalnym (szczury szczepu Wistar) kwasu acetylosalicylowego lub etanolu.

Dla realizacji tego ambitnego celu pracy, Doktorant podjął szereg zadań badawczych, na wykonanie 
których uzyskał zgodę Komisji Etycznej, z siedzibą przy Wydziale Farmaceutycznym Collegium 
Medicum Uniwersytetu Jagiellońskiego, a obejmujących: 1. Aplikację zwierzętom drogą 
dożołądkową: - rozcieńczonego dimetylosulfotlenku (DMSO) z wodą (placebo); - związku BW-CO- 
111 (donor CO); - związku BW-CP-111 (związek nie uwalniający CO = kontrola dla BW-CO-111); - 
związku BW-HS-101 (donor H2S); - związku BW-iHS-101 (związek nie uwalniający H2S = kontrola dla 
BW-H5-101); - związków BW-HS-101/BW-iHS-101 (celem uzyskania laktonu); - związku BW-HS-101 
w kombinacji z NG-nitro-L-argininą (L-NNA, inhibitor syntazy NO) lub protoporfiryną cynkową IX 
(ZnPP - inhibitor oksygenazy hemowej); - kwasu acetylosalicylowego (ASA) lub etanolu; 2. Pomiar 
poziomu żołądkowego przepływu krwi; 3. Oznaczenie w próbkach błony śluzowej żołądka: - 
ekspresji mRNA dla HMOX-1 i HMOX-2, cyklooksygenazy 1 i 2 (COX-1 i COX-2), indukowalnej NOS
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(¡NOS), aneksyny-1 (ANXA1), czynnika wzrostu (TGF)-pl, receptorów dla TGF-3 (TGFBR)1, TGFBR2, 
TGFBR3, interleukiny (IL)-1 (3, receptorów dla IL-1 (IL1 -R)1 i IL1-R2, supresora sygnalizacji cytokin 3 
(SOCS3), receptora dla czynnika martwicy nowotworów (TNF-R)2 oraz podjednostki A kompleksu 
dehydrogenazy bursztynianowej i 3-aktyny (ACTB), jako genów referencyjnych, metodą real-time 
PCR; - ekspresji na poziomie białka dla HMOX-1, HMOX-2, COX-1,COX-2, czynnika jądrowego NRF- 
2, ACTB i dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GADPH), jako białek referencyjnych, 
metodą Western Biot; - oznaczenie stężenia biomarkerów pro -  i przeciwzapalnych, takich jak IL- 
1q, IL-13, IL-2, IL-4, ll-6, IL-10, IL-13, TNF-a, nabłonkowego czynnika wzrostu (EGF), czynnika 
stymulującego tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów (GM-CSF), czynnika wzrostu 
śródbłonka naczyniowego (VEGF), techniką multipleksowania z użyciem platformy Luminex; - 
oznaczenie poziomu 8-hydroksydeoksyguanozyny (8-OHdG) oraz prostaglandyny (PG)E2, metodą 
immunoenzymatyczną (ELISA); - oznaczenie poziomu endogennego CO, metodą chromatografii 
gazowej z metanizerem i detektorem płomieniowo-jonizacyjnym; 4. Oznaczenie w surowicy krwi 
badanych zwierząt stężenia 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, techniką multipleksowania z odczytem fluorescencji; 5. Ocenę uwalniania CO ze 
związku BW-CO-111 in vitro, w obecności soku żołądkowego, metodą GC-O/FID; 6. 
Przeprowadzenie konwersji chemicznej związków BW-HS-101/BW-IHS-101, celem uzyskania 
nieaktywnego metabolitu tych związków =  laktonu; 7. Ocenę makroskopową I mikroskopową 
materiału tkankowego.

Doktorant wykazał, iż: - donory CO i H2S (BW-CO-111 i BW-HS-101) -  zależnie od dawki, hamują 
rozwój uszkodzeń błony śluzowej żołądka, indukowanych kwasem acetylosalicylowym lub 
etanolem, czemu towarzyszy wzrost żołądkowego przepływu krwi; - dawki: 0.1 mg/kg m. c. dla BW- 
CO-111 i 50 pmol/kg m.c. dla BW-HS-101 redukują poziom uszkodzeń na poziomie makro - i 
mikroskopowym o co najmniej 50 %, dlatego wybrano je do dalszych analiz; - nieaktywny związek 
BW-iHS-101 również wykazuje ochronne działanie względem błony śluzowej żołądka (podobnie jak 
BW-HS-101), jednak mechanizm jego działania jest inny aniżeli donora H2S; - BW-CO-111 zwiększa 
biodostępność CO w błonie śluzowej żołądka; - ochronnemu działaniu BW-CO-111 towarzyszy 
utrzymujący się, a indukowany A SA -w zro st ekspresji mRNAdla HMOX-1, obniżenie ekspresji ¡NOS 
i COX-2 w błonie śluzowej żołądka oraz -  utrzymujący się wysoki poziom TNF-a na poziomie 
systemowym; - wysokie dawki ASA obniżają ekspresję mRNA dla przeciwzapalnej aneksyny 1, co 
nie występuje po podaniu BW-CO-111; - BW-CO-111 stymuluje obniżenie stężenia prozapalnych 
cytokin we krwi, jak i zwiększenie stężenia w błonie śluzowej żołądka gastroprotekcyjnej PGE2, w 
modelu etanolowym; - aplikacja BW-HS-101 prowadzi do obniżenia poziomu 8-OHdG w błonie 
śluzowej żołądka; - związki BW-HS-101 i BW-iHS-101 nie wpływają na błonowe wytwarzanie PGE2, 
choć wykazują działanie przeciwzapalne na poziomie ogólnoustrojowym, manifestujące się 
obniżeniem surowiczego stężenia TNF-a i VEGF; - donor H2S stymuluje wzrost ekspresji mRNA dla 
przeciwzapalnego SOC3 i HMOX-1 oraz redukuje poziom markerów zapalnych w błonie śluzowej 
żołądka, po aplikacji ASA; - hamowanie biosyntezy NO podaniem L-NNA obniża ochronne działanie 
BW-HS-101, wraz z obniżeniem żołądkowego przepływu krwi. Uzyskane wyniki wskazały, iż CO i H2S, 
uwalniane z zastosowanych w pracy, nowych donorów tych gazowych mediatorów, wzmacniają 
fizjologiczną barierę ochronną błony śluzowej żołądka, wykazując działanie gastroprotekcyjne 
względem indukowanych ASA czy etanolem uszkodzeń tej struktury. Jednocześnie, wyniki te 
pozwoliły na sformułowanie hipotezy na temat molekularnego mechanizmu gastroprotekcyjnego 
działania CO i H2S.

3



Przeprowadzone badania pozwoliły na zrealizowanie założonego celu pracy. Wyrazem ich 
nowatorskiego charakteru i naukowej wartości było ich opublikowanie w renomowanych 
czasopismach, poprzedzone szczegółową oceną międzynarodowego zespołu Recenzentów, 
gwarantującą wysoki poziom naukowy i oryginalność publikowanych przez te czasopisma prac.

Jako Recenzent, zwracam także uwagę na niejasności, czy ewentualne niedociągnięcia w tekście 
pracy. W tym przypadku trudno je było znaleźć, ale jednak wskazuję dwa nieprawidłowe terminy, 
takie jak „oksydatywna" degradacja (powinno być: oksydacyjna), oraz -  „komponenta" (powinno 
być: komponent). Natomiast, lektura pracy nasuwa pewne sugestie, które poniżej -  do 
przemyślenia przedstawiam, biorąc pod uwagę, że tak interesujący i ważny z medycznego punktu 
widzenia temat, będzie z pewnością kontynuowany:

1. W ocenianych publikacjach Doktorant zastosował model doświadczalny, oparty o szczury 
szczepu Wistar. Zważywszy perspektywy wdrożenia badanych w pracy doktorskiej, 
innowacyjnych molekuł gastroprotekcyjnych -  należałoby uwzględnić rozszerzenie 
doświadczeń -  przed rozpoczęciem badań u ludzi -  z zastosowaniem gatunku Świnia polska 
biała zwisłoucha (polska Świnia domowa). Wymieniony gatunek zwierząt doświadczalnych 
cechuje się bowiem istotnie wyższym podobieństwem, tak strukturalnym jak i 
czynnościowym, w odniesieniu do rasy ludzkiej, w porównaniu z gryzoniami, 
wykorzystanymi w opisanych eksperymentach.

2. Celem oceny mechanizmu działania badanych przez Doktoranta molekuł oraz 
bezpieczeństwa ich stosowania (proleków uwalniających CO i H2S: BW-CO-111 i BW-HS- 
101), zasadnym byłoby rozważenie oceny ich wpływu na czynność motoryczną przewodu 
pokarmowego.

3. Zważywszy dane opublikowane w raporcie Narodowego Funduszu Zdrowia -  Polipragmazja 
(https://www.nia.ora.Dl/wD-content/uDloads/2020/02/RaDort-Dolipraamazia.pdf). to 
uwzględniając wskazany i opisany przez Doktoranta niekorzystny wpływ etanolu i aspiryny 
(jako modelowego NLPZ) na błonę śluzową przewodu pokarmowego (w szczególności 
żołądka), zasadnym byłoby rozważenie zastosowania jako czynników zaburzających istotnie 
czynność oraz stan funkcjonalny błony śluzowej żołądka, także i interakcji lekowych, takich 
jak: warfaryna lub acenokumarol stosowane łącznie z NLPZ; Selektywne Inhibitory 
Zwrotnego Wychwytu Serotoniny lub Selektywne Inhibitory Zwrotnego Wychwytu 
Serotoniny i Noradrenaliny stosowane łącznie z NLPZ, które istotnie zwiększają ryzyko 
krwawienia z przewodu pokarmowego.

4. Zastanawiać także może zastosowanie rozdzielne -  w schemacie badawczym -  alkoholu 
etylowego oraz aspiryny. Nie należy bowiem zakładać, iż osoby celowo „intoksykujące" się 
alkoholem etylowym stronić będą od stosowania NLPZ.

5. Celem oceny nie tylko mechanizmu działania i bezpieczeństwa stosowania ocenianych 
przez Doktoranta molekuł- niewątpliwie innowacyjnych -  należałoby rozważyć ich (BW-CO- 
111 i BW-HS-101) wpływ na mikrobiotę nie tylko żołądka, lecz także całego przewodu 
pokarmowego.

6. Przyszłościowo, może byłoby warto także pokusić się o ocenę wpływu przedmiotowych 
molekuł na czynność układu APUD.

Reasumując stwierdzam, iż praca Pana mgr Dominika Bakalarza, nosząca tytuł: „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 działania nowych donorów tlenku węgla i siarkowodoru wzmacniające fizjologiczną

odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim, spełniając warunki określone w art.187 
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz.U. z 2020 r., poz. 85). Ma 
charakter zarówno poznawczy jak i aplikacyjny. Świadczy o dużej wiedzy Doktoranta, Jego 
manualnych umiejętnościach i znajomości nowoczesnych technik laboratoryjnych.

Z pełnym więc przekonaniem przedkładam Panu prof. dr hab. Rafałowi Olszaneckiemu -  
Przewodniczącemu Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Jagiellońskiego, wniosek o 
dopuszczenie Pana mgr Dominika Bakalarza do dalszych etapów przewodu doktorskiego.

Jednocześnie, uprzejmie przedkładam wniosek o wyróżnienie ocenianej dysertacji, która:

znacznie przekracza przeciętny poziom rozpraw doktorskich z zakresu nauk medycznych i nauk o 
zdrowiu. Głównym walorem rozprawy jest jej wartość aplikacyjna, jako opracowania wnoszącego 
oryginalny i znaczący wkład do współczesnej wiedzy na temat molekularnego mechanizmu 
gastroprotekcyjnych właściwości proleków uwalniających CO i FbS -  gazowych mediatorów o 
szerokim spektrum biologicznego działania. Oceniana dysertacja, oparta na wieloprofilowym, 
złożonym warsztacie laboratoryjnym, obejmującym nowoczesne techniki badawcze, jest dobrze 
zaplanowanym, oryginalnym i opartym na rzetelnej analizie piśmiennictwa opracowaniem 
naukowym, realizowanym we współpracy z prestiżowym ośrodkiem badawczym w Stanach 
Zjednoczonych, a ponadto -  współfinansowanym w części przez Narodowe Centrum Nauki, i 
opublikowanym w renomowanych czasopismach naukowych o międzynarodowym zasięgu oraz 
wysokim współczynniku oddziaływania (łączna wartość IF dla obu publikacji = 11.653).

integralność błony śluzowej żołądka w redukcji ostrej gastrotoksyczności polekowej")," w pełni
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