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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt.,, Infekcyjne zapalenie wsierdzia (IZW) - analiza biomedyczna in vitro
potencjalnych cech terapeutycznych ekstraktu z Leonurus cardiaca L.” 1

wykonanej przez mgr Barttomieja Micota

w Pracowni Biologii Zakazen, Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Instytutu
Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Uniwersytetu todzkiego w todzi

pod kierunkiem dr hab. Beaty Sadowskiej, prof. nadz. Ut

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Barttomieja Micota dotyczy
oceny wptywu ekstraktu uzyskanego z ziela serdecznika pospolitego (Leonurus cardiaca L.)
na oddziatywanie komodrek uktadu hemostazy (ptytek krwi oraz komdrek srodbtonka) i
patogendw typu gronkowiec ztocisty w kontekscie profilaktyki i leczenia infekcyjnego
zapalenia wsierdzia (1ZW).

Infekcyjne zapalenie wsierdzia (IZW) cho¢ nie wystepuje czesto to jednak obcigzone jest
bardzo powaznym rokowaniem i moze prowadzi¢ do rozwoju groznych powikfan, a nawet
zgonu chorego ($miertelnos$¢é wsrdd chorych z 1ZW jest ciggle wysoka). Przyjmuje sie, ze
warunkiem rozwoju IZW jest przerwanie ciggtosci sréddbtonka naczyniowego lub aktywacja
komorek srodbtonka w wyniku turbulentnego przeptywu krwi czy toczacego sie stanu
zapalnego i obecnosci bakterii w toiysku naczyniowym. Konsekwencjg zmian w obrebie
srodbtonka jest aktywacja ptytek krwi oraz osoczowego uktadu krzepniecia i powstanie
niewielkiej skrzepliny, ktéra w obecnosci bakterii w ukfadzie krazenia moze by¢ podtozem
rozwoju 1ZW. Obecno$¢ patogendw, miejscowe zmiany w obrebie srddbtonka i
wytworzenie skrzepliny prowadza do uruchomienia kaskady aktywacji sgsiednich komdrek
Srddbtonka, ptytek krwi czy granulocytéw i monocytéw, a rezultatem tych proceséw jest
wydzielanie czynnika tkankowego, cytokin prozapalnych i rozrastanie sie ,wegetacji”, czyli
zakrzepdw sktadajacych sie z agregatow ptytkowo-leukocytarnych, mas bakterii i biatek
0s0cza.

Z tego wzgledu, ze IZW dotyczy nie tylko starszych, schorowanych osoéb, ale réwniez
miodych ludzi czy wiasciwie oséb w kaidym wieku cieszacych sie dobrym zdrowiem,
problem IZW jest powazny. Btony Sluzowe ludzkiego organizmu sg skolonizowane przez
wiele gatunkow endogennej flory bakteryjnej. Bakterie te mogg dostawad sie do uktadu
krazenia w wyniku naruszenia ciggtosci bton $luzowych, np. w trakcie zabiegéw w obrebie
jamy ustnej, przewodu pokarmowego, uktadu oddechowego czy moczowo-piciowego, ale
takze pod wptywem zwyktych codziennych czynnosci, tj. szczotkowania zebow czy gryzienia
pokarmow. Dotychczasowa profilaktyka czy leczenie IZW opierajg sie na antybiotykoterapii,
choé jednoczesnie podkresla sie mozliwosé wystapienia dziatan niepozadanych po podaniu
antybiotyku oraz ryzyko rozwoju szczepow bakterii opornych na antybiotyki stosowane w
leczeniu IZW. Zatem coraz czesciej siega sie po alternatywne metody eradykacji trudnych
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zakazen, w tym przebiegajacych z udziatem biofilmu drobnoustrojéw, takie jak fagoterapia,
uzycie jondw czy nanoczgsteczek metali i in. Wazny trend stanowi préba zastosowania
naturalnych zwigzkéw o bezposredniej lub posredniej aktywnosci drobnoustrojowej
pochodzenia bakteryjnego, zwierzecego czy roslinnego. Preparaty pochodzenia roslinnego
charakteryzujg sie wysoka aktywnoscig biologiczng i wykazujg dziatanie antyoksydacyjne,
przeciwzapalne, przeciwzakrzepowe i przeciwdrobnoustrojowe. W literaturze naukowej 2
prowadzona jest takze dyskusja na temat skutecznosci stosowania lekdw
przeciwptytkowych podczas antybiotykoterapii i leczenia 1ZW. Badacze podkreslajg
znaczenie hamowania aktywacji ptytek preparatami przeciwptytkowymi, np. aspiryna,
tiklopidyna, szczegdlnie dla ostabienia procesu ,wegetacji” poprzez blokowanie
oddziatywan ptytka-ptytka lub bakteria-ptytka.

Celem badawczym pracy doktorskiej mgr Barttomieja Micota byta ocena in vitro
aktywnosci biologicznej bogatego w polifenole ekstraktu z serdecznika pospolitego
(Leonurus cardiaca L.) w kontekscie jego potencjalnego zastosowania w profilaktyce i/lub
wspomaganiu leczenia infekcyjnego zapalenia wsierdzia o podtoiu gronkowcowym.
Doktorant opisat dwa nurty badan ekstraktu, jeden w odniesieniu do gronkowcow
ztocistych (Staphylococcus aureus) jako gtéwnych czynnikdw etiologicznych IZW, natomiast
drugi wobec komorek uktadu hemostazy jakimi sg ptytki krwi i komorki srédbtonka
zaangazowane w powstawanie zmian patologicznych 1ZW. Doktorant weryfikacje
postawionych hipotez badawczych przeprowadzit w badaniach in vitro, ktérych wyniki
zostaty opisane w publikacjach oryginalnych i podsumowane w rozprawie doktorskiej jako
4 dobrze sformutowane wnioski.

Rozprawa doktorska mgr Barttomieja Micota zostata napisana w postaci
wielostronicowego komentarza do zbioru 5 publikacji opublikowanych w latach 2013 -
2017 w recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Doktorant jest
pierwszym autorem w 2 pracach oryginalnych i jednej pracy przegladowej, co definiuje
lego kluczowy wktad w ich powstanie. W pozostatych publikacjach wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej Doktorant jest drugim autorem. Sumaryczna wartos¢ |IF
prezentowanych prac wynosi 7,056, sumaryczna punktacja MNiSW wynosi 90. Praca
obejmuje 91 stron maszynopisu, wigczajac w to streszczenie, literature uzupetniajacy (26
pozycji bibliografii), a takie liste wtasnego dorobku naukowego (nie wliczajgc prac
zawartych w rozprawie doktorskiej s to 3 prace oryginalne, 6 prac przegladowych, 16
komunikatéow konferencyjnych, sumaryczna wartos¢ IF wynosi 7,131, sumaryczna
punktacja MNiSW wynosi 93), 41 stron zawierajacych kopie publikacji wchodzacych w skfad
rozprawy doktorskiej, a takie 7 stron oswiadczern wspotautoréw powyiszych publikacji
zawierajgcych deklarowany udziat w przygotowaniu publikaciji.

Omowienie celu naukowego i uzyskanych wynikdw rozpoczyna rozdziat
+Wprowadzenie”, w ktorym Doktorant przedstawia najwazniejsze informacje zwigzane z
etiologia infekcyjnego zapalenia wsierdzia, rolg ptytek krwi i komdrek srodbtonka, a takze
rodzajami patogendw odpowiedzialnych za powstawanie i rozwdj tej choroby. Ponadto, w
tym rozdziale Doktorant opisuje problemy zwigzane z leczeniem i profilaktyka zapalenia
wsierdzia i wskazuje na koniecznos¢ poszukiwania nowych preparatéw skutecznych dla
eliminacji czynnikéw etiologicznych zakazenia i wygaszania reakcji zapalnej. Rozdziat
napisany w oparciu o dobrze dobrane pismiennictwo, uzasadnia postawione cele badawcze
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i jest dobrym wprowadzeniem do omdwienia prac wchodzacych w zakres rozprawy
doktorskiej.

Publikacje oryginalne zawarte w rozprawie doktorskiej koncentrujg sie na wzajemnych
oddziatywaniach ptytek krwi i gronkowcéw oraz na charakterystyce ekstraktu z ziela
serdecznika pospolitego w kontekscie wiasciwosci przeciwbakteryjnych, przeciwptytkowych
czy wspomagajagcych funkcjonowanie s$rddbtonka naczyniowego. Bardzo dobrym 3
uzupetnieniem opisu wynikow zawartych w publikacjach oryginalnych jest praca
przegladowa na temat roli ptytek krwi w zakazeniach. Publikacja opisuje mechanizmy
oddziatywania ptytek krwi z drobnoustrojami oraz podkresla ich znaczenie w eliminacji
zakazenia (przeciwdrobnoustrojowe wiasciwosci ptytek krwi). Ptytki krwi, obok swej
zasadniczej roli w krzepnieciu, zaangazowane s3 w wiele proceséw w organizmie, choé
wielu badaczy nie uznaje ptytek za komorki (w procesie trombopoezy odrywane sg jako
fragmenty megakariocytow), a w pismiennictwie naukowym zwykle stosuje sie okreslenie
ptytki krwi (ang. platelets, PLT nie platelet cells, PLC). Przedstawiony przez Doktoranta opis
najwazniejszych wynikéw zawartych w publikacjach zebranych w rozprawie doktorskiej
wskazuje na logiczny schemat postepowania w poszukiwaniu substancji o wtasciwosciach
przeciwbakteryjnych i przeciwptytkowych jaka okazat sie ekstrakt z ziela serdecznika
pospolitego. W publikacji pt. ,, Antimicrobial/anti-biofilm activity of expired blood platelets
and their released products” rozpoczynajgcej serie prac wchodzacych w zakres rozprawy
doktorskiej , opisano przeciwdrobnoustrojowe wtasciwosci ptytek krwi oceniane w modelu
zakazen  gronkowcowych in  vitro. Celem tej pracy byto sprawdzenie
przeciwdrobnoustrojowych wifasciwosci ptytek krwi pochodzacych z koncentratéw
ptytkowych przechowywanych przez 6 - 8 dni wobec gronkoweca ztocistego (Staphylococcus
aureus). Wykazano, ie ptytki krwi pomimo dtugiego przechowywania i niezaleinie od
pobudzenia ADP hamowaty wzrost gronkowca w kulturze planktonowej prawie do 90%.
Wynik tej obserwacji wydaje sie by¢ bardzo istotny z punktu widzenia wtasciwosci
przeciwbakteryjnych ptytek krwi, i od razu nasuwa sie pytanie o mechanizmy uzasadniajace
taki efekt. Gdyby obserwowany efekt byt zaleiny od aktywacji ADP, ktéra prowadzi do
reakcji uwalniania zawartosci granul wewnatrzptykowych, mozna bytoby powiedzie¢, ie za
aktywnos¢ przeciwbakteryjng w duzej czesci odpowiadajg peptydy biobdjcze ptytek (tak jak
zaobserwowano po zastosowaniu lizatow ptytkowych). Prawdopodobnym wyjasnieniem
moze byc optaszczanie ptytek krwi przez gronkowca przez co bakterie tracg by¢ moze
zdolno$¢ do dalszego namnazania. Zatem w uzupetnieniu przeprowadzonych
eksperymentéw warto bytoby oceni¢ ilosé¢ agregatéw ptytkowo-bakteryjnych. Znaczaca
aktywnosc ptytek obserwowano takie wobec obnizania zdolnosci metabolicznej dojrzatego
biofilmu gronkowcdw, gdzie efekt byt zblizony do tego dla ptytek aktywowanych i lizatow
ptytkowych. Istotng obserwacjg z badan jest fakt, ze dtugo przechowywane (6 -8 dni) ptytki
wykazujg bardzo wysokg aktywnosc¢ przeciwbakteryjng. Nasuwa sie pytanie jakie wyniki
bytby obserwowane w przypadku ptytek Swiezo izolowanych z krwi? Wydaje sie
prawdopodobne, ze dla Swiezo izolowanych ptytek wykazano by zalezno$¢ od aktywacji
agonistami w odpowiedzi przeciwbakterynej. Przechowywane ptytki krwi, rowniez te w
koncentratach ptytkowych, ulegajg spontanicznej aktywacji, ktora prowadzi do reakcji
uwalniania i zuzywania ptytek, czego rezultatem jest ostabiona wrazliwos¢ na dziatanie
agonistow. Bardzo cenng obserwacjg z przeprowadzonych badan jest wykazanie spadku
wartoéci minimalnego stezenia hamujgcego wzrost drobnoustrojow dla antybiotykow
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(wankomycyny, oksacykliny) w obecnosci lizatu ptytek krwi. Wyniki opisane w tej publikacji
wskazujg na znaczacy aktywnosé przeciwbakteryjng ptytek krwi cho¢ niefortunnie nie sg
podparte istotnosdcig statystyczng (w publikacji nie znalaztam informacji o analizie
statystycznej wynikow).

W kolejnych publikacjach oryginalnych uwaga skoncentrowana jest na charakterystyce
ekstraktu z ziela serdecznika pospolitego jako potencjalnego srodka wspomagajacego 4
leczenie, np. infekcyjnego zapalenia wsierdzia. Opisane wyniki badan wskazujg na istotna
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng ekstraktu z serdecznika, w tym takie hamowanie tworzenia
agregatow gronkowcow w ludzkim osoczu krwi, zdolnoé¢ do hamowania adhezji bakterii do
powierzchni optaszczonych biatkami, np. kolagenem. Ponadto wykazano, ze ekstrakt
hamuje tempo i intensywnosc¢ tworzenia fibryny, jednoczesnie ograniczajgc przyleganie do
niej drobnoustrojow. Rownolegle, w czesci oznaczen, dziatanie ekstraktu z serdecznika
poréwnywano do efektéw kwasu ursolowego, ktéry wedtug literatury wystepuje w
ekstraktach z serdecznika. Istotne dziatanie przeciwbakteryjne kwasu ursolowego zostato
potwierdzone w badaniach opisanych w prezentowanych przez Doktoranta publikacjach,
jedynie brakuje potwierdzenia obecnosci tego zwigzku w badanym ekstrakcie z serdecznika
pospolitego. Spectrum aktywnosci ekstraktu z serdecznika, obok dziatania
przeciwbakteryjnego, zostato rozszerzone do oceny aktywnosci przeciwptytkowej (ekstrakt
hamowat agregacje ptytek krwi indukowang kwasem arachidonowym) czy poprawe funkcji
srodbtonka naczyniowego ocenianej w modelu z zastosowaniem komorek izolowanych z
zyly pepowinowej (HUVEC). Uzupetnieniem opublikowanych juz badan sa wyniki obecnie
przygotowywane do publikacji, ktore podtrzymujg przeciwptytkowe dziatanie ekstraktu z
serdecznika pospolitego w mechanizmie zaleznym od receptora dla fibrynogenu GPIIbllla.
Opisane przez Doktoranta wyniki badan wskazujg na wielokierunkowe dziatanie ekstraktu z
ziela serdecznika pospolitego i sugeruja mozliwos¢ zastosowania tego preparatu w
minimalizowaniu i leczeniu infekcyjnego zapalenia wsierdzia.

W kontekscie analizy publikacji wchodzgcych w zakres rozprawy doktorskiej nasuwa mi sie
uwaga dotyczaca planowania eksperymentu i poiniejszej analizy statystycznej wynikéw
zwigzana z liczbg powtdrzen. Jak w eksperymencie na komdarkach z hodowli, np. HUVEC czy
na bakteriach definiowane jest niezalezne powtdrzenie (n)? Ponadto, czy mamy wowczas
do czynienia z uktadem sparowanym czy raczej z uktadem niezaleznych grup wynikow?

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska mgr Barttomieja Micota jest bardzo
wartosciowa i wnosi istotne wartosci poznawcze z potencjalng mozliwoscig ich
zastosowania. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdin. zm.).

Przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
todzkiego w todzi wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Barttomieja Micota do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego i nadanie Mu stopnia doktora nauk biologicznych.
Ponadto z uwagi na bardzo wysoka wartos¢ poznawcza, a w przysztosci aplikacyjng wnosze
réwniez o wyrodznienie rozprawy doktorskiej wtasciwg nagroda.
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