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Uzasadnienie podjecia tematu badawczego

Pierwsze wzmianki o medycznych zastosowaniach substancji fotouczulajacych
pochodzg z czasdw starozytnego Egiptu, Indii czy Grecji, gdzie ekstrakt roglinny zawierajacy
psoralen, w potgczeniu ze $wiattem, stosowano do leczenia tuszczycy i bielactwa. Od tych
czasOw terapia fotodynamiczna, ze wzgledu na prosta procedure oraz liczne zalety, wzbudza
ogromne zainteresowanie, nie tylko lekarzy, ale rowniez biologéw i fizykow.

Do przeprowadzenia takiej terapii niezbgdne s trzy skladniki: fotouczulacz, ktéry ma
za zadanie akumulacj¢ w miejscu docelowym (komoérka, tkanka); zrodlo $wiatla, ktérego
zadaniem jest wzbudzenie skumulowanego fotouczulacza oraz tlen zawarty w miejscu
stosowania terapii fotodynamicznej, niezbedny do prawidlowego zajscia reakcji
fotochemicznej. Kazdy z tych sktadnikéw stosowany osobno nie jest cytotoksyczny. Jednakze
potaczone dziatanie tych trzech sktadnikéw pozwala na wygenerowanie reaktywnych form

tlenu (ROS), ktére dziataja destrukcyjnie na komoérki zywe.



Terapia fotodynamiczna znalazta zastosowanie w leczeniu niektérych nowotwordw,
nienowotworowych choréb skory, w stomatologii oraz kosmetologii. Liczne badania pokazuja
mozliwos¢ wykorzystania tej techniki w leczeniu innych powaznych choréb, takich jak:
miazdzyca tetnic, choroby dermatologiczne, reumatoidalne zapalenie stawéw, zwyrodnienie
plamki z6ttej oraz choréb hematologicznych.

Obserwowany od wielu lat problem rosngcej antybiotykoopornosci drobnoustrojow
spowodowal konieczno$¢ poszukiwania alternatywnych dla antybiotykoterapii metod
niszczenia patogendw. Szczegolnie obiecujagco w tym wzgledzie przedstawia sie terapia
fotodynamiczna, ktéra w przypadku eradykacji mikroorganizméw okreslana jest jako
przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna (aPDT) lub inaktywacja fotodynamiczna
mikroorganizméw (aPDI).

Zakres badan przeprowadzonych przez Doktoranta dotyczacy oceny skutecznosci foto-
inaktywacji Streptococcus agalactiae, mozliwosci rozwoju opornosci/tolerancji na terapie
fotodynamiczng wraz z ocena potencjatu aPDI w niszczeniu tego paciorkowca w pochwie
modelu zwierzgcego- myszy, bardzo doktadnie wpisuje sie w zasygnalizowany powyzej obszar

nauki.

Pan magister Michat Pieranski jest wspotautorem 11 artykutéw opublikowanych w
renomowanych czasopismach miedzynarodowych: Lighting Research & Technology
(IF=2,680); Future Medicinal Chemistry (IF=4,767), Scientific Reports (IF=4,996); Journal of
Molecular Liquids (IF=6,633); Free Radical Biology and Medicine (IF=8,101); Frontiers in
Medicine (IF=5,058); Biomolecules (IF=6,064); Pathogens (IF=4,31); Journal of Biological
Macromolecules  (IF=8,025);  Antioxidants ~ (IF=7,675). Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania jest imponujgcy i wynosi 63,305.

Doktorant w trzech publikacjach jest pierwszym autorem. Pan mgr Michat Pieranski w
latach 2019-2022 uczestniczyt w 9 konferencjach krajowych i zagranicznych. Aktywno$é
naukowa Doktoranta przetozyla si¢ na uzyskanie w roku 2016 projektu badawczego dla
uczestnikéw Interdyscyplinarnych Przyrodniczo-Matematycznych Studiéw Doktoranckich
(LISMIDOS) pt. ,,Optimisation of the multispecies biofilm culture of Streptococcus agalactiae
and vaginal physiological flora as a model for S. agalactiae carriage studies”. Doktorant byt
rowniez glownym wykonawcg grantu NCN OPUS 12.

Na uwage zwraca réwniez aktywnos¢ dydaktyczna Autora rozprawy doktorskiej, gdyz w latach
2017-2022 prowadzit trzy rézne kursy dla studentéw (Diagnostyka mikrobiologiczna,

Diagnostyka molekularna oraz Indywidualna praktyka laboratoryjna). Na podkreslenie
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zastuguje réwniez aktywny udzial w wielu szkoleniach, ktére dotyczyly gléwnie

nowoczesnych metod analitycznych.

Formalna ocena pracy

Pan magister Michat Pieranski jako rozprawe doktorskg przedklada zbiér czterech
oryginalnych artykutéw naukowych, opatrzonych wspolnym tytulem: ,,Ewaluacja potencjatu
fotoinaktywacji w eradykacji nosicielstwa Streptococcus agalactiae w ukladzie moczowo-
plciowym”. Taka forma rozprawy jest zgodna z art. 13.2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z roku
2017 poz. 1789 z pézniejszymi zmianami) oraz z rozporzadzeniem MNiSW z dnia 19 stycznia
2018 r. w sprawie szczeg6lowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnos$ci w przewodzie
doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz.U. 2018 poz. 261).

Wspomniany powyzej zestaw czterech oryginalnych prac naukowych (opublikowanych
w latach 2020-2023 w renomowanych czasopismach z listy Filadelfijskiej) zostat poprzedzony
wprowadzeniem czytelnika do problemu wystepowania i patogennosci Streptococcus
agalactiae oraz krotka charakterystyka przeciwdrobnoustrojowej terapii fotodynamiczne;.
Teza, cel i zakres pracy zostaly okreslone na stronie 12 rozprawy doktorskiej. Teza pracy
zostata sformulowana na podstawie danych literaturowych i wezesniejszych badan naukowych
prowadzonych w Zakladzie Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej. W sformulowanej tezie
wskazano, ze r6z bengalski jako fotouczulacz moze by¢ stosowany do eradykacji nosicielstwa
S. agalactiae w ukladzie moczowo-ptciowym. Tak postawiona teza oraz cel pracy okreslity
zakres badan, ktérymi byly: (/) ocena biobojczej aktywnosci aPDI wobec Streptococcus
agalactiae; (2) ocena aktywnosci biobojczej aPDI wobec szczepow Lactobacillus spp.; (3)
ocena prawdopodobienstwa nabycia odporno$ci wobec aPDI w wyniku wielokrotnej
ekspozycji badanych bakterii na $wiatto w obecnosci fotouczulacza; (4) ocena foto- i
cytotoksycznosci stosowanego protokolu aPDI wobec ludzkich keranocytéw; (5) ocena
mutagennosci stosowane]j procedury wobec wybranych komoérek pro- i eukariotycznych; (6)
optymalizacja protokolu aPDI za pomocg modelowania komputerowego; (7) ocena
efektywnosci zastosowane;j terapii do niszczenia S.agalactiae kolonizujacego pochwe myszy;
(8) ocena wplywu aPDI na flor¢ bakteryjng pochwy i (9) histopatologiczna analiza komdrek
pochwy mysiej po ekspozycji na $wiatlo w obecnosci r6zu bengalskiego.

Rozprawa doktorska zostata podzielona na 4 rozdzialy, ktorych tytuly zaczerpnieto



bezposrednio z publikacji stanowigcych cykl prac wchodzacych w sktad recenzowanej
rozprawy. Materia tresciowa rozprawy obejmuje nastgpujace zagadnienia (udzial Autora jest

przywolany ponizej w odniesieniu do kazdej omawianej pracy).

1. Michat Brasel, Michal Pieranski, Mariusz Grinholc (,,An extended logisitc model
of photodynamic inactivation for various levels of irradiance using the example of
Streptococcus agalactiae”); opublikowano w Scientific Reports 10(1), 1-17. 2020.

Bogata cz¢$¢ doswiadczalna publikacji obejmuje analiz¢ wplywu promieniowania na

efektywnos¢ aPDI wobec S. agalactiae w obecnosci rozu bengalskiego jako fotouczulacza oraz
probe matematycznego modelowania otrzymanych zaleznosci dla wybranych pozioméw
napromienienia. W pracy przedstawiono kilka wariantow modyfikacji parametréw wraz z
oceng kryterium jakosci dopasowania modelu. Dyskusje nad odpowiednim doborem
parametrow do modyfikacji przeprowadzono w formie analizy poréwnawczej kilku studiow
przypadku. Autor podaje, ze udato si¢ stworzyé rozszerzony model logistyczny aPDI, ktory
efektywnie opisuje dynamike $miertelnosci badanego mikroorganizmu w catlym zakresie
testowanych zakreséw dawek promieniowania.

Zgodne oswiadczenia wspotautorow wykazuja 30%-owy udziat Doktoranta w powstaniu tej

pracy.

2. Michal Pieranski, Izabela Sitkiewicz, Mariusz Grinholc (,Increased
photoinactivation stress tolerance of Streptococcus agalactiae upon consecutive
sublethal phototreatments™); opublikowano w Free Radical Biology and Medicine,
160. 657-669. 2020.

Autorzy tej pracy poddali dziesigciokrotnej ekspozycji na $wiatlo, w obecnosci rozu
bengalskiego, szczep referencyjny S. agalactiae ATCC 27956 i dwa izolaty kliniczne
oznaczone dla celéw doswiadczalnych jako 2306/02 i 2974/07, reprezentujace odpowiednio
serotypy IIl i V. Zastosowanie czulej metody analitycznej jaka jest gRT-PCR umozliwito
jednoznaczne wykazanie, ze dziesieciokrotna subletalna dawka $wiatla prowadzita do
zwiekszonej ekspresji wszystkich badanych glownych elementow odpowiedzi na stres
oksydacyjny, co wskazywalo na mozliwos¢ rozwoju tolerancji wobec aPDI. Ponadto
zaobserwowane zostaly zmiany morfologii kolonii (np. zwigkszona liczba kolonii ciemnych,
bez pigmentu itp.). Nie wykazano jednak podwyzszonej opornosci tych bakterii na podchloryn,
parakwat (Srodek chwastobojczy), czy aPDI prowadzong w obecnosci innego fotouczulacza,

ktérym byta ftalocyjanina.



Uzyskane wyniki potwierdzily, ze S. agalactiae moze rozwina¢ stabilng tolerancj¢ na
aPDI, ale nie jest to opornos¢. Autorzy postulowali, ze mozliwo$¢ rozwoju tolerancji wobec
przeciwbakteryjnej terapii fotodynamicznej nalezy uwzgledni¢ w projektowaniu skutecznych

protokotéw aplikacyjnych (np. klinicznych).

Doktorant jest pierwszym autorem tej pracy. Zgodne o$wiadczenia wspdtautoréw pokazujg 60%-
owy udzial Doktoranta w powstaniu tej publikacji. W tym przypadku oszacowano, ze Pan mgr

Michat Pieranski przeprowadzit 100% eksperymentow.

3. Michal K. Pieranski, Michat Rychlowski M, Mariusz Grinholc M. (Optimization
of Streptococcus agalactiae biofilm culture in a continuous flow system for

photoinactivation studies); opublikowano w Pathogens. 10(9):1212, 2021.

W tej pracy Autorzy zajeli sie oceng efektywnosci przeciwdrobnoustrojowej terapii
fotodynamicznej wobec biofilméw tworzonych przez szczep referencyjny S. agalactiae ATCC
27956 oraz trzy izolaty kliniczne reprezentujace popularne serotypy IA, III'i V.

Ocena efektywnosci aPDI wobec badanych bakterii zostala poprzedzona doborem
odpowiednich warunkéw hodowlanych dla wydajnego tworzenia biofilmu. Autorzy opracowali
warunki pozwalajgce na stabilny i powtarzalny wzrost biofilmu S. agalactiae w warunkach
ciagtego przeptywu.

Nastepnie zostala oceniona fototoksyczna aktywnosé rézu bengalskiego wobec biofilmow
tworzonych przez S.agalactiae w modelu stacjonarnym (na ptytkach do mikromiareczkowania)
oraz wobec biofilmu formowanego w warunkach ciaglego przeptywu.

Autorzy jednoznacznie wykazali, ze fotoinaktywacja w obecnosci rézu bengalskiego jest

skuteczna w usuwaniu biofilméw i nie jest cytotoksyczna/fototoksyczna dla ludzkich

keratynocytow linii HaCaT.

Doktorant jest pierwszym autorem tej pracy. Zgodne o$wiadczenia wspdtautorow pokazujg 70%-
owy udziat Doktoranta w powstaniu tej publikacji. W tym przypadku oszacowano, ze Pan mgr
Michat Pieranski przeprowadzit 85% eksperymentow. Znaczacy jest réwniez udzial Doktoranta

(80%) w przygotowaniu manuskryptu.

4, Michal K. Pieranski, Jan G. Kosifski, Klaudia Szymczak, Piotr Sadowski,
Mariusz Grinholc (Antimicrobial photodynamic inactivation: an alternative for



group B Streptococcus vaginal colonization in a murine experimental model);

opublikowano w Antioxidants 12, 847. 2023.

W tej pracy Autorzy ocenili skuteczno$é terapii fotodynamicznej prowadzonej w
obecnosci rozu bengalskiego wobec hodowli planktonowych S. agalactiae (szczep
referencyjny ATCC 27956), izolatow klinicznych reprezentujacych serotypy IA, IB, III,
IV, ViIX, trzech szczepow z rodzaju Lactobacillus (Lactobacillus gasseri LMG 13134,
L. crispatus LMG 12005 i L. jensenii LMG 06414) oraz biofilméw wielogatunkowych
(tworzonych przez S. agalactiae oraz L.jensenii). Ponownie zostalo dowiedzione, ze
przeciwbakteryjna terapia fotodynamiczna jest niezwykle skuteczng metoda niszczenia
badanych paciorkowcdw, ale rowniez pateczek z rodzaju Lactobacillus. Okazalo sie, ze
pateczki z rodzaju Lactobacillus sa mniej wrazliwe na aPDI. Szeroki zakres
zastosowanych technik analitycznych (np. monitorowanie proliferacji komérek w czasie
rzeczywistym, test Ames’a, test kometkowy, analiza PCR) udowodnity, ze technika
aPDI, w ktérej fotouczulaczem jest r6z bengalski nie jest mutagenna, jest bezpieczna
dla ludzkich keranocytow i komérek nabtonkowych pochwy.

Wysoka skuteczno$¢ techniki aPDI potwierdzono takze w badaniach in vivo z
wykorzystaniem modelu mysiego. Analiza histopatologiczna tkanki pochwy i szyjki
macicy nie wykazaly zadnych zmian po zastosowaniu tej procedury. Wykazano, ze

rownowaga i zywotnos¢ flory bakteryjnej pochwy jest utrzymywana.

Doktorant jest pierwszym autorem tej pracy. Zgodne o$wiadczenia wspoélautoréw pokazujg 50%-

owy udzial Doktoranta w powstaniu tej publikacji.

PomyS$lna realizacja badan byla mozliwa dzieki zastosowaniu nowoczesnych,
komplementarnych technik analitycznych. Poréwnujac cel i zalozenia pracy z osiggnietymi
wynikami, z przekonaniem stwierdzam, ze program badan zostat calkowicie zrealizowany.
Chciatabym podkresli¢, ze Pan mgr Michat Pieranski posiada szerokg wiedz¢ z zakresu
mikrobiologii i biochemii oraz uzyskat kompetencje instrumentalne, umozliwiajgce prawidtowy
dobdr procedur i technik badawczych, wykonanie pomiaréw i interpretacje wynikdw.
Opublikowanie uzyskanych wynikéw badan w renomowanych czasopismach migdzynarodowych
$wiadczy zaréwno o aktualnosci tematyki badawczej, jak i o wysokim ich poziomie naukowym,
ktdry de facto zostat juz pozytywnie oceniony przez $wiatowej klasy ekspertow.

Z obowigzku recenzenta pragne jednak zwroci¢ uwage na zaobserwowany problem ogdlny.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata w wigkszosci (poza jednym streszczeniem)



przygotowana w jezyku angielskim. W wielu miejscach Doktorant postuguje si¢ “informal
language”, ktory jak wiadomo nie powinien by¢ stosowany w przypadku opracowan naukowych.

Nie ma potrzeby cytowania takich fragmentow, ale na jedno zdanie, jako przyktad niezwykle
potocznego jezyka, muszg¢ zwrdci¢ uwage. Otoz w rozdziale 1 (Introduction), na stronie 11 (czwarty
wiersz od dotu) znajduje si¢ sentencja: ,,If this treatment would additionally have a limited effect
on the physiological flora, there would be no concern for the administration of this treatment

without the screening test”.

Ponizej wykaz moich pytan (stricte o charakterze dyskusyjnym), wobec ktérych oczekuje

ustosunkowania si¢ przez Doktoranta w trakcie obrony:

1. Czy Doktorant ma wiedz¢ na temat efektywnosci lub probowatl przeprowadzi¢ badania
foto-niszczenia bakterii beztlenowych, np. z rodzajow Prevotella, Peptostreptococcus
lub Fusobacterium, o ktoérych wiadomo, ze stanowig bardzo istotng cz¢s$¢ naturalnej
mikroflory pochwy?

2. Czy doktorant ma wiedze lub probowat przeprowadzi¢ badania zaleznosci wielokrotnej
ekspozycji badanych paciorkowcéw na subletalne dawki $wiatla a efektywnoscia
kolonizacji tkanek ludzkich, ktora zalezy od obecnosci, np. adhezyn?

3. Ktory wynik rozprawy doktorskiej Autora jest najwazniejszy pod wzgledem osiagnigé

naukowych?

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana magistra Michata
Pieranskiego =~ w charakterze zbioru czterech oryginalnych artykuléw naukowych o
sumarycznym wspdtczynniku oddzialywania wynoszacym 25,082, zatytulowana: ,,Ewaluacja
potencjalu fotoinaktywacji w eradykacji nosicielstwa Streptococcus agalactiae w ukladzie
moczowo-plciowym” w petni odpowiada warunkom Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach i tytule naukowym, a dorobek naukowy Doktoranta uzasadnia nadanie mu stopnia
naukowego doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.

Wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie Pana magistra Michata Pieranskiego do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.



Whiosek o wyroznienie rozprawy doktorskiej

Bioragc pod uwage osiggniecie naukowe recenzowanej rozprawy doktorskiej (wyniki
badan opublikowane w czterech prestizowych czasopismach naukowych o sumarycznym
wspotczynniku oddziatywania wynoszacym 25,082), nowos¢ i znaczenie uzyskanych danych
dla celéw praktycznych, wnosze¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Gdanskiego o wyroznienie rozprawy doktorskiej.

Jw Hotimbo



