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Ocena rozprawy doktorskiej na stopien doktora nauk medycznych mgr Dominika Bakalarza pt.

»Molekularne mechanizmy dziatania nowych donorow tlenku wegla i siarkowodoru wzmacniajgce
fizjologiczng integralnosc blony sluzowej zotgdka w redukcji ostrej gastrotoksycznosci polekowej”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska na stopien doktora nauk medycznych Pana
mgr Dominika Bakalarza pt.: ,,Molekularne mechanizmy dziatania nowych donorow tlenku wegla
i siarkowodoru wzmacniajgce fizjologiczng integralnos¢ blony Sluzowej Zolgdka w redukcji ostrej
gastrotoksycznosci polekowej” wykonana pod kierunkiem promotora Pana dr hab. n.med. Marcina
Magierowskiego w Pracowni Inzynierii Komorkowej i Diagnostyki Izotopowej Katedry Fizjologii
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Rozprawa Doktorska powstata
w oparciu o cykl dwoéch oryginalnych publikacji powigzanych ze sobag tematycznie o tacznym
wspotczynniku oddziatywania IF = = 11,65 (wg. Thomson Reuters Journal Citation Reports)

oraz punkty MNiSW: 280;

Publikacja nr 1 pt: ,,Organic carbon monoxide prodrug, BW-CO-111, in protection against chemically-induced
gastric mucosal damage” Dominik Bakalarz, Marcin Surmiak, Xiaoxiao Yang, Dagmara Wojcik, Edyta
Korbut, Zbigniew Sliwowski , Grzegorz Ginter, Grzegorz Buszewicz, Tomasz Brzozowski, Jakub
Cieszkowski, Urszula Glowacka, Katarzyna Magierowska, Zhixiang Pan, Binghe Wang, Marcin
Magierowski. Acta Pharm Sin B 2021; 11(2): 456-475.doi: 10.1016/j.apsb.2020.08.005. Epub 2020 Aug 24.

Publikacja nr 2 pt: ,,Novel Hydrogen Sulfide (H ,S)-Releasing BW-HS-101 and Its Non-H , S Releasing
Derivative in Modulation of Microscopic and Molecular Parameters of Gastric Mucosal Barrier” Dominik
Bakalarz, Edyta Korbut, Zhengnan Yuan, Bingchen Yu, Dagmara Wojcik, Aleksandra Danielak, Katarzyna
Magierowska, Slawomir Kwiecien, Tomasz Brzozowski, Monika Marcinkowska, Binghe Wang, Marcin
Magierowski.

Czasopisma, w ktorych Doktorant opublikowal wyniki prac dos$wiadczalnych
s wysoko pozycjonowane w obrebie farmakologii eksperymentalnej i badan molekularnych i cechuja
si¢ wysokimi wspotczynnikami oddziatywania; Acta Pharmaceutica Sinica B (IF 5-letni: 7,865),
International Journal Molecular Science (IF 5-letni: 4.653). W kazdej z wymienionych prac,
Doktorant  jest  pierwszym  autorem, co  podkre$la  wiodaca  role = Doktoranta
w przebiegu planowania i realizacji badan, ktérych wyniki badan zostaty opublikowane
w renomowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Wymienione publikacje naukowe
zostaly zrecenzowane zgodnie z wymogami obu redakcji czasopism. W opinii recenzenta, same
wyniki badan eksperymentalnych na grupie nowych potencjalnych lekéw na modelu zwierzecym oraz

wysoka ranga czasopism, w ktoérych wyniki te zostaty opublikowane §wiadczg o duzej wartosci
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merytorycznej, dokonanych obserwacji oraz uzasadniaja konieczno$¢ podejmowania badan w tym
zakresie. Dwie prace do$wiadczalne byly efektem wspotpracy naukowej Doktoranta z Prof. Binghe
Wang’a z George State University w Atlancie (USA), ktory jest tworca nowych prolekow
uwalniajacych CO i H,S. Efektem wymiernym wspotpracy Doktoranta z Prof. Wangiem z USA
w ramach stazu naukowego sa wyniki badan prezentowane przez  Doktoranta
w dwoéch wieloautorskich publikacjach naukowych. Wspolpraca naukowa Doktoranta zaowocowata
bardzo rzetelng i wielowatkowg analiza wplywu nowych prolekéw uwalniajacych CO lub H,S na
btong $luzowa zotadka zwierzat doswiadczalnych in vivo uszkodzona za pomoca EtOH i/lub ASA.
Warto podkresli¢, ze cze$¢ pracy dotyczacej molekularnego mechanizmu dziatania tlenku wegla jest
tematycznie powigzana i byla czgSciowo wynikiem realizacji przez Doktoranta grantu badawczego
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (nr UMO-2019/33/B/NZ4/00616).

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska posiada uklad zgodny
z obowiazujacymi dla prac doktorskich. Praca zawiera wykaz publikacji stanowiacych rozprawe
doktorska wraz ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, dwie opublikowane prace naukowe
oraz oswiadczenia wspotautorow.

Temat rozprawy doktorskiej dotyczy jednego z bardzo aktualnych zagadnien zwigzanych
z alternatywnymi probami leczenia ostrego polekowego uszkodzeniu btony S$luzowej zotadka,
za pomocg zupetnie nowej generacji prolekow uwalniajacych CO lub H,S. Tematyke te postrzegam
jako oryginalng, uzasadniajacg probg podjecia badan przedklinicznych z uzyciem modelu matych
zwierzat laboratoryjnych in vivo.

Stany zapalne btony $luzowej zotadka indukowane nekrotycznym dziataniem etanolu lub
stosowaniem NLPZ stanowig istotny problem kliniczny. Inhibitory pompy protonowej (PPI) sa
powszechnie stosowanymi lekami, ktdre ograniczaja uszkodzenia blony $luzowej zotadka
spowodowane przez czynniki gastrotoksyczne. Przewlekle uzycie PPI moze doprowadzi¢ do skutkow
ubocznych w tym: achlorydii mogacej indukowa¢ nadmierny rozrost bakterii w przewodzie
pokarmowym lub stanowi¢ czynnik ryzyka rozwoju raka zotadka. Istnieje ciagta konieczno$é
poszukiwania nowych lekow, ktore wykazuja dziatanie cytoprotekcyjne wzgledem komorek btony
sluzowej zotadka. Istnieja fizjologiczne mechanizmy m.in.: endogenne uklady syntetyzujace gazowe
molekuty: tlenek wegla (CO) oraz siarkowodor (H,S), ktore wykazuja dzialanie cytoprotekcyjne nie
tylko w obrebie komorek blony $luzowej zotadka. Wykazano, ze CO oraz H,S wykazuja dzialanie
ochronne w obrebie btony sluzowej przewodu pokarmowego ograniczajac uszkodzenia komorek
btony §luzowej przewodu pokarmowego przed czynnikami toksycznymi. Molekuly te dziataja takze
naczynio-rozszerzajaco, hamuja agregacje trombocytow i adhezje leukocytow do $rodblonka,

w ukladzie nerwowym odpowiedzialne sa za dziatanie neuromodulujace, cytoprotekcyjne
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i antyoksydacyjne. Biosynteza CO odbywa si¢ w organizmie w wyniku oksydatywnej degradacji
hemu, katalizowanej przez oksygenazy hemowe (HMOX). HMOX-1 jest izoformg indukowana
stanem zapalnym, HMOX-2 jest izoforma enzymu, ktérego gen transkrybowany jest konstytutywnie.
Endogenny CO jest wiec produktem rozpadu hemu, obok biliwerdyny i Fe**. H,S powstaje glownie
wskutek metabolizmu aminokwasu L-cysteiny z udzialem liazy cystationowej (CTH) oraz f —syntazy
cystationowej (CBS). H,S moze powstawac takze wskutek metabolizmu dostarczonych w diecie
polisiarczkéw, badz powstawaé moze z siarczandow przy udziale bakterii jelitowych bytujacych
w okreznicy.

Doktorant w spos6b jasny i jednoznaczny formutuje gltowny cel pracy jako okreslenie
molekularnego mechanizmu dzialania nowych prolekow uwalniajacych CO (BW-CO-111) i H,S
(BW-HS-101) w utrzymaniu fizjologicznej integralnosci btony S$luzowej zotadka warunkujacej
redukcj¢ gastrotoksycznosci indukowanej aplikacja aspiryny lub etanolu w wysokim st¢zeniu.

Czytajac tekst dwoch publikacji, ktérych glownym autorem jest Doktorant
z przyjemnos$cig stwierdzam, ze nie mam krytycznych uwag, ktore moglyby si¢ nasunaé podczas
analizy przedstawionej rozprawy, a drobne uwagi, ktore nasunely mi si¢ jako recenzentowi nie
wplywaja na merytoryczng oceng przedstawionej pracy doktorskie;j.

Z obowigzku recenzenta musz¢ stwierdzi¢, ze metodologia badan stosowanych przez
doktoranta jest ztozona, co moze thumaczy¢ duza ilos¢ wspotautoréow (15-u w publikacji nr 1, 12-u
w publikacji nr 2). W omawianych pracach naukowych dokonano szeregu ztozonych i
czasochtonnych analiz biochemicznych, molekularnych (ekspresja na poziomie mRNA oraz bialka)
oraz badan mikroskopowych wycinkéw tkankowych, co tlumaczy obecno$¢ wielu autoréw
w publikacjach wchodzacych w cykl. Doktorant wskazuje w rozprawie doktorskiej swoj procentowy
udzial w procesie powstawania publikacji nr 1 i okre§la go na poziomie 40%, w przypadku
publikacji nr 2 — 50% i wskazuje na swoj wspotudziat (w obydwu publikacjach) w: projektowaniu
catosciowej koncepcji badawczej, przygotowaniu prolekéw do badan eksperymentalnych, izolacji
kwasow nukleinowych, wykonaniu badan molekularnych (w tym: RT-PCR, Western-Blot, ELISA)
oraz wspoétudziale w analizie, opracowaniu i interpretacji wynikow badan oraz czesciowego pisania
czgsci wynikowej, dyskusji oraz wnioskow, a takze w przygotowaniu rycin w obydwu publikacjach.

Eksperymenty in  vivo przeprowadzono z uzyciem = szczuré6w rasy  Wistar
i prowadzone byly w oparciu o zgod¢ lokalnej komisji etycznej UJ (nr 311/2019 z 17 lipca 2019).
Na uwage zasluguje fakt dobrze przemyslanych 1 zaplanowanych grup badawczych
w eksperymentach do§wiadczalnych, ktére prowadzit Doktorant; gdyz oprocz grupy kontrolnej, gdzie
zwierzetom doswiadczalnym (podawany byt DMSO z woda) zamiast leku, stosowano takze kontrole

pozytywne i negatywne (np. prolek nieuwalniajacy leku - strukturalnie podobny do funkcjonalnego
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proleku lub nieaktywny metabolit (lakton). Co wigcej, Doktorant w analizie mikroskopowej,
biochemicznej i molekularnej przeprowadzil rowniez w grupach, ktére byty traktowane donorem H,S
w kombinacji z inhibitorem syntazy tlenku azotu (NOS) oraz inhibitorem HMOX, w celu oceny
interakcji BW-HS-101 ze szlakiem endogennej biosyntezy NO oraz CO. Interesujace wydaja si¢ takze
wyniki przedstawione w publikacji nr 1, gdzie Doktorant badat takze wptyw testowanych prolekéw
w modelu uszkodzenia btony $luzowej zotadka na ogoélnoustrojowe (systemowe) stg¢zenie wybranych
cytokin: IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,IL-12, IL-13, TNF-a, IFN-y w surowicy zwierzat
doswiadczalnych z uzyciem platformy luminex (Fig.11). Analiza wplywu omawianego proleku
na systemowy stan zapalny indukowany chemicznym uszkodzeniem bton §luzowej zoladka bytaby
pewnie jeszcze bardziej widoczna w przypadku badania ekspozycji przewleklej na ASA lub/i EtOH.
Osobiscie uwazam, za dodatkowa zalet¢ dla czytelnika, ze Doktorant umiescit rycing 12 (Fig 12)
w publikacji nr 1, ktéora sumaryzuje (jako grafika) mozliwe mechanizmy dzialania
gastroprotekcyjnego proleku BW-CO-111, co stanowi dodatkowa zalet¢ pracy ulatwiajac analizg
otrzymanych wynikéw badan. Z drobnych uwag, rycinal B (Fig 1B publikacja nr 1), przedstawiajaca
krzywa kalibracyjng do analizy uwalniania CO uwazam za zbyteczng, tego typu wyniki badan
powinny by¢ raczej dostgpne w ,,supplementary materials” a nie gtbwnym teks$cie pracy.

W publikacji nr 2, Doktorant badat wpltyw proleku uwalniajacego H,S (BW-HS-101)
na uszkodzenia btony $luzowej zotadka indukowanej kwasem acetylosalicylowym (ASA) w modelu
matych zwierzat laboratoryjnych (szczury szczepu Wistar). Co ciekawe, w pracy tej Doktorant
wykazat ochronng aktywnos$¢ biologiczng analogu BW-iHS-101 na poziomie mikroskopowym,
podobnie jak BW-HS-101 co jak wskazuje moze by¢ spowodowane podobienstwem struktury
chemicznej tych zwigzkow (mechanizm oddzialywania tych substancji chemicznych byl jednak
odmienny). Gastroprotekcyjnemu dzialaniu BW-HS-101 towarzyszyl spadek st¢zenia 8-OHAG
(marker oksydacji DNA komorek) w blonie Sluzowej zotadka oraz obnizenie systemowego stanu
zapalnego (vide: VEGFA, TNF-a). Uwalniajacy H,S zwigzek BW-HS-101 ale nie BW-iHS-101
wplywal na wzrost ekspresji mRNA kodujacego biatka: SOCS-3, HMOX-1. Za podobna zalete,
szczegolnie w kontekécie rozprawy doktorskiej, uwazam umieszczenie grafiki wskazujacej
na mozliwe mechanizmy dziatania BW-HS-10 oraz BW-iHS-101 na poziomie komodrkowym
w obrebie uszkodzonej kwasem acetylosalicylowym blony $luzowej zoladka (Fig. 8, publikacja nr
2).

Podsumowujac, uwazam, ze Doktorant w przedstawionej mi do recenzji Dysertacji wykazat
si¢ wysokg umiejetnoscig prowadzenia badan naukowych, wlasciwym i rozbudowanym doborem
metod badawczych, a wyniki uzyskanych obserwacji w modelu leczenia ostrej gastrotoksycznosci

polekowej za interesujace i warte kontunuowania, szczegoélnie w konteks$cie badania skuteczno$ci
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leczenia uszkodzen blony S$luzowej zotadka zwierzat do$wiadczalnych poddanych ekspozycji
przewleklej na etanol lub/i kwas acetylosalicylowy (w réznych stezeniach). Przeprowadzone badania
w przekonywujacy sposob udowadniaja na modelu zwierzgcym, ze CO oraz H,S uwalniane z nowych
donoréw, takich jak odpowiednio BW-CO-111 oraz BW-HS-101 po aplikacji dozotadkowe;,
wzmacniaja fizjologiczng barier¢ ochronng btony §luzowej goérnego odcinka przewodu pokarmowego.
Tym samym zwigzki te wykazuja w badaniach przedklinicznych z uzyciem modelu matych zwierzat
laboratoryjnych - aktywnos$¢ gastroprotekcyjna wzgledem ostrych uszkodzen btony §luzowej zotadka
wynikajacej z bezposredniej ekspozycji na etanolu lub/i kwas acetylosalicylowy. Warto podkresli¢, ze
oba zwiagzki chemiczne wykazywaty miejscowe oraz ogolnoustrojowe dziatanie przeciwzapalne. Tym
bardziej uzasadnione beda proby kontynuowania badan takze na innym modelu zwierzecym
(i by¢ moze takze w modelu ekspozycji przewleklej na EtOH i/lub ASA i leczenia
z uzyciem w/w prolekéw) tak, aby moc w przysztosci podjac probe opracowania badania klinicznego 1
fazy u ludzi po pozytywnych testach, z uzyciem dwdch gatunkow zwierzat do§wiadczalnych in vivo.

Prace oceniam wysoce pozytywnie i uwazam za odpowiadajacg w pelni wymogom stawianym
rozprawom doktorskim.

Biorac powyzsze pod uwage z przyjemno$cia przedstawiam Wysokiej Radzie Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie mgr Dominika Bakalarza do

dalszych etapow przewodu doktorskiego na stopien doktora nauk medycznych.

Dr hab. n.med. Rafat J. Buldak, prof. UO Opole, 21.09.2021 .



