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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Michata Karola Pieranskiego,
pt.: Ewaluacja potencjalu fotoinaktywacji w eradykacji nosicielstwa Streptococcus
agalactiae w ukladzie moczowo-plciowym” (Evaluation of photoinactivation potential in
eradication of Streptococcus agalactiae in the urogenital system),

wykonanej w Zaktadzie Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego,
pod kierunkiem naukowym promotora dr hab. Mariusza Grinholca, prof. UG.

Podstawe formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr Michata K. Pieranskiego
stanowi pismo przewodniczacej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego, dr hab. Joanny N. Izdebskiej, prof. UG, zgodnie z uchwalg Rady Dyscypliny
Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego.

Zasadnos$¢ podjetej tematyki

Paciorkowce grupy B (GBS), ktorych najwazniejszym przedstawicielem jest Streptococcus
agalactiae, sa przyczyng zakazen o charakterze inwazyjnym u oséb starszych, z obnizona
odpornoscia i cierpigcych na choroby wspolistniejace. Jednak podkreslenia wymaga fakt, ze
bakterie te wcigz pozostaja gtdwna przyczyna zakazen noworodkéw na catym $wiecie. Dla
przyktadu, w roku 2020, wezesne lub pozne zakazenia spowodowane przez GBS odnotowano
wsrod 400 tys. noworodkéw, a 91 tys. zakazen zakonczylo si¢ zgonem. Paciorkowce grupy B
sg wykrywane w mikrobiomie pochwy i przewodu pokarmowego u 1/3 kobiet, co stanowi
powazny czynnik ryzyka zakazenia krwi i rozwoju sepsy, u dziecka i matki. Bakteriemia,
ktorg stwierdza si¢ glownie w okresie okotoporodowych i poporodowym dotyczy 20-25%
hospitalizowanych kobiet w cigzy. Szacuje si¢, ze w skali ogélnoswiatowej kolonizacja
paciorkowcami grupy B dotyczy $rednio 20 mln kobiet, a 40 tys. z nich, kazdego roku zapada
na sepse.

W terapii zakazen powodowanych przez S. agalactiae jak réwniez w profilaktyce
srédporodowej, powszechnie stosowane sa antybiotyki B-laktamowe, jako leki pierwszego
rzutu. Chociaz antybiotyki s3 obecnie zalecanym sposobem zapobiegania skutkom
klinicznym kolonizacji przez GBS, to ich szerokie stosowanie niesie ze soba ryzyko rozwoju
opornosci. Do niedawna, wszystkie kliniczne izolaty GBS byly uwazane za wrazliwe na B-
laktamy. Obecnie izolowane szczepy moga wykazywaé zmniejszong wrazliwoscia na
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penicyling (PRGBS), a wiele z nich dodatkowo brak wrazliwosci lub oporno$¢ na
fluorochinolony i makrolidy. Niepokoj budza tendencje do rozwoju opornosci wielolekowe;j,
co bedzie skutkowato duzym ograniczeniem w leczeniu i profilaktyce zakazen
powodowanych przez te grupe bakterii.

Ograniczanie rozwoju opornosci drobnoustrojow chorobotwérczych na leki, jest
jednym z priorytetéw polityki majacej na celu ochrong antybiotykow. Uzasadnione jest zatem
sigganie po metody alternatywne, ktore zapewnig skuteczng ochrong zdrowia publicznego.

W ciagu ostatnich lat dokonal si¢ znaczacy postep w badaniach nad zastosowaniem
inaktywacji fotodynamicznej (aPDI) w mikrobiologii. Przeciwbakteryjne dziatanie aPDI
zostalo udowodnione wielokrotnie, jednak skutecznos¢ tej metody jest SciSle zwigzana z
charakterem fotosensybilizatora oraz rodzajem niszczonego drobnoustroju.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Michata Pieranskiego dotyczy oceny
skutecznosci inaktywacji fotodynamicznej z udziatlem rézu bengalskiego (RB) w eradykacji
Streptococcus agalactiae, komensalnych bakterii drog moczowo-ptciowych czlowieka.
Proponowana metoda jest zlozona jednak wielce obiecujaca i w niewielkim stopniu
obarczona dziataniem niepozadanym.

Struktura rozprawy doktorskiej

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zawarta jest na 92 stronach i ma forme spdjnego
tematycznie zbioru artykutldw opublikowanych w czasopismach naukowych, w okresie od
2020-2023. W jej sktad wchodzg cztery nastepujgce artykuty naukowe:

Al. An extended logistic model of photodynamic inactivation for various levels of irradiance
using the example of Streptococcus agalactiae. Brasel M, Pieranski M, Grinholc M. Sci
Rep. 2020 Aug 25;10(1):14168.

A2. Increased photoinactivation stress tolerance of Streptococcus agalactiae upon
consecutive sublethal phototreatments. Pieranski M, Sitkiewicz I, Grinholc M. Free
Radic Biol Med. 2020 Nov 20;160:657-669.

A3. Optimization of Streptococcus agalactiae Biofilm Culture in a Continuous Flow System
for Photoinactivation Studies. Pieranski MK, Rychlowski M, Grinholc M. Pathogens.
2021 Sep 18;10(9):1212.

A4. Antimicrobial Photodynamic Inactivation: An Alternative for Group
B Streptococcus Vaginal Colonization in a Murine Experimental Model. Pieranski MK,
Kosinski JG, Szymczak K, Sadowski P, Grinholc M. Antioxidants (Basel). 2023 Apr
1;12(4):847.

Udziat mgr M. Pieranskiego w powstanie ww. czterech artykuléw wieloautorskich zostal
okreslony na podstawie oswiadczen ztozonych przez wszystkich autoréw i wynosi
odpowiednio, 30%, 60%, 70% i 50%. Doktorant jest pierwszym autorem w trzech
publikacjach i drugim autorem w jednej publikacji. W os$wiadczeniach nie opisano
dokfadnego wkiadu autoréw w powstanie wyzej wymienionych prac. Jednak informacja ta
zostata przedstawiona w koncowej czgsci kazdego z artykulow co daje wystarczajacy obraz i
mozliwos¢ oceny zaangazowania Doktoranta.

Wszystkie artykuty ukazaly si¢ w recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach
naukowych - Scientific Reports, Free Radical Biology and Medicine, Pathogens oraz



Antioxidants, a sumaryczny wspotczynnik wptywu, Impact Factor wynosi: 25,30 (liczba
punktow MEiIN: 480). Wg bazy Web of Science, aktualny kwartyl czasopism Free Radical
Biology and Medicine oraz Antioxidants to Q1, a dla Scientific Reports i Pathogens - Q2.

Praca doktorska jest podzielona na 5 rozdzialdéw poprzedzonych strong tytutows, spisem
tresci, streszczeniem i informacjg o zrédlach finansowania. W pierwszym rozdziale dysertacji
znajduje si¢ wstep, postawiona hipoteza i cele pracy. Opis dokonan badawczych jest zawarty
w rozdziatach 2-5, na ktore skladaja si¢ publikacje poprzedzone streszczeniami. W koncowe;j
czgsci rozprawy zamieszcezone sa: podsumowanie, spis literatury (36 pozycji) i zataczniki z
oswiadczeniami o procentowym udziale tworcow publikacji. Streszczenie pracy doktorskiej
przedstawione jest w jezykach polskim i angielskim, a pozostate jej czesci tylko w jezyku
angielskim.

Uktad pracy jest moim zdaniem dobrze przemyslany, a streszczenia dobrze eksponuja
najwazniejsze osiggniecia Doktoranta. Nie pojawiaja si¢ tutaj zbedne tresci bedace jedynie
powtdrzeniem tresci zamieszczonych artykutow. Tekst prowadzi czytelnika przez kolejne
etapy rozprawy zachowujgc ciag przyczynowo skutkowy. Autor rozpoczyna prace od
stworzenia rozszerzonego modelu wiasciwosci dynamicznych aPDI z wykorzystaniem .
agalactiae. W kolejnych badaniach dokonuje oceny prawdopodobienstwa rozwoju opornosci
/ tolerancji badanych bakterii na zastosowang aPDI. Zebrane wyniki badan pozwalaja na
zaplanowanie kolejnych eksperymentéw ukierunkowanych tym razem na optymalizacje
warunkow hodowli, a nastgpnie inaktywacje fotodynamiczng biofilmu tworzonego
stacjonarnie i w warunkach przeptywu. W dalszej kolejnosci badane sg biofilmy
wielogatunkowe, dziatanie mutagenne aPDI i ocena skuteczno$é proponowanej techniki
wykonana na modelu zwierzecym.

Merytoryczna ocena rozprawy

Majagc na uwadze ograniczenie zjawiska kolonizacji i transmisji drobnoustrojow
chorobotworczych oraz zwigzanych z nimi stanéw patologicznych, Doktorant przedstawit
mozliwos¢ zapobiegania zakazeniom S. agalactiaze poprzez eradykacje tych bakterii za
pomoca inaktywacji fotodynamicznej (aPDI). Po nakresleniu problemu badawczego, mgr
Michat Pieranski postawil hipotez¢ badawcza, ze fotoinaktywacja z uzyciem rézu
bengalskiego jako fotosensybilizatora, ma znaczacy potencjal w eliminacji S. agalactiae z
drég moczowo-piciowych. Aby udowodni¢ swoja hipoteze, Doktorant zaprojektowat szeroki
wachlarz badan, ktérych zlozonos¢ odzwierciedla dziewie¢, nastepujacych celéw pracy
doktorskie;j:

1) ocena bakteriobdjczej skutecznosei fotoinaktywacji S. agalactiae;

2) ocena bakteriobojczej skutecznoscei fotoinaktywacji Lactobacillus spp., bakterii
wchodzacych w sktad mikrobioty pochwy cztowieka;

3) ocena prawdopodobienstwa rozwoju opornosci S. agalactiae na inaktywacje
fotodynamiczng w wyniku wielokrotnego oddziatywania na bakterie;

4) ocena fototoksycznosci i cytotoksycznosci badanego protokotu fotoinaktywacji w
odniesieniu do ludzkich komérek epitelialnych;

5) ocena mutagennosci powyzszego protokotu z wykorzystaniem komorek
prokariotycznych i eukariotycznych;

6) optymalizacja protokotu fotoinaktywacji za pomoca modelowania komputerowego;

7) ocena skutecznosci fotoinaktywacji w procesie dekolonizacji S. agalactiae z pochwy,
na modelu zwierzecym (myszy);



8) ocena wptywu fotoinaktywacji na mikrobiot¢ pochwy;
9) histopatologiczna analiza tkanki pochwy, po fotoinaktywacji.

Nalezy dodaé, ze wyzej wymienione cele sg jednoczesnie gtownymi celami artykutow
wchodzacych w sklad zbioru. W prezentowanym spisie zabraklo mi jednoznacznego
sformulowania celu jakim jest rowniez ocena skutecznosci aPDI w eradykacji biofilmu
tworzonego przez badane drobnoustroje.

Z uwagi na fakt, ze wszystkie cztery prace byly juz recenzowane przez specjalistow w danej
dziedzinie, pozostaje mi tylko ich ogélna ocena.

W artykule Al, mgr M. Pieranski przedstawil nowatorskie badania, ktorych wyniki
postuzyty do oceny dynamiki procesu inaktywacji fotodynamicznej drobnoustrojow, na
przykladzie Streptococcus agalactiae. W pracy wykazano, ze poziom natezenia
promieniowania istotnie wptywa na dynamik¢ zamierania komorek bakteryjnych, a spadek
liczebnosci populacji jest tym szybszy im wieksza jest moc promieniowania. Zmiane
zywotnosci bakterii oceniano w 12 punktach czasowych, dla czterech réznych wartosci
natezenia Swiatta (70 mW/cmz, 52,5 mW/cmz, 35 mW/cmz, 175 mW/c@z) i przy statym
stezeniu fotosensybilizatora (RB).

Na podstawie uzyskanych wynikdéw zostat stworzony rozszerzony model logistyczny aPDI,
model dynamicznych wtasciwosci aPDI, ktéry pozwala oszacowaé czas na$wietlania
niezbedny do uzyskania pozadanej skutecznosci procesu. Proponowany model, zdaniem
Autora, obok lepszego zrozumienia dynamiki fotoinaktywacji, stwarza mozliwo$¢ szybszego
wdrazania wynikow badan laboratoryjnych do praktyki klinicznej oraz mozliwosé
poréwnywania wynikow badan przeprowadzanych na innych, podobnych modelach.

W Artykule A2, opisano interesujacy problem badawczy jakim jest mozliwo$¢ rozwoju
tolerancji S. agalactiae na inaktywacje fotodynamiczng. W tym miejscu mgr M. Pieranski
odniodst si¢ do sytuacji klinicznych, w ktérych ztozone srodowisko zakazonej tkanki wplywa
na ograniczong skutecznos$¢ aPDI. Jest to interesujgca praca, w ktorej wykorzystano rozlegly
warsztat badawczy i wykazano, ze paciorkowce S. agalactiae poddawane wielokrotnie
dziataniu subletalnych dawek aPDI i fotosensybilizatora (RB), rozwijaja tolerancje na te
form¢ leczenia. Opisywany problem jest wcigz aktualny takze w odniesieniu do
antybiotykoterapii.

Uzyskane wyniki badan pozwolity Doktorantowi nakresli¢ obraz ztozonego mechanizmu,
ktdry lezy u podstawy zjawiska tolerancji S. agalactiae na aPDI, na ktéry sktadajg sie m. in.
obecnos¢ enzyméw chronigeych przed ROS, produkcja karotenoidow, zwiekszona ekspresja
gendéw zaangazowanych w ochrong przed stresem oksydacyjnym czy zmiana fenotypu
prowadzaca do rozwoju subpopulacji wolnorosngcych.

Warto tez zauwazyC, ze Autor wyraznie rozgranicza pojecia opornosci i tolerancji
drobnoustrojow 1 odnosi si¢ w tym zakresie do wytycznych stosownego Komitetu
Naukowego (SCCS). Stanowi to jeden z wielu dowodow $wiadczgcych o odpowiednim
przygotowaniu Doktoranta do analizy opisywanego problemu.

W artykule A3, mgr M. Pieranski podjgt probe optymalizacji warunkéw hodowli i
inaktywacji biofilméw tworzonych przez cztery najczesciej izolowane warianty serologiczne
Streptococcus agalactiae. Doktorant wykonat analize porownawcza, dla biofilméw
hodowanych w warunkach stacjonarnych (mikroptytka, pomiar gestosci optycznej) oraz w
warunkach ciagltego przeptywu (bioreaktor CDC do hodowli biofilmu, wizualizacja w
mikroskopie konfokalnym). Te ostatnie, najlepiej oddaja naturalny proces transformacji i
wzrastania drobnoustrojéw w formie osiadlej. Biofilmy byly poddawane inaktywacji
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fotodynamicznej z wykorzystaniem ro6zu bengalskiego, jako fotosensybilizatora i $wiatta
(Mmax 522 nm, 10,6 mW/cm?). Warto podkresli¢, ze byly to pionierskie badania dotyczace
fotoinaktywacji biofilmoéw S. agalactiae. Dodatkowo, w celu wykazania wplywu ustalonych
warunkow aPDI na tkanke czlowieka, wykonano testy cytotoksycznosci z wykorzystaniem
ludzkich keratynocytow.

Sformutowane wnioski wskazuja, ze inaktywacja fotodynamiczna z uzyciem RB, jest
skuteczng metodg eradykacji tak formy planktonicznej jak i biofilmu tworzonego przez S.
agalactiae, w procesie kolonizacji pochwy. Majac na uwadze duze ograniczenia jakie stoja
przed medycyng w zakresie walki z biofilmem, uzyskane wyniki badan sg wysoce obiecujace.
Proponowana forma terapii jak wykazano, cechuje si¢ wysoka bakteriobdjczg skutecznoscia,
brakiem dziatania mutagennego na komorki ludzkie i nie ma negatywnego wplywu na
rownowage biologiczng w obrebie mikrobioty pochwy.

W artykule A4, Doktorant przedstawil inaktywacje fotodynamiczng z udzialem RB, jako
alternatywng forme eradykacji S. agalactiae. Inaktywacja dotyczyta planktonicznych form
bakterii (7 szczepow S. agalactiae i 3 szczepy Lactobacillus spp.), a nastepnie mieszanych
biofilméw utworzonych w warunkach stacjonarnych z uzyciem obu rodzajéw bakterii. Na
uwage zastuguje wlasciwy dobdr gatunkow - L. gasseri, L. crispatus i L. jensenii, naturalnie
zasiedlajacych pochwe. Doktorant wykonat pomiar foto- i cytotoksycznosci w odniesieniu do
keratynocytéw ludzkich i ludzkich komérek nabtonka pochwy, a takze przeprowadzit analize
dynamiki wzrostu komorek eukariotycznych w czasie rzeczywistym, testy mutagennosci dla
bakterii (test Ameysa) oraz testy genotoksycznosci dla komérek eukariotycznych (test
kometowy). W czedci eksperymentalnej prowadzonej in vivo, samicom myszy podawano
dopochwowo zawiesiny S. agalactiae i RB, a nastepnie naswietlano. DNA pobranych
komorek bakteryjnych poddano sekwencjonowaniu i analizie, z kolei pobrane tkanki
zwierzgee byly oceniane w badaniu histopatologicznym. Doktorant wykazat, ze zastosowana
technika inaktywacji fotodynamicznej prowadzi do znaczacego spadku przezywalnosci S.
agalactiae, form planktonicznych i biofilméw ale tez do nieznacznego naruszenia ilosci
pozostatych sktadowych mikrobioty pochwy, gléwnie bakterii Lactobacillus. Zdaniem
Autora, zastosowane parametry aPDI sg bezpieczne dla ludzkich keratynocytéw i nablonka
pochwy, co potwierdzily badania. Przedstawione w niniejszej pracy podejécie, ktore taczy
narzgdzia badawcze z zakresu mikrobiologii i bioinformatyki, moze stanowié istotny element
wsparcia w procesie eradykacji bakterii chorobotwérczych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska posiada moim zdaniem wysoka
wartos¢ naukows, a tres¢ czterech artykutéw odzwierciedla przemyslany program badawczy.
Dyskusja dotyczaca uzyskanych wynikow daje jasny poglad na teoretyczne i co istotne,
praktyczne znaczenie prowadzonych badan. Mgr Michal Pieranski zaprezentowal w swojej
pracy doktorskiej bogaty, zréznicowany warsztat i dojrzato$¢ badawcza, a takze nowatorskie
podejscie do rozwigzania zatozonego problemu. Poszukiwanie nowych rozwiazan w zakresie
zwalczania drobnoustrojéw chorobotworczych, a takze propagowanie terapii fotodynamicznej
w mikrobiologii i medycynie, z uwzglgdnieniem tzw. biofilmu medycznego, uwazam za
wazne osiggniecie naukowe mgr M. Pieranskiego.

Uwagi krytyczne i pytania

1. W artykule nr 4, zaobserwowano, ze aPDT z RB prowadzita do znaczacego zmniejszenia
ilosci S. agalactiae w pochwie badanych zwierzat. Obserwowano tez nieznaczny spadek
ilosci pozostatych drobnoustrojow tworzacych mikrobiote, z wyjatkiem pateczek z rodziny



Enterobacteriaceae 1 ziarenkowcow Staphylococcus spp. co jak stwierdzono, w odniesieniu
do prob kontrolnych, nie miato zwigzku z aPDI. Jednak eliminacja jednego ogniwa i nawet
nieznaczne zmniejszenie liczebnosci pozostatych drobnoustrojéow jest zaburzeniem ich
srodowiska. Czy zatem nie nalezy si¢ spodziewa¢ dalszych konsekwencji wynikajacych
jednak z naruszenia homeostazy pochwy? Skutkiem tego moze by¢ nadmierne namnozenie
mniej korzystnych bakterii czy grzybow, co nie pozostanie obojetne dla organizmu
gospodarza.

2. Srodowisko pochwy stanowia ztozone biofilmy tworzone przez wigksza liczbe gatunkow
bakterii niz te poddane analizie przez Doktoranta. Laczy je sie¢ wzajemnych powigzan, ktora
obejmuje nawet najmniej liczne populacje. Uwazam zatem, Ze ostateczng opinie na temat
proponowanej metody eradykacji GBS nalezy wyraznie uzalezni¢ od oceny jej oddziatywania
na zdecydowanie wigksza grupg drobnoustrojow, ktore kolonizuja ludzka pochwe. Czy jest
zdaniem Doktoranta mozliwo$¢ ochrony bakterii ,,dobroczynnych” dla organizmu cztowieka,
przed niszczgcym i nieselektywnym dziataniem ROS?

3. Czy zdaniem Doktoranta, inaktywacja fotodynamiczna z udzialem.RB lub innego
fotosensybilizatora, posiada wystarczajacy potencjat do walki z-~ drobnoustrojami
wieloopornymi na leki (MDR)?

Ocena koncowa

Rozwigzanie problemu badawczego i weryfikacja hipotezy postawionej w rozprawie
doktorskiej, zostaty wykonane na wysokim poziomie merytorycznym. Doktorant opanowat
zlozony warsztat badawczy, umieje¢tnos¢ projektowania i wykonania prac doswiadczalnych.
Wykazat si¢ tez zdolnoscia do analizy danych za pomocg nowoczesnych narzedzi
analitycznych i umiejetnoscia konfrontacji z wynikami innych zespotéw. Rozprawa doktorska
mgr Michata Pieranskiego, pt.: ,Ewaluacja potencjatu fotoinaktywacji w eradykacji
nosicielstwa Streptococcus agalactiae w uktadzie moczowo-piciowym”, zrealizowana pod
kierunkiem dr hab. Mariusza Grinholca, prof. UG, potwierdza przygotowanie i 0ogolng wiedze
Doktoranta w zakresie dyscypliny nauki biologiczne. Stanowi ona dowdd na umiejetnosé
prawidlowego prowadzenia pracy naukowej.

Tym samym stwierdzam, ze zostaly spetnione wszystkie 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. 2003 Nr 65 poz. 595; z pdzn. zm.) i jednoczesnie ujetym w
przepisach wprowadzajacych ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (art. 179. 1.
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.) i przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego, o dopuszczenie mgr Michata Pierafiskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoka wartos¢ naukowg recenzowanej rozprawy
doktorskiej, aktualna problematyke badawcza, innowacyjne rozwigzania, a takze publikacje w
recenzowanych czasopismach naukowych, wnioskuje¢ o wyroznienie rozprawy doktorskiej
Pana mgr Michala Pieranskiego.
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