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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barttomieja Micota

pt. , Infekcyjne zapalenie wsierdzia (IZW) — analiza biomedyczna in vitro potencjalnych cech
terapeutycznych ekstraktu z Leonurus cardiaca L.”

»Infective endocarditis (IE) — biomedical in vitro analysis of the potential therapeutic properties
of Leonurus cardiaca L. extract”

wykonanej w ramach Stacjonarnych Studiéw Doktoranckich w Pracowni Biologii Zakazen Katedry
Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii,
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego
pod kierunkiem dr hab. Beaty Sadowskiej, prof. nadzw. Ut

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme cyklu opublikowanych pieciu
publikacji wraz z omoéwieniem celu naukowego i uzyskanych wynikéw, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, dorobku naukowego doktoranta, kopii publikacji wchodzacych w sktad rozprawy

doktorskiej i oswiadczer wspotautoréw o udziale w publikacjach ujetych w rozprawie.

Zbidr publikacji, ktére sktadajg sie na rozprawe'doktorska obejmuje ten sam obszar badawczy tworzac
spojng tematycznie rozprawe. Sumaryczna wartos¢ wskaznikow bibliometrycznych publikacji
zawartych w doktoracie wynosi: 7,056 Impact Factor i 90 punktow MNiSW. Suma catego dorobku
naukowego Doktorantz (14,187 IF i 183 MNiSW) potwierdza jego duie zaangazowanie na polu

naukowym.

We Wprowadzeniu rozprawy Doktorant zawart charakterystyke patomechanizméw odpowiedzialnych
za infekcyjne zapalenie wsierdzia (IZW) ze szczegdlnym uwzglednieniem roli powstajgcych wegetacji

bakteryjnych, analizujgc cechy drobnoustrojow predysponujacych do ich tworzenia w IZW. Autor



wskazat na moziliwosci zastosowania naturalnych zwigzkéw i ztoZonych preparatéw pochodzenia
naturalnego w bezpoirednim lub posrednim ograniczeniu wegetacji bakteryjnej (szczegdlnie
gronkowcowej) po pizez ich szerokie dziatanie np.: antyoksydacyjne, przeciwzapalne czy
przeciwbakteryjne, majace korzystny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy. Koncepcja zastosowania
srodkow leczniczych wywodzgcych sie z naturalnych preparatow roslinnych jest ciekawaq i wazna droga
badawczg w poszukiwaniu nowych mozliwosci profilaktycznych i terapeutycznych w zakresie dziatania
przeciwinfekcyjnego z pozytywnym wptywem na aktywnos¢ przeciwagregacyjng i korzystnym
wplywem na Srédbionzk naczyn. Jest to wainy aspekt nurtu nowych badan podjetych przez

Doktoranta.

Celem badawczym rozprawy byta ocena , in vitro” aktywnosci biologicznej ekstraktu uzyskanego
z serdecznika pospolitego Leonurus cardiaca L. (LCE) zawierajgcego duzo polifenoli oraz mozliwos¢
potencjalnego ich zastcsowania w profilaktyce i/lub wspomaganiu leczenia infekcyjnego zapalenia
wsierdzia o podtozu gronkowcowym. Realizacja celu pracy obejmowata dwa kierunki badan. Pierwszy
dotyczyt analizy aktywnosci ekstraktu wobec Staphylococcus aureus, najczesciej powodujgcego 1ZW
i obejmowat ocene wptywu na zywotnosé, adhezje, tworzenie biofilmu oraz ekspresje waznych
czynnikéw wirulencji & aureus. Natomiast drugim kierunkiem badan, dotyczacym mozliwosci
zastosowania LCE, byfa analiza wptywu ekstraktu na komodrki eukariotyczne uczestniczace
w powstawaniu patologicznych zmian podczas IZW. Doktorant badat dziatanie LCE na ptytki krwi i uktad
homeostazy, analizujgc m.in. poziom aktywacji tych komdrek w zakresie ich agregacji, adhezji do
fibrynogenu oraz ekspresji receptoréw powierzchniowych, a takze po dziataniu ekstraktem analizowat
iywotnosé i aktywnos¢ sekrecyjng komdrek srédbtonka naczyniowego wykorzystujac linie komaorek

HUVC.

Pierwsza praca z cyklu obejmujgcego rozprawe doktorskg - ,Antimicrobial/anti-biofilm activity of
expired blood platelets and thier released products” (Postepy Hig Med. Dosw; 2013, 67:321-325),
zawierata badania, ktére umoiliwity uzyskanie istotnych wnioskéw wskazujacych, ze ptytki krwi sg
zrédtem niskoczasteczkowych biatek PMPs wykazujgcych aktywnosé wobec gronkowcéw i to zaréwno
w hodowli plénktonicznej jak i tworzacych biofilm. Potwierdzito to ich role w nieswoistych
mechanizmach odpornosciowych. Rowniez waina i ciekawa obserwacjg Doktoranta byto stwierdzenie
obnizenia wartosci MIC antybiotykéw podczas rownoczesnego ich stosowanych z LCE, co wskazuje na
synergiczne dziatanie pizeciwdrobnoustrojowe i potencjalnie stwarza mozliwosci zastosowania tych

obserwacji w terapii.

W drugiej publikacji o charakterze pracy przeglgdowe;j ,, Rola ptytek krwi w zakazeniach” (Postepy Hig

Med Dosw; 2015, 69:621-632), zostaty przedstawione gtéwne mechanizmy o charakterze indukcyjnym



i supresorowym odpowiedzi przeciwdrobnoustrojowej zwigzanej z udziatem ptytek krwi, ich zdolnoscia
do oddziatywania z réznymi komérkami eukariotycznymi i drobnoustrojami. Nie stwierdzono jednak
wplywu ekstraktu na zwigkszenie uwalniania przez piytki krwi peptydéw béjczych — PMPs, ani
zwigkszonej wrazliwos¢ S. aureus na te komorki. Proces ten ma bardzo duze znaczenie w rozwoju
infekcyjnego zapalenia wsierdzia i sprzyja powstawaniu ,wegetacji”. Dlatego, tak jak podkreéla
Doktorant, poszukiwznie nowych substancji, ktére moglyby mie¢ zastosowanie w ograniczeniu
aktywacji ptytek krwi i komdrek $rédbtonka z réwnoczesnym dziataniem wspomagajacym leczenie
przeciwdrobnoustrojowe ma ogromne znaczenie. Podjecie badar nad wykorzystaniem w tym zakresie
ekstraktu L. cardiaco L. jest nowg obiecujgcg mozliwoécig zastosowania preparatu pochodzenia

roslinnego, ktdry przy niskim dziataniu cytotoksycznym moze mieé zastosowanie terapeutyczne.

W kolejnej pracy ,, Leonurus cardiaca L. herb — derived extract and ursolic acid as factors affecting the
adhesion capacity of Staphylococcus aureus in the context of infective endocarditis” (Acta Biochim Pol;
2014, 61(2):385-388) rostata przeprowadzona ocena ekstrahowanych wyciggéw z ziela serdecznika
pospolitego oraz jego dziatania na S. aureus. Analiza sktadu chemicznego (HPLC-PDA) i doktadne
okreélenie zawartosc zwigzkéw polifenolowych wobec kwasu ursolowego, czystego zwigzku
polifenolowego byto wykorzystane do oznaczenia minimalnego stezenia hamujgcego wzrost S. aureus.
W ocenie dziatania oreparatu zastosowano dawki subinhibicyjne, ktére potencjalnie mogtyby
odpowiada¢ stezeniu in vivo. Analize przeprowadzono na dobrze przemyélanym modelu
doswiadczalnym z uzyciem referencyjnego szczepu S. aureus NCTC 8325 okreslajac wptyw preparatdw
na adhezje gronkowca do powierzchni abiotycznej, pokrytej biatkami z grupy ECM oraz tworzenie
biofilmu. Stwierdzonc dziatanie hamujgce badanych preparatéw, przy czym aktywnoéé kwasu
ursolowego byta zdecydowanie wyzsza niz ekstraktu. Wyniki badan potwierdzaja obnizenie kolonizacji
tkanek i biomaterialdéw przez S. aureus, co wskazuje na potencjalng moiliwo$¢ zastosowania

preparatow w ograniczeniu rozwoju IZW.

Zaplanowane badania dotyczace aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe — ekstraktu uzyskanego
z serdecznika pospolitego Leonurus cardiaca L. byty konsekwentnie realizowane przez Doktoranta,
a ich wyniki opublikowane w pracy , s it true that plant-derived polyphenols are always beneficial for
the human? In vitro study on Leonurus cardiaca extract properties in the contex of the pathogenesis
of Staphylococcus aureus infections” (J Med Microbiol; 2016, 65(10): 1171-1181). Przedstawiony
szeroki zakres badan dotyczgcy wptywu ekstraktu z ziela serdecznika pospolitego na czynniki wirulencji
S. aureus , ktére maja istotny wpfyw na rozwdj in vivo IZW wskazat na dziatanie hamujace ekstraktu
w szerokim zakresie steien waznych proceséw warunkujacych rozwdj IZW z udziatem S. aureus takich
jak: produkcja i uwalnianie oa-toksyny, ekspresja na powierzchni gronkowcéw SpA, wydzielanie

koagulazy. Doktorant cpracowat autorska metode badania wptywu LCE na agregacje bakterii w plazmie



ludzkiej na podstawie spektrofotomerycznej oceny, wykazujac 30% hamowanie tworzenia agregatéw
S. aureus pod wpltywem LCE. Przeprowadzit tez bardzo ciekawe badania dotyczace wplywu LCE na
wigksza podatnosé gronkowcéw na czynniki bdjcze naturalnych mechanizméw odpornosciowych.
Przedstawione w publikacji badania wskazuja na obnizenie ekspresji czynnikéw wirulencji S. aureus
pod wptywem LCE, a wyniki kolejnych rozszerzonych badan w tym zakresie, potwierdzity wtasciwoséci

ograniczajace rozwoj IZW przez fitopreparaty bogate w zwigzki polifenolowe.

Wainym kolejnym aspektem kontynuowanych badan, zawartych w pracy ,, The immunomodulatory
potential of Leonurus cardiaca extract in relation to endothelial cells and platalets” ( Innate Immun;
2017, 23(3): 285-295) byia analiza wptywu LCE na komérki érodbtonka naczyniowego (linia komdrkowa
HUVEC) oraz plytki krwi izolowane ze $wiezej ludzkiej krwi obwodowej uzyskanej od zdrowych dawcow
(za zgoda Uczelnianej Komisji ds. Bioetyki Badarn Naukowych). Wyniki tych interesujacych badan
wykazaty brak dziatania cytotoksycznego i indukcji apoptozy przez ekstrakt uzyskany z serdecznika
pospolitego na badane kemdrki eukariotyczne. Réwnie interesujgce byty wyniki dotyczace indukgji
wytwarzania tlenku azotu przez komérki HUVEC, biorgc pod uwage jego mechanizm dziatania, co
potwierdza potencjalne dziatanie ochronne LCE na ukfad sercowo-naczyniowy. Istotne tez byto
wykrycie aktywacji ptytek krwi z udziatem cyklooksygenaz. Duza wnikliwo$é Doktoranta w badaniu
proceséw zwigzanych z dziataniem LCE w kontekécie ekspresji ptytkowych receptoréw
powierzchniowych, ich wybér i zaprojektowanie badar, uwzgledniajagce znaczenie tych proceséw
w narastaniu ,wegetacji” i patogenezie 1ZW, jest wainym etapem w zakresie kontynuacji

prowadzonych badan, kt5rych opracowanie Doktorant przygotowuje w kolejnej publikacji.

Przedstawione koricowe wnioski uzyskane z badari zawartych w rozprawie doktorskiej s3 bardzo
dobrze sformutowane, trafne i adekwatne do uzyskanych wynikéw. Do pracy zostata dotaczona bogata
literatura uzupetniajgca. Na wysoki poziom rozprawy zapewne miat réwniez wptyw uzyskany przez
Doktoranta Grant Narodowego Centrum Nauki, z ktérego finansowane byly badania (nr UMO-

2013/09/N/NZ6/00826), kiGrego byt kierownikiem.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Bartfomieja Micota jest na bardzo
wysokim poziomie, wskazuje na $wietne przygotowanie teoretyczne i praktyczne Doktoranta.
W szerokim zakresie przedstawit on doktadng charakterystyke wykonanych badari zawartych
w obejmujacej cykl pieciu publikacji rozprawie doktorskiej. Nalezy réwniez podkresli¢ nowatorstwo
i trafnoé¢ wyboru temaiu, ktéry w aspekcie poszukiwania nowych opcji terapeutycznych 1ZW ma
ogromne znaczenie, Waine jest rowniez duie zaangaiowanie Doktoranta w kontynuowanie tematu
badawczego, czego potwierdzeniem jest zapowiedz wykonanych dalszych badan przygotowywanych

do druku, kolejnych w tyim zakresie tematycznym.



Stwierdzam, ie przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Bartfomieja Micota
pt. , Infekcyjne zapalenie wsierdzia (IZW) — analiza biomedyczna in vitro potencjalnych cech
terapeutycznych ekstraktu z Leonurus cardiaca L.” spetnia wszystkie ustawowe wymagania i kryteria
stawiane tego typu rozprawom.
W zwigzku z powyiszym zwracam sig¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie mgr Barttomieja Micota do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie zgtaszam wniosek o wyrdinienie pracy, ze wzgledu na jej nowatorski

charakter, szeroki zakres przeprowadzonych badan i ich wysokie walory poznawcze.
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