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Recenzja pracy doktorskiej Pani Urszuli Gtowackiej
pt. ,,Nowe aspekty patogenezy uszkodzen przewodu pokarmowego w oparciu o
eksperymentalng implementacje unikatowych pochodnych niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych uwalniajacych siarkowoddr”

przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Magierowskiego w Pracowni Inzynierii
Komorkowej i Diagnostyki Izotopowej w Katedrze Fizjologii Wydziatu Lekarskiego Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byta ocena wptywu pochodnych niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych (NLPZ) uwalniajacych siarkowodér (H2S) na rozwdj uszkodzen btony
$luzowej przewodu pokarmowego. Badania wykonano w Pracowni Inzynierii komorkowej i
Diagnostyki l1zotopowej w Katedrze Fizjologii Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina
Magierowskiego

Prace doktorska stanowi cykl trzech publikacji, w tym dwdch prac oryginalnych i jednej
przegladowej. Prace oryginalne opublikowano w czasopismach Antioxidants and Redox
Signaling oraz Antioxidants odpowiednio w latach 2022 i 2023. £.gczny 5-letni Impact Factor
prac oryginalnych wynosi 15,5. Praca przeglagdowa zostata opublikowana w czasopismie
Biomolecules w 2020 roku. £.gczny Impact Factor wszystkich trzech publikacji wynosi 21,3, a
punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 420. We wszystkich publikacjach
doktorantka jest pierwszym autorem. Wszyscy wspotautorzy ztozyli oSwiadczenia okreslajace
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indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie publikacji oraz wskazujace, co jest samodzielng
1 mozliwa do wyodrebnienia czescig pracy bedaca indywidualnym wktadem Doktorantki. W
oswiadczeniach wspotautorow wszystkich 3 publikacji stwierdzono, ze udziat Doktorantki
polegal na zaplanowaniu 1 wykonaniu czesci doswiadczalne] (ze wskazanie konkretnych
oznaczen), wykonaniu analizy statystycznej 1 interpretacji wynikdéw badan, przygotowaniu
manuskryptu oraz wspotudziale w analizie recenzji manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na
recenzj¢ 1 przygotowaniu poprawione] wersji pracy. Na podstawie analizy o§wiadczen
stwierdzam, ze przedstawiona praca stanowi samodzielny wktad Doktorantki.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy dwoch aktualnych 1 waznych zagadnien, tj.
znaczenia endogennego siarkowodoru jako czasteczki sygnatlowej oraz niekorzystnego wptywu
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych na btong sluzowa przewodu pokarmowego. W
badaniach zastosowano dwie pochodne NLPZ uwalniajace HoS, ATB-352 (pochodna
ketoprofenu) oraz ATB-344 (pochodna indometacyny) opracowane przez prof. Johna Wallace’a z
Uniwersytetu w Calgary oraz rozwijane jako kandydaci na leki przez firme¢ biotechnologiczna
Antibe Therapeutics Inc. (Toronto, Kanada).

W pierwszej z prac oryginalnych opublikowanej w Antioxidants and Redox Signaling w
2022 roku porownywano dziatanie ketoprofenu oraz ATB-352 podawanych dozotadkowo w
rownowaznych dawkach. Badano rowniez wplyw ATB-352 na dziatanie kwasu
acetylosalicylowego oraz porownywano dziatanie inhibitora pompy protonowej, omeprazolu, w
potaczeniu z ketoprofenem lub w potaczeniu z ATB-352. Nastepnie dokonywano oceny makro- i
mikroskopowej btony sluzowej zotadka 1 jelit. W btonie sluzowej oznaczano stezenie
prostaglandyny E,, 8-hydroksydeoksyguanozyny jako markera oksydacyjnego uszkodzenia
DNA, ekspresje cyklooksygenazy 1, miedziowo-cynkowe] oraz manganowej dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD-1 1 SOD-2), oksydoreduktazy ksantynowej katalazy, czynnika
transkrypcyjnego Nrf2, oksygenazy hemowej typu 1, czynnika indukowanego hipoksja HIF1q,
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, aneksyny A1, biatka SOCS3, interleukiny 1B. Oznaczano tez
biodostepnos¢ H,S, profil mikrobioty jelitowe] oraz poziom szeregu biatek zidentyfikowanych w
poprzednich badaniach jako cele molekularne H,S lub bioracych udzial w ochronie btony
sluzowej przed czynnikami szkodliwymi. W wykonanych badaniach wykazano, ze ATB-352 w
znacznie mniejszym stopniu niz ketoprofen indukuje uszkodzenia btony §luzowej przy czym w

podobnym stopniu jak ketoprofen zmniejsza stezenie PGE;. Sugeruje to, ze mniejsze uszkodzenia



blony sluzowej wynikaja z uwalniania H;S, a nie ze stabszego hamowania COX-1. Potwierdzono
to badajac stezenie H,S, przy czym sam ketoprofen obnizat to stezenie w btonie sluzowej, a
ATB-352 zwiekszal jego biodostepnos¢. Wykazano, ze ATB-352 zwiekszat ekspresje
indukowalnej oksygenazy hemowej (HO-1) oraz czynnika transkrypcyjnego CREBP. Wykazano
rowniez, ze o ile omeprazol nasila dysbioze jelitowa wywotlang przez ketoprofen, ATB-352 ma w
tym zakresie dziatanie korzystne, co sugeruje, ze stosowanie pochodnych NLPZ uwalniajacych
H,S moze by¢ cenng klinicznie alternatywa dla taczenia klasycznych NLPZ z inhibitorami
pompy protonowej.

W drugiej pracy oryginalnej (Antioxidants, 2023) badano wptyw indometacyny 1 jej
pochodnej uwalniajacej H,S, ATB-344, na rozw0j uszkodzenia blony §luzowej wywotanego
niedokrwieniem i reperfuzja. W badaniach tych indometacyne lub ATB-344 podawano w jednej
z trzech dawek, a po 30 minutach w znieczuleniu ogdlnym dokonywano okluzji pnia trzewnego
w celu wywotania niedokrwienia trwajacego 30 minut, a nastepnie przywracano przeptyw krwi
(reperfuzja). Badania histopatologiczne i biochemiczne wykonywano po 3 godzinach reperfuzji.
Wykazano, ze w przeciwienstwie do indometacyny ATB-344 w najmniejszej stosowanej dawce
(7 mg/kg) wykazywat efekt gastroprotekcyjny 1 zwigkszat biodostgpnos¢ H2S w blonie sluzowe;j
zotadka, jednoczesnie powodujac spadek stezenia PGE; we krwi. Dziatanie protekcyjne nie
wystepowato po podaniu wigkszych dawek ATB-344, co wskazuje, ze przy wigkszych dawkach
NLPZ dzialanie ochronne H,S zanika. Ponadto ATB-344 w przeciwienstwie do indometacyny
zwiekszal ekspresje SOD-2, a zmniejszat ekspresje enzymdw bedacych potencjalnymi zroédtami
reaktywnych form tlenu i azotu, oksydoreduktazy ksantynowej 1 indukowalnej syntazy tlenku
azotu. ATB-344 zmniejszat tez stopien oksydacyjnego uszkodzenia kwasdéw nukleinowych.

W pracy przegladowej opublikowane] w czasopi$mie Biomolecules w 2020 roku
przedstawiono obszerne informacje na temat znaczenia H;S oraz tlenku wegla (CO) w fizjologii 1
patologii uktadu pokarmowego oraz potencjalne zastosowanie donoréw tych mediatorow w
terapii. Obszernie scharakteryzowano podobienstwa 1 réznice migdzy obydwoma mediatorami
oraz interakcje migedzy nimi na wielu poziomach, w tym wptyw CO na biosynteze H,S oraz
wptyw HzS na biosynteze CO. Bardzo cenng czgs$cig pracy jest tabela podsumowujaca
podobienstwa i roznice w dziataniu obu mediatorow w uktadzie pokarmowym. Praca jest oparta

na obszernym i aktualnym pismiennictwie.



Omoéwienie rozprawy doktorskiej ma uktad typowy dla prac doktorskich opartych na
cyklu publikacji. Obejmuje spis tresci, wykaz publikacji stanowiacych rozprawe doktorska,
informacje na temat finansowania badan, streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, opis badan
prezentowanych w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy, podsumowanie, kopie prac
opublikowanych oraz o§wiadczenia wspotautorow.

We wprowadzeniu przedstawiono podstawowe informacje na temat syntezy 1 dziatania
H,S ze szczeg6lnym uwzglednieniem jego roli w przewodzie pokarmowym, niekorzystne
dziatanie NLPZ na btone sluzowa oraz aktualnie dostepne donory H,S stosowane w badaniach
naukowych. W dalszej czesci przedstawiono cele 1 hipotezy badawcze oraz syntetyczny opis
metod i uzyskanych wynikéw oraz ich krotkie podsumowanie.

Podjecie przez autorke badan na ten temat jest w pelni uzasadnione. Niesteroidowe leki
przeciwzapalne nalezg do lekéw najczescie] stosowanych w medycynie, a ich powszechna
dostepnos¢ bez recepty powoduje, ze czesto sg naduzywane. W zwiazku z tym problem dziatan
niepozadanych tych lekow ma coraz wieksze znaczenie praktyczne, a metody zapobiegania tym
dziataniom oparte na stosowaniu inhibitoréw pompy protonowej majg istotne ograniczenia (te
ostatnie leki, rowniez dostepne] w mniejszych dawkach bez recepty same w sobie sg rowniez
czesto naduzywane przez pacjentéw). W badaniach zastosowano adekwatne modele
doswiadczalne. Zastosowano szeroki wachlarz metod badawczych obejmujacy badania
makroskopowe, histopatologiczne, ekspresje szeregu enzymow i biatek sygnatowych na
poziomie mRNA 1 biatka, oznaczanie produktoéw oksydacyjnego uszkodzenia bioczasteczek,
sekwencjonowanie nowej generacji. Metody badan zostaly wyczerpujaco opisane w pracach
oryginalnych. Doktorantka uzyskata szereg warto§ciowych wynikéw poszerzajacych nasza
wiedze¢ na temat znaczenia H,S w patologii przewodu pokarmowego oraz mechanizmow
dziatania zarowno klasycznych NLPZ jak 1 ich pochodnych uwalniajacych H,S. Wyniki badan
maja potencjalne znaczenie praktyczne, poniewaz pochodne NLPZ uwalniajgce H,S mogg staé
si¢ alternatywa dla klasycznych lekow z tej grupy, o mniejszym ryzyku dziatan niepozadanych. Z
kolei zastosowane w chorobach zapalnych pochodne te moga by¢ tez bardziej skuteczne, ze
wzgledu na dziatanie przeciwzapalne samego H>S. Wysoko nalezy oceni¢ badania porownawcze
stosowania klasycznych NLPZ w potaczeniu z omeprazolem i pochodnej NLPZ uwalniajacej
H,S. Szczegolnie duza warto$¢ maja nowatorskie badania sktadu mikrobioty jelitowej w tym

kontekscie. Wysoko oceniam tez metode oceny oksydacyjnych uszkodzen DNA na podstawie



stezenia 80GdG w przeliczeniu na catkowitg ilos¢ DNA. W wigkszosci badan na ten temat
stezenie tego zwigzku wyrazane jest w przeliczeniu na mase tkanki lub ilo$¢ biatka catkowitego,
co w tym przypadku nie jest adekwatne. Na uznanie zastuguje fakt, ze praca powstata w zespole
z wieloletnim doswiadczeniem w dziedzinie gastroenterologii doswiadczalnej oraz
kilkunastoletnim do$wiadczeniem w zakresie badania roli H,S w tym zakresie. Ponadto nalezy
podkresli¢, ze praca powstata w ramach wspotpracy miedzynarodowej z jednym z wiodacych na
swiecie osrodkéw zajmujacych si¢ znaczeniem H,S w biologii 1 medycynie. Wysoko oceniam tez
prace przegladowa stanowiaca czes$¢ pracy doktorskiej. W ostatnich latach nastapit gwaltowny
rozw0j badan na temat H,S i rowniez pojawia si¢ coraz wigcej prac przegladowych na ten temat,
czesto o niewielkiej wartosci, powtarzajacych wielokrotnie te same informacje 1 niewiele
wnoszacych do rozwoju badan. Uwagi te nie dotyczg pracy przegladowej doktorantki, ktéra
porusza oryginalne problemy poznawcze, a zwlaszcza szczegotowe podobienstwa 1 roznice
miedzy dziataniem H,S 1 CO w przewodzie pokarmowym oraz interakcje migedzy tymi
mediatorami. W ostatnich latach pojawia sie coraz wigcej prac na temat interakcji miedzy H,S 1
tlenkiem azotu, natomiast znacznie mniej uwagi po§wigcono interakcjo migedzy H,S 1 tlenkiem
wegla. W pracy przegladowej poruszono tez wptyw CO na aktywnos¢ B-syntazy cystationiny w
szerszym konteks$cie jego znaczenia dla aktywnosci szlakow transsulfuracji 1 remetylacji
homocysteiny 1 jego implikacji dla modyfikacji epigenetycznych (metylacji) histonéw 1 kwasoéw
nukleinowych.

Z obowiazku recenzenta wskazuj¢ na pewne niedociggniecia i ograniczenia
przedstawionej do oceny pracy. Najstabsza czescia pracy jest zastosowana kolorymetryczna
metoda oznaczania H,S, ktora nawet w wersji zmodyfikowanej zastosowane] przez Autorke ma
istotne ograniczenia i nie jest metoda swoistg. Okreslanie uzyskanych wynikow jako
odzwierciedlajacych biodostepnos¢ HaS jest nadinterpretacja, poniewaz w metodzie moga
interferowac inne reaktywne formy siarki. Ponadto zastosowany w pracy pomiar w obecnosci
cysteiny i fosforanu pirydoksalu bardziej odzwierciedla zdolnos¢ tkanek do syntezy H,S niz jego
biodostepnos¢ in vivo. W badaniach podawano NLPZ zwierzgtom zdrowym, w zwiagzku z czym
trudno intepretowac ich wpltyw na stezenie PGE,, stezenie cytokin itd. jako dziatanie
przeciwzapalne. Warto bytoby podja¢ analogiczne badania w modelu zapalenia, poniewaz NLPZ

s glownie stosowane w takich stanach. Ponadto badania wykonano po podaniu jednej dawki



NLPZ, co bardziej odzwierciedla ich ostra toksycznos$¢ niz dziatania niekorzystne przy
podawaniu przewlektym stanowigce obecnie czesty problem kliniczny.

Ponadto w polskojezycznym omowieniu pracy znalazty si¢ pewne uproszczenia i

niescistosci.

1) Stwierdzenie, ze przy wiekszych dawkach NLPZ dziatanie ochronne H,S zanika
wynikajace wedtug Autorki z badan opisanych w pracy oryginalnej z 2023 roku nie
zostato jednoznacznie udowodnione. Zaproponowane wyjasnienie moze by¢
prawdziwe, ale niekorzystne efekty obserwowane po wigkszych dawkach ATB-344
mogg tez wynika¢ z wiekszych dawek samego H»S. Niekorzystne dziatania duzych
dawek donorow H,S obserwowano w wielu badaniach.

2) W rozdziale 4.1 (Wprowadzenie merytoryczne) jest informacja, ze cele molekularne i
sciezki sygnatowe endogennego H,S obejmuja m. in. polisiarczki oraz tiosiarczyny 1
siarczyny. Jest to niesciste — celem molekularnym sg biatka, zwlaszcza ich grupy
tiolowe, natomiast wymienione powyze] zwiazki siarki sg metabolitami powstajacymi
z H,S, a niektdre z nich mogg tez pelnic role mediatorow, nie sg jednak jego celami
molekularnymi.

3) Jakkolwiek okreslenie ,.inhibitory pompy protonowej” jest powszechnie stosowane w
medycynie klinicznej, nie jest ono w pelni wlasciwe, poniewaz enzym hamowany
przez te leki to H" K -ATPaza aktywnie transportujaca jony wodorowe (protony) na
zewnatrz komorki, a jony potasowe do komorki. Enzym ten powinien by¢ zatem
okreslany raczej jako pompa protonowo-potasowa, a okreslenie ,,pompa protonowa”
jest bardziej adekwatne w odniesieniu do lizosomalnej H -ATPazy transportujacej
wylacznie protony nalezacej do grupy ATPaz typu V.

4) W omowieniu pracy w rozdziale 4.4 model doswiadczalny zastosowany w pracy
opublikowanej w Antioxidants w 2023 roku jest okreslany jako oksydacyjne
uszkodzenie blony sluzowej zotadka. Jakkolwiek stres oksydacyjny odgrywa istotng
role w patogenezie skutkéw niedokrwienia i reperfuzji, nie jest to mechanizm jedyny.
Dlatego lepiej wprost odnosi¢ sie do uszkodzenia wywotanego niedokrwieniem i
reperfuzja niz okresla¢ je jako uszkodzenie oksydacyjne.

5) W omowieniu pracy kilkakrotnie pojawia si¢ stwierdzenie o antyoksydacyjnym

dziataniu H,S. Jest to uproszczenie, poniewaz jakkolwiek H,S ma dziatanie



antyoksydacyjne, jego stezenie w tkankach jest bardzo mate i prawdopodobnie
znaczenie bezposredniej reakcji z reaktywnymi formami tlenu jest minimalne.
Bardziej prawdopodobne, ze efekty obserwowane w badaniach Autorki i innych
badaczy wynikaja z pobudzajacego wpltywu HaS na ekspresje enzymow
antyoksydacyjnych, m. in. za posrednictwem czynnika Nrf2.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze przedstawione uwagi w niczym nie umniejszaja wartosci

pracy i majq charakter uwag redakcyjnych oraz sugestii dalszych badan.

Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki. Analiza tresci
wstepow 1 dyskusji prac oryginalnych oraz tresci pracy przegladowej wchodzace] w sktad
rozprawy wskazuje, ze Doktorantka posiada obszerng wiedz¢ w zakresie zastosowania,
mechanizmow dzialania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych oraz ich niekorzystnych
dziatan w obrebie przewodu pokarmowego. Pani Urszula Gtowacka wykazata si¢ tez obszerna
wiedza na temat powstawania 1 mechanizmdw dzialania H,S 1 tlenku wegla ze szczegolnym
uwzglednieniem ich roli w przewodzie pokarmowym oraz dokonata szczegotowej analizy
porownawczej ich dziatania oraz wzajemnych interakcji, co jest cenne wobec ciagle

pojawiajacych sie nowych informacji w pracach oryginalnych na ten temat.

Rozprawa doktorska wykazuje umiejetnos¢ prowadzenia przez Doktorantke samodzielne;j
pracy naukowej. Poprawnie sformutowano cele 1 hipotezy badawcze; praca wpisuje si¢ w tok
aktualnych badan na ten temat dostarczajac jednoczesnie istotnych nowych informacji.
Doktorantka odegrata kluczowa role w realizacji badan zaprezentowanych w dwéch pracach
oryginalnych i wykazata si¢ znajomoscia szerokiego spektrum nowoczesnych metod badawczych
o charakterze interdyscyplinarnym. Wykazata si¢ rowniez umiejetnoscia tworczej interpretacji
wynikow badan w kontekscie stanu wiedzy 1 wynikéw prezentowanych przez innych autorow, o

czym swiadczy obszerna i analityczna dyskusja zawarta w obu pracach oryginalnych.

Rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego. Doktorantka
po raz pierwszy dokonata tak wszechstronnej oceny mechanizmow dziatania dwoch pochodnych

NLPZ uwalniajacych H,S w btonie sluzowej przewodu pokarmowego, a wykonane badania



wpisujg sie w nurt nie tylko badan podstawowych ale rdwniez badawczo-rozwojowych w

kontekscie rozwoju obu kandydatéw na leki i ewentualnego ich zastosowania w klinice.

Podsumowujac, rozprawa doktorska pani Urszuli Gtowackiej pt. ,,Nowe aspekty
patogenezy uszkodzen przewodu pokarmowego w oparciu o0 eksperymentalng
implementacje unikatowych pochodnych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
uwalniajgcych siarkowodor” przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina
Magierowskiego w Pracowni Inzynierii komorkowej i Diagnostyki 1zotopowej w Katedrze
Fizjologii Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosze do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie

Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage nowatorska tematyke pracy, zastosowanie szerokiego
zakresu metod badawczych, potencjalnie istotne znaczenie praktyczne uzyskanych wynikéw oraz
fakt, ze prace wchodzace w sktad rozprawy zostaty opublikowane w czasopismach o wysokim
Impact Factor wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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