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Temat rozprawy doktorskiej Pani mgr Suhanya Prasad jest bardzo wazny z powodu
pojawiania sie wielolekoopornych (ang. multidrug-resistant, MDR) szczepoéw drobnoustrojow
wywolujacych zakazenia na calym s$wiecie. Symulacje naukowe wskazuja, ze w 2050 r.
wiecej 0s6b umrze z powodu infekcji o takiej etiologii niz z powodu nowotworow. Jest tez
coraz wiccej doniesien o szczepach drobnoustrojow o rozszerzonej opornosci na leki
przeciwdrobnoustrojowe (ang. extensively drug-resistant, XDR), a nawet catkowicie
opornych na wszystkie antybiotyki stosowane wobec danego drobnoustroju (ang. pandrug-
resistant, PDR). Z tego powodu priorytetem jest poszukiwanie alternatywnych opcji
terapeutycznych do zwalczania zakazenh wywolywanych przez takie czynniki etiologiczne.
Jedna z opcji moze by¢ kliniczne zastosowanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych i/lub ich
pochodnych lub syntetycznych analogéw. Jednak wyniki badan naukowych dotychczas
przeprowadzonych z uzyciem tych czasteczek wskazuja, ze ich interakcje in vivo
w organizmie cztowieka moga by¢ zréznicowane, dlatego tez musza by¢ wnikliwie zbadane.

Struktura rozprawy jest typowa dla pracy doktorskiej opartej na cyklu tematycznie
spojnych i opublikowanych artykulow naukowych. Praca zawiera dwie wicloautorskie
publikacje naukowe (1 artykut pogladowy i 1 publikacja oryginalna), w ktérych Pani mgr
Suhanya Prasad jest pierwszym autorem. Artykuly te ukazaly si¢ w recenzowanych
czasopismach naukowych o wspolczynniku oddziatywania (ang. impact factor, IF) 5,924
(artykut pogladowy, opublikowany w 2019 r.) oraz 6,096 (artykut oryginalny, opublikowany
w 2021 r.), z catkowitym IF 12,020. Punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN) tych
artykuléw wynosi odpowiednio 140 1 100 (catkowita punktacja: 240).

Pani mgr Suhanya Prasad jest takze wspélautorka 3 publikacji, ktére nie sa wiaczone
do niniejszej rozprawy doktorskiej, o catkowitym wspotezynniku oddziatywania (IF) 19,633
oraz punktacji MEiN rownej 350. Dorobek naukowy Doktorantki obejmuje 3 doniesienia na
konferencjach naukowych.
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Rozprawa liczy 117 stron i zawiera 10 rozdziatow: ,,Dorobek naukowy”, ,,Zestawienie
wartosci IF i punktacji MEIN”, , Lista skrotow”, ,,Wstep” (7 stron), ,,Opis badan naukowych”
(zawierajacy podrozdzialy: ,,Cele i zatozenia” — 1 strona, ,Materialy i metody” — 7 stron,
LWyniki® — 5 stron, ,,Dyskusja” — 2 strony, ,,Wnioski” — 1 strona, ,Lista rycin” oraz
,Bibliografia”), ,,Cykl publikacji wigczonych do rozprawy”, ,Streszczenie w jezyku
angielskim”, , Streszczenie w jezyku polskim”, ,Finansowanie badan i zgoda Komisji
Bioetycznej” oraz ,,Wktad Autorki i wspotautorow w publikacje wigczone do rozprawy”.

W uzupehieniu danych zawartych w artykutach stanowigcych cykl publikacji
wlaczony do rozprawy doktorskiej, Doktorantka przeprowadzita badanie indukcji opornosci
bakterii na ceragening CSA-13 i kolistyne z uzyciem nowo opisanego patogenu szpitalnego —
Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii (ST89).

W rozdziale ,,Wstep” Pani mgr Suhanya Prasad przedstawila opis zjawiska opornosci
na leki przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial resistance, AMR) i klasyfikacje
priorytetowych badan naukowych dotyczacych tego problemu zdrowia publicznego,
zwlaszcza w odniesieniu do trzech najwazniejszych patogenow ucha — Streprococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae oraz Moraxella catarrhalis. Jest takze przydatna
informacjia o Enterobacter hormacchei subsp. steigerwaltii, stosowanym w niektorych
eksperymentach opisanych w niniejszej rozprawie. W dalszej czgsei ,,Wstepu” Autorka
przedstawita whasciwosci i potencjalne zastosowanie terapeutyczne endogennych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (ang. endogenous antimicrobial peptides, AMPs), a takze ich
syntetycznych analogdéw niepeptydowych, opartych na kwasie cholowym — ceragenin,
okreslanych tez jako kationowe steroidowe zwiazki przeciwdrobnoustrojowe (ang. cationic
steroid antimicrobials, CSAs). Nalezy podkresli¢, ze cerageniny charakteryzuja si¢ szerokim
spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 1 wlasciwosciami immunomodulacyjnymi,
a badania przeprowadzone in vitro nie wykazujg opornosci komorek bakteryjnych
i grzybiczych na te zwiazki. W tym rozdziale Doktorantka opisala takze potencjalne
zastosowanie nanosysteméw zawierajacych cerageniny w terapii zakazen, szczegolnie
w aspekcie ich dziatania hamujgcego wytwarzanie biofilméw. Ciekawe byloby dodanie
rozwazan na temat mozliwosci zastosowania terapeutycznego ceragenin w leczeniu wstrzgsu
septycznego, gdyz zwiazki te ,moga hamowaé reakcje zapalng organizmu gospodarza
aktywowang przez endotoksyneg”.

Podrozdziat ,,.Cele i zatozenia” zawiera dwa dobrze sformutowane cele: 1. Analiza
przeciwbakteryjnego dziatania ceragenin i sprzezonych z cerageninami nanoczasteczek ztota
(AuP@CSAs) w ksztalcie orzeszkow ziemnych przeciwko glownym  patogenom
wywotujacym  zapalenie ucha Srodkowego, takim jak Streplococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae oraz Moraxella catarrhalis; 2. Okreslenie na poziomie genomowym
i transkryptomowym wytworzenia si¢ opornosci podczas eksperymentalnej adaptacji
patogenu szpitalnego Enterobacter —hormaechei subsp.  steigerwaltii (ST89) na
subinhibitorowe stezenia ceragenins i polikationowego antybiotyku — kolistyny. Pierwszy
z tych celow zostat osiagnicty w oryginalnej publikacji bedacej czgscia cyklu wigczonego do
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niniejszej pracy doktorskiej, podczas gdy drugi z w/w celdw jest szczegoétowo opisany

w rozprawie (wyniki nie sg jeszcze opublikowane).

Podrozdziat rozprawy ,Materialy i metody” zawiera szczegolowe informacje
dotyczace przeprowadzonych eksperymentow, w tym okreslenie bakteriobojczych
mechanizméw dziatania ceragenin i nanosystemow zawierajacych CSA wobec otopatogendw,
a takze indukcji in vitro opornosci E. hormaechei na kolistyng i CSA-13. Analizy statystyczne
zastosowane w pracy doktorskiej byly wlasciwe.

Wyniki eksperymentéw naukowych przeprowadzonych przez Doktorantke sa
przedstawione w podrozdziale ,,Wyniki” rozprawy i w artykule oryginalnym wigczonym do
niniejszej rozprawy doktorskiej.

Podrozdziatl ,,Dyskusja” jest zwiezly, lecz dyskusja jest dobrze przeprowadzona
i pouczajaca. Autorka rozprawy odniosta si¢ w niej gléwnie do nieopublikowanych jeszcze
wynikéw eksperymentow in vitro dotyczacych indukcji opornosci na cerageniny i kolistyne.

Na podstawie wynikow badan eksperymentalnych Doktorantka wyciagngla
5 wnioskéw odpowiadajacych zatozonym celom pracy doktorskiej:

1. Ze wzgledu na szersze spektrum dziatania ceragenin, sa one rozwazane jako leki do
terapii zakazen wywolanych przez Gram-dodatnie i Gram-ujemne patogeny wykazujace
opornos¢ na obecnie dostgpne antybiotyki. Niesteryczne nanoczasteczki ztota jako nosniki
leku zwiekszaja aktywno$¢ ceragenin w st¢zeniach, ktére nie sa toksyczne dla komorek
gospodarza.

2. Zawierajace cerageniny nanoczasteczki ztota majgce ksztalt orzeszkow ziemnych mogg
by¢é zastosowane w leczeniu infekcji przebiegajacych z wytworzeniem si¢ biofilmu, gdyz
wykazuja znakomitg skuteczno$¢ bakteriobdjczg w zahamowaniu wzrostu biofilmow
wytworzonych przez S. pneumoniae, H. influenzae oraz M. catarrhalis.

3. Cerageniny nie wykazuja szybkiej stymulacji lekoopornosci u bakterii i prawdopodobnie
wymagana jest do tego dlugotrwata ekspozycja jako czynnik stresowy, ulatwiajaca
powstanie zmian w lekowrazliwosci o umiarkowanym poziomie, co czyni je obiecujgcymi
kandydatami na leki majace zastosowanie kliniczne.

4. Wykazano powstanie opornosci na kolistyne i CSA-13 u szczepu E. hormaechei
w warunkach eksperymentalnej adaptacji poprzez wywotanie zmian w obrgbie ostony
komorkowej, stanowigcej miejsce dziatania tych zwigzkow. Prowadzi to do zaburzenia
procesu wiazania si¢ leku z blong komoérkowa, przy czym wicksza ckspresj¢ tego
mechanizmu zaobserwowano u szczepu opornego na kolistyng. Niemniej jednak
w odniesieniu do wszystkich zwigzkéw z grupy ceragenin nie stwierdzono zmian w ich
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej u szczepu E. hormaechei opornego na kolistyne.

5. Znajomo$¢ zmian genetycznych w odpowiedzi na selektywng presj¢ strukturalnie
podobnych syntetycznych analogéw kationowych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
(ang. cationic antimicrobial peptides, CAMPs), takich jak cerageniny, bedzie przydatna
w przyszlodci w badaniach nad opracowaniem i zastosowaniem tych syntetycznych
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zwiazkow w  celu zminimalizowania wystgpowania lub ominigcia zjawiska
wielolekoopornosci.

Podrozdzial ,,Wykaz rycin” zawiera 5 rycin przedstawiajacych wyniki eksperymentow
majacych na celu indukeje opornosci na kolistyng i CSA-13, nieopisanych w publikacjach
stanowiacych cykl artykutow.

Podrozdziat ,,Bibliografia” zawiera 78 publikacji, z ktorych ponad potowa zostala
opublikowana w ciggu ostatnich 5 lat (2017-2022). Ponadto lista 151 publikacji zawarta jest
w artykule pogladowym oraz 95 publikacji w artykule oryginalnym, ktore stanowia cykl
publikacji wlaczony do niniejszej rozprawy doktorskie;.

Cykl publikacji wtaczonych do niniejszej rozprawy obejmuje dwa artykuty. Publikacja
pogladowa (Prasad SV 1 wsp. Expression and function of host defense peptides at
inflammation sites. IF: 5,924; MEiN: 140) stanowi bardzo szczegétowy opis biologicznych
funkcji peptydéw odpornosciowych (ang. host defense peptides, HDPs) 1 ich potencjalne
znaczenie w réznych stanach chorobowych o podiozu zapalnym. Pani mgr Suhanya Prasad
i wspolautorzy tego artykutu podkreslajg, ze HDPs moga wykazywac przeciwstawne
dziatania prozapalne i przeciwzapalne, zaleznie od poziomu ich ekspresji w miejscu procesu
zapalnego. Mechanizmy molekularne tych wilasciwosci HDPs sg wyjasnione. Autorzy
przedstawili réwniez aktualne dane na temat klinicznego znaczenia zaburzen regulacji
ckspresji HDPs w stanach zapalnych i w wybranych chorobach, w tym w chorobach
przyzebia, w chorobach pluc o podiozu zapalnym oraz w chorobach zapalnych jelit. Nalezy
podkresli¢, Ze ten artykul pogladowy zawiera 23 strony, w tym 4 ryciny, a takze bardzo
szczegblowy tabele przedstawiajacg —przeciwdrobnoustrojowe 1 immunomodulacyjne
wlasciwosci HDPs, w tym katelicydyn, a-defensyn, B-defensyn, histatyn i RNaz, oraz ich
powigzanie z t6znymi jednostkami chorobowymi. W podsumowaniu  Doktorantka
i wspotautorzy stwierdzaja, ze niektére HDPs moga mie¢ kliniczne zastosowanie jako
potencijalne biomarkery wiclu choréb o podtozu zapalnym. Wazne jest | ednak, by zrozumiec
rézne funkcje HDPs zanim nowe strategic terapeutyczne z ich uzyciem beda mogly by¢
opracowane.

W oryginalnym artykule (Prasad SV i wsp. Targeting bacteria causing ofitis media
using nanosystems containing non-spherical gold nanoparticles and ceragenins. IF: 6,096;
punktacja MEiN: 100) celem pracy byta ocena przeciwbakteryjne; aktywnosci niesferycznych
nanoczasteczek zlota sprz¢zonych z cerageninami w fizjologicznym roztworze chlorku sodu
buforowanego fosforanem (ang. phosphate-buffered saline, PBS) oraz w obecnosci ludzkie;
woskowiny. Zastosowano nastgpujgce metody badawcze: ocena minimalnych stezen
hamujacych i minimalnych stgzen bakteriobojczych badanych substancji, testy ilosciowe
7 okresleniem liczby kolonii bakteryjnych oraz wytwarzanie reaktywnych form tlenu
u patogenéw wywolujacych zapalenie ucha srodkowego (ang. otitis media, AOM) —
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis oraz Streptococcus pheumoniae. Biobojcza
aktywnos¢ badanych nanosysteméw zawierajacych cerageniny przeciw patogenom
wywohijacym AOM oceniono z uzyciem technik fluorometrycznych i kolorymetrycznych.
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Keratynocyty zostaly —zastosowane do okreslenia biokompatybilnosci utworzonych
nanoczasteczek i ich zdolnosci do obnizenia uwalniania IL-8. Ten artykut zawierajacy wyniki
oryginalnego badania naukowego jest bardzo obszerny i zawiera 22 strony. Wyniki
przeprowadzonych cksperymentéw sa pokazane w 8 szczegdlowo opracowanych rycinach
oraz w 1 tabeli. W podsumowaniu Doktorantka i wspotautorzy tej publikacji stwierdzili, ze
niesferyczne nanoczasteczki zlota sprzezone z cerageninami moga by¢ potencjalnie
zastosowane jako nowe metody leczenia do eradykacji wytwarzajacych biofilm czynnikow
etiologicznych AOM.

W rozdziale ,,Finansowanie badan i zgoda Komisji Bioetycznej” stwierdzono, ze
badania naukowe przeprowadzone przez Doktorantke byly sfinansowane przez fundusze
uzyskane z Unii FEuropejskiej oraz z Ministerstwa Edukacji i Nauki (poprzednio:
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego). Projekt badania zostal zaakceptowany przez
Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach.

W rozdziale ,,Wkiad Autorki i wspotautoréw w publikacje wlaczone do rozprawy”
zawarte sa oswiadczenia Pani mgr Suhanya Prasad i wszystkich wspotautorow, w ktorych
wykazuja oni swoj udziat w w/w artykutach stanowigcych cykl publikacji oraz zgode na
wlaczenie tych artykuléw do niniejszej rozprawy. Wspolautorzy oswiadezyli tez, ze
Doktorantka — Pani mgr Suhanya Prasad — odegrala wiodacg rol¢ w tych publikacjach
poprzez zaplanowanie badan, przeprowadzenie eksperymentéw naukowych, przygotowanie
rycin, analize danych, interpretacj¢ wynikow oraz opracowanie manuskryptow.

Uwazam, ze rozprawa Pani mgr Suhanya Prasad reprezentuje bardzo wysoki poziom
pracy naukowej i zawiera znaczgce wyniki. Badania naukowe podjete przez Doktorantke
przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia ~mechanizméw dzialania czgsteczek
przeciwdrobnoustrojowych i potencjalnego zastosowania klinicznego ich pochodnych lub
syntetycznych ~ analogéw  niepeptydowych. Zastosowanie  funkcjonalizowanych
nanoczasteczek ztota stanowi duZzy postep w zakresie potencjalnego terapeutycznego
zastosowania w medycynie peptydéow odpornosciowych (HDPs).

Rozprawa doktorska Pani mgr Suhanya Prasad wykazuje Jej szeroka wiedze
w zakresie badanego tematu, wlasciwe zaplanowanie eksperymentéw naukowych,
umiejetnosci praktyczne i1 zdolno$¢ samodzielnego przeprowadzenia badan, a takze
analitycznego podejscia do wynikoéw przeprowadzonych badan i ich interpretacji. Wiele
wynikow przedstawionych w niniejszej rozprawie jest nowatorskich i o wysokiej wartosci
poOZNawcze;.

Jako recenzent mam tylko kilka drobnych uwag edytorskich, ktére nie majg zadnego
wplywu na pozytywna oceng niniejszej rozprawy. Zastosowanie skrotow nazwy Ministerstwa
Edukacji i Nauki jest zmienne: MNiSW vs MEiN. W rozdziale ,Lista skrotow” wyjasnienie
skrotu CPE jest niewlasciwe — Enterobacteriaceae wytwarzajace karbapenemy (ang.
carbapenem-producing ~ Enterobacteriaceae), a powinno  by¢: Enterobacteriaceae
wytwarzajace karbapenemazy (ang. carbapenemase-producing Enterobacteriaceae), podczas
gdy skrot AOM jest powtorzony. W tekscie rozprawy stowo ,,Gram” powinno by¢ napisane
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duza litera, gdyz pochodzi od nazwiska dunskiego bakteriologa — Hansa Christiana Grama —
ktéry opracowal t¢ metode barwienia, stanowigcg obecnie podstawe klasyfikacji bakterii na
Gram-dodatnie i Gram-ujemne.

Uwazam, ze jako$¢ przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej oraz wyniki
przeprowadzonych badan naukowych spelniaja wymagania na stopien doktora nauk
medycznych. Na tej podstawie wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku o dopuszczenie Pani mgr Suhanya Prasad do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o przyznanie Doktorantce wyréznienia za wybor
bardzo waznego i ambitnego tematu pracy doktorskiej oraz uzyskanie nowatorskich wynikow
przeprowadzonych badan naukowych.
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