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1. Wykaz publikacji będących podstawą rozprawy doktorskiej 

 

Łączna wartość Impact Factor dla cyklu publikacji:  15,9 

Łączna ilość punktów MEiN dla cyklu publikacji:  340 

 

Lista publikacji stanowiących rozprawę doktorską: 

Praca przeglądowa: 

Publikacja nr 1 (P.1) – Suprewicz, Ł., Fiedoruk, K., Czarnowska, A., Sadowski, M., 

Strzelecka, A., Galie, P.A., Janmey, P.A., Kułakowska, A., Bucki, R.  

Blood-brain barrier function in response to SARS-CoV-2 and its spike protein.  

Neurologia i Neurochirurgia Polska, 2023: 57, 1, s. 14-25. DOI: 0.5603/PJNNS.a2023.0014 

IF: 2,9  MEiN: 140 pkt. Data publikacji: 22.02.2023 r. 

Prace oryginalne: 

Publikacja nr 2 (P.2) – Suprewicz, Ł., Skłodowski, K., Walewska, A., Deptuła, P., Sadzyńska, 

A., Eljaszewicz, A., Moniuszko, M., Janmey, P.A., Bucki, R.  

Plasma Gelsolin Enhances Phagocytosis of Candida auris by Human Neutrophils through 

Scavenger Receptor Class B. 

Microbiology Spectrum, 2023: 11, 2, 13 pp. DOI: 10.1128/spectrum.04082-22 

IF: 3,7  MEiN: 100 pkt. Data publikacji: 21.02.2023 r. 

 

Publikacja nr 3 (P.3) – Suprewicz, Ł., Tran, K.A., Piktel, E., Fiedoruk, K., Janmey, P.A., 

Galie, P.A., Bucki, R.  

Recombinant human plasma gelsolin reverses increased permeability of the blood–brain barrier 

induced by the spike protein of the SARS-CoV-2 virus.  

Journal of Neuroinflammation, 2022: 19, 16 pp. DOI: 10.1186/s12974-022-02642-4 

IF: 9,3  MEiN: 100 pkt. Data publikacji: 24.11.2022 r. 
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2. Wykaz stosowanych skrótów i oznaczeń 

ABP (ang. actin-binding protein) - białko wiążące aktynę 

AIDS (ang. acquired immunodeficiency syndrome) - zespół nabytego niedoboru odporności 

AKT (ang. serine/threonine kinase) - kinaza serynowo-treoninowa 

AML (ang. acute myeloblastic leukemia) - ostra białaczka szpikowa 

ANOVA (ang. analysis of variance) - analiza wariancji 

BBB (ang. blood-brain barrier) - bariera krew-mózg 

BSA (ang. bovine serum albumin) - surowicza albumina bydlęca 

CAC (ang. COVID-19-associated candidiasis) - kandydoza związana z COVID-19 

CAM (ang. COVID-19-associated mucormycosis) - mukormykoza związana z COVID-19 

CAP (ang. community-acquired pneumonia) - pozaszpitalne zapalenie płuc 

CAPA (ang. COVID-19-associated pulmonary aspergillosis) - aspergiloza związana z COVID-

19 

CFW (ang. calcofluor white) - barwnik fluorescencyjny uwidaczniający ściany komórkowe 

grzybów 

CGD (ang. chronic granulomatous disease) - przewlekła choroba ziarniniakowa 

CHUK (ang. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase) - inhibitor kinazy jądrowego czynnika 

kappa-B  

COVID-19 (ang. coronavirus disease 2019) - choroba wywołana zakażeniem koronawirusem 

SARS-CoV-2 

CRP (ang. C-reactive protein) - białko C-reaktywne 

CYFRA  21-1 – marker nowotworowy 

DAMPs (ang. damage-associated molecular patterns) - wzorce molekularne związane z 

uszkodzeniami 

DAPI (ang. 4′,6-diamidino-2-phenylindole) – barwnik uwidaczniający jądra komórkowe 
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DCFH-DA (ang. dichlorodihydrofluorescein diacetate) - sonda uwidaczniająca reaktywne 

formy tlenu 

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) - kwas deoksyrybonukleinowy 

EBM-2 (ang. endothelial cell growth basal medium 2) - medium do hodowli komórek 

śródbłonkowych 

eDNA (ang. extracellular DNA) - DNA zewnątrzkomórkowe 

EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) - kwas etylenodiaminotetraoctowy  

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) - metoda immunoenzymosorpcyjna 

ESR (ang. erythrocyte sedimentation rate) - szybkość opadania erytrocytów 

Fas/FasL – ligand Fas/FasL 

FBS (ang. fetal bovine serum) - płodowa surowica bydlęca 

FGF (ang. fibroblast growth factor 21) - czynnik wzrostu fibroblastów 21 

FITC (ang. fluorescein isothiocyanate) - izotiocyjanian fluoresceiny 

GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) - dehydrogenaza gliceraldehydu 3-

fosforanowego 

GDF-15 (ang. growth differentiation factor 15) - różnicujący czynnik wzrostu 15 

GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) - czynnik wzrostu kolonii 

granulocytarno-makrofagowych 

hCMEC/D3 (ang. human cerebral microvascular endothelial cells) - ludzkie komórki 

śródbłonka naczyń mózgowych 

HDL (ang. high-density lipoprotein) - lipoproteina o dużej gęstości 

HEPES (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) - kwas 4-(2-

hydroksyetylo)-1-piperazyneetanosulfonowy  

HIV (ang. human immunodeficiency virus) - ludzki wirus niedoboru odporności 

ICAM (ang. intercellular adhesion molecule) - cząsteczka adhezji międzykomórkowej 

IFN-γ (ang. interferon gamma) 
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IKBKB (ang. inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit beta) - inhibitor podjednostki 

beta kinazy jądrowego czynnika kappa-B 

IKBKG (ang. inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit gamma) - inhibitor 

podjednostki gamma kinazy jądrowego czynnika kappa-B 

IL (ang. Interleukin) - Interleukina 

LPA (ang. lysophosphatidic acid) - kwas lizofosfatydowy 

LPS (ang. lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd 

LTA (ang. lipoteichoic acid) - kwas lipotejchojowy 

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) - kinazy białkowe aktywowane mitogenami 

MD (ang. mitochondrial diseases) - choroby mitochondrialne 

MOI (ang. multiplicity of infection) - mnogość infekcji, stosunek ilości drobroustroju do ilości 

komórek 

MPO (ang. myeloperoxidase) - mieloperoksydaza 

NET (ang. neutrophil extracellular traps) - zewnątrzkomórkowe pułapki neutrofilowe 

NFKBIA (ang. nuclear factor-kappa-B-inhibitor alpha) - inhibitor czynnika jądrowego-kappa-

B alfa 

NFKBIB (ang. nuclear factor-kappa-B-inhibitor beta) - inhibitor czynnika jądrowego-kappa-B 

beta 

NFKBIE (ang. nuclear factor-kappa-B-inhibitor epsilon) - inhibitor czynnika jądrowego-

kappa-B gamma 

NF-κB (ang. nuclear factor kappa B) - jądrowy czynnik transkrypcyjny kappa B 

OIT - oddział intensywnej terapii 

OUN - ośrodkowy układ nerwowy 

OZT - ostre zapalenie trzustki 

PAF (ang. platelet-activating factor) - czynnik aktywujący płytki 
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PAMPs (ang. pathogen-associated molecular patterns) - wzorce molekularne związane 

z patogenami 

PBS (ang. phosphate buffered saline) - chlorek sodu buforowany fosforanami 

pGSN (ang. plasma gelsolin) - gelsolina osoczowa 

PI(4,5)P2 (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) - fosfatydyloinozytol-4,5-bisfosforan  

PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinases) - kinaza-3 fosfoinozytydowa 

PMA (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate)  

PsA (ang. psoriatic arthritis) - łuszczycowe zapalenie stawów 

PVDF (ang. polyvinylidene fluoride) - polifluorek winyldenu  

qRT-PCR (ang. quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain reaction) - 

ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy z odwrotną transkrypcją w czasie rzeczywistym 

RDS (ang. respiratory distress syndrome) - zespół zaburzeń oddychania 

Rhu-pGSN (ang. recombinant human plasma gelsolin) - rekombinowana ludzka gelsolina 

osoczowa 

RNA (ang. ribonucleic acid) – kwas rybonukleinowy 

ROS (ang. reactive oxygen species) - reaktywne formy tlenu 

RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute) - medium komórkowe 

S1 SARS-CoV-2 (ang. S1-subunit of Spike protein from SARS-CoV-2) - podjednostka S1 

białka S pochodzącego z SARS-CoV-2 

S1F (ang. sphingosine-1-phosphate) - sfingozyno-1-fosforan 

SAE (ang. severe adverse event) - poważne działania niepożądane 

SARS-CoV-2 (ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) - koronawirus 2 

powodujący ciężki ostry zespół oddechowy 

SELE (ang. selectin E) - selektyna E 

SLE (ang. systemic lupus erythematosus) - toczeń rumienowaty układowy 
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SOFA (ang. sequential organ failure assessment score) - skala niewydolności narządów 

związana z sepsą 

SR-B (ang. scavenger receptor class B) - receptor "scavengerowy" ("wymiatający") klasy B 

TEER (ang. transendothelial electrical resistance) - przezśródbłonkowy opór elektryczny 

TJ (ang. tight junctions) - ścisłe połączenia międzykomórkowe 

TLR (ang. Toll-like receptor) - receptory Toll-podobne 

TNF-α (ang. tumor necrosis factor alpha) - czynnik martwicy nowotworów  

VCAM (ang. vascular cell adhesion protein) - białko adhezji komórkowej naczyń 

krwionośnych 

VEGFR2 (ang. vascular endothelial growth factor receptor 2) - receptor czynnika wzrostu 

śródbłonka naczyniowego 2  

WB - Western Blot 

WBC (ang. white blood cells) - białe krwinki 

WHO (ang. World Health Organization) - Światowa Organizacja Zdrowia 

ZO-1 (ang. zonula occludens 1) - białko zonula occludens 1 
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3. Wprowadzenie 

3.1. Gelsolina osoczowa 

Gelsolina osoczowa (pGSN, ang. plasma gelsolin) to zewnątrzkomórkowa izoforma  

gelsoliny obecnej w większości ludzkich komórek, która po raz pierwszy została opisana przez 

Helen Yin i Thomasa Stossel’a w 1979 roku (1). Do tej pory poznano trzy izoformy gelsoliny: 

cytozolową, osoczową oraz gelsolinę-3, obecną w płynie mózgowo-rdzeniowym (2, 3). 

Pomimo różnych miejsc występowania oraz szerokiego spektrum pełnionych funkcji 

biologicznych, wszystkie izoformy tego białka kodowane są przez ten sam gen zlokalizowany 

na dziewiątym chromosomie (4). W warunkach fizjologicznych stężenie pGSN we krwi 

ludzkiej wynosi od 150 do 300 µg/mL (3). Jest ona również obecna w różnych płynach 

ustrojowych, w tym w limfie i płynie stawowym (5, 6). Głównymi źródłami pGSN 

w krwioobiegu są mięśnie szkieletowe poprzecznie prążkowane, mięśnie gładkie i mięsień 

sercowy (7).  pGSN ma masę 83 kDa i składa się z 6 domen (G1-G6). Są one zaangażowane 

w regulację formowania cytoszkieletu komórki poprzez wiązanie i cięcie filamentów 

aktynowych, oraz nukleację monomerów aktyny (8). Na poziomie struktury białka, pGSN 

charakteryzuje się unikalną, zlokalizowaną w N-terminalnej części, nieobecną w formie 

cytoplazmatycznej, sekwencją 24 aminokwasów, określaną jako „przedłużenie osoczowe” 

(ang. plasma extension).  Ponadto, pGSN zawiera specyficzne wiązanie dwusiarczkowe między 

Cys188 a Cys201 w domenie G2 (9). Wiązanie to jest kluczowe, ponieważ zapewnia 

zwiększoną stabilność w środowisku zewnątrzkomórkowym. Molekularna konformacja 

gelsoliny jest regulowana przez Ca2+ i fosfatydyloinozytole, a zwłaszcza fosfatydyloinozytol-

4,5-bisfosforan (PI(4,5)P2). pGSN pełni funkcję buforu aktynowego we krwi, a ponadto 

moduluje również odpowiedź immunologiczną poprzez preferencyjne wiązanie związków 

pochodzących ze ściany komórkowej bakterii, tj. lipopolisacharydów (LPS) i kwasu 

lipotejchojowego (LTA), pochodzących odpowiednio z bakterii Gram-ujemnych i Gram-

dodatnich (10, 11). Dzięki preferencyjnemu wiązaniu LPS i LTA, pGSN pośrednio zapobiega 

aktywacji receptorów Toll-podobnych (TLR, ang. Toll-like receptor) (10). Dodatkowo, pGSN 

wiąże się z szerokim spektrum związków bioaktywnych, w tym z kwasem lizofosfatydowym 

(LPA), sfingozyno-1-fosforanem (S1P) i czynnikiem aktywującym płytki krwi (PAF). 

Zwiększa to zakres jej właściwości przeciwzapalnych, sugerując istotną rolę w procesach 

takich jak gojenie ran, przebudowa tkanek, rozwój nowotworów, fagocytoza bakterii czy 
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angiogeneza (12, 13). Udział pGSN w różnych procesach życiowych w organizmie człowieka 

przedstawia Rycina 1.  

 

3.2. Hipogelsolinemia - potencjał diagnostyczny 

Hipogelsolinemia, to stan charakteryzujący się obniżonym poziomem pGSN we krwi, 

który został zaobserwowany w różnych stanach chorobowych. Należą do nich urazy 

wielonarządowe, urazy mózgu i wątroby, zawał mięśnia sercowego, martwica tkanek, wstrząs 

septyczny oraz zakażenie wirusem SARS-CoV-2 (14-18). Stany te często charakteryzują się 

znacznie niższym stężeniem pGSN we krwi w porównaniu do stężenia obserwowanego u osób 

zdrowych. Wynika to z faktu wiązania pGSN z aktyną uwolnioną z uszkodzonych komórek, 

które następnie w kompleksie pGSN-aktyna są usuwane z krwioobiegu (8). Stężenie pGSN we 

krwi może służyć jako marker nasilenia procesów chorobowych. Na przykład, znaczny spadek 

ilości pGSN może sygnalizować zakres uszkodzenia tkanek lub podwyższone ryzyko dalszych 

powikłań (19-24). W przypadkach takich schorzeń, jak wstrząs septyczny, niski poziom pGSN 

może korelować z podwyższonym poziomom markerów zapalnych. Towarzyszące spadkowi 

pGSN, zmiany innych markerów w różnych stanach chorobowych podsumowano w Tabeli 1. 

Zmiany stężenia pGSN we krwi dostarczają istotnych informacji o bezpośrednim zagrożeniu 

życia pacjenta i złym rokowaniu. Spadek stężenia gelsoliny osoczowej we krwi przy 

Rycina 1. Różnorodne funkcje gelsoliny osoczowej w organizmie człowieka. 
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określonym typie uszkodzeń tkanek (np. zespół zaburzeń oddychania – ang. respiratory distress 

syndrome, RDS) wyprzedza, zmiany innych markerów chorobowych. Ta obserwacja wskazuje, 

że oznaczanie pGSN może być cennym markerem diagnostycznym, szczególnie u pacjentów 

z urazami wielonarządowymi czy zakażeniami inwazyjnymi. Jednakże potencjalna rola pGSN 

jako markera diagnostycznego jest mało poznana i wymaga dalszych badań. 

Tabela 1. Jednostki chorobowe, w których dochodzi do hipogelsolinemii i zmian stężenia we krwi innych 

markerów chorobowych. 

Jednostka chorobowa Stężenie pGSN 
Metoda 

detekcji 
Inne badane markery Ref. 

Ostre zapalenie trzustki 

(OZT) 

15-165 µg/mL vs. 

130–240 µg/mL 

w osoczu zdrowych. 

WB 

Obniżony poziom 

sfingozyno-1-fosforanu 

i podwyższony poziom CRP, 

WBC, amylazy i lipazy 

koreluje z niskim poziomem 

pGSN we krwi pacjentów 

z OZT.  

(25) 

SARS-CoV-2 

~40±5 μg/ml vs. 

~70±5 μg/ml 

w osoczu zdrowych. 

ELISA 

Stężenia pGSN i IL-6 jako 

istotny czynnik 

prognostyczny łagodniejszej 

choroby i korzystnych 

wyników leczenia. 

(18) 

Przewlekła choroba 

ziarniniakowa (CGD) 

52,5±16,3 μg/ml 

w kontroli vs. 

33,2±8,3 μg/ml 

w surowicy 

pacjentów z CGD. 

ELISA Wzrost stężenia CRP. (26) 

Urosepsa 

73,48±11,35 mg/L vs 

289,41±39,72 

mg/mL w grupie 

kontrolnej po 

7 dniach infekcji, 

mierzona w ludzkiej 

surowicy. 

ELISA 

Znacząco podwyższony 

poziom PCT wśród pacjentów 

z urosepsą. 

(27) 

Rak głowy i szyi 
81,03±38,14 μg/mL 

vs. 181,7±58,54 
ELISA 

Wyższy poziom krążącego 

CYFRA 21-1 
(28) 
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μg/mL w osoczu 

grupy kontrolnej. 

i rozpuszczalnego Fas. Niższy 

poziom FasL. 

Łuszczycowe zapalenie 

stawów (PsA), 

łuszczyca 

Spadek pGSN w 

osoczu pacjentów 

z PsA w porównaniu 

z grupą kontrolną 

i pacjentami z samą 

łuszczycą 

(p˂0,0001). Punkt 

odcięcia dla pGSN 

wynosił 172,5 mg/L. 

ELISA 

Istotną ujemna korelacja 

pGSN z markerami stanu 

zapalnego, takimi jak CRP 

i ESR (odpowiednio 

p<0,0001 i p=0,039). Istotna 

ujemna korelacja między 

pGSN a aktywnością PsA 

(p<0,0001). 

(29) 

Toczeń rumieniowaty 

układowy (SLE) 

176,02±74,9 µg/ml 

w porównaniu 

z grupą kontrolną 

217,13±86,7 µg/ml; 

P=0,005, vs. 

104,84±41,7 µg/ml; 

P=0,002 u pacjentów 

z zaostrzeniem SLE. 

WB/ 

ELISA 

Poziom pGSN skorelowany 

z poziomem cholesterolu 

HDL (r=0,316, P<0,001). 

(30) 

Ostra białaczka 

limfoblastyczna u dzieci 

148,4±3,005 μg/mL 

vs 193,7±5,673 

μg/mL w osoczu 

zdrowych. 

ELISA 

Korelacja spadku stężenia 

białka rdzeniowego agrekanu, 

alfa-2-HS-glikoproteiny, 

łańcucha A czynnika 

krzepnięcia XIII i pGSN. 

(31) 

Początkowa faza sepsy 

u pacjentów z ostrą 

białaczką szpikową 

(AML) 

32±41 µg/ml vs. 

176±37 µg/ml, 

p<0,001 w grupie 

kontrolnej. 

Western 

Blot 

Niskie stężenie pGSN we 

krwi pacjentów z AML 

i sepsą, skorelowane 

z wysokim wskaźnikiem 

SOFA. 

(15) 

Choroby 

mitochondrialne (MD) 

233 µg/ml (zakres 

34-960 µg/ml) vs. 

432 µg/ml (zakres 

213-830 µg/ml), 

w osoczu grupy 

kontrolnej. 

ELISA 

pGSN i GDF-15 

preferencyjnie rozróżniały 

pacjentów z MD i bez MD 

w wieku poniżej 50 lat, 

podczas gdy FGF-21 najlepiej 

klasyfikował starszych 

pacjentów. 

(32) 
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pGSN poprawia dokładność 

diagnozy MD zapewnianą 

przez FGF-21 i GDF-15. 

Rak jelita grubego 

97,19±47,91 μg/ml 

vs. 172,83±51,31 

μg/m w osoczu 

zdrowych. 

WB 
Słaba ujemna korelacja 

między pGSN i CRP. 
(33) 

Niedrobnokomórkowy 

rak płuc 

123,99±59,66 μg/ml 

vs. 172,83±51,31 

μg/ml w osoczu 

zdrowych. 

WB 
Słaba ujemna korelacja 

między pGSN i CRP. 
(33) 

Wyjaśnione skróty: WB – Western Blot; ELISA - metoda immunoenzymosorpcyjna; CRP – białko C-

reaktywne; WBC – białe krwinki; IL-6 – Interleukina 6; CYFRA  21-1 – marker nowotworowy; 

Fas/FasL – ligand Fas; ESR – szybkość opadania erytrocytów; HDL – lipoproteina o wysokiej gęstości; 

SOFA - skala niewydolności narządów związana z sepsą; GDF-15 – różnicujący czynnik wzrostu; FGF-

21 – czynnik wzrostu fibroblastów 21 

3.3. Wyzwania i perspektywy w zwalczaniu zakażeń grzybiczych 

Zakażenia grzybicze stanowią ważne wyzwanie dla zdrowia publicznego z powodu ich 

rozpowszechnienia oraz rosnącej śmiertelności (34). Występowanie i rodzaje zakażeń 

grzybiczych mogą się różnić w zależności od regionu geograficznego, co wiąże się z różnicami 

w klimacie, stylu życia i dostępie do opieki zdrowotnej. Mogą one występować w różnych 

postaciach, od powierzchniowych infekcji skóry po ciężkie zakażenia systemowe. 

Powierzchniowe i skórne zakażenia są najczęściej spotykanymi typami infekcji grzybiczych, 

obejmują one grzybicę stóp, paznokci, łupież pstry oraz inne infekcje skóry i błon śluzowych 

(35). Są zazwyczaj mniej groźne, ale mogą powodować dyskomfort i komplikacje, jeśli nie 

zostaną właściwie leczone. Szacuje się, że blisko miliard ludzi na świecie cierpi z powodu 

powierzchniowych infekcji grzybiczych skóry, włosów i paznokci. Wysoka temperatura 

i wysoka wilgotność powietrza sprzyja pojawieniu się powierzchniowych zakażeń 

grzybiczych, stąd ich występowanie jest znacznie częstsze w rejonach tropikalnych (36). 

Głębokie zakażenia systemowe, takie jak kandydoza inwazyjna, aspergiloza czy kryptokokoza, 

stanowią poważne zagrożenie, szczególnie dla osób z osłabionym układem odpornościowym, 

w tym pacjentów oddziałów hematologicznych, intensywnej terapii, osób zakażonych ludzkim 

wirusem upośledzenia odporności (HIV) i z zespołem nabytego upośledzenia odporności 

(AIDS), po przeszczepach organów lub przyjmujących leki immunosupresyjne (37). Infekcje 
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te mogą prowadzić do poważnych powikłań skutkujących śmiercią. W przypadku niektórych 

inwazyjnych zakażeń grzybiczych śmiertelność może sięgać nawet 50% (38).  

System immunologiczny odgrywa kluczową rolę w obronie przed zakażeniami grzybiczymi 

(39). Makrofagi, neutrofile i komórki dendrytyczne są pierwszą linią obrony zdolną do 

eliminacji komórek grzybów (40). Komórki T i komórki B są aktywowane, aby zapewnić 

długotrwałą odporność i pamięć immunologiczną (41). Zmiany w stężeniu pGSN we krwi 

mogą mieć wpływ na skuteczność odpowiedzi immunologicznej. Zaobserwowano, że pGSN 

stymuluje fagocytozę oraz migrację makrofagów in vitro (42, 43). Te procesy są istotne dla 

skutecznej odpowiedzi immunologicznej, umożliwiając szybką mobilizację komórek 

odpornościowych do miejsc infekcji i stymulację fagocytozy. Niskie stężenie pGSN 

(hipogelsolinemia), może osłabiać zdolność organizmu do zwalczania zakażeń, co podkreśla 

znaczenie badań nad rolą tego białka w kontekście odporności przeciwgrzybiczej.  

Dodatkowym wyzwaniem w zwalczaniu zakażeń grzybiczych jest występowanie, 

szczególnie w środowiskach szpitalnych, grzybów lekoopornych, czyli takich, które wykazują 

oporność na jedną lub więcej klas leków przeciwgrzybiczych (44). Do najbardziej znanych 

należą Candida auris wśród drożdżaków, a wśród grzybów pleśniowych grzyby z rodzaju 

Rhizopus, Mucor, oraz Lichtheimia (dawniej Absidia), które wykazują oporność na większość 

leków przeciwgrzybiczych (45-47). Oporność często wynika z mutacji genetycznych, 

w wyniku których dochodzi do zmian celów terapeutycznych leków w komórkach grzybów 

(48). Dodatkowo, wiele gatunków grzybów, w tym Candida, tworzy biofilm, który jest 

znacznie trudniejszy do zwalczenia przy użyciu standardowych terapii (49). 

Wielolekooporność często prowadzi do wydłużenia czasu leczenia, większych kosztów 

i zwiększonej śmiertelności (50). 

3.4. Candida auris  

Candida auris jest przykładem patogenu, który łączy w sobie wysoką lekooporność ze 

zdolnością unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Te dwie cechy czynią go 

wyjątkowym wyzwaniem dla systemów opieki zdrowotnej na całym świecie. C. auris 

powoduje ciężkie infekcje inwazyjne, charakteryzujące się wskaźnikiem śmiertelności 

sięgającym nawet 60% (51). Pierwsze zakażenie tym patogenem zostało odnotowane w Japonii 

w 2009 roku, a od tego czasu pojawiło się wiele ognisk zakażeń na całym świecie (52). 

Kontrolowanie zakażeń C. auris stanowi wyzwanie, ponieważ mikroorganizm ten może być 

błędnie zidentyfikowany jako inny drożdżak przez powszechnie stosowane metody 
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identyfikacji. Jest on zdolny również do kolonizowania pacjentów przez długi czas, utrzymując 

się w środowisku szpitalnym, gdzie może rozprzestrzeniać się między pacjentami i personelem 

(53, 54).  

Zdolność do unikania wrodzonej odpowiedzi immunologicznej i wysoki poziom 

oporności na leki przeciwgrzybicze sprawiają, że C. auris wyróżnia się spośród innych 

gatunków Candida, co czyni go szczególnie groźnym dla pacjentów z niedoborami odporności. 

Najnowsze badania podkreślają, że zdolność C. auris do unikania odpowiedzi 

immunologicznej gospodarza jest wynikiem  mniejszej stymulację komórek odpornościowych 

w porównaniu z C. albicans (55, 56),  (C. auris wykazuje zdolność maskowania β-glukanów 

na powierzchni) co prowadzi do ograniczenia fagocytozy (zmniejszenia 

wewnątrzkomórkowego zabijania jego komórek) (57). 

3.5. Zakażenia grzybicze w przebiegu COVID-19 

 SARS-CoV-2 to β-koronawirus, który zapoczątkował światowa pandemię w 2019 roku, 

powszechnie określaną jako pandemia COVID-19 (58). Wirus ten głównie wywołuje zmiany 

zapalne płuc, charakteryzujące się zakrzepicą i zwiększoną przepuszczalnością naczyń 

płucnych, co może prowadzić do obrzęku i krwotoku (59). Oprócz wpływu na układ 

oddechowy, zakażenie SARS-CoV-2 może prowadzić do uszkodzenia innych narządów. 

Bezpośrednie działanie białka kolca wirusa (białko S, ang. Spike protein), odpowiedzialne za 

interakcję wirusa z komórkami gospodarza wraz z burzą cytokin wywołaną odpowiedzią 

zapalną, negatywnie wpływa na naczynia krwionośne, serce, nerki i mózg (60-63). Szerokie 

spektrum objawów klinicznych w przebiegu COVID-19 ma związek ze zwiększoną 

podatnością na oportunistyczne infekcje grzybicze (64). 

Bardzo niebezpiecznymi powikłaniami u pacjentów z COVID-19 w ciężkim stanie 

klinicznym są inwazyjne infekcje grzybicze. Są one głównie powodowane przez gatunki 

należące do: Candida, Aspergillus oraz Mucorales. W związku z tym, infekcje te są 

klasyfikowane jako kandydoza związana z COVID-19 (CAC, ang. COVID-19-associated 

candidiasis), aspergiloza płucna związana z COVID-19 (CAPA, ang. COVID-19-associated 

pulmonary aspergillosis) oraz mukormykoza związana z COVID-19 (CAM, ang. COVID-19-

associated mucormycosis) (65-67). Odnotowano dziesięciokrotny wzrost częstości 

występowania kandydemii u pacjentów z COVID-19 w porównaniu do pacjentów bez tego 

rozpoznania (68, 69). Najczęściej identyfikowanym drożdżakiem w tych przypadkach jest 

Candida albicans, stanowiący 44% wszystkich przypadków (70). Jednakże, w niektórych 
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regionach, C. auris był dominującym patogenem (71). W ogniskach kandydemii C. auris 

związanych z COVID-19 wskaźnik śmiertelności osiągnął nawet 83% (72). 

Eskalację infekcji grzybiczych w trakcie pandemii COVID-19 można przypisać różnym 

czynnikom. Należą do nich immunosupresja w przebiegu COVID-19, przedłużony pobyt na 

Oddziałach Intensywnej Terapii (OIT), oraz interwencje medyczne, takie jak wentylacja 

mechaniczna i systemowa terapia kortykosteroidami (73). Te czynniki, w połączeniu 

z zaburzeniami odpowiedzi immunologicznej oraz bezpośrednim wpływem wirusa na układ 

odpornościowy, przy równoczesnej ekspozycji pacjentów na inwazyjne metody terapeutyczne, 

znacząco zwiększają ryzyko oportunistycznych infekcji grzybiczych.  

Co więcej, w trakcie pandemii COVID-19 zaobserwowano wzrost częstości 

inwazyjnych infekcji grzybiczych w obrębie ośrodkowego układu nerwowego (OUN), co 

często przypisuje się oddziaływaniu białka S wirusa SARS-CoV-2 (74-78). Białko to narusza 

integralność komórek śródbłonka, które formują barierę krew-mózg (BBB, ang. blood-brain 

barrier) poprzez różnorodne mechanizmy (79). Do tych mechanizmów należy indukcja stanu 

zapalnego, zaburzenia ekspresji białek odpowiedzialnych za międzykomórkowe połączenia 

ścisłe (TJ, ang. tight junctions) oraz bezpośrednie interakcje z komórkami śródbłonka 

tworzącymi BBB (75, 80). Zwiększona przepuszczalność BBB może ułatwiać patogenom 

grzybiczym inwazję i infekcję OUN, których śmiertelność wynosi nawet 50% (81-83). 

Dokładne mechanizmy, przez które białko S uszkadza BBB zostały opisane w pracy 

przeglądowej (P.1) stanowiącej część rozprawy doktorskiej. 

W świetle powyższych informacji, nasuwa się konieczność poszukiwania skutecznych 

terapii przeciwzapalnych i przeciwgrzybiczych, które mogłyby mieć zastosowanie w terapii 

zakażeń grzybiczych występujących w przebiegu COVID-19. Jednym z potencjalnych 

kandydatów może być pGSN, dzięki jej zdolności do regulowania procesów zapalnych, może 

odgrywać kluczową rolę w łagodzeniu ciężkiego przebiegu COVID-19. Dodatkowo, jako 

czynnik stabilizujący strukturę cytoszkieletu, pGSN może zmniejszać uszkodzenia tkanek 

spowodowane burzą cytokinową. Zastosowanie pGSN jako terapii wspomagającej w leczeniu 

COVID-19 może być właściwą strategią, zwłaszcza w kontekście zwiększonego ryzyka 

infekcji grzybiczych i innych powikłań. Należy jednak pamiętać, że dalsze badania są 

konieczne, aby dokładnie określić celowość i bezpieczeństwo takiej potencjalnej metody 

terapeutycznej. 
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3.6. Możliwości wykorzystania gelsoliny osoczowej w praktyce klinicznej 

 pGSN, znana ze swoich właściwości immunomodulujących, wzbudza zainteresowanie 

jako potencjalny czynnik terapeutyczny w chorobach płuc o etiologii bakteryjnej i wirusowej. 

Dwa badania kliniczne z ostatnich lat opisane na stronie https://clinicaltrials.gov/ wykazały 

korzyści terapii z użyciem rekombinowanej ludzkiej gelsoliny osoczowej (Rhu-pGSN, ang. 

recombinant human plasma gelsolin) u pacjentów z zapaleniem płuc. 

3.6.1. Rhu-pGSN u pacjentów hospitalizowanych z pozaszpitalnym zapaleniem płuc  

W badaniu oceniano bezpieczeństwo terapii różnymi dawkami Rhu-pGSN u pacjentów 

hospitalizowanych z pozaszpitalnym zapaleniem płuc (CAP, ang. community-acquired 

pneumonia) (23). Pacjenci z łagodnym CAP, przyjęci na oddziały szpitalne inne niż OIT, byli 

losowo przydzielani w stosunku 3:1 do grupy otrzymującej dodatkowo Rhu-pGSN lub placebo 

podawane dożylnie. Łącznie 33 uczestników otrzymywało leczenie Rhu-pGSN: 8 w formie 

jednorazowej dawki i 25 w formie wielokrotnych dawek. W formie jednorazowej dawki, 

pacjentom podano Rhu-pGSN w dawce 6 mg/kg masy ciała. W formie wielokrotnych dawek, 

Rhu-pGSN podawano codziennie w dawkach 6, 12 lub 24 mg/kg przez trzy kolejne dni. 

Działania niepożądane były ogólnie łagodne w obu grupach leczonych, bez względu na dawkę. 

Jedynym poważnym działaniem niepożądanym (SAE, ang. serious adverse event) w formie 

jednorazowej dawki było zapalenie płuc niezwiązane z lekiem u pacjenta otrzymującego Rhu-

pGSN, który zmarł po wdrożeniu opieki paliatywnej. W formie wielokrotnych dawek, 

u jednego pacjenta z grupy placebo zanotowano dwa przypadki SAE, w tym zatorowość 

płucną, która doprowadziła do zgonu. Wśród 18 pacjentów, którym podawano Rhu-pGSN 

w formie wielokrotnych dawek nie odnotowano poważnych ani związanych z lekiem działań 

niepożądanych. Nudności i podwyższone ciśnienie krwi zgłaszano u dwóch pacjentów. Średni 

okres półtrwania Rhu-pGSN przekraczał 17 godzin we wszystkich schematach dawkowania, 

a poziomy powyżej stężenia fizjologicznego były utrzymywane przez cały 24-godzinny okres 

podawania białka w dwóch najwyższych dawkach w badanych grupach. Rhu-pGSN była 

ogólnie dobrze tolerowana przez pacjentów z łagodnym CAP hospitalizowanych poza OIT.  

3.6.2. Rhu-pGSN w leczeniu ciężkiego zapalenia płuc wywołanego przez COVID-19 

W tym randomizowanym badaniu wzięło udział 61 pacjentów z zapaleniem płuc 

wywołanym przez COVID-19, którzy wykazywali oznaki stanu zapalnego zgodnie z kryteriami 

WHO (84). Z tej grupy, 30 pacjentów otrzymało Rhu-pGSN w dawce 12 mg/kg, podawanej 

dożylnie trzykrotnie: na początku, a następnie po 12 i 36 godzinach. Główne kryteria oceny 
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w badaniu obejmowały przeżywalność do 14 dnia bez konieczności zastosowania wsparcia 

oddechowego, hemodynamicznego lub nerkowego oraz częstość występowania poważnych 

działań niepożądanych w ciągu 90 dni. Wyniki pokazały, że wskaźniki przeżycia bez 

dodatkowego wsparcia do 14 dnia były porównywalne między grupami, z 83,3% w grupie Rhu-

pGSN i 87,1% w grupie placebo. Co ważne, grupa otrzymująca Rhu-pGSN doświadczyła mniej 

działań niepożądanych, głównie o charakterze płucnym, oraz miała niższy wskaźnik intubacji 

(10,0%) w porównaniu do grupy placebo (19,4%). Można stwierdzić, że wyniki leczenia były 

pozytywne w obu grupach. Dodanie Rhu-pGSN do standardowej terapii deksametazonem 

i remdesivirem nie przyniosło znaczącej korzyści w porównaniu z placebo. Niemniej jednak, 

stosowanie Rhu-pGSN wiązało się ze zmniejszoną częstością występowania poważnych 

działań niepożądanych i mniejszą potrzebą intubacji w porównaniu z placebo. 

Podawanie Rhu-pGSN to obiecująca strategia terapeutyczna w leczeniu chorób płuc 

o etiologii bakteryjnej i wirusowej, zwłaszcza w przypadku zapalenia płuc wywołanego przez 

COVID-19. Dane z dwóch ostatnich badań klinicznych potwierdzają bezpieczeństwo 

stosowania Rhu-pGSN, jej dobrą tolerancję i minimalne działania niepożądane. Choć 

w badaniach dotyczących CAP i COVID-19 Rhu-pGSN nie wykazała znaczącej przewagi nad 

placebo w poprawie przeżywalności, zaobserwowano mniej działań niepożądanych i niższy 

wskaźnik intubacji. Te wyniki podkreślają potencjał Rhu-pGSN w modulowaniu odpowiedzi 

zapalnej i poprawie wyników leczenia, motywując do dalszych badań nad jej skutecznością 

w terapii różnych chorób. 
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4. Omówienie prac składających się na rozprawę doktorską 

4.1. Cele pracy 

Kluczową funkcją pGSN jest modulacja odpowiedzi immunologicznej i działanie 

przeciwzapalne. Białko to, wiąże i neutralizuje prozapalne cząsteczki, takie jak LPS i LTA, 

może także pośrednio hamować nadmierną aktywację układu odpornościowego. Z drugiej 

strony pGSN stymuluje fagocytozę bakterii w mysich makrofagach, co wskazuje na jej 

bezpośredni wpływ na komórki immunokompetentne. W chorobach, w których dochodzi do 

rozwoju zapalenia prowadzącego do uszkodzenia tkanek, właściwości pGSN mogą odgrywać 

kluczową rolę w modulacji swoistej odpowiedzi immunologicznej, łagodzeniu objawów 

i ograniczaniu dalszych uszkodzeń. 

Ostatnie lata przyniosły globalny wzrost zakażeń grzybiczych, z wyjątkowo 

niepokojącym wzrostem infekcji spowodowanych przez C. auris.  W obliczu tych wyzwań, 

głębsze zrozumienie mechanizmów obronnych organizmu, w tym funkcji pGSN, jest 

niezmiernie istotne. Badania nad pGSN oferują nową perspektywę dla opracowania metod 

profilaktycznych i terapeutycznych przeciwko trudnym do leczenia zakażeniom grzybiczym. 

Pandemia COVID-19, wywołana przez wirus SARS-CoV-2, zmusza do zintensyfikowania 

badań nad mechanizmami odpowiedzi immunologicznej oraz procesami zapalnymi, 

szczególnie w kontekście obserwowanego wzrostu zakażeń grzybiczych wśród pacjentów 

z COVID-19. W sytuacji, gdy COVID-19 wywołuje silny stan zapalny i powoduje uszkodzenia 

tkanek, potencjalna rola pGSN jako regulatora odpowiedzi immunologicznej nabiera nowego 

wymiaru. Badania nad wpływem pGSN na procesy zapalne indukowane przez wirus SARS-

CoV-2 mogą nie tylko przyczynić się do głębszego zrozumienia patofizjologii COVID-19, ale 

również zidentyfikować nowe cele terapeutyczne, otwierając drogę do opracowania 

skuteczniejszych strategii leczenia. 

Celem niniejszej pracy było zbadanie funkcji, jaką pełni pGSN w kontekście nieswoistej 

odpowiedzi immunologicznej podczas zakażeń grzybiczych. W świetle pandemii COVID-19 

i związanego z nią silnego, ogólnoustrojowego procesu zapalnego oraz zauważalnego wzrostu 

zakażeń grzybiczych w obrębie OUN u pacjentów z COVID-19, zdecydowano o poszerzeniu 

zakresu badań w ramach realizacji projektu Preludium bis 1 (NCN/1/PR/20/002/1122). Nowy 

kierunek obejmował ocenę roli pGSN jako potencjalnego czynnika przeciwzapalnego 
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w odpowiedzi na uszkodzenie komórek endotelialnych tworzących barierę krew-mózg 

wywołane przez białko S1 pochodzące z SARS-CoV-2. 

 

Biorąc pod uwagę powyższe informacje, sformułowane zostały następujące szczegółowe 

cele badań: 

1. Ocena wpływu pGSN na procesy fagocytozy oraz generowanie zewnątrzkomórkowych 

pułapek neutrofilowych (NET) w odpowiedzi na obecność drożdżaków. 

2. Identyfikacja molekularnych mechanizmów przeciwzapalnego działania pGSN 

w stosunku do neutrofilów i komórek śródbłonka poddanych działaniu mediatorów 

zapalnych. 

3. Ocena przeciwzapalnego działania pGSN z wykorzystaniem modeli 2D oraz 3D bariery 

krew-mózg w odpowiedzi na działanie białka S pochodzącego z SARS-CoV-2. 
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4.2. Materiały i metody badawcze 

Szczegółowy opis metodyki badań w zastosowanych modelach eksperymentalnych 

znajduje się w niżej wymienionych pracach oryginalnych włączonych do rozprawy: 

Publikacja nr 2 (P.2) – Suprewicz, Ł., Skłodowski, K., Walewska, A., Deptuła, P., Sadzyńska, 

A., Eljaszewicz, A., Moniuszko, M., Janmey, P.A., Bucki, R. Plasma Gelsolin Enhances 

Phagocytosis of Candida auris by Human Neutrophils through Scavenger Receptor Class B. 

Microbiology Spectrum, 2023: 11, 2, 13 pp. DOI: 10.1128/spectrum.04082-22 

Publikacja nr 3 (P.3) – Suprewicz, Ł., Tran, K.A., Piktel, E., Fiedoruk, K., Janmey, P.A., 

Galie, P.A., Bucki, R. Recombinant human plasma gelsolin reverses increased permeability of 

the blood–brain barrier induced by the spike protein of the SARS-CoV-2 virus. 

Journal of Neuroinflammation, 2022: 19, 16 pp. DOI: 10.1186/s12974-022-02642-4 

 

4.2.1. Rekombinowana ludzka gelsolina osoczowa (Rhu-pGSN) 

 Rhu-pGSN użyta w badaniach, wyprodukowana z wykorzystaniem bakterii Escherichia 

coli została udostępniona przez firmę BioAegis Therapeutics (North Brunswick, NJ, USA). 

4.2.2. Pobranie krwi i izolacja neutrofilów 

 Krew pobierano od zdrowych ochotników do probówek zawierających kwas 

etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), za zgodą Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego 

w Białymstoku, zgodnie z uchwałą numer APK.002.234.2021. Izolację neutrofilów 

przeprowadzano za pomocą wirowania w gradiencie gęstości, korzystając z preparatu 

PolymorphPrep (Progen, Heidelberg, Niemcy). Po wyizolowaniu, komórki zliczano przy 

pomocy hemocytometru, a następnie zawieszono w medium RPMI 1640, które było wolne od 

antymikotyków oraz surowicy (FBS, ang. fetal bovine serum). Komórki były następnie 

inkubowane w temperaturze 37°C w atmosferze z 5% zawartością CO2. 

 W eksperymentach opisanych w P.2, neutrofile najpierw inkubowano w medium 

pozbawionym surowicy, co miało na celu wyeliminowanie ewentualnego wpływu pGSN 

znajdującej się w surowicy krwi na wyniki badań. Następnie, komórki poddawano preinkubacji 

z pGSN, po której dodawano do ich zawiesiny komórki C. auris lub cząsteczki zymosanu. 

W podobnym układzie doświadczalnym, pGSN była dodawana równocześnie z komórkami 

grzybów lub cząsteczkami zymosanu, co pozwalało na bezpośrednie porównanie efektu 

preinkubacji z pGSN w stosunku do jednoczesnego dodania tych składników. 
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4.2.3. Szczep Candida auris 

 Do badań w P.2 wykorzystano szczep Candida auris 21092, pozyskany z DSMZ 

(Braunschweig, Niemcy). Przed posiewem na agar Sabouraud z dodatkiem dekstrozy 

i chloramfenikolu, szczep ten przechowywano w temperaturze -80°C w pożywce z dodatkiem 

glicerolu. Dla zapewnienia optymalnych warunków wzrostu, szczep rutynowo inkubowano 

w temperaturze 30°C. Liczbę komórek drożdży oszacowano za pomocą hemocytometru. 

Komórki Candida, znajdujące się w fazie logarytmicznego wzrostu, zawieszono w medium 

RPMI 1640, analogicznie do procedury z neutrofilami, a następnie rozcieńczono je do gęstości 

wymaganej dla poszczególnych eksperymentów. 

4.2.4. Hodowla komórek śródbłonka bariery krew-mózg 

 Do badań przeprowadzonych w P.3 wykorzystano ludzkie komórki śródbłonka naczyń 

mózgowych (hCMEC/D3, CLU512-A, Cedarlane Laboratories), między 25 a 35 pasażem. 

Komórki te hodowano w medium przeznaczonym do hodowli komórek endotelialnych EBM-

2 (ang. endothelial cell growth basal medium), z dodatkiem bydlęcej surowicy płodowej (5% 

FBS), hydrokortyzonu, kwasu askorbinowego, antybiotyków (penicyliny, streptomycyny 

i amfoterycyny B), skoncentrowanego roztworu lipidów, czynnika wzrostu fibroblastów oraz 

buforu HEPES (pH = 7,4). Do hodowli wykorzystano płytki pokryte kolagenem typu I 

o stężeniu 0,1 mg/mL. Komórki inkubowano w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierającej 

5% CO2. Medium komórkowe wymieniano co 2–3 dni, aby zapewnić optymalne warunki 

wzrostu komórek. 

W badaniach przeprowadzonych w P.3, monowarstwy komórek śródbłonka 

inkubowano z pGSN, podjednostką S1 białka S pochodzącego z SARS-CoV-2, oraz w układzie 

z jednoczesnym dodaniem obu białek. W ramach tych eksperymentów, podjednostkę S1 

rozpuszczono w PBS i dodawano do hodowli komórkowych w ilości 1:100. Aby zapewnić 

jednolitość stężeń czynników wzrostu we wszystkich grupach eksperymentalnych, do kontroli, 

gdzie nie dodawano żadnych substancji, wprowadzono równą objętość PBS. Podobnie 

postępowano podczas dodawania pGSN, co gwarantowało spójność warunków 

eksperymentalnych. 

4.2.5. Mikroskopia konfokalna 

 Próbki utrwalano za pomocą 3,7% roztworu para formaldehydu przez 20 minut, 

a następnie przeprowadzano ich permeabilizację przy użyciu 0,2% Tritonu X-100. Oba etapy 

postępowania przeprowadzano w temperaturze pokojowej i trwały łącznie 30 minut. Aby 
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zablokować niespecyficzne miejsca wiązania, używano 3% roztworu albuminy bydlęcej (BSA) 

i inkubowano próbki przez 30 minut w temperaturze 37°C. Dalej, próbki inkubowano 

z przeciwciałami pierwszorzędowymi przez czas od 1 do 48 godzin w temperaturze 4°C. Po 

inkubacji z przeciwciałami, próbki przepłukiwano PBS i poddawano inkubacji z przeciwciałem 

drugorzędowym przez godzinę oraz z DAPI w stężeniu 1 µg/mL przez 15 minut w temperaturze 

pokojowej, zapewniając przy tym ochronę przed światłem. Obrazy następnie rejestrowano za 

pomocą mikroskopu konfokalnego. 

4.2.6. Ocena fagocytozy, NETozy i wewnątrzkomórkowej przeżywalności grzybów 

 Przy użyciu testu fagocytozy badano zdolność ludzkich neutrofilów do pochłaniania 

cząstek zymosanu-pHrodo (pHrodo – to barwnik, który jest źródłem fluorescencji po przejściu 

do wnętrza neutrofilów). Do komórek dodawano 5 mg cząstek zymosanu w medium RPMI 

1640 na 2-godzinną inkubację w 37°C i 5% CO2 na platformie IncuCyte SX1 (Sartorius AG), 

która posłużyła do późniejszej analizy wyników.  

 W kolejnym eksperymencie, neutrofile wysiewano na szkiełkach nakrywkowych, 

wcześniej sfunkcjonalizowanych poli-L-lizyną. Używano zabarwione (barwnik - Calcofluor 

White, CFW) komórki C. auris przy MOI (stosunku patogen: komórki) 1 i 5. Po zakażeniu, 

komórki utrwalano, permeabilizowano, blokowano i barwiono na obecność aktyny. Przy użyciu 

mikroskopii konfokalnej analizowano ilość neutrofilów zaangażowanych w fagocytozę 

komórek grzybiczych (takich, które pochłonęły lub przylegały do co najmniej jednej komórki 

patogenu) oraz indeks fagocytozy (ilość grzybów pochłoniętych na 100 neutrofilów). 

 W celu oceny wewnątrzkomórkowej przeżywalności grzybów, neutrofile odpowiednio 

stymulowano pGSN, zakażano C. auris, a następnie poddawano procesowi sonikacji 

i ilościowo wysiewano na agarze Sabouraud celem oceny wzrostu grzybów.  

Formowanie zewnątrzkomórkowych pułapek neutrofilowych (NET) oceniano przez 

wybarwienie mieloperoksydazy (MPO) w stymulowanych neutrofilach. Badania te 

przeprowadzano na szkiełkach pokrytych poli-L-lizyną i analizowano za pomocą mikroskopii 

konfokalnej. 

W równoległym eksperymencie oceniano wpływ pGSN na uwalnianie DNA 

pozakomórkowego (eDNA) podczas zakażenia C. auris. Neutrofile zakażano jak powyżej, 

z dodatkiem barwnika Cytotox red barwiącego eDNA. Wyniki analizowano przy użyciu 

platformy IncuCyte SX1. 
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4.2.7. Ocena sekrecji cytokin i chemokin oraz produkcji reaktywnych form tlenu 

 Ocenę sekrecji Interleukiny-2 (IL-2), IL-6, IL-8, interferonu gamma (IFN-γ), czynnika 

martwicy nowotworów (TNF-α) oraz czynnika wzrostu kolonii granulocytarno-

makrofagowych (GM-CSF) przeprowadzono przy użyciu zestawu Bio-Plex Pro human 

cytokine assay (Bio-Rad Laboratories). Neutrofile oraz komórki śródbłonka hodowano w 24-

dołkowych płytkach. Po zakończeniu inkubacji z odpowiednimi związkami, nadsącz zbierano 

i odwirowywano, aby usunąć pozostałe komórki, a następnie przeprowadzano analizę sekrecji 

cytokin i chemokin przy użyciu systemu Bio-Plex 200 (Bio-Rad). 

 Aby zbadać produkcję reaktywnych form tlenu (ROS) przez neutrofile, komórki 

inkubowano z sondą DCFH-DA (Dichlorodihydrofluorescein diacetate) w roztworze PBS 

przez 10 minut w ciemności. Następnie komórki przemywano PBS i wysiewano na 96-dołkową 

płytkę hodowlaną. Neutrofile stymulowano zgodnie z wcześniejszymi procedurami, dodając do 

eksperymentu także próbkę kontrolną z PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Fluorescencję 

przy długości fali 488 nm (ekscytacja) i 535 nm (emisja) mierzono za pomocą czytnika płytek 

Varioskan Lux (Thermofisher). 

4.2.8. Ocena ekspresji białek metodą Western Blot 

 Neutrofile oraz komórki śródbłonka hodowano w 6-dołkowych płytkach i stymulowano 

zgodnie z opisanymi wcześniej procedurami. Po odpowiednim czasie inkubacji, komórki 

płukano PBS, trypsynizowano i zbierano do probówek celem odwirowania. Osad komórkowy 

ekstrahowano buforem lizującym z dodatkiem inhibitora proteaz, inkubowano na lodzie przez 

20 minut i odwirowywano przez 20 minut w 4°C (14000 obrotów na minutę). Stężenie białek 

w nadsączu mierzono za pomocą testu Bradforda. Białka poddawano elektroforezie, a następnie 

przenoszono na membrany z polifluorku winyldenu (PVDF). Membrany blokowano w buforze 

blokującym, inkubowano przez około 18 godzin w 4°C z odpowiednimi przeciwciałami 

pierwszorzędowymi, po czym inkubowano z drugorzędowymi przeciwciałami koniugowanymi 

z IRDye 800CW przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej, w ciemności. Membrany 

wizualizowano przy użyciu systemu Odyssey LiCor, a intensywności białek analizowano, 

porównując próbki traktowane do kontroli znormalizowanych do β-aktyny. 

4.2.9. Analiza ekspresji genów 

 Neutrofile oraz komórki śródbłonka stymulowano jak powyżej, a następnie poddawano 

ekstrakcji RNA, syntezie cDNA i qRT-PCR z użyciem zestawów specyficznych dla szlaków 
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sygnałowych, z kontrolą GAPDH, a ekspresję genów analizowano jako ilość względna, 

wyrażona w Log2FC. 

4.2.10. Model 3D bariery krew-mózg w przepływie oraz ocena przepuszczalności 

 Wytworzenie naczynka mikroprzepływowego (ang. microfluidic device), jak 

i przygotowanie modelu 3D bariery krew-mózg zostały szczegółowo opisane w P.3.  

 Do oceny przepuszczalności utworzonej bariery krew-mózg, każdorazowo, pojedyncze 

naczynie perfundowane dekstranem-FITC o masie cząsteczkowej 4-kDa, badano przy użyciu 

odwróconego mikroskopu epifluorescencyjnego (Zeiss Axiostar 10). Obrazy rejestrowano co 

10 sekund i analizowano za pomocą ImageJ do określenia współczynnika przepuszczalności, 

wyliczanego przez korelację stężenia dekstranu z intensywnością fluorescencji po dwóch 

stronach naczynia. 

 Pomiary transendotelialnego oporu elektrycznego (TEER) przeprowadzano przy użyciu 

adaptera oscyloskopu USB Stingray DS1M12. To urządzenie, pełniące funkcję zarówno 

generatora sygnałów, jak i oscyloskopu, wykorzystywało oprogramowanie DS1M12 

EasyScope II do ustawienia napięcia wyjściowego i pomiaru impedancji śródbłonka.  

4.2.11. Ocena migracji 

Test gojenia rany (ang. wound healing assay) używano, aby ocenić wpływ pGSN i S1 

na migrację komórek tworzących BBB. Komórki hCMEC/D3 hodowano w 96-dołkowych 

płytkach pokrytych kolagenem do uzyskania jednolitej monowarstwy, a następnie 

wykonywano liniowe zarysowanie przy użyciu IncuCyte® WoundMaker. Następnie obrazy 

przetwarzano, definiując maskę zarysowania i maskę konfluencji komórek za pomocą 

oprogramowania IncuCyte® Cell Migration Analysis. 

4.2.12. Analiza statystyczna 

W P.2 i P.3 dane ilościowe wyrażono jako średnia arytmetyczna ± błąd standardowy średniej 

arytmetycznej. Analizę istotności statystycznej wykonywano przy użyciu niesparowanego, 

dwustronnego testu-t Studenta lub jednostronnej analizie wariancji (ANOVA) z testem post-

hoc Tukey. Użyte testy, parametry statystyczne, w tym dokładna liczba powtórzeń i istotność 

statystyczna, podane są na rycinach i w legendach do rycin w pracach oryginalnych włączonych 

do rozprawy. 
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4.3. Wyniki badań 

Szczegółowy opis uzyskanych wyników znajduje się w niżej wymienionych pracach 

oryginalnych włączonych do rozprawy: 

Publikacja nr 2 (P.2) – Suprewicz, Ł., Skłodowski, K., Walewska, A., Deptuła, P., Sadzyńska, 

A., Eljaszewicz, A., Moniuszko, M., Janmey, P.A., Bucki, R. Plasma Gelsolin Enhances 

Phagocytosis of Candida auris by Human Neutrophils through Scavenger Receptor Class B. 

Microbiology Spectrum, 2023: 11, 2, 13 pp. DOI: 10.1128/spectrum.04082-22 

Publikacja nr 3 (P.3) – Suprewicz, Ł., Tran, K.A., Piktel, E., Fiedoruk, K., Janmey, P.A., 

Galie, P.A., Bucki, R. Recombinant human plasma gelsolin reverses increased permeability of 

the blood–brain barrier induced by the spike protein of the SARS-CoV-2 virus. 

Journal of Neuroinflammation, 2022: 19, 16 pp. DOI: 10.1186/s12974-022-02642-4 

 

4.3.1. pGSN nasila fagocytozę i wewnątrzkomórkowe zabijanie komórek C. auris przez 

ludzkie neutrofile. 

 W P.2 badano zdolność pGSN do nasilania nieswoistej odpowiedzi immunologicznej 

w ludzkich neutrofilach w przebiegu zakażeń grzybiczych. Neutrofile dzięki zdolności do 

fagocytozy odgrywają kluczową rolę w obronie przed infekcjami bakteryjnymi i grzybiczymi.  

Oceniano, czy pGSN potęguje fagocytozę cząsteczek zymosanu w ludzkich neutrofilach. 

Początkowo neutrofile pozbawiano surowicy, a następnie eksponowano na pGSN przed 

dodaniem lub równocześnie z dodaniem zymosanu. Wyniki wykazały, że preinkubacja z pGSN 

zwiększa fagocytozę, ale dodanie go jednocześnie z zymosanem nie poprawia absorpcji, co 

sugeruje, że efekty immunomodulacyjne pGSN wymagają uprzedniego aktywowania 

neutrofilów (Fig. 1 a i b, P.2). 

Następnie zbadano wpływ pGSN na zdolności neutrofilów do fagocytozy C. auris, 

patogenu znanego ze zdolności do unikania odpowiedzi immunologicznej. Używając ludzkiej 

albuminy jako kontroli i różnych ilości grzybów wykazano, że preinkubacja neutrofilów 

z pGSN znacząco poprawia ich efektywność fagocytarną wobec C. auris. Było to potwierdzone 

przez wzrost liczby neutrofilów zaangażowanych w fagocytozę (Fig. 1 c i d, P.2) oraz wyższy 

indeks fagocytozy (Fig. 1 e i f, P.2), co podkreśla znaczenie pGSN w wzmacnianiu wrodzonej 

odpowiedzi immunologicznej przeciwko temu patogenowi. Dodatkowo, zaobserwowano 

znaczący wzrost wewnątrzkomórkowego zabijania komórek Candida (Fig. 1 g i h, P.2). 
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4.3.2. pGSN hamuje wydzielanie NETów przez neutrofile 

 Odrębnym mechanizmem nieswoistej odpowiedzi immunologicznej jest NEToza, czyli 

proces, w którym neutrofile narażone na szkodliwe substancje, uwalniają zawartość swojej 

cytoplazmy do przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Chociaż proces ten jest kluczowy dla 

zwalczania infekcji, nadmierne tworzenie NETów może prowadzić do uszkodzenia naczyń 

krwionośnych i zwiększenia stanu zapalnego poprzez nadmierne wydzielanie cytokin 

i reaktywnych form tlenu (ROS). 

W celu zbadania wpływu pGSN na wydzielanie NETów, neutrofile pozbawiono 

surowicy i inkubowano z pGSN, albo poddawano działaniu pGSN jednocześnie z komórkami 

C. auris. Preinkubacja z pGSN znacząco zmniejszyła uwalnianie eDNA do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej (Fig. 2 a i b, P.2) oraz formowanie się NETów (Fig. 2 c i d, P.2) podczas 

ekspozycji na C. auris. Hamowanie NETozy i produkcji ROS (Fig. 2 e, P.2) wskazuje na 

immunomodulujące działanie pGSN w stosunku do neutrofilów, a nie bezpośrednio przeciwko 

C. auris. pGSN hamowało również aktywność indukowaną przez PMA, co sugeruje jej silne 

działanie przeciwzapalne. Analiza Western Blot potwierdziła, że preinkubacja z pGSN przed 

zakażeniem znacząco hamowała ekspresję kluczowych białek zaangażowanych w proces 

tworzenia NETów, co dodatkowo podkreśla jego ochronną rolę przed nadmierną reakcją 

zapalną (Fig. 3, P.2). 

4.3.3. pGSN zmniejsza proces zapalny wywołany przez C. auris. 

 Ostra reakcja zapalna występuje zwykle bezpośrednio po pojawieniu się infekcji, 

prowadząc do uwalniania mediatorów zapalnych, takich jak cytokiny oraz chemokiny, co 

napędza rekrutację komórek odpornościowych do miejsca zapalenia. Jednak, nadmierny lub 

przewlekły stan zapalny może spowodować poważne uszkodzenia tkanek lub sepsę. W tym 

badaniu oceniano wpływ pGSN na reakcję zapalną w ludzkich neutrofilach podczas infekcji 

C. auris. Wykazano, że preinkubacja neutrofilów z pGSN przed zakażeniem C. auris znacząco 

obniża wydzielanie IL-4, IL-6 i TNF-α, a także zwiększa poziom przeciwzapalnej IL-10 (Fig. 

4, P.2). Wyniki te wskazują na immunomodulacyjne właściwości pGSN, które mogą hamować 

nadmierną odpowiedź zapalną, ograniczając ryzyko powikłań. 

4.3.4. Receptory klasy B typu „scavenger” jako cel dla pGSN na ludzkich neutrofilach. 

 Do tej pory mechanizm molekularny, dzięki któremu pGSN pobudza fagocytozę nie był 

znany. W celu zidentyfikowania potencjalnych genów zaangażowanych w stymulację 

fagocytozy przez pGSN, przeanalizowano ekspresję genów biorących udział w tym procesie. 
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Po dodaniu pGSN, najbardziej znaczący wzrost ekspresji zaobserwowano w genach należących 

do rodziny receptorów scavengerowych klasy B (SR-B), szczególnie CD36 i SCARB1 (Fig. 5 

a, P.2). SR-B to grupa glikoprotein transbłonowych składająca się z trzech przedstawicieli: SR-

B1 (SCARB1), SR-B2 (CD36) i SR-B3 (SCARB2). Te glikoproteiny wiążą i internalizują 

szeroki zakres ligandów. Obecne na powierzchni neutrofilów i makrofagów, SR-B odgrywają 

rolę w odporności wrodzonej, wchodząc w interakcje z wzorcami molekularnymi związanymi 

z patogenami (PAMPs, ang. pathogen-associated molecular patterns) lub wzorcami 

molekularnymi związanymi z uszkodzeniami (DAMPs, ang. damage-associated molecular 

patterns). 

Aby potwierdzić, że stymulacja fagocytozy przez pGSN zależy od zwiększenia 

ekspresji SR-B, użyto specyficznych antagonistów: sulfosukcynimidylu oleinianu (SSO) dla 

CD36 oraz blokera transportu lipidów-1 (BLT-1) dla SR-B1. Inhibitory te dodano do 

neutrofilów w trakcie preinkubacji z pGSN na 2 godziny. Po inkubacji inhibitory oraz pGSN 

usunięto, a następnie do komórek dodano medium z komórkami C. auris przy MOI 1 na kolejne 

2 godziny. Obecność inhibitorów SR-B znacząco zmniejszyła korzystny wpływ pGSN na 

działanie neutrofilów, w tym na liczbę neutrofilów zaangażowanych w proces fagocytozy (Fig. 

5 b i c, P.2) oraz indeks fagocytozy (Fig. 5 d i e, P.2). Inhibitor SSO (CD36) całkowicie 

zahamował efekt pGSN na efektywność wewnątrzkomórkowego zabijania grzybów, podczas 

gdy efekt BLT-1 (SR-B1) był mniejszy (Fig. 5 f i g, P.2). Te wyniki sugerują, że pGSN 

zwiększa fagocytozę C. auris przez ludzkie neutrofile poprzez stymulowanie ekspresji SR-B. 

4.3.5. pGSN hamuje wzrost przepuszczalności BBB indukowany przez białko S1 

SARS‑CoV‑2. 

 Główną cechą bariery krew-mózg (BBB) jest jej wysokoselektywna przepuszczalność, 

która chroni tkanki mózgu przed działaniem szkodliwych substancji pochodzących z krwi 

obwodowej. Wykazano, że podjednostka S1 białka S pochodzącego z SARS-CoV-2 zwiększa 

przepuszczalność BBB zarówno w modelu 2D, jak i 3D (Fig. 1, 2 i 3, P.3). Przeprowadzano 

testy przepuszczalności, aby określić, czy pGSN może zahamować ten niekorzystny efekt 

w obecności podjednostki S1. Użyto 4-kDa FITC-dekstran, aby skoncentrować się na 

charakterystyce para-komórkowego przechodzenia substancji przez połączenia komórkowe 

i wykluczyć inne formy aktywnego transportu, np. transcytozę. Dodatkowo, zmierzono 

transendotelialny opór elektryczny (TEER). Badania przepuszczalności, wykazały, że dodanie 

pGSN istotnie zmniejsza wzrost przepuszczalności indukowanej białkiem S1, w modelu 2D 

(Fig. 1 b i c, P.3). W modelu 3D, poza zaobserwowaniem zmniejszenia przepuszczalności, 
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wykazano również zachowanie ekspresji białka ZO-1, tworzącego łączenia międzykomórkowe 

(Fig. 3 a, b i d, P.3). 

Dodatkowo, badania TEER potwierdziły ochronne działanie pGSN na integralność 

BBB (Fig. 3 c, P.3). SARS-CoV-2 S1 spowodował znaczący spadek TEER, podczas gdy 

dodanie pGSN przywracało TEER do wartości kontrolnych. 

Pomiary przepuszczalności i TEER sugerują, że pGSN wywiera ochronny wpływ na 

integralność bariery krew-mózg, odwracając zwiększoną przepuszczalność spowodowaną 

przez SARS-CoV-2 S1, zarówno w warunkach statycznych, jak i w modelu 3D z przepływem. 

Przechodzenie małych, dodatnio naładowanych znaczników molekularnych (4kDa-Dextran) 

przez BBB wskazuje na uszkodzone połączenia międzykomórkowe jako powód zwiększenia 

przepuszczalności po działaniu białka S1. 

4.3.6. pGSN odwraca hamowanie migracji komórek hCMEC/D3 wywołane przez białko 

S1. 

 Migracja komórek śródbłonka jest istotna dla angiogenezy oraz naprawy uszkodzonej 

sieci naczyniowej. Przeprowadzano test gojenia rany, aby zbadać wpływ białka S1 na migrację 

komórek hCMEC/D3 oraz potencjalną rolę pGSN w modyfikacji tego efektu (Fig. 4 a, P.3). 

Monitorowanie migracji komórek do uszkodzonego obszaru konfluentnej hodowli 

(wykonanego zarysowania) wykazało, że pGSN samodzielnie nie wpływa na migrację komórek 

hCMEC/D3. Dodanie białka S1 spowolniło migrację komórek w porównaniu z warunkami 

kontrolnymi, a dodanie pGSN istotnie odwróciło ten efekt w stosunku do samego S1. 

Dodatkowo, analiza ekspresji VEGFR2 w lizatach komórek hCMEC/D3 wykazała, że pGSN 

może nieznacznie przywrócić ekspresję VEGFR2 zmniejszoną przez S1, sugerując, że pGSN 

może pośrednio przeciwdziałać hamowaniu migracji komórek przez S1, potencjalnie przez 

znany efekt przeciwzapalny i wpływ na formowanie białek ścisłych połączeń 

międzykomórkowych. 

4.3.7. pGSN redukuje sekrecję cytokin prozapalnych wywołaną przez białko S1 

SARS‑CoV‑2 na wczesnym etapie stymulacji komórek. 

 Dysfunkcja śródbłonka w przebiegu COVID-19 jest częściowo spowodowana przez 

wywołaną przez białko S burzę cytokinową - kaskadę uwalniania prozapalnych mediatorów. 

W tym badaniu oceniono czy pGSN może zmniejszyć wydzielanie cytokin przez komórki 

śródbłonka, indukowane przez białko S1, po 6 i 24 godzinach inkubacji (Fig. 5, P.3). Dodanie 

samej pGSN do monowarstwy hCMEC/D3 nie spowodowało znaczących zmian w wydzielaniu 
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cytokin po 6 i 24 godzinach. Największe hamowanie wydzielania odnotowano dla IL-8 i TNF-

α, po 6 godzinach stymulacji białkiem S1 i pGSN (Fig. 5 c i d, P.3). Nie zaobserwowano 

istotnej zmiany w wydzielaniu IFN-γ i GM-CSF indukowanym przez S1, podczas gdy tylko 

niewielki spadek zauważono dla IL-6 po dodaniu pGSN. Po 6 godzinach, jednoczesne dodanie 

białka S1 i pGSN, nieznacznie zwiększyło wydzielanie IL-2 w porównaniu do samego S1 (Fig. 

5 a, P.3). pGSN nie miała już takiego hamującego efektu po 24 godzinach wspólnej inkubacji 

z S1. pGSN jest szczególnie skuteczna wobec hamowania wydzielania IL-8 i TNF-α 

indukowanego przez S1, obie cytokiny mają zdolność do uszkadzania śródbłonka i zwiększania 

przepuszczalności BBB. Wyniki są zgodne z wcześniejszymi wynikami sugerującymi rolę 

pGSN w regulacji przepuszczalności naczyń mózgowych (Fig. 1 i 3, P.3). 

4.3.8. pGSN zapobiega inhibicji ekspresji białek tworzących ścisłe połączenia 

międzykomórkowe wywoływanej przez białko S1 SARS‑CoV‑2. 

 Białka ZO-1, okludyny i klaudyny, są białkami tworzącymi ścisłe połączenia 

międzykomórkowe (TJs) i są kluczowe dla utrzymania integralności BBB. Infekcja SARS-

CoV-2 zakłóca funkcję BBB przez degradację tych białek. Badanie ekspresji tych białek 

w komórkach hCMEC/D3 po ekspozycji na podjednostkę S1 wirusa wykazało, że pGSN może 

odwracać negatywny wpływ S1 na TJs. Podjednostka S1 zmniejszała ekspresję ZO-1 o 25%, 

okludyny o 20% i klaudyny 5 o 16% (Fig. 6 a i b, P.3). Dodanie pGSN przywróciło ekspresję 

tych białek do poziomów zbliżonych do kontrolnych, sugerując, że pGSN może chronić BBB 

przed uszkodzeniami wywołanymi przez SARS-CoV-2 poprzez stabilizację TJs. 

4.3.9. pGSN ogranicza aktywację NF‑κB wyzwalaną przez białko S1 w komórkach 

śródbłonka. 

 Przeprowadzano badania ekspresji genów, aby zrozumieć możliwy mechanizm lub 

szlaki sygnałowe pobudzane przez podjednostkę S1 SARS-CoV-2, na które mogłoby działać 

pGSN. 

 Dodanie pGSN z S1 obniżyło ekspresję genów zaangażowanych w sygnalizację PI3K. 

Znaczące obniżenie ekspresji genów z rodziny AKT zostało zanotowane, gdy pGSN było 

podawane z S1. Inhibicja genów zaangażowanych w sygnalizację MAPK również została 

zaobserwowana podczas dodawania pGSN. Dla genów szlaku NF-κB, zauważono redukcję 

ekspresji CHUK, IKBKB i IKBKG do poziomu kontrolnego oraz obniżenie ekspresji mRNA 

NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIB i NFKBIE (Fig. 7 a, P.3). 
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W wyniku prozapalnej odpowiedzi wywołanej przez aktywację NF-κB, zaobserwowano 

wzrost ekspresji ICAM1, VCAM1 i SELE, który został stłumiony przez pGSN (Fig. 7 a, P.1). 

Na figurze 7 b, P.3 przedstawiono schemat szlaku sygnałowego, w który zaangażowane są 

PI3K, AKT, MAPK i NF-κB. AKT pozostaje w nieaktywnej konformacji w cytozolu, dopóki 

interakcja z PIP3 nie aktywuje go i nie przemieści do błony komórkowej. PI3K jest niezbędne 

do aktywacji AKT przez katalizowanie fosforylacji PI(4,5)P2 do PIP3. pGSN wiąże się 

z PI(4,5)P2, co potencjalnie hamuje aktywację szlaków zależnych od AKT, MAPK i NF-κB. 

Wyniki badań sugerują ochronną rolę pGSN wobec śródbłonka naczyniowego poprzez 

hamowanie ekspresji genów szlaków sygnałowych zaangażowanych w indukcję zapalenia, co 

prowadzi do uszkodzenia śródbłonka mózgu i utraty jego funkcji jako bariery naczyniowej 

w infekcji SARS-CoV-2. 
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4.4. Wnioski 

Z przeprowadzonych badań wynika, że: 

 

1. Gelsolina osoczowa wykazuje działanie immunomodulujące wobec ludzkich 

neutrofilów - pobudza fagocytozę i hamuje NETozę. 

2. Pobudzanie fagocytozy w ludzkich neutrofilach zależy od stymulowanego przez 

gelsolinę osoczową wzrostu ekspresji receptorów „scavengerowych” klasy B.  

3. Gelsolina osoczowa zmniejsza wydzielanie cytokin i chemokin prozapalnych przez 

ludzkie neutrofile w odpowiedzi na Candida auris. 

4. Gelsolina osoczowa ogranicza zwiększoną przepuszczalność bariery krew-mózg 

indukowaną przez białko S1 poprzez zmniejszenie wydzielania cytokin prozapalnych, 

hamowanie aktywacji czynnika transkrypcji NF-κB, zmniejszenie degradacji białek 

tworzących ścisłe połączenia międzykomórkowe oraz stymulację migracji komórek. 
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8. Streszczenie w języku polskim 

W obliczu globalnego wzrostu zakażeń grzybiczych, szczególnie tych spowodowanych 

przez szczep Candida auris, który charakteryzuje się wysoką lekoopornością i zdolnością do 

unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza, a także w kontekście pandemii COVID-19, 

podczas, której odnotowano wzrost zakażeń grzybiczych, istnieje pilna potrzeba opracowania 

nowych, skutecznych terapii. pGSN, dzięki swoim właściwościom immunomodulującym 

i przeciwzapalnym, może odgrywać kluczową rolę w ograniczaniu uszkodzeń tkanek 

spowodowanych przez nadmierną odpowiedź immunologiczną, typową dla ciężkich 

przypadków COVID-19 oraz infekcji C. auris. 

Cele badań przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej obejmowały ocenę 

wpływu pGSN na wrodzoną odpowiedź immunologiczną. Określono mechanizm jej działania 

na poziomie molekularnym oraz analizę efektów przeciwzapalnych w stosunku do neutrofilów 

i komórek śródbłonka. Poddano także ocenie protekcyjne działanie pGSN w stosunku do 

komórek śródbłonka tworzących barierę krew-mózg w modelu hodowli 3D w przepływie 

poddanej działaniu białka S1 pochodzącego z SARS-CoV-2. 

Wyniki przeprowadzonych badań wskazały po raz pierwszy, że pGSN wykazuje 

działanie immunomodulujące poprzez stymulację ekspresji receptorów „scavengerowych” 

typu I klasy B (SR-B) na powierzchni ludzkich neutrofilów, co skutkuje stymulacją fagocytozy. 

Dodatkowo zaobserwowano, że pGSN zmniejsza stan zapalny, hamując wydzielanie cytokin 

i chemokin o działaniu prozapalnym, ograniczając wytwarzanie zewnątrzkomórkowych 

pułapek neutrofilowych, a także zmniejszając zwiększoną przepuszczalność bariery krew-

mózg, wywołaną przez białko S1. Te obserwacje wskazują na nowy molekularny mechanizm 

działania pGSN i podkreślają jej potencjalne znaczenie w opracowaniu nowych metod terapii 

zakażeń. 
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9. Streszczenie w języku angielskim 

In the face of a global increase in fungal infections, particularly those caused by the 

Candida auris strain, which is characterized by multidrug resistance and the ability to evade 

the host's immune response, as well as in the context of the COVID-19 pandemic, where an 

increase in the occurrence of fungal infections was noted, there is an urgent need to develop 

new, effective therapies. pGSN, due to its immunomodulating and anti-inflammatory 

properties, may play a key role in limiting tissue damage caused by excessive immune response, 

typical for severe cases of COVID-19 and C. auris infections. 

The research objectives as part of the doctoral dissertation included assessing the impact 

of pGSN on the innate immune response, determining the mechanism of action at the molecular 

level, and analyzing the anti-inflammatory effects in relation to neutrophils and endothelial 

cells. Additionally, the protective action of pGSN on endothelial cells forming the blood-brain 

barrier was evaluated in an innovative 3D culture flow model exposed to the S1 subunit of the 

SARS-CoV-2 protein. 

The results of the conducted research indicated for the first time that pGSN exhibits an 

immunomodulating action by stimulating the expression of type I class B "scavenger" receptors 

(SR-B) on the surface of human neutrophils, which results in the stimulation of phagocytosis. 

Additionally, it was observed that pGSN alleviates inflammation by suppressing the secretion 

of pro-inflammatory cytokines and chemokines, limiting the overproduction of neutrophil 

extracellular traps, and reducing the increased permeability of the blood-brain barrier caused 

by the S1 protein. These findings reveal a new molecular mechanism of action of pGSN and 

underscore its potential role as a therapeutic target in treating inflammatory states and 

infections. 
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Wolak, P., Wollny, T., Janion, M., Parlinska-Wojtan, M., and Bucki, R. (2021) ROS-Mediated 

Apoptosis and Autophagy in Ovarian Cancer Cells Treated with Peanut-Shaped Gold 

Nanoparticles. International Journal of Nanomedicine 16, 1993-2011 

DOI: 10.2147/IJN.S277014 

IF= 7,033 MEiN= 140 

18. Suprewicz, Ł., Tokajuk, G., Cieśluk, M., Deptuła, P., Sierpińska, T., Wolak, P., 

Wollny, T., Tokajuk, J., Głuszek, S., Piktel, E., and Bucki, R. (2020) Bacteria Residing at Root 

Canals Can Induce Cell Proliferation and Alter the Mechanical Properties of Gingival and 

Cancer Cells. International Journal of Molecular Sciences 21 

DOI: 10.3390/ijms21217914 

IF= 5,924 MEiN= 140 

19. Chmielewska, S. J., Skłodowski, K., Piktel, E., Suprewicz, Ł., Fiedoruk, K., Daniluk, 

T., Wolak, P., Savage, P. B., and Bucki, R. (2020) NDM-1 carbapenemase-producing 

Enterobacteriaceae are highly susceptible to ceragenins CSA-13, CSA-44, and CSA-131. 

Infection and Drug Resistance 13, 3277 

DOI: 10.2147/IDR.S261579 

IF= 4,003 MEiN= 100 

20. Piktel, E., Suprewicz, Ł., Depciuch, J., Cieśluk, M., Chmielewska, S., Durnaś, B., Król, 

G., Wollny, T., Deptuła, P., Kochanowicz, J., Kułakowska, A., Fiedoruk, K., Maximenko, A., 

Parlińska-Wojtan, M., and Bucki, R. (2020) Rod-shaped gold nanoparticles exert potent 
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candidacidal activity and decrease the adhesion of fungal cells. Nanomedicine (Lond) 15, 

2733-2752 

DOI: 10.2217/nnm-2020-0324 

IF= 5,307 MEiN= 100 

21. Wątek, M., Piktel, E., Barankiewicz, J., Sierlecka, E., Kościołek-Zgódka, S., 

Chabowska, A., Suprewicz, Ł., Wolak, P., Durnaś, B., and Bucki, R. (2019) Decreased activity 

of blood acid sphingomyelinase in the course of multiple myeloma. International Journal of 

Molecular Sciences 20, 6048 

DOI: 10.3390/ijms20236048 

IF= 4,556 MEiN= 140 

 

13.2. Komunikaty zjazdowe – czynnie prezentowane prace jako pierwszy 

autor 

 

1. Suprewicz, Ł., Galie, P., Bucki, R. Citrullinated Vimentin Regulates Human Neutrophil 

Behavior in a 3D Microfluidic Vascular Model. European Intermediate Filament Meeting 2023, 

Noordwijkerhout, Holandia – plakat 

2. Suprewicz, Ł., Skłodowski, K., Zakrzewska, M., Fiedoruk, K., Bucki, R. Extracellular 

vimentin enhances phagocytosis of Escherichia coli and Candida albicans by human 

neutrophils. FEMS 2023, Hamburg, Niemcy – plakat 

3. Suprewicz, Ł., Piktel, E., Deptuła, P., Chmielewska, S., Skłodowski, K., Walewska, A., 

Księżak, S., Wollny, T., Król. G., Bucki, R. Recombinant human plasma gelsolin significantly 

increases phagocytosis of candida auris cells by human neutrophils. 40TH Annual Meeting of 

the European Society for Pediatric Infectious Diseases; ESPID 2022, Ateny, Grecja – 

prezentacja ustna  

4. Suprewicz, Ł., Walewska, A., Skłodowski, K., Gutowska, A. Antibiotic resistance 

patterns and the prevalence of macrolide – lincosamide – streptogramin B (MLSb) resistance 

in Streptococcus agalactiae clinical isolates. 14th Białystok International Medical Congress for 

Young Scientists 2019, Białystok, Polska – prezentacja ustna  
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5. Suprewicz, Ł., Piktel, E., Chmielewska, S., Depciuch, J., Parlińska-Wojtan, M., 

Bucki, R. Gold nanoparticles with high activity against Escherichia coli strains causing urinary 

tract infections. 6th Lublin International Medical Congress for Students and Young Doctors 

2019, Lublin, Polska – prezentacja ustna 

 

13.3. Projekty badawcze 

 

1. 2023-obecnie kierownik w grancie PRELUDIUM 21 finansowanym ze środków 

Narodowego Centrum Nauki – „Zewnątrzkomórkowa wimentyna jako cząsteczka sygnałowa 

w patogenezie zapalenia i uszkodzenia centralnego układu nerwowego u pacjentów 

z COVID19” (2022/45/N/NZ6/01454)  

2. 2020-obecnie doktorant w grancie PRELUDIUM BIS-1 finansowanym ze środków 

Narodowego Centrum Nauki – „Immunoprotekcyjne właściwości ludzkiej gelsoliny osoczowej 

w zakażeniach grzybiczych” (NCN/1/PR/20/002/1122) – kierownik: prof. dr hab. Robert Bucki  

3. 2019-2020 student stypendysta w grancie OPUS 16 finansowanym ze środków 

Narodowego Centrum Nauki – „Niesferyczne nanocząstki zawierające cerageniny jako 

innowacyjne podejście w rozwoju nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych, 

immunomodulujących i stymulujących regeneracje tkanek” (NCN/1/OP/19/001/1122) – 

kierownik: prof. dr hab. Robert Bucki 

4. 2021, 2022, 2023 kierownik projektu finansowanego przez Uniwersytet Medyczny 

w Białymstoku ze środków pochodzących z subwencji Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyższego 

w części przeznaczonej na prowadzenie działalności naukowej – „Ocena nefroprotekcyjnego 

działania rekombinowanej ludzkiej gelsoliny osoczowej w przebiegu SARS-CoV-2” (2021), 

„Rola zewnątrzkomórkowej wimentyny w procesie angiogenezy w obrębie mikrokrążenia 

mózgowego” (2022), „Molekularny mechanizm działania zewnątrzkomórkowej wimentyny 

w procesie fagocytozy” (2023). 
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13.4. Staż naukowy 

 

01.07–01.10.2021 Staż naukowy w Zakładzie Inżynierii Biomedycznej, Rowan University 

(Glassboro, NJ, USA). Kierownik Zakładu oraz opiekun w ośrodku goszczącym - dr Peter A. 

Galie. Staż naukowy finansowany był przez Narodową Agencję Wymiany Akademickiej 

w ramach grantu Preludium bis 1 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Zadanie 

badawcze - Ocena wpływu gelsoliny osoczowej na właściwości śródbłonka naczyniowego przy 

zastosowaniu hodowli komórkowej 3D. 

 

13.5. Wykaz innych aktywności naukowych 

 

1. 2023- Nominowany członek Sigma Xi - Honorowe Towarzystwo Badań Naukowych 

(Sigma Xi, The Scientific Research Honor Society) 

2. 2023-   Członek Amerykańskiego Towarzystwa Mikrobiologicznego (American Society 

for Microbiology) 

3. 2018-2020 Koło Naukowe przy Zakładzie Diagnostyki Mikrobiologicznej 

i Immunologii Infekcyjnej, tematyka badań: Ocena lekowrażliwości szczepów z gatunków 

Streptococcus i Staphylococcus. 

4. 2017-2020 Koło Naukowe przy Zakładzie Klinicznej Biologii Molekularnej – 

przewodniczący, tematyka badań: Ocena ekspresji genów układu NRF2 – KEAP1 

w niedrobnokomórkowym raku płuca. 

 

13.6. Stypendia krajowe 

 

2021-2024 Stypendium Naukowe Rektora Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku 

 


