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Zestaw dokumentow przestanych w celu dokonania recenzji zawiera:
= Autoreferat opisujacy zakres zainteresowan i badan, zestawienie publikacji wchodzacych w
skiad Osiggnigcia Naukowego wraz z ich danymi bibliometrycznymi; opis innych osiggnigé
naukowych przed i po doktoracie, a takze plany badawcze (zal. 2 - w jez. polskim i zak. 3 - w
jez. angielskim).
= Pelny spis publikacji z podanym sumarycznym IF wedlug listy JCR, wraz z danymi
dotyczacymi liczby cytowan wedlug bazy Web of Science z podaniem indeksu Hirscha oraz
dodatkowe informacje, o ktérych mowa w Rozporzadzeniach Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 1 wrzesnia 2011 i 22 wrze$nia 2011 (Dziennik Ustaw nr 196/Poz. 1165; nr
204/Poz. 1200) (zal. 4),
= Informacje o dorobku dydaktycznym, wspotpracy z osrodkami krajowymi i zagranicznymi,
odbytych stazach t dzialalno$ci popularyzujacej nauke (zal. 5);
* Oswiadczenia wspotautorow publikacji co do ich udziatu w realizacji (zal. 6)
* Kopie publikacji wchodzacych w sktad Osiggnigcia Naukowego (zak. 7).
Dr Mariusz Grinholc wskazuje jako podstawe wszczecia postgpowania habilitacyjnego Osiggnigcie
Naukowe pt. ”Opracowanie strategii prowadzgcych do skutecznej walki ze zjawiskiem szczepowo-
zaleznej odpowiedzi drobnoustrojow na inaktywacje fotodynamiczng” ztozone z 7 publikacji, ktérych
dane bibliometryczne zamieszczono w Zalgczniku 2 i 3. Oswiadczenia wspolautoréw okreslajace
indywidualny opisowy i procentowy wklad kazdego z nich w powstanie tych prac znajdujg si¢ w
Zalaczniku 6.

1. Przebieg dotychczasowej pracy zawodowej Kandydata

Mariusz Grinholc ukonczyt studia na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w 2004 r. uzyskujac stopien magistra
biotechnologii na podstawie pracy dyplomowej pt.”Zwigzek okres$lonych czynnikow wirulencji i
struktury klonalnej szczepéw MRSA z wybranymi infekcjami gronkowcowymi", wykonanej w
Katedrze Biotechnologii Mig¢dzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii uzyskat na tym samym Wydziale w 2009 r.,
w oparciu o przedstawiona prace nt: ,Inaktywacja fotodynamiczna jako alternatywna metoda
zwalczania wielolekoopornych szczepdw  Staphylococcus aureus”, realizowana w ramach
uczestnictwa w Studium Doktoranckim na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, a
wykonywanej w Zakladzie Diagnostyki Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii.
Promotorem pracy doktorskiej byt prof. dr hab. Krzysztof Piotr Bielawski (Kopia Dyplomu -
Zalacznik 1).

Mariusz Grinholc zostal zatrudniony na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
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Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego dnia 01. 10. 2009 r. na etacie asystenta, a od 01.
08. 2012 r. do chwili obecnej, zajmuje tam stanowisko adiunkta.

2. Ocena habilitacyjnego Osiggniecia Naukowego dr Mariusza Grinholca

Podstawg postgpowania habilitacyjnego dr Mariusza Grinholca jest Osiggniecie Naukowe
zatytulowane “Opracowanie strategii prowadzgcych do skutecznej walki ze zjawiskiem szczepowo -
zaleznej odpowiedzi drobnoustrojow na inaktywacje fotodynamiczng”. Skiada si¢ na nie 7 prac
doswiadczalnych opublikowanych w latach 2013-2015 w nastepujacych czasopismach: 1). Photodiagn
Photodynamic Ther, 2013, IF - 2,524; 2). Photochem Photobiol Sci, 2013, IF - 2,939; 3). J Photochem
Photobiol B: Biology, 2013, IF - 2,803; 4). Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2014, IF - 2,668; 5).
Photomed Laser Surg, 2014, IF - 1,672; 6). Appl Microbiol Biotechnol, 2015, IF - 3,337; 7). Appl
Microbiol Biotechnol, 2015, IF - 3,337. W 4 z tych publikacji dr Mariusz Grinholc jest pierwszym
autorem, w pozostalych 3 autorem ostatnim, ale w kazdym przypadku autorem do korespondencji.
Laczny wspotezynnik oddzialywania czasopism, w ktorych ukazaly si¢ publikacje wchodzace w skiad
Osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 19,280; punkty MNiSW - 195;
Iaczna liczba cytowan tych prac wg bazy Web of Science —wynosi 19 (Zalaceznik 2).

Habilitant oszacowat swoj udziat w w/w 7 pracach na: powyzej 50% w 2 publikacjach (55 i 60%), w
pozostatych w przedziale 38-44%. Jego rola okreslona jest w nich jako autora koncepcji pracy i autora
do korespondencji, osoby ktéra zaprojektowala i wykonata doswiadczenia, przeprowadzita analize i
interpretacj¢ wynikow, przygotowala ostateczng forme manuskryptow. W zalgczonych do
dokumentacji oswiadczeniach wspotautorow prac podano opisowy zakres ich indywidualnego wktadu
w powstanie poszczegolnych publikacji oraz okreslono procentowy udziat kazdego z nich. Wszyscy
autorzy wyrazili zgode na wlaczenie tych 7 wspdtautorskich prac w sktad Osiggnigcia Naukowego
kandydata na stopiefi doktora habilitowanego - dr Mariusza Grinholca oraz zaakceptowali przypisany
Jemu i wspolautorom udziat procentowy w realizacj¢ badan (Zalgcznik 6).

Prace, ktore sktadaja sie na Osiggnigcie Naukowe zostaty opublikowane w czasopismach naukowych
uznanych w dziedzinie mikrobiologii stosowanej, klinicznej i specjalistycznych czasopismach
dotyczacych zastosowania fotodynamiki, zostaty zatem pozytywnie zweryfikowane przez recenzentow
i edytoréw. Tym samym, nie widz¢ koniecznosci szczegblowej oceny wszystkich wynikow
poznawczych bedacych rezultatem badan dr M. Grinholca, przedstawionych w tym cyklu. Chce
natomiast zaznaczy¢, iz w $wietle analizy catkowitego dorobku naukowego Habilitanta te 7 prac
uwazam za reprezentatywna, spojng i jego wazng czesc.

Tematyke badawcza podjeta przez dr M. Grinholca, rozwijang jak wynika z przedstawionej
dokumentacji w calym okresie Jego dzialalnosci naukowej, chciatabym przedstawi¢ w kontekscie
aktualnych trendéw badawczych z zakresu poszukiwania opcji leczniczych zakazen bakteryjnych,
alternatywnych do czgsto nieskutecznej antybiotykoterapii. Dokonujac takiej ogoélnej oceny
zamierzam zwroci¢ uwagge nie tylko na znaczenie poznawcze badan dr M. Grinholca, ale i podkresli¢
pewna perspektywiczng wartos¢ aplikacyjng uzyskanych wynikéw.

Nie mam watpliwosci, ze zainteresowanie si¢ Habilitanta wiele lat temu badaniami dotyczacymi
zwalczania zakazen, szczegdlnie szpitalnych, nalezy uznaé za tematyke wtedy wazng i wciaz aktualng
z punktu widzenia epidemiologii i skutecznosci terapii. Dr M. Grinholc inspirowany przez licznie
pojawiajace si¢ w latach 2004-2008 prace, w tym autorstwa polskich badaczy, w ktorych stosowano w
roéznych aspektach inaktywacje fotodynamiczna, skierowal swoja uwage na jej wykorzystanie do
niszczenia lekoopornych bakterii. Stad temat rozprawy doktorskiej pt. "Inaktywacja fotodynamiczna
jako alternatywna metoda zwalczania wielolekoopornych szczepéw Staphylococcus aureus".
Obiektem badawczym byly gronkowce z gatunku S. aureus, nalezace do bardzo waznej grupy



patogenow alarmowych. Ten gatunek bakterii, az do chwili obecnej, jest jednym z gtéwnym obiektow
badawczych zespohu, w ktérym dziata dr M. Grinholc.

Omowienie zakresu badan prowadzonych przez dr M. Grinholca i wynikajgcych konkluzji
dotyczacych zbioru danych zawartych w w/w 7 pracach doswiadczalnych jest poprzedzone
kilkunastostronicowym Wprowadzeniem. Przyblizono w nim historyczne i aktualne zlozenia oraz
obszary zastosowania fotodynamicznej inaktywacji drobnoustrojéw, co dato mozliwos¢ okreslenia i
uzasadnienia celow podejmowanych kolejno badan nad wykorzystaniem tej techniki do zwalczania
lekoopornych gronkowcdéw. Przedstawiono tam takze konfrontacj¢ komentarzy innych autoréw z
wiasnymi opublikowanymi rezultatami.

Wprawdzie przedmiotem oceny recenzenckiej Osiggnigcia habilitacyjnego jest cykl opublikowanych
prac a nie ich autorski opis, jednak nie mozna nie zauwazy¢ pozostawiajgcego wiele do zyczenia pod
wzgledem edytorskim opracowania tego dokumentu, jak rowniez przedstawienia tam dos$¢ pobieznych
rozwazan dotyczacych tematyki prowadzonych badan.

Terapia fotodynamiczna (PDT) znana byla od dawna gléwnie z prob ograniczenia zmian
nowotworowych. W literaturze tematu wymienia si¢ jej miejscowe zastosowanie w leczeniu np. raka
podstawnokomorkowego, kolczystokomorkowego, guzow przerzutowych skéry, migsaka Kaposiego
itp. Aktualnie PDT stosuje sie tez w leczeniu schorzen nienowotworowych, takich jak zwyrodnienie
plamki z6ltej, tuszczyca, reumatoidalne zapalenie stawow, zapalenie kosci i szpiku kostnego, tradzik,
liszaj ptaski. Poniewaz jej skuteczno$é zostata w wigkszosci w/w przypadkéw potwierdzona
klinicznie, uwaga badaczy skierowala si¢ na badanie réwniez innych mozliwosci, w tym
wykorzystania PDT jako alternatywnej terapii wybranych zakazen. Wobec stale rosnacej liczby
gatunkéw opornych mikroorganizméw na klasyczne chemioterapeutyki oraz udzialu wysoce
lekoopornych biofilméw drobnoustrojéow w rozwoju zmian patologicznych, PDT jako opcja
terapeutyczna, stafa si¢ atrakcyjnym tematem licznych badan. Technologie fotodynamicznej terapii
skierowanej przeciwko drobnoustrojom okresla si¢ skrotowo PACT (ang. photodynamic antimicrobial
chemotherapy) lub nazywa procesem fotodynamicznej inaktywacji (PDI, ang. photodynamic
inactivation). Jako tzw. fotouczulacze (PS, photosensitizers) stosowane sg pochodne porfirynowe (w
tym wystepujace endogennie u drobnoustrojow ‘metabolity posrednie szlaku biosyntezy hemu),
fenotiazynowe barwniki kationowe (np. bigkit toluidynowy O i bigkit metylenowy) i wiele innych
zwigzkéw naturalnych i syntetycznych. Tak jak pisze Habilitant, zaklada si¢ dwa podstawowe
mechanizmy dziatania powstajgcych reaktywnych form tlenu (RFT), a tym samym fotodynamicznej
inaktywacji drobnoustrojow: uszkodzenie blony cytoplazmatycznej komorek mikroorganizméw
prowadzagce do wycieku skladnikow  wewnatrzkomérkowych, zahamowania  transportu
przezblonowego i dziatania enzyméw lub/i uszkodzenia (pgknigcia) pojedynczych lub podwdjnych
nici DNA. Te kwestie sa poruszane w kilku z publikacji dr Mariusza Grinholca wlaczonych do cyklu
stanowigcego Osiggnigcie Naukowe.

W tresci ocenianych tych 7 prac wspotautorstwa dr M. Grinholca rysujg si¢ dwa glowne watki
badawcze: 1. poszukiwanie na poziomie fenotypowym i molekularnym przyczyn stwierdzonej w
poczatkowych badaniach nieco mniejszej skutecznosci PDI wobec wielolekoopornych szczepow
S. aureus (MRSA); 2. badanie skutecznosci terapeutycznej in vitro i in vivo nowoopracowanych
zwigzkéw fotouczulajacych, wraz z poglebieniem zasobu istniejgcej wiedzy na temat
mechanizméw ich dzialania i PDI w ogéle, wobec gronkowdéw.

Dla mnie jako mikrobiologa i immunologa, od lat zajmujacego si¢ badaniem patogenezy zakazen
gronkowcowych nie jest zaskoczeniem i doceniam to, ze gléwnym obiektem badawczym zespotu w
ktorym dziata dr M. Grinholc jest Staphylococcus aureus. Wynika to z kilku istotnych powodow: z
faktu, iz S. aureus jest wainym przedstawicielem grupy patogendw alarmowych $rodowiska



szpitalnego; czgstos¢ wystgpowania wielolekopornych gronkowcow ztocistych w probach klinicznych
jest bardzo wysoka; te bakterie stanowia réwniez powazny problem epidemiologiczny w srodowisku
pozaszpitalnym, zaréwno w medycynie ludzkiej jak i weterynaryjnej; cechujg si¢ niezwykle szerokim
repertuarem wzajemnie uzupetniajacych si¢ w dziataniu czynnikéw chorobotwoérezosci i wynikajacym
z tego szerokim zakresem postaci klinicznych wywotywanych schorzefi - od miejscowych zakazen
skornych i blon sluzowych, po cigzkie zakazenia, w tym zagrazajace zyciu infekcje uogdlnione.
Dlatego tez skierowanie uwagi zespotu i dr M. Grinkolca w strong wykorzystania PDI do zwalczania
zakazen o etiologii gronkowcowej bylo i jest w wysokim stopniu uzasadnione, tym bardziej, ze PDI
przebiega bardziej efektywnie w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, u ktérych porowata struktura
oston komérkowych pozwala na latwiejsze przenikanie fotouczulaczy w okolice blony
cytoplazmatycznej. Wydawalo si¢, ze w zwigzku z tym mozna si¢ spodziewaé dobrych efektéw
dziatania PDI i zalozono, ze bedzie to uniwersalna i skuteczna terapia zakazen o etiologii
gronkowcowej. Niestety, jak pokazuja badania Zespotu gdanskiego oraz innych autoréw, nie do
konca jest to oczywiste.

Dr M. Grinholc zauwaza w swoim opisowym opracowaniu, cyt. "Ze,wazmym ograniczeniem
inaktywacji fotodynamicznej jest jej nizsza skutecznosé bakteriobdjcza w stosunku do drobnoustrojow
rosngcych w biofilmie oraz fakt, ze efektywnosé badan in vitro czgsto nie przenosi si¢ na modele
zwierzece in vivo." 1...."Zze w zwigzku z tym, inaktywacja fotodynamiczna drobnoustrojow w biezgcym
ksztalcie nie moze stanowié¢ alternatywnej i samowystarczalnej opcji terapeutycznej w leczeniu
zakazenr bakteryjnych”. Takie podejscie jest jak najbardziej uprawnione i $wiadczy o dobrej
znajomosci tematu i wlasciwie uzasadnia skierowanie uwagi Habilitanta i wspolpracujacego Zespotu
na poszukiwanie w ich badaniach strategii mogacych zwigkszy¢ bakteriobodjcza efektywnos¢ PDI.
Temu zagadnieniu poswigcone sg prace nr. 2 i 6.

Nie ulega watpliwosci, ze nalezy jednak doceni¢ wartos¢ poznawczg wynikdéw uzyskanych w tych
pierwszych publikacjach przedstawionego cyklu prac sktadajacych si¢ na Osiggnigcie Naukowe dr M.
Grinholca, w tym w publikacji nr 1. Potwierdzily one istnienie znanej z wczesniejszej literatury
szczepowo-zaleznej odpowiedzi gronkowcéw na PDI i wykazaly, Zze ich odmienna wrazliwos¢
dotyczy niestety dziatania réznych grup zwigzkéw fotouczulajgcych, co utrudnia dobor tego
whasciwego. Co wigcej, proba wykazania zaleznosci miedzy zréznicowanym poziomem endogennych
fotouczulaczy u S. aureus (MRSA/MSSA) a poziomem inaktywacji fotodynamicznej z uzyciem
zarébwno endo- jak i egzogennych fotouczulaczy, tez si¢ nie powiodia. Dlaczego wyciagnieto taki
wniosek? dlatego ze podobny poziom produkcji wewnatrzkomoérkowych porfiryn w badanych
szczepach S. aureus wskazal na brak jakiejkolwiek korelacji migdzy ich produkcja a wrazliwoscia na
PDI. Dodatkowo, uzyskane wyniki nie wykazaly zadnej (statystycznie istotnej) korelacji miedzy
badanymi wlasciwosciami fenotypowymi (poziom karotenoidéow czy wrazliwo$¢ bakterii na stres
oksydacyjny indukowany nadtlenkiem wodoru) a wrazliwoscia na inaktywacje fotodynamiczna.
Jedyny wtedy uzasadniony wniosek to sugestia, iz mechanizm lezacy u podstaw opisywanej
szczepowo-zaleznej odpowiedzi drobnoustrojéw na PDI jest niezwykle ziozony i wieloczynnikowy.
Chociaz taki wniosek wynikal wczeéniej z badan innych autor6w, to badania Grinholca i wsp.
wykonane z uzyciem (lacznie w tej i pracach nr 3-5) kilkuset szczepdw S. aureus, nie pozostawiaja w
tej kwestii zadnych watpliwosci.

Skoro nie mozna przewidzie¢ (z uwagi na wysoce prawdopodobng zaleznos$¢ szczepows) skutecznosci
PDI w konkretnym przypadku klinicznym, to zasadne moze by¢ jednoczesne zastosowanie mieszaniny
kilku réznych fotouczulaczy, zwigkszenie jego/ich stezenia lub potgczenie jednego z nich z innego
typu niekonwencjonalnym produktem o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Tego zagadnienia
dotyczy publikacja nr 2., w ktdrej wykazano synergistyczne oddzialywania miedzy zastosowang
terapig Swiatlem i uzyciem nanoczastek srebra. Co wigcej, zaproponowano sekwencyjne uzycie



obydwu podej$¢ terapeutycznych, co poskutkowato znacznym wzrostem skutecznoéci bakteriobojczej
in vitro. Mozna domniemywaé, ze wobec koniecznosci opracowania alternatywnych do klasycznej
antybiotykoterapii opcji leczniczych "trudnych" zakazefi, takie podejscie jest perspektywicznie
zasadne do wprowadzenia in vivo. Ten watek badan zespotu z uczestnictwem dr M. Grinholca miesci
si¢ z powodzeniem w trendzie badan $wiatowych nad probami wzmocnienia dziafania klasycznych, z
roznych wzgledéw aktualnie nieskutecznych antybiotykow / chemioterapeutykow, przez taczne
zastosowanie naturalnych (zwierzecych, roslinnych) lub syntetycznych produktéw biostatycznych i/
lub biobojczych.

Wprawdzie opisane w tej publikacji wzajemnie wzmacniajagce si¢ dzialanie inaktywacji
fotodynamicznej z nanoczastkami srebra umozliwito zaproponowanie alternatywnej i bezpiecznej w
stosunku do komorek eukariotycznych opcji terapeutycznej w leczeniu zakazef dermatologicznych,
ale to s3 to tylko badania na poziomie in vifro, w scisle kontrolowanych warunkach srodowiskowych i
niemajace do kofica umocowania w realnej sytuacji klinicznej. W tej bowiem, nie tylko w przypadku
bardzo zlozonych pod wzgledem patogenezy zakazefi uogélnionych, ale i nie mnigj
wieloczynnikowych zakazen miejscowych, duza pokora wobec nieprzewidywalnego przebiegu
procesu zakazenia, duzej liczby "partneréw" humoralnych, komorkowych - w tym pochodzacych ze
strony patogenu i gospodarza, jest wrecz niezbedna dla zachowania wiarygodnosci interpretaci
uzyskanych wyrywkowych wynikéw. Podobnie nieco sceptycznie odnosze si¢ do wyrazonego przez
Habilitanta zdania, iz cyt....."Poznanie wzajemnych oddzialywan inaktywacji fotodynamicznej z
nanoczgstkami srebra umozliwito zaproponowanie alternatywnej i niezwykle bezpiecznej w stosunku
do komorek eukariotycznych opcji terapeutycznej w leczeniu zakazen dermatologicznych”. Zbadanie i
wykazanie “bezpieczefistwa” zastosowanej ,terapii” poprzez oceng Zywotnosci in vifro jednego typu
komérek skory (keratynocytow) to tylko poczatek badaf nad bezpieczenstwem klinicznym. Zakres
takich badan okreslony jest przez stosowne opracowania normatywne i, bardzo ogélnie rzecz ujmujac,
dazy do ustalenia biozgodnosci danego produktu (ang. biocompatibility Index, BI). Ta sama uwaga
odnosi sie do entuzjastycznie ocenianych in vitro nowoopracowanych i badanych pozniej przez dr M.
Grinholca, fotouczulaczy (patrz praca nr 6. i 7.).

W nurcie dociekann naukowych dr M. Grinholca i Zespotu, dotyczacych wykrycia przyczyn
zroznicowanej podatnoéci szczepéw gronkowcéw o odmiennym profilu lekowrazliwosci, pozostaje
tematyka publikacji mr 3 i 4. Uzyskane w nich wyniki sugeruja, ze polimorfizm, ale réwniez
funkcjonalno$é systemu regulatorowego agr wplywa na poziom ich wrazliwosci na fotoinaktywacje.
Niemniej, uzyskane wyniki, mimo wykazanych istotnych statystycznie korelacji poréwnywanych
parametréw, ponownie jasno dowodza, ze mechanizm lezacy u podstaw szczepowo-zaleznej
odpowiedzi na PDI jest wieloczynnikowy i w tym momencie nieustalony. Podobnie, wyniki uzyskane
w ramach pracy nr 4. wykazaly brak korelacji migdzy typem kasety SCCmec a wrazliwoscia
szczepéw S. aureus na PDI. Na tej podstawie wysnuto hipotezg, ze obserwowany wyzszy odsetek
szczepéw z podwyzszong opornoscia na PDI w populacji szczepow wielolekoopornych jest wynikiem
dzialania czynnikow niezaleznych od mechanizméw opornosci antybiotykowej. Po przeprowadzeniu
identyfikacji komplekséw klonalnych (ang. clonal complex, CC) i ustaleniu sekwencji genu spq,
kodujacego gronkowcowe biatko A (ang. staphylococcal protein A) wykazano pewien istotny zwigzek
z wrazliwosécia drobnoustrojow na PDI a przynaleznoscia do okreslonego kompleksu klonalnego CClL.
Zesp6t wpotpracownikow dr M. Grinholca i On sam wnioskuja na podstawie uzyskanych wynikow, ze
opracowanie narzedzi diagnostycznych identyfikujacych szczepy drobnoustrojéw o podwyzszonej
opornosci na fotoinaktywacje jest mozliwe w oparciu o badanie tta genetycznego mikroorganizmow.
Chociaz powyzsze wyniki maja okreslong warto$¢ poznawcza, pozostaje jak na razie bez odpowiedzi
pytanie czy moze si¢ to przelozy¢ na praktyczne zastosowanie dotyczace wyboru odpowiedniego
rodzaju PDI w konkretnej sytuacji klinicznej.



Wyniki badan opublikowane w pracy nr S. dostarczyly dowodéw na niezalezno$¢ skutecznosci PDI
od istniejagcych mechanizméw lekoopornosci S. aureus oraz stopnia lekowrazliwosci na stosowane
chemioterapeutyki, potwierdzajac wczesniejsze dane. Jednym z mozliwych wyjasnieni tego zjawiska
Jjakie teoretycznie w tej pracy rozwazano, moze by¢ réznica w budowie $ciany komoérkowej szczepow
MRSA i MSSA w zakresie wystgpowania np. otoczki polisacharydowe;j, istotnie cz¢sciej obecnej na
powierzchni komérek MRSA. Kolejnym mozliwym wyjasnieniem moglyby by¢ zatozone roznice w
produkcji biofilmu migedzy szczepami MRSA i MSSA. Wiadomym jest, ze poziom produkcji biofilmu
wplywa na skuteczno$é PDI, szczegdlnie istotna jest to rola macierzy zewngtrzkomérkowej budujacej
strukturg biofilmu oraz zwykle wyzszej aktywnoséci pomp zwrotnego wyptywu (efluksowych) w
populacji osiadlej. Jednak w badanych przez Habilitanta szczepach MRSA i MSSA, rozktad silnych i
stabych producentéw biofilmu byt niemal identyczny. Ponownie wiec odpowiedz na zadane pytanie
jest negatywna.

Inng przyczyna réznic szczepowych w podatnosci MRSA/MSSA na PDI jaka Habilitant rozwazal
wczesniej (praca nr 3.) moze by¢ istnienie systemdw antyoksydacyjnych w komoérkach bakterii, mniej
lub bardziej efektywnych w okreslonych grupach szczepéw. W poprzednich pracach dr M. Grinholca i
wielu innych autoréow wykazano, ze szczepy S. aureus z inaktywacja dysmutaz ponadtlenkowych
charakteryzowaly si¢ znaczng wrazliwoscia na fotoinaktywacj¢ i podobne ustalenia dotyczyly
szczepOw z obnizong produkcja stafyloksantyny. Na podstawie tych obserwacji, w badaniach
zamieszczonych w pracy nr 3. skupiono si¢ na poszukiwaniu czynnikéw genetycznych, mogacych
warunkowa¢ istnienie fenotypéw drobnoustrojow o réznej wrazliwosci na inaktywacje
fotodynamiczna. Badany wtedy element genetyczny, gen globalnej regulacji (agr) u S. aureus stanowi
bowiem system regulacji ekspresji gendéw kodujacych wigkszo$¢ z czynnikéw wirulencji oraz
produkcji biofilmu i kontroluje rownowage oksydacyjng. Jak wspomniano wczesniej, postawiono
hipoteza dotyczaca wplywu funkcjonalnosci oraz polimorfizmu genu agr na efektywnos¢ inaktywacji
fotodynamicznej, nie zostala niestety potwierdzona. Wazne jest jednak, ze w pracach wspdtautorstwa
dr M. Grinholca wykazano nie tylko bezposrednia aktywno$¢ biobdjcza PDI, ale takze zdolnos¢
inaktywacji wielu czynnikéw wirulencji wydzielanych przez gronkowce do srodowiska, co dobrze
koreluje ze wspolczesnymi trendami w rozwoju nowych metod terapeutycznych, majacych na celu nie
zawsze dzialanie bakteriobdjcze, ale rowniez/lub atenuujace atrybuty chorobotworczosci patogenow.

Od wielu lat przyjmuje si¢, ze przewlekly charakter wielu postaci klinicznych zakazen o etiologii
gronkowcowej, w tym S. auwreus, wiaze si¢ z wysoce efektywnymi zdolnosciami tych bakterii do
tworzenia struktur zréznicowanych przestrzennie oraz funkcjonalnie, czyli biofilmow. Dlatego tez,
spodziewatam si¢ w rozwazaniach dr M. Grinholca rozwinigcia tego watku, w kontekscie skutecznosci
przeciwbiofilmowej PDI na tle innych opcji terapeutycznych aktualnie badanych w tym zakresie. Tym
bardziej, ze dociekania naukowe dr M. Grinholca wprawdzie tylko nieznacznie, ale dotykaja tego
tematu. Bowiem w pracy nr 5. i ar 6. opisano badania in vitro i in vivo dotyczace tak naprawde
zwalczania biofilméw terapia PDI. Szczegodlnie znaczaca jest praca nr 6., w ktorej wykorzystujac
mysi model rany zakazonej bioluminescencyjnym szczepem MRSA traktowanej nowoopracowanym
fotouczulaczem (fuleropirolidyng), poddano ja dzialaniu $wiatla. Otrzymane wyniki potwierdzity
pewna skuteczno$¢ PDI, gdyz osiagnigto redukcje liczby bakterii i spowolnienie procesu rozwoju
zakazenia. Dalszy ciag wywodow dr M. Grinholca tylko posrednio jest uprawniony bo stwierdzenie,
ze cyt..” umozliwiajgc efektywne dzialanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza”... jest nie
poparte zadnymi parametrami pomiarowymi. Sam autor pisze cyt. "Ze efekt terapeutyczny inaktywacji
Sotodynamicznej z uzyciem badanego zwigzku ma charakter przejsciowy i nie eliminuje rozwoju
zakazenia w pigtym dniu od traktowania zakazonej rany"....

Istotnie, wigkszos¢ badan prowadzonych in vitro i w niektérych modelach in vivo wykazuje wyzsza
(cho¢ nie 100%) skutecznos$é PDI w eliminacji biofilméw drobnoustrojow w poréwnaniu do dziatania



klasycznych programéw postepowania medycznego. Niewatpliwie wige jest jeszcze daleko do
osiggniecia sukcesu terapeutycznego. Tego typu rozwazan zabraklo w opisie Osiggnigcia Naukowego
dr M. Grinholca. Miedzy innymi zabrakio przedstawienia pogladu, oczywiscie na tle wynikow
wlasnych, na temat ograniczen zastosowania PDI w zwalczaniu biofilméw i nowych mozliwosci takiej
terapii. Szkoda, ze Autor nie poglebil tego tematu w Autoreferacie i nie dotknat glebiej w swoich
pracach, bo wigkszo$¢ tzw. "trudnych" zakazen ma tlo biofilmowe i na ich zwalczaniu skupione sa
wysitki wielu znaczacych osrodkéw naukowych. Swiadcza o tym bardzo liczne prace dotyczace PDI
w terapii zakazen "biofilmowych" o etiologii bakteryjnej i grzybowej (albo mieszanej) nie tylko
miejscowych ale i systemowych, opublikowane w koncu 2015 r. i pierwszej potowie 2016 .

Zwienczeniem badan dr Mariusza Grinholca, zawartych w cyklu prac Jego Osiggnigcia Naukowego
jest publikacja nr 7. Przedstawiono w niej model mechanizmu dziatania inaktywacji fotodynamicznej
bakterii. Waznym elementem tego modelu (graficznego i opisowego) sa dane pismiennictwa tematu i
wyniki eksperymetalnych badan wiasnych dotyczacych istotnosci fotowzbudzonych uszkodzen
materialu genetycznego, poprzez wykonanie analizy odpowiedzi SOS u S. aureus na pojawiajace sig
uszkodzenia DNA. Uzyskane wyniki dr M. Grinholca dowiodty faktu, ze redukujac poziom ekspresji
genu recA, albo prowadzac do jego uszkodzenia, moina w znaczny sposob zwigkszy¢ efekt
bakteriobdjczy fotoinaktywacji. Sugeruje to, ze inaktywacja fotodynamiczna indukuje powstawanie
istotnych uszkodzefi materialu genetycznego. Badajac odpowiedz SOS u S. aureus wykazano, ze
aktywno$¢ jedynie biatka RecA, a nie LexA, jest niezbgdna w odpowiedzi bakterii na inaktywacje
fotodynamiczng. Jak twierdzi Autor, uzyskane wyniki majg istotng wartos¢ kliniczng bo sugerujg one,
ze poprzez uzycie czynnikéw prowadzacych do zmniejszonej ekspresji rec4, np. nowobiocyny lub byé
moze jej analogéw, mozna zwigkszy¢ efektywnosé bakteriobojcza fotoinaktywacji zaréwno w
przypadku zastosowania endo- jak i egzogennych fotouczulaczy.

Podsumowujac, prace badawcze wchodzace w skiad habilitacyjnego Osiggniecia Naukowego dr
Mariusza Grinholca majg, z jednej strony duze znaczenie poznawcze, gdyz wskazano na mozliwe
mechanizmy prowadzace do zréznicowanej podatnosci danego szczepu S. aureus na PDI, z drugiej
za$ strony nalezy podkre$li¢ praktyczne znaczenie tych badan, ktorych wyniki moga, jszcze nie taraz
ale moze w przysztosci, zosta¢ wykorzystane do opracowania nowych strategii terapeutycznych.

3. Ocena pozostalego dorobku naukowego.

Dorobek naukowy dr Mariusza Grinholca oceniam jako wysoki pod wzgledem ilosciowym i jako
warto$ciowy pod wzgledem jakosciowym. Obejmuje on 32 publikacje lacznie z 7 stanowigcymi
Osiggnigcie Naukowe (przed doktoratem 8, po doktoracie 24). Jest pierwszym autorem w 12 pracach
(przed doktoratem: 4; po doktoracie: 8). W 18 z nich (przed doktoratem: 5; po doktoracie: 13) jest
autorem do korespondencji.

Sumaryczny wspolczynnik oddziatywania czasopism, w ktérych opublikowano Jego dorobek, wynosi
zgodnie z rokiem opublikowania: 64,734 (prace przed doktoratem: IF = 10,475; prace po doktoracie:
IF = 54,259).

Sumaryczna liczba punktow MNiSW: 715 (prace przed doktoratem: MNiSW = 13§; prace po
doktoracie: MNiSW = 580). Liczba cytowan Jego prac (wg bazy Web of Science): 279 (prace przed
doktoratem: 152; prace po doktoracie: 127). Indeks Hirscha (wg bazy Web of Science): 10. Poza
pracami petnymi, opublikowat wiele streszczen zjazdowych: 24 (5 przed uzyskaniem stopnia doktora;
19 po uzyskaniu stopnia doktora); 11 na konferencjach zagranicznych i 13 na konferencjach
krajowych.

Analizujac tematyke publikowanych prac mozna stwierdzi¢, iz dziatalno$¢ naukowa dr M. Grinholca
jest stosunkowo jednolita. Ma to swoje odzwierciedlenie w tematyce publikacji z Jego udziatem jako



autora/wspotautora, w ktérej po uzyskaniu przez Niego stopnia doktora zaznacza si¢ dominacja
gléwnego kierunku zainteresowan badawczych, ktora przyniosta mozliwos¢ wyodrebnienia 7
publikacji stanowigcych habilitacyjne Osiggnigcie Naukowe. Pozostate prace dr Mariusza Grinholca
opublikowane po doktoracie zostaly w wigkszosci zrealizowane z udzialem Habilitanta szacowanym
w wigkszosci przypadkow (19) na 40% i powyzej. Dr Mariusz Grinholc jest wspétautorem 1 patentu.

Elementem waznym w ocenie aktywnosci naukowej Habilitanta i pewng miarg wiedzy i odwagi w
podejmowaniu waznych wspolczesnych wyzwan w dziedzinie nauk biologicznych i
medycznych oraz kreatywnosci naukowej jest zdolno§¢ formutowania ,,nos$nej” tematyki
projektéw badawczych, tym samym umiejetnosé pozyskiwania srodkéw z réznych zrédet
finansowania nauki. Dr Mariusz Grinholc by} kierownikiem 3 projektéw a w 2 innych byt
wykonawca. Wszystkie z nich zwiagzane byly z tematyka medycznego wykorzystania
inaktywacji fotodynamicznej drobnoustrojow. Wynika stad, ze podjgta tematyka badawcza dr
Grinholca i wspdlpracujacego zespolu znajduje poparcie gremidéw decyzyjnych kwalifikujacych
badania prowadzone w Polsce do finansowania ze $rodkéw publicznych (MNiSzW, NCN i
NCBiR).

Dr Mariusz Grinholc jest beneficjentem Nagrody zespotowej Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(2009) oraz Zespotowych Nagréd J.M. Rektora Uniwersytetu Gdanskiego (2011, 2014) za osiggnigcia
naukowe.

Habilitant prowadzi szeroko zakrojong wspélpracg z instytucjami, organizacjami i towarzystwami
naukowymi dzialajgcymi w kraju i za granica, czego wynikiem s3 zazwyczaj publikacje
wspotautorskie. Dotyczy to - m.in. Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie; Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego; Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie; Wydziatu Chemii
Politechniki Gdanskiej; Wydziatu Biochemii, Biofizyk i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego
w Krakowie; Human Bacterial Pathogenesis, National Institute of Allergy and Infectious Diseases,
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; Interfaculty Institute of Microbiology and
Infection Medicine Uniwersytetu w Tubingen, Niemcy; Department of Medical Biophysics, Princess
Margaret Cancer Centre Uniwersytetu w Toronto, Kanada; Centre for Biomolecular Science,
Uniwersytetu w Nottingham, Wielka Brytania.

W Autorefereacie dr Mariusz Grinholc przedstawia plany badawcze na nastgpne lata. Koncentrujg sig
one wokot zagadnien bedacych kontynuacja prowadzonych dotad: a) badan nad tgcznym dziataniem
chemioterapeutykéw i terapii fotodynamicznej z zamiarem opracowania nowych opcji
terapeutycznych; b) badan, ktére poglebia/uzupetnia wiedz¢ na temat celéw komorkowych PDI w
odniesieniu zarébwno do komoérek prokariotycznych jak i eukariotycznych. Innym (nowym)
zagadnieniem, ktérym ma zamiar zaja¢ si¢ dr M. Grinholc maja by¢ badania nad zastosowaniem PDI
w ograniczaniu nosicielstwa Streptococcus agalactiae w drogach rodnych.

Ocena dzialalnosci dydaktyczno-wychowawczej

Roéwnolegle z dzialalnoscig naukowa dr M. Grinholc prowadzi dzialalno$¢ dydaktyczng - zajecia w
formie wykladéw i ¢wiczen laboratoryjnych dla studentow MWB UG i GUMed oraz na
podyplomowych studiach Wydziatu Biologii UG ,Biologia sagdowa". Byl promotorem 4 prac
magisterskich, 8 projektow badawczych (licencjackich), 3 prac dyplomowych oraz promotorem
pomocniczym w 2 przewodach doktorskich. Poza oczywistym w/w obowigzkiem dydaktycznym,
wynikajacym z zajmowanego stanowiska dr M. Grinholc jest aktywny w innych przedsigwzigciach na
terenie Uczelni i w pozauczelnianych - popularyzujacych nauke: Od roku 2012 jest czlonkiem
Wydzialowego zespotu koordynatorow ds. warsztatow, wykladow i pokazéw naukowych



organizowanych w ramach Battyckiego Festiwalu Nauki. Od roku 2016 jest czlonkiem zespofu ds.
organizacji imprez promocyjnych i edukacyjnych Wydziatu Biotechnologii. W jego ramach
koordynuje organizacje imprez popularyzujacych nauke tj. Noc Biologéw, czy Targi Akademia. We
wspolpracy z  Pomorskim  Parkiem  Naukowo-Technologicznym — wyglasza ~ wyklady
popularnonaukowe, udziela wywiadéw, inicjuje takie przedsigwzigcia jak tworzenie popularyzujacych
wiedzg¢ mikrobiologiczng stron internetowych. Dokladne informacje mozna znalez¢ w Zalgczniku nr
4 dokumentacji. Pozostale fakty opisujace Jego aktywno$¢ organizacyjng wymienione W
Autoreferacie, choé wazne, to nie wykraczaja poza obowiazki stuzbowe pracownika naukowo-
dydaktycznego.

Jako inny rodzaj aktywnosci naukowej dr M. Grinholca mozna tez wymieni¢ fakt powierzenia Mu
wykonania recenzji (13) manuskryptéw zgloszonych do publikacji w czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym. Swiadczy to o zauwazeniu Jego osoby w $rodowisku naukowym.

4. Ocena dzialalnosci organizacyjnej

Dr Mariusz Grinhole jest czlonkiem kilku Towarzystw Naukowych: American Society for
Microbiology; International Photodynamic Association); Polskim Towarzystwo Mikrobiologow.
Dziata tez aktywnie na terenie macierzystej Uczelni. Jest cztonkiem Rady Wydzialu
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed (kadencja 2012-2016); byt czionkiem
komisji egzaminu dyplomowego dla studiow pierwszego stopnia na kierunkuBiotechnologia (w latach
2012-2015), powolano Go na Czlonka Uczelnianej komisji wyborczej Uniwersytetu Gdanskiego
(kadencja 2016-2020); jest cztonkiem zespotu ds. organizacji imprez promocyjnych i edukacyjnych na
MWB UG i GUMed.

Dr Mariusz Grinholc odbyt szereg krotkoterminowych stazy w krajowych lub zagranicznych
o$rodkach naukowych lub akademickich", podnoszac swoje kompetencje naukowe. W tym zakresie
mozna znalezé takie kraje poza Polska jak: Hiszpania, Niemcy, Austria, Wielka Brytania.

5. Podsumowanie

Po analizie calosci przedstawionej dokumentacji wyrazam pozytywng opini¢ na temat
habilitacyjnego  Osiggnigcia Naukowego oraz pozostalego dorobku naukowego,
dydaktycznego i organizacyjnego dr Mariusza Grinholca. Uwazam, ze Kandydat jest juz w
tym momencie swojej kariery naukowej uznanym specjalista w zakresie biotechologii,
biochemii i mikrobiologii infekcyjnej, przygotowanym do utworzenia i/lub samodzielnego
poprowadzenia badan zespotu. Tym samym sadzg, ze zardwno Osiggnigcie Naukowe dr
Mariusza Grinholca zatytulowane “Opracowanie strategii prowadzqgcych do skutecznej walki
ze  zjawiskiem  szczepowo-zaleinej — odpowiedzi  drobnoustrojéw  na  inaktywacje
fotodynamiczng” jak i Jego caly znaczacy dorobek naukowy, speiniajg wymogi kryteriow
osiagnie¢ osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego. W zwigzku z
powyZszym popieram wniosek dr Mariusza Grinholca o nadanie Mu stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

—
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