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Opornos¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe jest obecnie jednym z najwazniejszych zagadnien
programow ochrony zdrowia na $wiecie, jest powszechnym problemem zdrowotnym wptywajacym
na jako$¢ leczenia chorych, zwigkszajacym jego koszty i pogarszajgcym szanse na skutecznosé

prowadzonych terapii.

Od pierwszego wyizolowania antybiotyku (penicyliny benzylowej) w roku 1938, uptyne¢to 84 lata.
Poczatkowo bardzo skuteczny, ratujacy zycie lek stat si¢ mato znaczacy i w niewielkim tylko stopniu
uzyteczny w terapii. Powodem takiego stanu rzeczy jest fakt, ze bakterie poddane dziataniu penicyliny
benzylowej, a takze innych antybiotykow B-laktamowych nabyly na nie opornosci. Juz w 1969 r. po
ogloszeniu raportu tak zwanego Komitetu Swanna po raz pierwszy zwrocono uwage na niebezpieczne,
z punktu widzenia ochrony zdrowia ludzi, zjawisko narastania oporno$ci bakterii na antybiotyki
(antimicrobial resistance — AMR). Ten utworzony w Wielkiej Brytanii zesp6t naukowcow alarmowat,

ze w medycynie pojawil si¢ problem zwigzany z niewlasciwym stosowaniem lekow



przeciwdrobnoustrojowych. Okoto 50 lat pdzniej w dotyczacym problemu narastania lekoopornosci
raporcie przygotowanym w Wielkiej Brytanii przez grupe ekonomistow pod kierunkiem O’Neila -
globalna walka z zakazeniami wywotanymi przez wielolekooporne drobnoustroje - wysunigto prognoze,
ze w 2050 r. liczba zgondw spowodowana lekoopornymi bakteriami moze osiggna¢ poziom ok. 10 min.
We wspomnianym raporcie prognozuje si¢, ze choroby, ktorych przyczyng beda bakterie lekooporne,
w ciggu najblizszych 50 lat moga si¢ sta¢ najwazniejsza, po nowotworach i chorobach uktadu krazenia,

przyczyng zgonow ludzi oraz sig¢gajacych 10% strat w produkcji zwierzgce;.

Los penicyliny benzylowej podzielilo wiele innych, coraz nowszych antybiotykdéw, co budzi
uzasadniong obawe w §wiecie medycznym i w krggach akademickich odnosnie do przysztosci leczenia
infekcji bakteryjnych. Opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe jest rodzajem naturalnego procesu
adaptacji drobnoustroju do trudnych warunkéw srodowiskowych, ktore bakterie napotykaja w swoich
siedliskach. Aby poradzi¢ sobie z szerokim zakresem czynnikow toksycznych, bakterie wyewoluowaty
mechanizmy odpowiedzi, ktéore moduluja ekspresje gendéw za posrednictwem sieci regulacyjnych,
powodujac zmiany w ich fizjologii i zachowaniu, znane jako reakcja na stres. Ponadto nabyta opornos¢
na leki moze tatwo ewoluowac poprzez chromosomalne mutacje DNA w docelowych genach
antybiotykéw 1 poziomy transfer genéw za posrednictwem plazmidu. Co wazne, presja selekcyjna
wywierana przez konkretny srodek przeciwdrobnoustrojowy moze prowadzi¢ do opornosci krzyzowej
na inne $rodki przeciwdrobnoustrojowe z powodu wielu zmian specyficznych dla szlaku. Reasumujac,
procesy te sg odpowiedzialne za pojawienie si¢ patogenow bakteryjnych wielolekoopornych (MDR),
rozszerzonej opornosci przeciw lekowej (XDR) lub nawet panlekoopornych (PDR).

Bioragc pod uwage ogodlnoswiatowe zagrozenie opornoscig na srodki przeciwdrobnoustrojowe,
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) sklasyfikowata istotne medycznie bakterie wymagajace pilnych
badan i rozwoju nowych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych na trzy kategorie: krytyczne, o wysokim

i $Srednim priorytecie.

W przedstawionej do recenzji dysertacji mgr Suhany’a Prasad przedstawia wyniki analiz majacych

na celu zbadanie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej nowej klasy kationowych srodkoéw uznawanych



za potencjalnie przeciwdrobnoustrojowe — ceragenin (CSA) oraz ich nanosystemow, ale réwniez
potencjalnych mechanizméw opornosci na CSA w wybranych patogenach reprezentujacych te
kategorie. Doktorantka analizowata aktywnos$¢ p/drobnoustrojowa ceragenin (CSA-13, CSA -44 i CSA-
131) i funkcjonalizowanych ceragening czastek ztota o ksztalcie orzeszkow ziemnych (AuP@CSAs)
przeciwko wiodgcym patogenom sprawczym zapalenia ucha srodkowego, a takze scharakteryzowata
na poziomie genomicznym i transkryptomicznym rozwdj opornosci podczas eksperymentalnej adaptacji
szpitalnego patogenu Enterobacter hormachei subsp. steigerwaltii (ST89) do subhamujacych stgzen
ceragenin i antybiotyku—kolistyny.

Doktorantka swoja uwage skupita na gtownych czynnikach sprawczych zapalenia ucha srodkowego,
a mianowicie Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis, podczas gdy
jako patogen modelowy w eksperymentach dotyczacych indukcji opornosci drobnoustroju
na cerageniny stuzyt patogen Gram-ujemny — Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii (ST89).
Wybor tego jelitowego Gram-ujemnego drobnoustroju nie byt przypadkowy, poniewaz stanowi on

coraz wigkszy problem kliniczny w Polsce, szczegdlnie w kontekscie opornosci na karbapenemy.

Temat badawczy nalezy uzna¢ za bardzo aktualny. Poszukiwanie nowych, skutecznych metod terapii

przeciwdrobnoustrojowej jest w kontekscie narastania opornosci p/drobnoustrojowej bardzo istotny.

Analizy badawcze Doktorantka przeprowadzita na szczepach Haemophilus influenzae ATCC 49766,
Moraxella catarrhalis ATCC 25238, and Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 oznaczonych jako
otopatogeny oraz izolatow Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii (ST89). Cerageniny CSA-13,
CSA-44 i CSA-131 zostaty zsyntetyzowane i dostarczone przez profesora Paula B. Savage'a z Wydziatu
Chemii i Biochemii Uniwersytetu Brighama Younga w USA. Odczynniki do syntezy nanoczastek ztota
w ksztatcie orzeszkow ziemnych pokrytych odpowiednimi zwigzkami cerageniny zostaty zakupione

od firmy Sigma-Aldrich (MO, USA).



W mojej ocenie zaplanowanie doswiadczen oraz ich realizacja swiadczq o bardzo dobrym
przygotowaniu metodycznym Doktorantki i sq niewgtpliwym wynikiem duzego doswiadczenia

badawczego i wiedzy promotora pracy Pana Prof. dr hab. n. med. Roberta Buckiego.

Przeprowadzone doswiadczenia pozwolily Doktorantce na sformutowanie wnioskow z badan
pozwalajgcych na stwierdzenie wyzszej aktywnosci przeciwbakteryjnej  funkcjonalizowanych
ceragening nanoczgstek ztota w poréwnaniu do ceragenin wolnych.

Wszystkie cerageniny funkcjonalizowane nanoczastkami ztota w ksztalcie orzecha ziemnego wykazaty
lepsze wlasciwosci bakteriobdjcze niz cerageniny w postaci wolnej w zakresie od 0,5 do 5 pg/ml.
W szczegolnosei efekt ten byt widoczny dla cerageniny CSA-13, poniewaz jego sprzezony z AuP NP
odpowiednik byt wysoce skuteczny w eradykacji H. influenzae przy mniejszej dawce. Wérod roznych
ceragenin, CSA-131 wykazywat wigkszg aktywnosc¢ zabijania, poniewaz zmniejszat zdolnos$¢ tworzenia
kolonii 0 2 log CFU/mI dla H. influenzae, M. catarrhalis, S. pneumoniae. Zgodnie z tymi wynikami,
wartosci MIC i MBC mierzone w obecnosci wysoce pozywnego podtoza wykazaty, ze AuP NP
wzmacniaja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe ceragenin. Doktorantka potwierdzita, ze zarowno
cerageniny, jak 1 nanouktady zawierajace CSA wykazywaty do 90% redukcj¢ masy biofilmu
bakteryjnego w zakresie stezen 5 — 20 pg/ml. Przy dawce bakteriobdjczej 10 pg/ml jak wykazano

w analizach jest rowniez (co istotne) bezpieczna dla komorek ssakow.

Doktorantka sformutowata wnioski, z ktorych wynika, ze niesferyczne nanoczgstki ztota (AuNPs) jako
nosniki lekow wzmacniajq antybakteryjne dzialanie ceragenin takze na biofilm Streptococcus
pneumoniae, Haemofilus influenzae i Moraxella catharalis, zaréowno W warunkach in vitro,
tj. w bakteryjnych podlozach hodowlanych, jak i ex vivo tutaj w obecnosci woskowiny ludzkiej.
Zawierajqce ceragening nanosystemy wykazujq zadawalajgcqg biokompatybilnos¢ w  stezeniach
bakteriobdjczych i ograniczajq stany zapalne wywofane przez bakterie wzmocnienie korzystnego

dziatania badanych srodkow w leczeniu zapalenia ucha srodkowego.



Przedluzona ekspozycja Enterobacter hormaechei na CSA-13 indukowata jedynie umiarkowany poziom
opornosci na t¢ ceragening w poréwnaniu z Kolistyng. | co bardzo istotne Doktorantka wykazata,
ze molekularne mechanizmy odpowiedzialne za wysoki poziom opornosci E. hormaechei na kolistyne

nie majq wplywu na jego wrazliwosé¢ na cerageniny CSA-13.

Rozprawa doktorska mgr Suhanyi Prasad liczy 94 strony maszynopisu, powszechnie akceptowanego
ukladu, ktory obejmuje: obszerny wykaz skrotow, pomocny w dalszej lekturze rozprawy, wstep, opis
zaprojektowanej analizy naukowej, w tym wprowadzenie, materialy i metodyke, wyniki wraz z ich
omowieniem, dyskusje, wnioski, spis tabel i rycin oraz wykaz cytowanego pismiennictwa a takze
streszczenie pracy przettumaczone na jezyk polski. W punkcie 10 dysertacji znajdujq sie dwie publikacje
stanowigce podstawe rozprawy.
Podstawg rozprawy doktorskiej mgr Suhanyi Prasad sa dwie publikacje opublikowane w renomowanych
czasopismach:
Praca oryginalna IF: 6.096; MNiSW: 100
1. Prasad SV, Piktel E, Depciuch J, Maximenko A, Suprewicz L., Daniluk T, Spatek J, Wnorowska
U, M Zielinski P, Parlinska-Wojtan M, B Savage P, Okta S, Fiedoruk K, Bucki R. Targeting
bacteria causing otitis media using nanosystems containing nonspherical gold nanoparticles
and ceragenins. Nanomedicine (Lond). 2021 Dec;16(30):2657-2678. doi: 10.2217/nnm-2021-
0370. Epub 2021 Nov 26. PMID: 34823374.
Review article IF: 5.924; MNiSW: 140:
2. Prasad SV, Fiedoruk K, Daniluk T, Piktel E, Bucki R. Expression and Function of Host
Defense Peptides at Inflammation Sites. Int J Mol Sci. 2019 Dec 22;21(1):104. doi:
10.3390/ijms21010104. PMID: 31877866; PMCID: PMC6982121.

W obu pracach Doktorantka jest pierwsza autorka.

W oparciu o dane umieszczone we wstepie dysertacji oraz zawarte w pracy pogladowej Doktorantka

sformutowata cele analizy badawczej.



1. Zbadanie aktywnosci przeciwbakteryjnej ceragenin i sprz¢zonych z ceragening nanoczastek ztota
w ksztalcie orzeszkow ziemnych (AuP@CSAs) przeciwko wiodacym patogenom sprawczym zapalenia
ucha $rodkowego, a mianowicie Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae i Moraxella
catarrhalis.

2. Scharakteryzowanie na poziomie genomicznym i transkryptomicznym rozwoju opornosci podczas
eksperymentalnej adaptacji szpitalnego patogenu Enterobacter hormachei subsp. steigerwaltii (ST89)

do subhamujacych stezen ceragenin i polikacyjnego antybiotyku—kolistyny.

Dyskusja przeprowadzone zostata przez Doktorantke w sposob dojrzaly. Doktorantka odniosta wlasne
wyniki do dostepnych danych literaturowych, a sposob przeprowadzenia analizy uzyskanych wynikow
potwierdza dobre przygotowanie merytoryczne i szerokq wiedze w zakresie tematyki prowadzonych
badan.

Przeprowadzone badania staly si¢ podstawq do sformutowania przez Autorke 5 wnioskow.

1. Niesferyczne nanoczastki (AuNPs) jako nosnik leku (AuNP@CSA) poteguja
przeciwbakteryjne dziatanie ceragenin (CSAs) przeciwko forma planktonicznym oraz
biofilmowi bakterii STreptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, i Moraxella
catarrhalis, zaréwno in vitro, tj. w pozywkach wzrostowych bakterii jak tez ex vivo
w warunkach odzwierciedlajacych zmiany patologiczne w przewodzie stuchowym
zewnetrznym, tj. w obecnosci woskowiny ludzkie;j.

2. Nanosystemy zawierajace ceragening zachowuja satysfakcjonujaca biokompatybilnos¢
w stezeniach bakteriobdjczych i ograniczaja stan zapalny wywotany przez bakterie nasilajac
korzystne dziatanie badanych zwigzkéw w leczeniu zakazenia ucha srodkowego.

3. Pomimo wspolnego kationowego charakteru cerageniny CSA-13 i kolistyny, przedtuzona
ekspozycja Enterobacter hormaechei na CSA-13 wywotala jedynie umiarkowany stopien
oprono$ci na te¢ ceragening (wzrost wartosci MIC z 4 do 32-64 ug/mlL) w poréwnaniu
do kolistyny (wzrost wartosci MIC z 0.125 do 128 ug/mL).

4. Mechanizmy molekularne odpowiedzialne za wysoka oporno$¢ na kolistyng, w tym dobrze

znane czynniki opornosci na kolistyne, obserwownae u Enterobacter hormaechei podczas



dhugotrwatej ekspozycji na ten antybiotyk nie majg wptywu na jego wrazliwo$¢ na ceragening
CSA-13.

5. Zastosowane metod multiomicznych, sekwencjonowania catego genomu (WGS)
i sekwencjonowania transkryptomu (RNA-seq), pozwolito na zidentyfikowanie kilku nowych
mechanizmow, ktore bezposrednio lub posrednio mogg przyczyniaé si¢ do rozwoju opornosci

na kolistyng lub ceragening CSA-13 u Enterobacter hormaechei

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Suhanyi Prasad charakteryzuje sie trafnoscig
wyboru tematu. Doktorantka wykazala sie umiejetnosciq wykorzystania dostepnej bibliografii oraz
formutowania celow planowanych badan naukowych i wnioskow z nich wyplywajgcych. Zawarta
w rozprawie analiza tematu jest spojna i przyczynia si¢ do lepszego poznania omawianej tematyki, totez
jest cennym uzupetnieniem dostgpnego pismiennictwa naukowego. Autorka nie ustrzegta sie¢ bledow

edycyjnych, ktore jednak nie umniejszajq wartosci pracy.

Autorka w petni zrealizowata zaplanowany cel, dobrze opanowala nietatwy warsztat badawczy
i wykazala doskonate przygotowanie merytoryczne. WartoSciowe wnioski mozna wykorzystaé do
prowadzenia dalszych analiz, tak koniecznych w obecnym czasie w klinice. Rozprawa ma duzq wartos¢

poznawczg i stanowi podstawe do kontynuowania badan naukowych w tej dziedzinie.

Stwierdzam, Ze przediozona do recenzji praca autorstwa mgr Suhanyi Prasad spefnia wszystkie warunki
okreslone w art. 13 wustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 oraz art.
179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U z 20187 poz. 1669 z pozn.zm). Tym samym zwracam si¢ do Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Suhanyi Prasad do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego i wnioskuje o uznanie pracy za wyrozniajgcqg.



