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1. IMIE I NAZWISKO Justyna Karkowska-Kuleta

2. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

2013 .

2007 r.

stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii uzyskany w oparciu
o rozprawe doktorska zatytutowang ,Adsorpcja i aktywacja skladnikow
osoczowego uktadu produkcji kinin na powierzchni grzybow z rodzaju Candida”
przygotowang w Zaktadzie Biochemii Analitycznej, na Wydziale Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr.
hab. Andrzeja Kozika. Uzyskanie stopnia doktora nauk biologicznych w dniu
01.02.2013 podczas publicznej obrony pracy doktorskiej przed Radg Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

tytul zawodowy magistra biologii uzyskany po ukonczeniu studiow jednolitych
magisterskich na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie, Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi, kierunek: biologia, specjalizacja: biochemia; Praca magisterska
zatytulowana ,,Wigzanie kininogenu wysokoczgsteczkowego 1 niskoczastecz-
kowego przez wybrane gatunki rodzaju Candida” zostala wykonana
w Zakladzie Biochemii Analitycznej Wydzialu Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marii
Rapaty-Kozik.

INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH

NAUKOWYCH LUB ARTYSTYCZNYCH.

01.10.2016 — adiunkt (pracownik naukowo-dydaktyczny) w Zaktadzie

obecnie Biochemii Poréwnawczej i Bioanalityki na Wydziale
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego;

01.10.2015 - asystent (pracownik naukowo-dydaktyczny) w Zaktadzie

30.09.2016 Biochemii Porownawczej i1 Bioanalityki na Wydziale



01.10.2010 -
30.09.2015

4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2

Biochemii, Biofizyki i
Jagiellonskiego;

Biotechnologii
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Uniwersytetu

asystent (pracownik naukowo-dydaktyczny) w Zaktadzie
Biochemii Analitycznej na Wydziale Biochemii, Biofizyki
1 Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego;

USTAWY Z DNIA 20 LIPCA 2018 R. PRAWO O SZKOLNICTWIE WYZSZYM I

NAUCE (DZ. U. Z 2021

R. POZ. 478 Z POZN. ZM.).

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA

Osiagnieciem stanowigcym podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
publikacji sktadajacy si¢ z czterech oryginalnych prac
doswiadczalnych oraz jednej pracy przegladowej, ujetych pod wspolnym tytutem:

habilitowanego, jest cykl

Wystepowanie bialek wielofunkcyjnych (moonlighting proteins) na powierzchni
komorek grzybéw z rodzaju Candida.

Zrbéznicowana powierzchniowa ekspozycja oraz transport zewnatrzkomorkowy nietypowych
biatek $ciany komodrkowej patogennych grzybow drozdzopodobnych C. albicans, C. glabrata,

C. parapsilosis i C. tropicalis

Stowa kluczowe: Candida, $ciana komorkowa, zakazenia grzybicze, enolaza, pecherzyki

zewnatrzkomorkowe, spektrometria mas, proteom, proteomika

4.2. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD OSIAGNIECIA

Publikacje wchodzace w sktad cyklu w kolejnosci chronologicznej (parametr Impact Factor
czasopisma podany dla roku publikacji wedlug bazy danych Journal Citation Reports
Clarivate Analytics, liczba cytowan podana na dzien 15.02.2023 wedtug bazy danych Web of
Science Clarivate Analytics):

Al. Karkowska-Kuleta J.”, Kozik A. 2014. Moonlighting proteins as virulence factors of

pathogenic fungi, parasitic protozoa and multicellular parasites. Molecular Oral Microbiology
29, 270-283. https://doi.org/10.1111/omi.12078.

“ autor korespondencyjny

IF2014; 2.784

punktacja MNiSW [2014 A]: 35
punktacja MEIN [2019]: 70

liczba cytowan: 53

Moj udzial w przygotowaniu publikacji polegal na:
- uczestnictwie w opracowaniu koncepcji artykutu;
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- analizie danych literaturowych i zebraniu bibliografii do artykutu;

- przygotowaniu wszystkich rycin do artykutu oraz catosci tekstu manuskryptu, wraz z danymi
bibliograficznymi;

- udzial w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow;

- ostatecznym zredagowaniu manuskryptu artykutu po recenzjach, w roli autora
korespondencyjnego.

Mo6j udzial szacuj¢ na 80% naktadu pracy niezbednej do powstania manuskryptu.

A2. Karkowska-Kuleta J., Zajac D., Bochenska O., Kozik A. 2015. Surfaceome of pathogenic
yeasts, Candida parapsilosis and Candida tropicalis, revealed with the use of cell surface
shaving method and shotgun proteomic approach. Acta Biochimica Polonica 62(4), 807-819.
https://doi.org/10.18388/abp.2015_1040

punktacja MNiSW [2015 A]: 15

IFa0s5: 1.187 punktacja MEIN [2019]: 40

liczba cytowan: 21

Moj udziatl w przygotowaniu publikacji polegal na:

- opracowaniu koncepcji artykutu;

- udziale w opracowaniu koncepcji badan;

- opracowaniu metodyki badan;

- udziale w planowaniu i organizacji prac eksperymentalnych;

- udziale w przygotowaniu hodowli grzybow drozdzopodobnych oraz probek poddawanych
nastepnie analizie LC-MS/MS;

- przygotowaniu ryciny 1;

- interpretacji i dyskusji wynikow;

- przygotowaniu tekstu manuskryptu, w tym abstraktu, wstepu, wynikoéw i1 dyskusji;
- udziale w opracowaniu odpowiedzi dla recenzentow;

Moj udzial szacuje na 50% naktadu pracy niezbednej do powstania manuskryptu.

A3. Karkowska-Kuleta J.”, Satala D., Bochenska O., Rapala-Kozik M., Kozik A. 2019.
Moonlighting proteins are variably exposed at the cell surfaces of Candida glabrata, Candida
parapsilosis and Candida tropicalis under certain growth conditions. BMC Microbiology
19(1):149. https://doi.org/10.1186/512866-019-1524-5.

“ autor korespondencyjny

IF2019: 2.989 punktacja MEIN [2019]: 70 ‘ liczba cytowan: 24

Mo6j udzial w przygotowaniu publikacji polegal na:

- udziale w opracowaniu koncepcji artykutu;

- opracowaniu koncepcji badan;

- opracowaniu metodyki badan;

- udziale w planowaniu i organizacji prac eksperymentalnych;
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- udziale w przygotowaniu hodowli grzybow drozdzopodobnych oraz probek poddawanych
nastepnie analizie LC-MS/MS;

- interpretacji 1 dyskusji wynikow;

- przygotowaniu rycin, napisaniu tekstu manuskryptu, w tym abstraktu, wstepu, Opisu
stosowanych metod, wynikow i dyskusji;

- udziale w opracowaniu odpowiedzi dla recenzentow, w roli autora korespondencyjnego;
Mo6j udzial szacuj¢ na 65% naktadu pracy niezbednej do powstania manuskryptu.

A4. Karkowska-Kuleta J.", Kulig K., Karnas E., Zuba-Surma E., Woznicka O., Pyza E.,
Kuleta P., Osyczka A., Rapala-Kozik M., Kozik A. 2020. Characteristics of Extracellular
Vesicles Released by the Pathogenic Yeast-Like Fungi Candida glabrata, Candida parapsilosis
and Candida tropicalis. Cells. 9(7):E1722. https://doi.org/10.3390/cells9071722.

“ autor korespondencyjny

IF2020: 6.600 punktacja MEIN [2020]: 140 | liczba cytowan: 21

Moj udziatl w przygotowaniu publikacji polegal na:

- opracowaniu koncepcji artykutu;

- opracowaniu koncepcji badan;

- udziat w opracowaniu metodyki badan;

- planowaniu i organizacji prac eksperymentalnych;

- przygotowaniu probek do identyfikacji biatek pecherzykowych i wykonaniu wszystkich
analiz LC-MS/MS;

- analizie wynikow ze spektrometrii mas i udziale w analizie wynikow;

- przygotowaniu ryciny 3;

- napisaniu tekstu manuskryptu, w tym abstraktu, wstepu, opisu stosowanych metod, wynikéw
i dyskusji;

- opracowaniu odpowiedzi dla recenzentéw, ostatecznym zredagowaniu manuskryptu w roli
autora korespondencyjnego;

Moj udzial szacuj¢ na 50% naktadu pracy niezbednej do powstania manuskryptu.

A5. Karkowska-Kuleta J., Wronowska E., Satala D., Zawrotniak M., Bras G., Kozik A.,
Nobbs A.H., Rapala-Kozik M. 2021. The Als3-mediated attachment of enolase on the surface
of Candida albicans cells regulates their interactions with host proteins. Cellular Microbiology,
e13297. https://doi.org/10.1111/cmi.13297

IF2021: 4.115 punktacja MEIN [2021]: 140 ‘ liczba cytowan: 9

Moj udziat w przygotowaniu publikacji polegat na:
- udziale w opracowaniu koncepcji artykutu,
- udziale w opracowaniu koncepcji badan,



- analizie re-adsorpcji enolazy do powierzchni komoérek grzybow technikg ELLSA,

- identyfikacji biatek grzybiczych wiazacych enolaze z wykorzystaniem chromatografii
powinowactwa, chemicznego sieciowania i spektrometrii mas,

- wskazaniu bialek wiazacych enolaz¢ z wykorzystaniem modelu komoérek Saccharomyces
cerevisiae z nadprodukcja adhezyn Candida albicans,

- udziale w weryfikowaniu wynikow,

- przygotowaniu tabeli 1 oraz tabeli S2 uzupetniajgcej do manuskryptu,

- przygotowaniu rycin 4a, 5, 7a,

- napisaniu czesci tekstu manuskryptu, w tym abstraktu, opisu stosowanych metod, czesci opisu
wynikow, czesci dyskusji,

- korekcie tekstu manuskryptu,

- redagowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

Mo6j udzial szacuj¢ na 55% naktadu pracy niezbednej do powstania manuskryptu.

Tabela 1. Sumaryczne zestawienie danych naukometrycznych dotyczacych wskazanego cyklu
sktadajacego si¢ z 5 publikacji.

Sumaryczny IF Sumaryczna punktacja MNiSW/ MEIN | Sumaryczna liczba cytowan

punktacja 2014-2015" 50
17.675 128
punktacja 2018-2021" 350

*punkty za lata 2014-2015 przypisano na podstawie ujednoliconych wykazéw czasopism naukowych
opublikowanych przez BIP MNiSW przed 18 grudnia 2019 (lista Cze$¢ A)

" punkty za lata 2019-2021 przypisano na podstawie ujednoliconego wykazu czasopism naukowych
opublikowanego przez BIP MNiSW z dnia 18 grudnia 2019 oraz BIP MEIN z dnia 1 grudnia 2021

4.3. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO I UZYSKANYCH WYNIKOW
UJETYCH W PRACACH WCHODZACYCH W SKLAD CYKLU

4.3.1. Omowienie zagadnienia

Sciana komoérkowa mikroorganizméw to dynamiczna struktura odpowiedzialna za
utrzymanie ksztattu i integralnosci komorki. Bierze ona udziat w procesach wzrostu,
rozmnazania 1 podzialu komorek, jest zaangazowana w ochron¢ przed czynnikami stresu
srodowiskowego, w dwukierunkowy, selektywny transport roznorodnych czasteczek oraz
w interakcje z innymi drobnoustrojami zasiedlajacymi dang nisze¢ ekologiczng. Ponadto, §ciana
komorkowa mikroorganizméw chorobotworczych dla czlowieka stanowi te czes¢ komorki
patogenu, ktora jest odpowiedzialna za staly i bezposredni kontakt z gospodarzem podczas
zainicjowania i dalszego rozwoju infekcji (Latgé, 2010). W przypadku komoérek patogendéw
grzybiczych, $ciana komorkowa jest zbudowana glownie z polisacharydow, biatek oraz
niewielkiej ilosci lipidow 1 barwnikow (Free, 2013). Polisacharydy, takie jak chityna, chitozan,
B-1,3-glukan, B-1,6-glukan, pB-1,3-/B-1,4-glukan czy a-1,3-glukan, tworza rozbudowane,
trojwymiarowe rusztowanie i strukturalny zrab Sciany komoérkowej grzybow, do ktorego
przytaczone moga by¢ wigzaniami kowalencyjnymi lub niekowalencyjnymi inne sktadniki
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$ciany, w tym réznorodne biatka, ktore czesto sg glikozylowane i zaopatrzone w rozgatezione
tancuchy mannanu, galaktomannanu lub ksylomannanu (Latgé, 2007; Free, 2013). Wsrod
owych biatek mozna wyrézni¢ enzymy bezposrednio zaangazowane w biogenezg $ciany
komorkowej, w tym rozliczne hydrolazy glikozydowe, odpowiedzialne za przebudowe
elementow strukturalnych $ciany i za jej dynamike w dostosowywaniu si¢ komoérki do
zmiennych warunkoéw S$rodowiskowych. Ponadto, duzg grupg biatek $ciany komorkowej
stanowig biatka o wilasciwosciach adhezyjnych, odpowiedzialne za przyleganie komorek
patogenéw do tkanek gospodarza, a takze do tworzyw sztucznych lub metali, w tym do
powierzchni cewnikdéw, implantow, stentow czy protez (Jung i in., 2020). Jest to zwigzane
z mozliwoS$cig tworzenia przez drobnoustroje wielokomérkowych, skomplikowanych struktur
biologicznych, jakimi sa biofilmy, co skutkuje zwickszong wytrzymatosciag patogenow na
mechaniczne usuwanie z miejsca infekcji, ich nasilong zjadliwo$cig oraz opornoscig na
standardowo stosowane leki przeciwgrzybicze (Polke i in., 2015). Powierzchniowe grzybicze
biatka adhezyjne sa takze zaangazowane w odzialywania z komoérkami uktadu
odpornosciowego gospodarza, a takze w wigzanie szeregu biatek biorgcych udziat w rozwoju
zar6wno nieswoistej, jak i swoistej odpowiedzi odpornosciowej, jak rowniez biatek
odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy i hemostazy w organizmie gospodarza. Zdolnos¢
wigzania biatek uktadu dopetniacza, przeciwcial, inhibitoréw proteaz, peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, biatek sktadajacych si¢ na kluczowe proteolityczne kaskady
osoczowe jak uktad krzepnigcia, uktad produkcji kinin czy fibrynolizy, daje patogennym
mikroorganizmom mozliwo$¢ bezposredniego wplywania na dziatanie tych systemow,
unikania i modulowania reakcji uktadu odporno$ciowego gospodarza, a takze zdecydowanie
utatwia rozprzestrzenianie si¢ drobnoustrojow w organizmie i dalszy rozwoj infekcji, takze
zwigzanej z przechodzeniem choroby wywotanej przez grzyby w stan przewlekty (Luo i in.,
2013). Istotna w tych procesach jest takze rola grzybiczych wydzielniczych proteinaz, ktore
hydrolizujg substraty obecne zaréwno w otoczeniu komorek grzybow, jak tez zwigzane na ich
powierzchni, prowadzac do ich aktywacji lub dezaktywacji (Naglik i in., 2003; Bras i in., 2013;
Bochenska i in., 2015).

Liczne czynniki wirulencji i mechanizmy przyczyniajace si¢ do zjadliwosci zostaty
zidentyfikowane dla grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida (rzad Saccharomycetales,
klasa Saccharomycetes, gromada Ascomycota, podkrolestwo Dikarya), ktore aktualnie
stanowig najbardziej rozpowszechnione grzybicze patogeny cziowieka (Arendrup, 2013).
Drozdzaki z rodzaju Candida sg przyczyng zarowno stosunkowo niegroznych, ale ucigzliwych
i bolesnych infekcji powierzchniowych skory i bton $luzowych, jak réwniez powaznych
zakazen narzadow wewngtrznych i rozprzestrzenionych infekcji zwigzanych z obecnoscig
mikroorganizmow W krwioobiegu, skutkujacych w niektorych przypadkach rozwojem sepsy
lub wstrzasu septycznego u zakazonych pacjentow (Patricio i in., 2019; Bassetti i in., 2020,
Pfaller i in., 2020). C. albicans jest szeroko rozpowszechnionym gatunkiem z rodzaju Candida,
ktory obecnie jest identyfikowany jako najczestsza przyczyna kandydoz u ludzi, jednakze w
ciggu ostatnich kilku dekad zaobserwowano wzrost czestosci zakazen gatunkami Candida non-
albicans, w tym C. glabrata (Nakaseomyces glabrata), C. parapsilosis, C. tropicalis, C. auris,
C. dubliniensis oraz innymi gatunkami z tego rodzaju, co stanowi znaczacy problem
epidemiologiczny 1 terapeutyczny z racji zroznicowanej zjadliwos$ci tych gatunkow
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1 pojawiajacej si¢ wsrdod nich niebezpiecznej opornosci na stosowane dostepne leki
przeciwgrzybicze (Pfaller i in., 2019).

Przyjmuje sig, ze na grozne, ustrojowe zakazenia wywotane przez Candida najbardziej
narazone sg osoby z ostabionym ukladem odporno$ciowym, badz to na skutek wrodzonych
niedoboréw opornosci, cukrzycy, zarazenia wirusem HIV, lub jako konsekwencja przebytych
zabiegow chirurgicznych, urazéw, choréb nowotworowych, chemioterapii; takze pacjenci
przebywajacy dlugotrwale na oddziatach intensywnej opieki medycznej, poddawani leczeniu
glikokortykoidami 1lub dtugotrwalej antybiotykoterapii, zywieni pozajelitowo, czy tez
noworodki o niskiej masie urodzeniowej (Logan i in., 2020; McCarty i in., 2021). Niemnigj
jednak nalezy zaznaczy¢, ze powierzchniowe kandydozy zajmujace jamg ustng, btony §luzowe
uktadu pokarmowego czy uktadu rozrodczego, ktore co prawda nie stanowig znaczacego
zagrozenia dla zycia zainfekowanego pacjenta, ale sa niezwykle klopotliwe, nawracajace
i trudne do catkowitego wyleczenia, moga rozwing¢ si¢ juz W efekcie nieznacznych zaburzen
w dziataniu uktadu odporno$ciowego czy tez w przypadku zaburzenia rownowagi hormonalne;j
albo sktadu fizjologicznej mikroflory (Lewis i Williams, 2017; Sustr i in., 2020).

W zwigzku z realnym zagrozeniem, jakie grzyby z rodzaju Candida stanowia dla duzej
czesci populacii, ktore jest rowniez skutkiem braku szybkich, wiarygodnych i tatwo dostgpnych
metod diagnostyki kandydoz, jak réwniez dosy¢ ograniczonym repertuarem dostepnych lekow
przeciwgrzybiczych oraz coraz cz¢séciej wyksztalcang przez grzyby opornoscig na owe leki,
konieczne jest dokladne poznanie mechanizméw wirulencji tych patogenow w celu
wskazywania nowych celow terapeutycznych oraz projektowania skutecznych s$rodkéw
prewencji, uzytecznych w celu zapobiegania zakazeniom grzybiczym u podatnych na nie osob.
Oprocz produkeji wspomnianych wyzej grzybiczych powierzchniowych biatek adhezyjnych
i wydzielniczych proteinaz oraz zdolno$ci do tworzenia biofilmu, istotng cecha przyczyniajaca
si¢ do wirulencji gatunkow z rodzaju Candida, jest zdolno$¢ do wystgpowania w co najmniej
dwoch roznych formach morfologicznych, czyli w formie pojedynczych, owalnych komorek
drozdzopodobnych, jak réwniez w postaci strzgpek, przy czym zdolno$¢ do wytwarzania
struktur filamentarnych 1 ich szczegdélowa budowa moze by¢ rozna dla poszczegdlnych
gatunkow, na przyktad gatunek C. glabrata nie wytwarza w ogole strzepek (Brunke i Hube,
2013). Forma strzgpkowa jest uznawana za postac bardziej adherentng oraz inwazyjna, a przez
to niezb¢dng do rozwiniecia petnej wirulencji przez C. albicans, niemniej jednak obie formy
morfologiczne grzybow sa wymagane do rozpoczecia i dalszego rozwoju infekeji (Thompson
i in, 2011). Zmiana formy morfologicznej jest regulowana przez szereg czynnikow
transkrypcyjnych zaleznie od Kilku, co prawda réznych, lecz rowniez komplementarnych,
wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnalizacyjnych i odbywa si¢ ona w odpowiedzi na
réznorodne czynniki zewnatrzkomorkowe, takie jak pH powyzej 7, temperatura 37°C,
obecno$¢ N-acetyloglukozaminy, niedobor azotu, hipoksja, podwyzszone st¢zenie dwutlenku
wegla oraz obecno$¢ osocza (Chen i in., 2020). Co istotne, proces strzepkowania nastepujacy
w odpowiedzi na zmiang warunkéw $rodowiskowych jest $ciSle zwigzany
Z przebudowg $ciany komoérkowej i eksponowaniem na powierzchni komorek odmiennego
zestawu biatek powierzchniowych w poréwnaniu do komorek drozdzopodobnych, co jest
W pewnym stopniu zwigzane takze z wigksza adhezyjno$cia i inwazyjnos$cia strzgpek (Fan i in.,
2013; Gil-Bona i in., 2015; Desai, 2020).



| 9

Gloéwne strukturalne polisacharydy $ciany komorkowej grzyboéw z rodzaju Candida to
chityna (polimer czasteczek B-glukozaminy potaczonych wiazaniami B-1,4-glikozydowymi),
zlokalizowana w $cianie komorkowej jako warstwa potozona najblizej btony komoérkowe;j, oraz
rozgateziony B-1,3-glukan z kowalencyjnie przylaczonymi czasteczkami (-1,6-glukanu, przy
czym funkcj¢ stabilizujaca rusztowanie $Sciany komorkowej petnig takze liczne wigzania
wodorowe wystepujace pomiedzy czasteczkami polisacharydow. Istotng czescig $ciany
komorkowej Candida sg biatka powierzchniowe, wsrod ktorych przede wszystkim wyodrebnia
si¢ grupe typowych biatek §ciany komoérkowej, ktore sg zaopatrzone w peptyd sygnatowy, a ich
wydzielanie na zewnatrz komorki przebiega na drodze klasycznego mechanizmu sekrecji
z udziatlem siateczki $rédplazmatycznej i aparatu Golgiego, gdzie podlegaja réwniez
glikozylacji reszt aminokwasowych seryny i treoniny (O-glikozylacja) lub asparaginy (N-
glikozylacja), a nastepnie sa umieszczane na powierzchni komorki poprzez kowalencyjne
wigzania do czasteczek polisacharydow lub innych biatek §ciany komodrkowej, badz takze
poprzez  zakotwiczenie w  blonie komodrkowej poprzez czasteczke glikozylo-
fosfatydyloinozytolu (GPI1) (Kapteyn i in., 2000; Chaffin, 2008). Wyrdznia si¢ rowniez grupe
biatek powierzchniowych, ktére nie sg zwigzane kowalencyjnie do pozostatych elementow
sciany komorkowej, ale sa transportowane do tej lokalizacji rowniez na drodze klasycznej
$ciezki sekrecji i lokowane w $cianie komorkowej, gdzie petnig wazne funkcje strukturalne lub
enzymatyczne zwigzane z przebudowa pozostalych elementéow $ciany komorkowej (Chaffin,
2008). Typowe biatka $ciany komorkowej, zwigzane zarowno poprzez wigzania kowalencyjne
jak 1 nieckowalencyjne, oprocz waznej roli w organizacji i modelowaniu sciany, petnig rowniez
istotne funkcje w adhezji grzybéw drozdzopodobnych. Jedng z licznie reprezentowanych grup
adhezyn powierzchniowych grzybow z rodzaju Candida jest rodzina biatek podobnych do
aglutynin (Als, ang. agglutinin-like sequence protein family), ktore naleza do typowych biatek
$ciany komorkowej, poniewaz sa zaopatrzone w peptyd sygnatowy, usuwany podczas
procesowania biatka, oraz sa transportowane na zewnatrz komorki na drodze klasycznego
mechanizmu sekrecji. Ponadto, na C-koncu czasteczki biatka z rodziny Als posiadajg
sekwencje konsensusowa dla przytaczenia kotwicy GPI, dzigki ktorej moga by¢ najpierw
ulokowane na powierzchni komorki, a nastepnie kowalencyjnie zwigzane do B-1,6-glukanu
w $cianie komorkowej (Lu i in., 1995). Co wigcej, biatka reprezentujace t¢ rodzing
zidentyfikowano nie tylko dla gatunku C. albicans, ale rowniez dla innych gatunkow Candida,
w tym C. tropicalis oraz C. parapsilosis (Oh i in., 2019; 2021a, 2021b). Ponadto wykazano, ze
biatka Als cechujg si¢ do§¢ duzym strukturalnym podobienstwem, nie tylko w obrebie rodziny
identyfikowanej dla danego gatunku, ale rowniez pomiedzy réznymi gatunkami Candida (Oh
i in., 2021a). Jak dotad, najlepiej scharakteryzowanym reprezentantem rodziny Als jest biatko
Als3 produkowane przez C. albicans, sktadajace si¢ z czterech gtdéwnych domen: domeny N-
koncowej (obejmujacej w przyblizeniu fragment tancucha biatkowego sktadajacy si¢ wlagcznie
z sekwencjg sygnatowg z reszt aminokwasowych 1-329), domeny T (obejmujacej fragment
330-433) bogatej w reszty treoniny oraz zawierajacej region odpowiedzialny za tworzenie
amyloidu (AFR, ang. amyloid forming region), nastepnie centralnej domeny TR
z powtorzeniami tandemowymi oraz domeny C-koncowej z miejscem wigzania dla kotwicy
GPI (Hoyer i Cota, 2016). W obrebie domeny N-koncowej zlokalizowana jest kieszen wigzaca
ligandy, uformowana dzigki utworzeniu czterech mostkéw dwusiarczkowych, ze
zlokalizowang w niej natadowang dodatnio resztg lizyny, ktéra oddziatuje z C-koncowa grupa
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karboksylowa biatek i peptydow wigzanych przez adhezyne, a wzajemne oddziatywania
dodatkowo sg utatwiane i wzmacniane przez obecnos¢ fragmentu AFR (Lipke i in., 2017; Oh i
Hoyer, 2022). Als3 jest biatkiem charakterystycznym przede wszystkim dla formy strzgpkowe;
C. albicans i zaangazowanym w  szereg roznych typow  oddziatywan
z czasteczkami gospodarza, poczawszy od wigzania biatek osoczowego uktadu produkcji kinin,
ferrytyny, biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, po oddziatywania z kadherynami obecnymi
na powierzchni komorek $rodbtonka i nabtonka (Phan i in., 2007; Almeida i in., 2008; Nobbs
i in., 2010), co sprawia, ze mozna je okresli¢ mianem wiclofunkcyjnej adhezyny i inwazyny,
a tym samym jest bardzo waznym czynnikiem wirulencji C. albicans.

Dotychczas w wigkszo$ci badan majacych na celu identyfikacj¢ biatek $ciany
komorkowej grzybow z rodzaju Candida wskazywano przede wszystkim liczne biatka, ktore
zdawatly si¢ by¢ ,,uprawnione” do tej lokalizacji, czyli te, ktore byly zaopatrzone w peptyd
sygnatowy, Kierujacy je na klasyczng $ciezke sekrecji. Pozostate biatka, tzw. nietypowe biatka
Sciany komodrkowej, czesto pomijano w analizach traktujac je jako efekt zanieczyszczenia
podczas przygotowania sciany komorkowej do badan (Chaffin, 2008). Jednak powtarzajace sig
doniesienia literaturowe wskazujace na ich czgsta obecno$¢ na powierzchni komorek,
potwierdzang wieloma odmiennymi metodami, przyczynity si¢ do poswigcenia wigkszej uwagi
tej grupie molekul. Identyfikacja poszczegolnych nietypowych biatek $ciany komodrkowe;j
wykazala, ze sg to czesto biatka enzymatyczne pochodzenia cytozolowego lub wywodzace sig¢
z wewnatrzkomoérkowych organelli, czg¢sto zaangazowane w podstawowe cykle i szlaki
biochemiczne we wngtrzu komorki, pozbawione peptydu sygnatowego niezbednego do sekrecji
z wykorzystaniem klasycznego mechanizmu wydzielania. Jednoczes$nie wykazywano, ze
niektore z tych biatek moga petni¢ istotne funkcje na powierzchni komorek grzybow, zwigzane
z odpowiedzig mikroorganizméw na stres oksydacyjny czy z oddziatywaniem z r6znorodnymi
ligandami gospodarza (Jong i in., 2003; Urban i in., 2005; Ruiz-Herrera i in., 2006), a zatem
mozna je zaliczy¢ do specyficznego rodzaju biatek wielofunkcyjnych, okreslanych jako
moonlighting proteins. Ta niezwykle ciekawa grupa bialek zostala wyodrebniona
i zdefiniowana w 1999 roku, kiedy to precyzyjnie okreslono Kryteria, na podstawie ktorych
mozna wliczy¢ biatko do grupy moonlighting (Jeffery, 1999). Sa to zatem biatka, ktore oprocz
swojej podstawowej, czesto ewolucyjnie konserwatywnej funkcji, moga petnic¢ tez odmienng
funkcje w zaleznos$ci od (i) lokalizacji w komorce lub (i) typu komorki, w ktorej dane biatko
jest produkowane, (iii) od stanu oligomeryzacji, (iv) utworzenia kompleksu z innymi biatkami,
czy (V) zwigzania substratu, produktu lub kofaktora. Natomiast do tej grupy nie wlicza si¢
czasteczek, ktore sa produktem fuzji gendéw czy alternatywnego sktadania gendéw, jak rowniez
biatek, ktérych odmienne funkcje sg zalezne od modyfikacji translacyjnych, biatek petnigcych
te samg funkcje¢ w roznych lokalizacjach komérkowych lub w réznych typach komoérek
(Jeffery, 1999). Przyjmuje si¢, ze nabycie nowej, zupelnie odmiennej funkcji biatka na drodze
ewolucji nie powinno zaburza¢ jego podstawowej funkcji, ale moze stanowi¢ korzys$c
energetyczng dla komorki oraz zapewniac lepsze dostosowywanie si¢ organizmu do warunkow
srodowiskowych (Jeffery, 2003).

Pierwszym jednoznacznie opisanym przyktadem moonlighting protein byta enolaza
(EC 4.2.1.11), enzym z klasy liaz, ktory w cytolozu przeprowadza przedostatnig reakcje
glikolizy, katalizujac dehydratacje 2-fosfoglicerynianu do fosfoenolopirogronianu. Enolaza
zostala zidentyfikowana roéwniez jako tau-krystalina, strukturalne biatko soczewki oka
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minogow, niektorych ryb, gadow i ptakoéw (Wistow i in., 1988) oraz biatko szoku cieplnego
drozdzy (lida i Yahara, 1985). W nastgpnych latach wielokrotnie identyfikowano
w komorkach organizmoéw wywodzacych si¢ ze wszystkich krolestw kolejne biatka zaliczajace
si¢ do grupy moonlighting proteins.

W trakcie badan mechanizméw wirulencji C. albicans, prowadzonych podczas
realizacji mojej pracy doktorskiej i dotyczacych oddzialywania biatek zlokalizowanych na
powierzchni komorek patogenu z ludzkim biatkiem nalezagcym do osoczowego uktadu
produkcji kinin — kininogenem wielkoczgsteczkowym (HK), korzystajac z chromatografii
powinowactwa i spektrometrii mas zidentyfikowatam kilka nietypowych biatek Sciany
komorkowej patogenu, ktore wigzaly badane szesciodomenowe biatko ludzkie, bedace
prekursorem waznych prozapalnych i wazoaktywnych peptydow — Kinin. Byly to, miedzy
innymi, trzy enzymy glikolityczne — enolaza (Enol), mutaza fosfoglicerynianowa (Pgml)
I izomeraza triozofosforanowa (Tpil), ktore wraz z typowym biatkiem Sciany komorkowej,
adhezyng Als3, odpowiadaly za oddziatywanie z fragmentem czasteczki HK obejmujacym
aminokwasy 333-352 w domenie 3, z C-koncowym fragmentem domeny 5 oraz N-koncowym
i C-koncowym fragmentem domeny 6 HK (11.3.5). Uzyskane wyniki, wskazujace na
powierzchniowsg lokalizacje i istotng rolg nietypowych biatek $ciany komérkowej C. albicans
w patogenezie infekcji wywotywanych przez te grzyby, stanowily wazng przestanke do
prowadzenia dalszych badan dotyczacych obecnosci moonlighting proteins na S$cianie
komorkowej Candida. Kluczowa kwestig pozostawalo wskazanie odpowiedzi na dalsze
pytania: (i) czy biatka moonlighting proteins sa rowniez obecne na powierzchni komorek
innych gatunkow patogennych grzybow z rodzaju Candida, (ii) czy ich powierzchniowa
obecnos¢ jest zalezna od warunkow hodowli lub formy morfologicznej, (iii) czy sg one
zaangazowane w interakcje z gospodarzem i na czym moga polega¢ ewentualne oddzialtywania,
oraz (iv) jaki jest mechanizm transportu i deponowania na powierzchni komorki biatek, ktore
nie posiadaja peptydu sygnatowego kierujacego na klasyczna sciezke wydzielania, a ich
kanoniczna funkcja jest przypisana do lokalizacji cytoplazmatycznej.

4.3.2. Cel badawczy i omowienie wynikéw

Uwzgledniajac istotne obserwacje dotyczace obecnosci moonlighting proteins na powierzchni
komorek C. albicans wyznaczytlam nastepujace cele mojej dalszej pracy badawczej,
obejmujace dwa gtowne, uzupehiajace si¢ obszary badawcze:

1. badanie zréznicowania powierzchniowej ekspozycji nietypowych bialek S$ciany
komorkowej — moonlighting proteins — na komoérkach grzybéw drozdzopodobnych
z gatunkéw Candida non-albicans, bedacych waznymi i obecnie coraz bardziej
rozpowszechnionymi patogenami cztowieka, tj. C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis,

2. identyfikacja mechanizmoéw transportu biatek cytoplazmatycznych na powierzchnie
komorek oraz ich lokowania w obrebie Sciany komorkowej grzybow.

W obrebie tych obszarow wskazatam nastepujace szczegdtowe cele badawcze:

1.1. podsumowanie dost¢gpnych danych literaturowych i dowodoéw dotyczacych obecnosci
na powierzchni komoérek i udzialu moonlighting proteins w patogenezie infekcji



| 12

wywotywanych przez rézne eukariotyczne organizmy chorobotworcze, ze szczegdlnym
uwzglednieniem grzyboéw drozdzopodobnych (Al)

1.2. identyfikacja zestawu biatek obecnych na powierzchni komoérek C. tropicalis oraz
C. parapsilosis wystepujacych w dwoch formach morfologicznych — jako pojedyncze
komorki oraz formy filamentarne: strzgpki i pseudostrzgpki, ze wskazaniem biatek
moonlighting oraz pétilosciowe oszacowanie czestosci wystgpowania poszczegdlnych
biatek z zastosowaniem techniki polegajacej na hydrolizie bialek powierzchniowych
trypsyng (ang. cell surface shaving with trypsin) z zachowaniem integralnos$ci komoérek
(A2).

1.3. scharakteryzowanie zestawu biatek obecnych na powierzchni komoérek C. glabrata,
C. tropicalis i C. parapsilosis hodowanych w warunkach nasladujacych rézne nisze
w organizmie gospodarza, ktore moga by¢ zasiedlane przez grzyby drozdzopodobne
podczas infekcji (A3)

2.1. izolacja pecherzykéw zewnatrzkomorkowych produkowanych i wydzielanych przez
komorki grzybow gatunkéw C. glabrata, C. tropicalis i C. parapsilosis oraz
identyfikacja biatek przenoszonych przez te struktury na zewnatrz komorki (A4)

2.2. analiza mechanizmu deponowania enolazy C. albicans na powierzchni komorek tego
gatunku wystepujacych w formie pojedynczych komorek oraz strzepek, wraz ze
wskazaniem czasteczek odpowiedzialnych za powierzchniowe ulokowanie badanego
biatka moonlighting (A5).

Ad.1.1

W okresie przygotowania mojej pracy doktorskiej, kiedy to wskazatam na potencjalny
udziat grzybiczych moonlighting proteins obecnych na powierzchni komoérek C. albicans
w oddziatywaniach z ludzkim osoczowym biatkiem HK, kwestia powierzchniowej lokalizacji
nietypowych bialek $ciany komorkowej grzybow drozdzopodobnych byta nadal zagadnieniem
kontrowersyjnym. Brak zidentyfikowanego peptydu sygnatowego w obrebie sekwencji tych
biatek 1 nieznajomo$¢ mechanizmow ich sekrecji wplywaly na to, Ze najczgsciej
powierzchniowa lokalizacja wewnatrzkomoérkowych biatek grzybow byta uznawana za efekt
zanieczyszczenia zawarto$cig cytoplazmatyczng podczas przygotowania $ciany komorkowej
do badan, zwigzanego z dezintegracja komorek mikroorganizmow w trakcie procedury, czy tez
za zjawisko przypadkowe i losowe, bedace konsekwencja $mierci innych komorek grzybow
znajdujacych sie¢ w otoczeniu i niespecyficznej adsorpcji pozostatosci komoérkowych do $ciany
komorkowej zywych komorek. Takie przypuszczenia prezentowane w literaturze implikowaty
przeswiadczenie 0 znikomej i nieistotnej roli tych biatek na powierzchni komoérki (de Groot
i in., 2004; Klis i in., 2011). Wobec tego, w pierwszym etapie podjetych przeze mnie badan
podsumowatam dostepne doniesienia literaturowe, dotyczace identyfikacji biatek moonlighting
na powierzchni komoérek réznych patogenéw eukariotycznych, w tym grzybow
chorobotworczych, pasozytniczych pierwotniakow oraz pasozytow wielokomorkowych, ze
szczegdlnym uwzglednieniem grzybow drozdzopodobnych C. albicans, ktore zawartam w
publikacji przegladowej Al. W tej pracy przedstawilam aktualny stan badan i hipotez
dotyczacych moonlighting proteins i ich roli w patogenezie infekcji. Na dwczesnym etapie
badan nadal niewiele wiadomo bylo o potencjalnych mechanizmach sekrecji bialek
cytoplazmatycznych pozbawionych klasycznego peptydu sygnatowego. Ponadto zwracano
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uwage na konieczno$¢ rozgraniczenia miedzy biatkami, ktére sa celowo transportowane na
powierzchni¢ komorki na drodze nieklasycznej sekrecji, a tymi, ktére ulegly readsorpcji do
powierzchni, znajdujac si¢ uprzednio w najblizszym otoczeniu komorki i mogly pochodzi¢
z innych, zniszczonych komorek.

Jednym z konkretnych przyktadéw biatka C. albicans, dla ktérego podjeto doktadne
badania funkcji w zaleznosci od pochodzenia oraz lokalizacji komérkowej, byto biatko Tsal
(ang. thiol-specific antioxidant-like protein 1), ktére zidentyfikowano na powierzchni jedynie
w przypadku komorek wystepujacych w formie strzepkowej, natomiast w pojedynczych,
drozdzopodobnych komodrkach C. albicans biatko Tsal wystepowato tylko w jadrze
komorkowym i cytozolu (Urban i in., 2003). Wykazano takze, ze biatko Tsal nie adsorbuje do
$ciany komorkowej z roztworu, z ktorym kontaktuje si¢ §ciana komorkowa, a translokacja Tsal
do $ciany komodrkowe;j strzepek jest zalezna od regulacji przez czynnik transkrypcyjny Efgl,
co sugeruje udzial szlaku cAMP/kinaza biatkowa A w pojawianiu tego biatka na powierzchni
C. albicans, gdzie petni ono istotng role w odpornosci na stres oksydacyjny oraz w przebudowie
$ciany komorkowej (Urban i in., 2005).

Zasadniczo, na podstawie analizy wynikow badan bialek $ciany komorkowej
C. albicans prowadzonych z wykorzystaniem réznych technik proteomicznych (Hernaez i in.,
2010; Vialas i in., 2012) wyszczegolnitam trzy gtdéwne grupy biatek moonlighting obecnych na
powierzchni C. albicans: (i) enzymy metaboliczne, biorgce udzial nie tylko w glikolizie
i glukoneogenezie, ale takze w cyklu kwaséw trojkarboksylowych, szlaku
pentozofosforanowym lub innych konserwatywnych ewolucyjnie podstawowych szlakach
metabolicznych, (ii) czynniki zaangazowane w synteze biatek, tj. czynniki elongacyjne i biatka
rybosomalne, oraz (iii) molekularne biatka opiekuncze i biatka odpowiedzialne za odpowiedz
komorek grzybow na warunki stresowe. Dla kilku biatek C. albicans, szczegdlnie
wywodzacych sie z tej pierwszej grupy, potwierdzano kilkukrotnie powierzchniowa lokalizacje
i ich udzial w oddziatlywaniach z czgsteczkami gospodarza. Jednym z biatek moonlighting
identyfikowanych czgsto na powierzchni komorek tego gatunku jest biatko Tdh3, czyli
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH), katalizujgca zamiane aldehydu 3-
fosfoglicerynowego w 1,3-bisfosfoglicerynian w szostym etapie szlaku glikolizy. Biatko Tdh3
jest rowniez wysoce immunogennym biatkiem Sciany komorkowej podczas ogdlnoustrojowe;j
kandydozy (Gil-Navarro i in., 1997), zaangazowanym takze w wigzanie fibronektyny
i lamininy (Gozalbo i in., 1998). Co ciekawe, wariant czasteczki Tdh3 zwigzanej ze $ciang
komorkowa reprezentuje okoto 20-35% catkowitej ilosci tego enzymu w komorce C. albicans,
a transport czasteczki na powierzchni¢ komorki moze by¢ uwarunkowany obecnos$cia
konkretnej sekwencji aminokwasowej zlokalizowanej na N-koncu biatka, ktora nie jest jednak
typowym peptydem sygnatowym dla klasycznej $ciezki sekrecji (Delgado i in., 2003). Innym
przyktadem biatka moonlighting identyfikowanym czesto na powierzchni réznych patogenow
jest wspomniana wczesniej enolaza, ktorej wazna rola w wigzaniu ludzkiego plazminogenu
zostata potwierdzona dla gatunku C. albicans, a takze innych grzybow patogennych dla ludzi
— Pneumocystis carinii oraz Paracoccidioides brasiliensis, pasozytniczych pierwotniakow
Leishmania, Plasmodium falciparum, Trichomonas vaginalis, a takze przywry Schistosoma
bovis i nicieni Onchocerca volvulus oraz Dirofilaria immitis (Seweryn i in., 2007).

Podsumowujac, wiele dotychczasowych, udokumentowanych w literaturze naukowej
obserwacji, przedstawionych tacznie w przygotowanej pracy przegladowej Al, wskazuje, ze
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zjawisko wystepowania réznorodnych biatek moonlighting na powierzchni komorek jest
szeroko rozpowszechnione wsérdéd wielu zréznicowanych grup organizmoéw. Zatem, jesli
czynnikami wirulencji okresla si¢, migdzy innymi, czasteczki eksponowane na powierzchni
komorki patogenu i ulatwiajace im inwazje i kolonizacj¢ organizmu gospodarza, to biatka
reprezentujace grupe moonlighting proteins, zaangazowane w interakcje z biatkami macierzy
zewnatrzkomoérkowej, powierzchnig komorek gospodarza lub sktadnikami osoczowych kaskad
proteolitycznych niewatpliwe naleza do tej waznej klasy biomolekut, a ich liczna obecnos¢ na
powierzchni komérek organizméw chorobotworczych moze by¢ korzystna dla tych ostatnich,
dajac im przewage w interakcji patogen-gospodarz.

Ad.1.2

Biorgc pod uwage szerokie rozpowszechnienie i czgste wystepowanie nietypowych
biatek na powierzchni komorek réznego typu patogendéw, w dalszym etapie badan rozpoczetam
analize zestawu biatek eksponowanych na powierzchni komérek grzybéw drozdzopodobnych
gatunkoéw C. tropicalis oraz C. parapsilosis, ktore byty hodowane w warunkach sprzyjajacych
wystepowaniu réznych form morfologicznych (A2). Forme pojedynczych komorek,
rozmnazajacych sie przez paczkowanie, uzyskiwano dzigki hodowli w pozywce YPD,
sktadajacej sie z 1% wyciagu z drozdzy, 2% peptonu sojowego oraz 2% glukozy, pH 6,0,
temperatura hodowli wynosita 30°C. Natomiast hodowla w warunkach stymulujacych
filamentacje, kiedy to grzyby z gatunku C. parapsilosis tworzyly pseudostrzepki (struktury
zbudowane z wydtuzonych komorek, ktore nie ulegly separacji po podziale, przypominajace
ksztaltem strzepke prawdziwg), a komorki C. tropicalis tworzyly strzepki prawdziwe
1 pseudostrzegpki, byta prowadzona w temperaturze 37°C w (i) pozywce RPMI 1640 o $cisle
zdefiniowanym sktadzie, pH 7,4, zawierajacej 0,2% glukoze lub (ii) pozywce YAPD,
zawierajacej 0,1% wyciag z drozdzy, 0,2% pepton zwierzgcy oraz 2% glukoze, ktora rowniez
stymulowata produkcje grzybiczych proteinaz zewnatrzkomorkowych. Aby wykluczy¢
mozliwo$¢ zanieczyszczenia preparatOw zawierajacych $ciany komoérkowe pozyskiwane
z komorek drozdzy poprzez ich mechaniczne rozbijanie, do identyfikacji biatek
wyeksponowanych na powierzchni komorek grzybow zastosowatam nowag metode (ang. cell
surface shaving with trypsin) polegajaca na bezposrednim dziataniu trypsyny — enzymu
proteolitycznego stosowanego bardzo czesto w badaniach proteomicznych — na cate,
nienaruszone komorki grzyboéw przez okres czasu tak dopasowany, aby biatka prezentowane
na powierzchni komorek ulegly hydrolizie, a ich fragmenty zostaly uwolnione do roztworu,
natomiast komorki nie ulegly dezintegracji. Po usunigciu komoérek z mieszaniny, pozyskane
fragmenty biatek powierzchniowych byly poddawane dalszej analizie z wykorzystaniem
techniki proteomicznej shotgun oraz tandemowej spektrometrii mas sprz¢zonej
z wysokosprawng chromatografig cieczowg (LC-MS/MS). Owa metoda zostata z powodzeniem
wykorzystana do analizy zestawu bialek powierzchniowych komorek gatunku C. albicans,
wystepujacych w roznych formach morfologicznych przez Vialas i in. (2012). Potilosciowe
oszacowanie wzglednej liczebnosci dla poszczegolnych identyfikowanych bialek byto mozliwe
dzigki obliczeniu dla kazdego biatka znormalizowanego wspotczynnika czgstosci widmowe;j
(NSAF, ang. normalized spectral abundance factor), gdzie catkowita liczba zliczen
widmowych (ang. spectral count) dla danego biatka, podzielona przez dtugosc¢ biatka (liczba
aminokwasow) jest normalizowana poprzez podzielenie przez sumg ilorazow wyznaczonych
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dla wszystkich biatek zidentyfikowanych w eksperymencie w jednej probce. Wysoka warto$¢
wspotczynnika NSAF $wiadczy o wysokiej wzglednej liczebnos$ci czasteczek danego biatka
w badanej probcee. Ta relatywnie szybka i prosta technika po raz pierwszy zostata wprowadzona
do zasobu technik stosowanych przez nasz zesp6t badawczy podczas przygotowywania pracy
AZ2 i jest nadal czgsto i skutecznie stosowana w roznych badaniach proteomicznych.

Zastosowanie techniki cell surface shaving w pracy A2 pozwolito na zidentyfikowanie
16, 9 i 12 bialek powierzchniowych dla C. parapsilosis oraz 13, 13 i 10 bialek
powierzchniowych dla C. tropicalis, przypisanych do komoérek hodowanych odpowiednio
w pozywce YPD, YAPD i RPMI 1640. Przypisanie funkcji poszczegdélnym biatkom
umozliwito okreslenie udziatu wybranych funkcjonalnych grup w catej puli zidentyfikowanych
biatlek powierzchniowych, i1 tak dla gatunku C. parapsilosis biatka zaangazowane
w komorkowy metabolizm stanowity 25%, 33% 1 17% wszystkich biatek wykrytych dla
komorek hodowanych odpowiednio w pozywkach YPD, YAPD i RPMI 1640, natomiast dla
C. tropicalis byto to odpowiednio 38%, 54% oraz 20% wszystkich biatek. Uzyskane wyniki
wskazuja zatem, ze biatka moonlighting, ktore czgsto nalezg do grupy biatek zaangazowanych
w metabolizm komodrkowy, najliczniej wystepowaly na powierzchni komoérek hodowanych
w pozywce YAPD, charakteryzujacej si¢ obnizong zawarto$cig zrodta azotu, ktora przede
wszystkim stymuluje produkcj¢ wydzielniczych proteinaz. Jednakze w temperaturze 37°C
i w pH 7,0 dochodzi w niej rowniez do wytwarzania form filamentarnych, przede wszystkim
pseudostrzgpek, jednak w mniejszym stopniu niz ma to miejsce w pozywce RMPI 1640, ktora
jest rutynowo wykorzystywana do stymulowania filamentacji. Co cickawe, dla komorek
hodowanych w pozywce YAPD zidentyfikowano réwniez na $cianie komodrkowej biatka
zwigzane z odpowiedzig komorki na stres i owa grupa byta reprezentowana najliczniej w tych
warunkach w poréwnaniu do innych warunkéw hodowli, co czg§ciowo koreluje z wynikami
przedstawionymi przez Ramirez-Quijas i in. (2015) oraz Serrano-Fujarte i in., (2016),
wskazujacymi na liczng obecno$¢ moonlighting proteins na powierzchni komorek Candida
w warunkach stresu oksydacyjnego.

Ponadto biatka wywodzace si¢ z cytoplazmy wystepowaly roéwniez czgsto na
powierzchni pojedynczych, drozdzopodobnych komoérek grzybow, jednakze byly one takze
identyfikowane po hodowli w pozywce najsilniej stymulujgcej powstawanie strzepek
i pseudostrzepek, czyli RPMI 1640. Niektore z bialek moonlighting wystgpowaly na
powierzchni komorek we wszystkich badanych warunkach, tak jak biatko Tdh3 C. tropicalis.
Co istotne, powierzchniowa ekspozycja tego biatka dodatkowo si¢ zwigkszyta podczas hodowli
C. tropicalis w pozywce YPD lub RPMI 1640 z dodatkiem 10% ludzkiego osocza. Swiadczy
to 0 indukowaniu zwigkszonej powierzchniowej obecnosci Tdh3 w warunkach kontaktu
z bialkami gospodarza oraz o potencjalnym zaangazowaniu tego biatka w oddzialywania
patogenu z gospodarzem. Oprdcz tego, na powierzchni komorek C. tropicalis zidentyfikowano
nastepujace biatka moonlighting: po hodowli w pozywce YPD byly to Enol, Tpil,
dekarboksylaza pirogronianowa (Pdcll), kinaza fosfoglicerynianowa (Pgkl); w pozywce
YAPD Enol, Pgkl, transketolaza (Tkl1), dehydrogenaza jabtczanowa (Mdh1l), podjednostka
syntazy ATP (Atp2), czynniki elongacji 3 (Cef3) i EF-1a (Tefl); natomiast w pozywce RPMI
dehydrogenaza alkoholowa 2. Dla gatunku C. parapsilosis po hodowli w pozywce YPD
réwniez zidentyfikowano biatka Tdh3, Pdc11 oraz Enol, a ponadto dehydrogenazg alkoholowa
1 (Adhl), natomiast w pozywce YAPD wykazano obecno$¢ Enol, Tdh3 oraz podjednostki
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syntazy ATP (Atpl). Wickszos¢ z tych biatek zostata w innych badaniach wskazana rowniez
jako biatka immunogenne, w tym Adhl, Atpl, Enol, Tdh3 i Pdcll dla C. parapsilosis, a dla
C. tropicalis Atp2, Enol, Tdh3i Tpil (Lee i in., 2014a; 2014b). Wykorzystanie tych obserwacji
moze w przyszlosci umozliwi¢ opracowanie nowych, szybkich metod diagnostyki kandydoz
oraz pomoc w opracowaniu skutecznych metod zapobiegania infekcjom grzybiczym, takich jak
na przyktad szczepionki wielosktadnikowe.

Oprocz nietypowych biatek $ciany komoérkowej, na powierzchni komorek
pochodzacych z kazdych testowanych warunkéw hodowli, w publikacji A2 zidentyfikowano
szereg typowych biatek §ciany komorkowej, w tym biatka adhezyjne i enzymy odpowiedzialne
za przebudowe Sciany komorkowej. Zastosowana technika cell surface shaving pozwolita
rowniez na wskazanie osoczowych biatek ludzkich, jakie zostaly zaadsorbowane do
powierzchni komoérek C. tropicalis oraz C. parapsilosis po hodowli grzybow w obecnosci 10%
osocza ludzkiego. Wsrod tych biatek zidentyfikowano albuming, apolipoproteiny, ktore naleza
do bardzo licznie reprezentowanych grup biatek osocza, ale takze inhibitor czynnika lla
kaskady krzepnigcia, alfal-antytrypsyne, fibrynogen, fibronektyne, witronektyng, gelsoling
oraz sktadniki uktadu dopeliacza, co potwierdza bezposrednie oddzialywanie powierzchni
komorek dwoch badanych gatunkéw Candida z waznymi biatkami ludzkimi zaangazowanymi
w odpowiedz immunologiczng oraz sktadnikami osoczowych kaskad proteolitycznych (A2).

Ad.1.3.

Dalsze badania nad ekspozycjag moonlighting proteins na powierzchni komorek
grzybow Candida, przedstawione w publikacji A3, przeprowadzono réwniez z wykorzystaniem
techniki cell surface shaving dla trzech gatunkéw Candida non-albicans, w tym ponownie
C. tropicalis oraz C. parapsilosis, a takze C. glabrata, ktory to gatunek jest blisko
spokrewniony z Saccharomyces cerevisiae, nie wytwarza strzepek prawdziwych ani
pseudostrzepek, jednakowoz cechuje si¢ stosunkowo czgsto wystepujaca opornoscia na leki
przeciwgrzybicze, stad jest rOwniez uwazany za wazny grzybiczy patogen dla cztowieka (Vale-
Silva i Sanglard, 2015). Wybrane gatunki Candida byly hodowane w pozywkach
o zréznicowanym sktadzie, ktory do pewnego stopnia nasladowal mikrootoczenie komoérek
grzybodw wystepujacych w okreslonych niszach infekcyjnych w organizmie gospodarza. Byty
to nast¢pujace pozywki hodowlane: (i) chemicznie zdefiniowana pozywka syntetyczna na bazie
aminokwasow (Lee, 1975), stosowana jako pozywka referencyjna (DS., ang. defined synthetic
medium) (ii) pozywka o skladzie przypominajacym $line (AS, ang. artificial saliva), (iii)
pozywka o skladzie przypominajagcym plyn z drég rodnych (VS, ang. vagina-simulative
medium), (iv) pozywka o skladzie przypominajagcym mocz (AU, ang. artificial urine), (v)
pozywka YPD — hodowla prowadzona w warunkach beztlenowych, nasladujgca warunki
panujagce w dolnych odcinkach uktadu pokarmowego (AN, ang. anaerobic). Technika cell
surface shaving zostala zastosowana w pracy A3 ponownie, jednak z niewielkimi
modyfikacjami, tak, aby wydluzy¢ czas hydrolizy fragmentow biatek uwolnionych
Z powierzchni grzybow w roztworze pozbawionym juz komorek i dzigki temu uzyskac wigcej
peptydow odpowiednich do analizy metoda LC-MS/MS. We wtasciwej analizie danych
uzyskanych podczas identyfikacji grzybiczych biatek powierzchniowych pomogly mi
umiejetnosci, jakie zdobytam podczas szkolenia Bioinformatic resources for protein biology,
organizowanego przez EMBL-EBI w Wielkiej Brytanii, ktore dotyczylo mozliwoSci
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wykorzystywania baz danych i narz¢dzi udostepnianych przez EMBL-EBI do pozyskiwania
informacji o biatkach.

W pracy A3 we wszystkich badanych warunkach hodowli, na powierzchni komoérek
grzybow zidentyfikowano tacznie 53 rozne biatka dla C. glabrata, 37 dla C. parapsilosis i 13
dla C. tropicalis, jednakze widoczne byto do§¢ znaczne zréznicowanie pomiedzy liczbg biatek
identyfikowanych w poszczegélnych warunkach. Najwickszg liczbe biatek wykryto dla
kazdego gatunku przy uzyciu pozywki YPD w warunkach beztlenowych (AN) (29, 27 i 11
odpowiednio dla C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis). Najmniej biatek C. glabrata (8)
i C. parapsilosis (6) wykryto po wzroscie w pozywce VS, a biatek C. tropicalis po hodowli
w pozywce AU (1). Po przypisaniu funkcji dla kazdego zidentyfikowanego biatka, skierowatam
uwage przede wszystkim na grupe biatlek moonlighting obecnych na powierzchni komorek
poszczegolnych gatunkéw grzybow. Biatka moonlighting zostaly wykryte na powierzchni
komorek prawie wszystkich testowanych gatunkéw hodowanych w prawie kazdej pozywce
hodowlanej uzytej w analizie i stanowily co najmniej 25% catkowitej puli biatek, jednak nie
dotyczyto to hodowli C. parapsilosis w pozywce VS. Dalsze szczegétowe poréwnanie
jakosciowe podobienstw i1 réznic miedzy kompletnymi zestawami biatek powierzchniowych
komorek identyfikowanych dla trzech badanych gatunkéw Candida przeprowadzono w celu
okreslenia liczby biatek powtarzajacych si¢ miedzy gatunkami. Trzy nietypowe biatka $ciany
komorkowej — Pdcll, Enol i Tdh3 — byty wskazane dla wszystkich trzech badanych gatunkow,
natomiast osiem biatek powtarzato si¢ w analizach dla C. parapsilosis i C. glabrata. Ponadto
zidentyfikowano kilka biatek, ktore wykryto wylacznie dla gatunku C. parapsilosis (3) oraz
C. glabrata (8).

W dalszej kolejnosci oszacowano ilosciowo zmiany w ekspozycji poszczegdlnych
biatlek moonlighting po hodowli komoérek w pozywkach symulujacych rdézne nisze
w organizmie gospodarza, ktére moga by¢ zasiedlane przez grzyby (VS, AS, AU, AN),
a obserwowane zmiany poréwnano do komoérek hodowanych w pozywce referencyjnej (DS).
Dla C. glabrata wykryto osiem biatek moonlighting po hodowli zar6wno w pozywce DS, jak i
w co najmniej jednej innej pozywece, a takze zaobserwowano znaczny wzrost W ilosci dla pigciu
bialek obecnych na powierzchni komoérki w odniesieniu do warunkow referencyjnych. Co
wiecej, 11 dodatkowych biatek moonlighting wykryto dla komorek C. glabrata po hodowli w
pozywkach AS, VS, AU lub warunkach beztlenowych (AN), ale nie w pozywce referencyjnej.
W przypadku komorek C. parapsilosis hodowlanych w pozywce referencyjnej wykryto tylko
cztery biatka moonlighting, a po hodowli w warunkach AS, AU lub AN zidentyfikowano
dodatkowe 10 nietypowych biatek $ciany komorkowej. Na powierzchni komorek C. tropicalis
wykryto tylko trzy biatka moonlighting (Pdcl11, Enol i Tdh3), migdzy innymi, gdy grzyby te
hodowano w pozywkach DS i w AN — i dla tych warunkow poziom liczebnosci biatek byt
zblizony. Natomiast znaczaco zwigkszong liczebnos¢ dwoch biatek moonlighting na
powierzchni komorek C. tropicalis zaobserwowano po wzroscie w pozywkach nasladujacych
warunki gospodarza: Enol w AS i AU, a Tdh3 w VS. Podsumowujac,
z przedstawionych obserwacji wynika, ze biatka moonlighting nie tylko sa obecne na
powierzchni grzyboéw wzrastajacych w bardzo réznorodnych warunkach, ale, co istotne,
podczas kontaktu ze $rodowiskiem gospodarza ich powierzchniowa ekspozycja moze si¢
zmienia¢ oraz zwigkszaé, co przemawia za hipoteza, ze jest ona procesem nieprzypadkowym.
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Co wazne, w badaniach opisanych w publikacji A2 i omawianych powyzej, biatka
Pdcl1, Enol i Tdh3 zidentyfikowano rowniez na powierzchni komorek C. parapsilosis oraz
C. tropicalis hodowanych w warunkach tlenowych w pozywce YPD, a Tdh3 takze w pozywce
YAPD, co podkresla powszechng obecno$¢ bialek Pdc11, Enol i Tdh3 na $cianie komorkowej
badanych gatunkéw grzybow. W badaniach przeprowadzonych przez Reyna-Beltran i in.,
(2018) przypisano enolazie obecnej na powierzchni komoérek C. albicans aktywnosé¢
transglutaminazy, polegajaca na sieciowaniu biatek $ciany komorkowej poprzez reakcje
transamidacji miedzy tancuchami bocznymi reszt Gln i Lys, w wyniku czego powstajg wigzania
amidowe N-e-(y-glutamylo)lizyny, co potwierdza wazng role tego biatka w utrzymaniu
integralno$ci $ciany komoérkowej, w przemianach morfologicznych komorek grzyboéw oraz
w ochronie przed stresem osmotycznym.

Ad.2.1.

Mimo, ze obecno$¢ moonlighting proteins na powierzchni grzybow z rodzaju Candida
zostata potwierdzona licznymi badaniami, nadal nie zostaly w pelni wyjasnione mechanizmy
transportu nietypowych biatek $ciany komodrkowej na zewnatrz komorki, jako zZe nie zawieraja
one typowego peptydu sygnalnego kierujacego je na klasyczna Sciezke sekrecji. Jedna z hipotez
wyjasniajacych to zjawisko jest mozliwos$¢ transportu biatek moonlighting we wngtrzu
pecherzykow  zewnatrzkomorkowych (EVS, ang. extracellular vesicles), czyli struktur
o rozmiarach rzedu od kilkudziesigciu do kilkuset nanometréw, otoczonych dwuwarstwa
lipidowa oraz zawierajagcych bardzo =zroznicowang zawarto$¢, obejmujaca biatka,
polisacharydy, kwasy nukleinowe, lipidy, toksyny oraz inne drobnoczasteczkowe zwigzki
organiczne (Nickel i Seedorf, 2008). Owa hipoteze przytoczytam takze w publikacji Al,
natomiast w roku 2015 zostaty opublikowane dwie publikacje doswiadczalne przygotowane
przez zespoty Gil-Bona i in. oraz Vargas i in., w ktorych zidentyfikowano wiele przyktadow
moonlighting proteins przenoszonych przez pgcherzyki zewnatrzkomorkowe produkowane
przez gatunek C. albicans. Wsrod wskazanych biatek znajdowaty sie, miedzy innymi Tdh3,
Enol, Pgkl, Pgm1l i transaldolaza Tall (Gil-Bona i in., 2015; Vargas i in., 2015). Jako ze
w literaturze pojawita si¢ rowniez wzmianka 0 zaobserwowaniu EVs dla gatunku
C. parapsilosis (Albuquerque i in., 2008), w dalszych badaniach podjetam probe pozyskania
EVs produkowanych przez komorki Candida non-albicans. Aby doktadnie pozna¢ technike
izolacji pecherzykow zewnatrzkomorkowych wzielam udzial w szkoleniu Extracellular
Vesicles: From Biology to Biomedical Applications, organizowanym przez EMBL
w Niemczech, podczas ktorego zdobytam wiedzg¢ i umiejetnosci dotyczace pozyskiwania
1 analizy EVs produkowanych przez komorki eukariotyczne, zgodne z obowigzujacymi
zasadami wyznaczonymi przez International Society for Extracellular Vesicles (ISEV). Metode
pozyskiwania EVs produkowanych przez grzyby drozdzopodobne oparta na sekwencyjnym
wirowaniu wprowadzitam nast¢pnie do zasobu metod stosowanych w naszym zespole
badawczym w Zakladzie Biochemii Poroéwnawczej i Bioanalityki — jest ona nadal
z powodzeniem wykorzystywana podczas realizacji roznych projektow badawczych.

W publikacji A4 po raz pierwszy scharakteryzowaliSmy EVS wytwarzane przez grzyby
drozdzopodobne gatunkow C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis, ze szczegdlnym
uwzglednieniem proteomu pegcherzykow zewnatrzkomorkowych. W badaniach prowadzonych
we wspolpracy z prof. dr hab. Elzbieta Pyza i1 dr inz. Olgg Barczyk-Woznicka z Zaktadu



| 19

Biologii i Obrazowania Komorki Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Wydziatu
Biologii UJ wykonano obrazowanie pozyskanych preparatow pecherzykoéw z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), co pozwolito przede wszystkim na
jednoznaczne potwierdzenie obecnosci w uzyskanej probee kulistych struktur o rozmiarze od
kilkudziesigciu do kilkuset nanometréw, otoczonych dwuwarstwg lipidowa, co koreluje
z charakterystyka EVS. Zmierzono takze st¢zenie fosfolipidow i biatek w pozyskanych
preparatach, a uzyskane wyniki bezsprzecznie wykazaty obecnos¢ glownych sktadnikow
budujacych pecherzyki. Nastepnie w badaniach prowadzonych we wspoétpracy z prof. dr hab.
Ewa Zuba-Surmg oraz dr Elzbietag Karnas z Zaktadu Biologii Komoérki Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii UJ przy zastosowaniu techniki analizy §ledzenia nanoczastek (NTA,
ang. nanoparticle tracking analysis) oszacowano liczbe pgcherzykow zawartych w pozyskanej
probce EVs: dla C. glabrata liczbe EVs okreslono na 2,55+0,17x10'°, natomiast dla
C. parapsilosis byto to 2,3+0,08x10%°, a dla C. tropicalis 8,88+0,63x10° wyprodukowanych
odpowiednio przez 4x10%°, 10x10%° i 4x10'° komérek grzybow. Korzystajac z tej samej techniki
wyznaczono rowniez Srednie rozmiary grzybiczych pecherzykow, wynosity one odpowiednio
139,5+7,7 nm, 84.65+11,65 nm i 90,65+3,05 nm dla C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis.

Aby scharakteryzowa¢ sktad zestawu biatek transportowanych przez EVs,
przeprowadzitam identyfikacje biatek za pomoca techniki LC-MS/MS wraz z probg wskazania
lokalizacji poszczegolnych czasteczek w obrebie struktury pecherzyka (obecno$¢ biatka na
powierzchni pecherzyka, w jego wnetrzu, badz zasocjowanie z membrang pegcherzyka).
W pierwszym kroku analizy biatka eksponowane na powierzchni EVs C. glabrata, C.
parapsilosis i C. tropicalis zidentyfikowatam za pomoca techniki surface shaving with trypsin,
stosowanej uprzednio rowniez do analizy powierzchni calych komoérek grzybow, ktora to
metod¢ dostosowatam takze do badania pecherzykow zewnatrzkomorkowych. W kolejnym
kroku analizy, grzybicze EVs zostaly rowniez poddane dziataniu ultradzwickow w celu
zniszczenia integralnosci ich btony lipidowej i wzbogacenia probki w biatka zawarte we
wnetrzu pecherzykéw, ktore nastgpnie po usunig¢ciu pozostatosci membran EVs poddano
hydrolizie trypsyna. Jednakze w tej grupie czasteczek zidentyfikowano rowniez kilka biatek
funkcjonalnie powiagzanych z btong i $ciang komérkowa, co wskazuje, ze mogly one ulec
fragmentacji i odlgczy¢ sie¢ od powierzchni pgcherzyka podczas procedury izolacji biatek.
Niemniej jednak, biorac pod uwage fakt, ze biatka transbtonowe lub biatka zakotwiczone
w blonie moga by¢ trudne do zidentyfikowania przy uzyciu dwoch wyzej wymienionych
metod, osady zawierajace pozostatosci blon pecherzykow zebrano poprzez wirowanie przy
wysokiej predkosci i poddano dodatkowej hydrolizie za pomoca trypsyny po uprzednim
wyekstrahowaniu biatek z uzyciem detergentu i odczynnika redukujacego. W badanych
probkach zidentyfikowano tacznie 42 biatka dla C. glabrata, 33 dla C. parapsilosis i 34 dla
C. tropicalis. Z tego 32, 22 i 30 z tych bialek byto biatkami eksponowanymi na powierzchni
pecherzykow, odpowiednio gatunku C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis. Trzy
dodatkowe biatka dla C. glabrata i C. tropicalis oraz 10 dla C. parapsilosis zostaty tez
zidentyfikowane po procedurze dezintegracji pecherzykow. Rozszerzenie procedury o kolejny
krok identyfikacji bialek zasocjowanych z membranami pegcherzykow pozwolito na
identyfikacj¢ siedmiu biatek blonowych z EVs C. glabrata i po jednym biatku zakotwiczonym
w membranie dla pozostatych dwoch gatunkow, tj. biatka Pgal7 (ang. putative GPl-anchored
protein) dla C. parapsilosis oraz mannoproteiny—adhezyny Flo9 dla C. tropicalis. Obecnosé¢
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mannoprotein na powierzchni pecherzykow zostata takze potwierdzona z wykorzystaniem
wysokorozdzielczej cytometrii przeptywowej dedykowanej do analizy EVs, po uprzednim
wyznakowaniu EVs skoniugowang z fluoresceing konkanawaling A, lektyng rozpoznajaca
glikokoniugaty zawierajagce mannoz¢. Ta cze$¢ badan zostala wykonana réowniez we
wspotpracy z Zaktadem Biologii Komoérki WBBiB Ul.

Wsrod biatek EVs zidentyfikowano biatka zaangazowane w przebudoweg Sciany
komorkowej, transport i organizacj¢ blony komorkowej, metabolizm komdrkowy, transkrypcje
i translacje, odpowiedz komorki na stres a takze czynniki wirulencji oraz dos$¢ liczne biatka
0 nierozpoznanej funkcji (A4). Dla dwoch z badanych gatunkéw biatka zaangazowane w
komorkowy metabolizm stanowity najliczniejsza grupe zidentyfikowanych biatek (31% dla
C. glabrata i 32% dla C. tropicalis) i druga pod wzgledem licznosci dla C. parapsilosis (18%).
Wsrod tej grupy biatek, dehydrogenaza alkoholowa Adhl byta biatkiem zidentyfikowanym dla
EVs wszystkich trzech gatunkoéw, a biatka Enol, Tdh3, Pgkl oraz kinaza pirogronianowa
Cdc19 zostaty zidentyfikowane dla EVs C. tropicalis i C. glabrata, z czego wigkszos¢ byta
obecna nie tylko we wnetrzu, ale rowniez na powierzchni pgcherzykow. Dodatkowo, dla
C. glabrata licznie reprezentowane byly biatka zaangazowane w translacje (14%). Wsrod
biatek moonlighting zidentyfikowanych w pecherzykach C. glabrata i zwigzanych
z metabolizmem wewnatrzkomorkowym znalazty si¢ rowniez Kkarboksykinaza fosfo-
enolopirogronianowa Pckl, aldolaza fruktozobisfosforanowa Fbal, dekarboksylaza
pirogronianowa Pdcl oraz dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa Gndl, natomiast dla
C. tropicalis roéwniez dehydrogenaza alkoholowa Adh2.

Jako zZe jedna =z hipotez opisujacych mechanizm powstawania pegcherzykow
zewnatrzkomoérkowych grzybow jest uwypuklanie blony komoérkowej 1 odrywanie powstalego
w ten sposob pecherzyka na zewnatrz komorki, mogloby w ten sposdb dochodzi¢ do wiaczenia
czgsci cytozolu wraz z biatkami cytoplazmatycznymi do wnetrza pecherzykow i ich transportu
na zewnatrz komorki. Ponadto, w przypadku enolazy pochodzacej z komorek eukariotycznych
zaobserwowano jej powinowactwo do lipidow, co moze skutkowaé asocjowaniem tego biatka
do btony komodrkowej, czy tez do bton budujacych wewnatrzkomoérkowe organelle (Didiasova
i in., 2019), natomiast w komorkach S. cerevisiae pewna pula czgsteczek enolazy zostata
zidentyfikowana rowniez w wakuolach (Decker i Wickner, 2006). Bioragc pod uwage fakt, ze
mechanizmy biogenezy grzybiczych EVs moga by¢ powigzane z przemodelowaniem
i aktywnoscig tych roznorodnych struktur wewnatrzkomérkowych (Bielska 1 May, 2019),
mozna przyjac hipoteze, ze wewnatrzkomodrkowe biatka pozbawione peptydu sygnalowego dla
klasycznej drogi $ciezki sekrecji moga przedostawac si¢ rowniez do tworzonych wewnatrz
komorki pecherzykow 1 tym sposobem by¢ wydzielane na zewnatrz komorki. Osiagniecie
zewnatrzkomorkowej lokalizacji przez biatka wewnatrzkomoérkowe moze zaleze¢ od r6znych
mechanizmow niekonwencjonalnej sekrecji, w tym produkcji EVs, ale tez moze by¢ zwigzane
z obecnoscig tych biatek w bliskiej lokalizacji zywych komorek, spowodowang $miercig lub
zniszczeniem innych komorek, co jest zatozeniem réwniez racjonalnym, jako zZe taka sytuacja
moze mie¢ miejsce w skomplikowanych, wielokomérkowych — spoteczno$ciach
mikroorganizmow jakimi sg biofilmy.
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Ad.2.2.

W dotychczasowych badaniach (A2, A3) wykazano, ze rozne biatka moonlighting moga
by¢ obecne na powierzchni komorek grzybow z gatunkow Candida non-albicans, a potencjalna
droga ich wydzielania na zewnatrz komorki moze polega¢ na produkcji EVs (A4). Podobne
obserwacje byly takze wczesniej dokonywane dla komoérek C. albicans (Hernéez i in., Vialas
i in., 2012; Vargas i in., 2015; Gil-Bona i in., 2015), zatem mozna teraz przyjac, ze jest to
zjawisko rozpowszechnione i wspdlne dla roznych gatunkow patogendéw z rodzaju Candida. W
dalszych badaniach podjeto zatem probe wyjasnienia mechanizmu deponowania na
powierzchni komorek C. albicans jednego z najlepiej jak dotad opisanych grzybiczych biatek
moonlighting, jakim jest enolaza, traktujac ten uktad badawczy z jednej strony jako model
oddziatywania pomigdzy nietypowymi biatkami powierzchniowymi a $ciang komodrkowa
grzybow, natomiast z drugiej strony koncentrujac si¢ na wskazaniu szczegoétowych
mechanizmow interakcji dla dwoch konkretnych biatek C. albicans (A5). W pierwszym etapie
badan, korzystajac z techniki cell surface shaving oraz spektrometrii mas (LC-MS/MS)
wykazano, Ze enolaza jest obecna na powierzchni komorek C. albicans hodowanych w réznych
warunkach, w tym w pozywce YPD, AS, AU 1 VS 1 nie zauwazono statystycznie istotnych
réznic w ilosci tego biatka pomigdzy badanymi komodrkami, zatem mozna uznaé, ze jej
powierzchniowa ekspozycja jest zjawiskiem generalnym. Potwierdzity to rowniez dalsze
obserwacje, oparte na immunodetekcji enolazy obecnej na powierzchni komoérek C. albicans
hodowanych w obecnos$ci grzybiczych czynnikdw quorum sensing (QS): farnezolu i kwasu
farnezowego, bakteryjnej czasteczki QS, czyli autoinduktora Al-2, lipopolisacharydu lub
nadtlenku wodoru — czyli w warunkach, jakie mogga panowa¢ w miejscu mieszanej infekcji
grzybiczo-bakteryjnej czy w biofilmie. Obecnos¢ enolazy stwierdzono na $cianie komorkowe;j
we wszystkich tych warunkach hodowli na wysokim, ale poréwnywalnym poziomie, rowniez
w odniesieniu do komoérek hodowanych w pozywce referencyjnej. Kolejnym krokiem byto
poréwnanie poziomu powierzchniowej ekspozycji enolazy dla pojedynczych komorek
C. albicans oraz dla komorek tworzacych strzepki prawdziwe. W tym celu zastosowano
réwnolegle obrazowanie mikroskopowe z wykorzystaniem przeciwcial pierwszorzedowych
skierowanych przeciwko enolazie drozdzowej oraz przeciwciat drugorzedowych znakowanych
fluoresceing oraz kolorymetryczny test ELISA z zastosowaniem przeciwciatl drugorzedowych
sprzgzonych z peroksydaza chrzanowa. Wyniki obu podej$¢ eksperymentalnych jednoznacznie
potwierdzity, ze enolaza jest obecna na powierzchni obu form morfologicznych, przy czym
jednak wigksza ilo§¢ enolazy jest zdeponowana na powierzchni komoérek wystepujacych
w formie strzepkowej, co wskazuje na preferencje dla tej formy morfologicznej.

W celu zweryfikowania hipotezy o mozliwo$ci readsorpcji enolazy znajdujacej si¢
w otoczeniu komorek do ich powierzchni, wykorzystano w dalszych badaniach enolaz¢
z cytoplazmy komorek C. albicans oczyszczong zgodnie z metodyka stosowang w Zaktadzie
Biochemii Poréwnawczej 1 Bioanalityki WBBiB UJ z wykorzystaniem sekwencji technik
chromatograficznych (11.3.10). Zaré6wno obrazowanie mikroskopowe z wykorzystaniem
enolazy znakowanej fluoresceing, jak i mikroptytkowy test kolorymetryczny na wigzanie
ligandu z uzyciem enolazy sprzgzonej z biotyng jednoznacznie potwierdzity zjawisko wigzania
sie zewnatrzkomorkowej enolazy do powierzchni strzgpek C. albicans. Stad istotnym,
kolejnym etapem badan bylo wskazanie sktadnika $ciany komorkowej strzepek
odpowiedzialnego za powierzchniowe ulokowanie enolazy. Z wykorzystaniem chromatografii
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powinowactwa oraz techniki sieciowania chemicznego wskazatam kilka bialek Sciany
komoérkowej, ktore potencjalnie mogly by¢ biatkami wigzacymi enolazg, a w tej grupie znalazto
si¢ typowe biatko $ciany komorkowej, adhezyna Als3. Dzigki wspotpracy nawiazanej z prof.
Angela H. Nobbs z Bristol Dental School, University of Bristol z Wielkiej Brytanii w dalszych
etapach badan mogltam wykorzysta¢ komorki drozdzy S. cerevisiae z nadprodukcja kilku
najwazniejszych adhezyn C. albicans: biatka Als3, Hwpl i Eapl. Najwiekszg zdolno$¢
wigzania enolazy wykazano dla biatka Als3, potwierdzajagc tym samym wczesniejsze
obserwacje, podczas gdy inne badane biatka — Eapl i Hwpl— mialy znacznie mniejszy wktad
w interakcje z enolazg na powierzchni komorek drozdzy. Jest to pierwsza informacja o
mozliwym mechanizmie prezentacji enolazy na powierzchni komorki grzyba z udziatem
typowych adhezyn grzybow oraz mozliwe wyjasnienie lokalizacji enolazy na powierzchni
C. albicans. Zweryfikowanie oddzialywania enolazy z adhezyng Als3 bylo mozliwe po
uzyskaniu ze §ciany komoérkowej biatka Als3, oczyszczonego zgodnie z procedurg stosowang
w Zaktadzie Biochemii Poréwnawczej i Bioanalityki WBBiB UJ (11.3.10). Oba biatka
wykorzystano do wyznaczenia kinetycznych i fizykochemicznych parametréw ich interakcji
z uzyciem technologii optycznej wykorzystujacej zjawisko powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (SPR, ang. surface plasmon resonance). Wyznaczona rownowagowa stata
dysocjacji Kp dla oddziatujacej pary Als3—Enol wynosita 3,67x10® M, co wskazuje na wysokie
powinowactwo pomiedzy biatkami. Prawidtowa analize zjawiska wigzania enolazy do
adhezyny Als3 utatwily mi umiejg¢tnosci zdobyte podczas kursu Ligand-binding Theory and
Practice 2016 organizowanego przez Federacj¢ Europejskich Towarzystw Biochemicznych
(FEBS), ktéry odbywat si¢ w Czechach. Nastepnie, ponownie wykorzystujac komorki drozdzy
S. cerevisiae z nadprodukcja réznych wariantow biatka Als3 C. albicans, pozbawionych
poszczegdlnych fragmentow czasteczki wykazano, ze przede wszystkim N-koncowy fragment
czasteczki Als3 (aal66-225, aa218-285, aa270-305 oraz 277-286) oraz centralna domena TR
z powtorzeniami tandemowymi (aa434-830) sa zaangazowane w interakcje z enolaza,
natomiast fragment zwigzany z formowaniem amyloidu (aa325-331) nie bierze udzialu w
oddzialywaniach. Zwazywszy na fakt, ze N-koncowy fragment czasteczki Als3 jest roOwniez
wskazywany jako miejsce wigzania ligandéw gospodarza, a oba badane biatka grzybicze
zostaly wskazane w publikacji A5 oraz w pracy 11.3.5 jako biatka wigzace ludzki plazminogen
(HPG) i kininogen wielkoczasteczkowy (HK), w pracy A5 zweryfikowano rowniez wptyw
wzajemnych oddziatywan pomigedzy oboma biatkami grzybiczymi i biatkami ludzkimi
1 wykazano, ze wigzanie enolazy do adhezyny Als3 na powierzchni komorki grzybow moze
by¢ waznym mechanizmem modulowania interakcji pomiedzy gospodarzem a patogenem
w trakcie infekcji wywotanych przez C. albicans.

Powszechna i liczna obecno$¢ roznych moonlighting proteins na powierzchni komorek
grzybow z rodzaju Candida hodowanych w réznych warunkach oraz w postaci roznych form
morfologicznych, obserwowany wzrost czestosci wystepowania tych biatek na powierzchni
w warunkach nasladujacych miejsca potencjalnej infekcji w organizmie gospodarza oraz
istotne dowody na udziat wielu z tych konkretnych bialek w fizjologii komoérek grzybow oraz
w interakcji patogen-gospodarz swiadcza o niezwykle istotnym znaczeniu funkcji pelnionych
na powierzchni komorki patogenow przez te czasteczki.
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W mojej opinii najistotniejszym rezultatem przedstawionego osiggnigcia naukowego
jest zatem potwierdzenie zrdéznicowania ekspozycji biatek moonlighting na powierzchni
komorek gatunkow Candida non-albicans w zaleznosci od warunkéw $rodowiskowych, co
wskazuje, ze jest to proces nieprzypadkowy, oraz zidentyfikowanie jednego ze sposobow
transportu moonlighting proteins poza komorke, a takze specyficznego mechanizmu ich
lokowania na powierzchni $ciany komérkowej Candida.

Za najwazniejsze wyniki wchodzace w sklad osiagniecia naukowego uwazam:

1. wskazanie i oméwienie dowodow obecno$ci bialek moonlighting na powierzchni komorek

réznych eukariotycznych organizmow chorobotwérczych ze wskazaniem ich udzialu
w patogenezie zakazen (Al),

2. podkre$lenie istotnej roli moonlighting proteins w infekcjach grzybiczych wywolanych
przez C. albicans i zaznaczenie konieczno$ci prowadzenia dalszych badan dotyczacych
mechanizmdéw zwiazanych z osiaganiem przez nie powierzchniowej lokalizacji (A1),

3. potwierdzenie obecnosci _moonlighting proteins na powierzchni  réznych form
morfologicznych gatunkéw C. tropicalis i C. parapsilosis, z czego najczescie]
identyfikowane byly dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego Tdh3, enolaza Enol
oraz dekarboksylaza pirogronianowa Pdcll (A2, A3),

4. wskazanie mozliwej Kkorelacji powierzchniowej obecnos$ci moonlighting proteins
C. tropicalis i C. parapsilosis z reakcja komorki na stres Srodowiskowy oraz w odpowiedzi
na obecno$¢ biatek gospodarza (A2),

5. potwierdzenie zaangazowania biatlek moonlighting, wraz z innymi, typowymi biatkami
sciany komoérkowej, w oddziatywania z biatkami ludzkimi (A2, A5),

6. potwierdzenie obecnosci réznorodnych biatek moonlighting na powierzchni komérek
C. tropicalis, C. parapsilosis i C. glabrata w warunkach nasladujacych warunki panujace
w niszach organizmu gospodarza, gdzie najcze$cie] wystepuja grzyby z rodzaju Candida
wywolujac infekcje, oraz wykazanie zwigkszenia obecnosci biatek moonlighting na
powierzchni komorek tych grzybéw w odpowiedzi na warunki panujgce w_organizmie
gospodarza (A3),

7. wyizolowanie i charakterystyka pecherzyvkéw zewnatrzkomédrkowych wytwarzanych
przez grzyby drozdzopodobne gatunkéw C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis, ze
szczegOlnym uwzglednieniem identyfikacji proteomu EVs (A4),

8. wskazanie procesu sekrecji pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych jako drogi transportu
moonlighting proteins gatunkéw C. glabrata, C. parapsilosis i C. tropicalis na zewnatrz
komorki oraz wskazanie enzymoéw Adhl, Enol i Tdh3 jako biatek czesto wystepujacych
w EVs produkowanych przez grzyby z rodzaju Candida (A4),
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9. potwierdzenie powszechnej obecno$ci enolazy na powierzchni komoérek C. albicans
hodowanych w zroznicowanych warunkach, w tym na$ladujacych miejsce mieszanej

infekcii, ze szczegblna preferencia do wystepowania na powierzchni formy strzepkowej

grzybow (AS),

10. potwierdzenie mozliwo$ci readsorpcii pozakomorkowej enolazy do powierzchni strzepek
C. albicans i wskazanie typowego biatka $ciany komodrkowej Als3 jako biatka wigzacego
enolaze na $cianie komorkoweij (A5),

11. wskazanie mozliwo$ci modulowania przez enolaze oddzialywah pomiedzy typowa
adhezyna $ciany komorkowej Als3 a ludzkimi osoczowymi biatkami — HPG i HK (A5).

4.3.3. Dalsze plany badawcze

Rozpowszechnione wystgpowanie nietypowych biatek powierzchniowych, wykazane
dla roznych gatunkéw grzyboéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida, uzasadnia konieczno$¢
prowadzenia dalszych badan nad udziatem tych czynnikow w wirulencji grzybow oraz nad
mechanizmami zwigzanymi z osigganiem przez nie powierzchniowej lokalizacji. W zwiazku
z tym, moje dalsze plany badawcze w tej tematyce dotycza frakcjonowania i izolacji
poszczegolnych organelli komorkowych z komorek C. albicans, C. tropicalis oraz C. glabrata,
w tym wakuoli, mitochondriow oraz frakcji retikulum endoplazmatycznego, ktore moga miec
istotne znaczenie w biogenezie pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Identyfikacja wybranych
bialek grzybiczych w okreslonych organellach komoérkowych moze stanowi¢ cenne
uzupetnienie dostgpnej aktualnie wiedzy dotyczacej transportu biatek moonlighting we wnetrzu
EVs oraz moze poszerzy¢ znajomo$¢ mechanizméw powstawania tych struktur i procesu
wewnatrzkomorkowego sortowania biatek przenoszonych jako zawarto$¢ pecherzykow. Jak
dotad niewiele jest informacji dotyczacych tych proceséw odbywajacych w si¢ w komorkach
drozdzy. W celu zapoznania si¢ z metodyka izolacji frakcji zawierajacych poszczegodlne
organelle komorkowe odbylam miesieczne Szkolenie na Uniwersytecie Karola w Pradze
podczas stazu naukowego w programie wymiany osobowej naukowcoéw organizowanej przez
Narodowa Agencje¢ Wymiany Akademickiej. Podczas pobytu szkoleniowego w Zaktadzie
Biochemii Wydziatu Nauk Przyrodniczych pod kierunkiem Doc. RNDr. Olgi Heidingsfeld
poznatam techniki pozyskiwania frakcji zawierajacych $ciany komorkowe, btony
cytoplazmatyczne, retikulum endoplazmatyczne oraz wakuole z komorek C. albicans, ktore to
umiejetnosci bede mogla wykorzysta¢ w dalszych badaniach dotyczacych mechanizmow
transportu moonlighting proteins. Kolejng istotng kwestig jest rowniez poznanie mechanizmu
uwalniania zawarto$ci pecherzykow zewnatrzkomorkowych po ich transporcie poza komorke
i odpowiedz na pytania, czy jest to proces losowy, czy indukowany zewngtrzkomorkowymi
czynnikami lub warunkami, jakie to sa czynniki i jak mogtyby one wptywa¢ na deponowanie
czasteczek zawartych w EVs na powierzchni §ciany komorkowej. W perspektywie dalszej
dziatalnosci badawczej uwzglednitam réwniez prob¢ wyjasnienia mechanizmoéw lokowania
innych biatek moonlighting na powierzchni komorek grzybow C. albicans, na przyktad
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dehydrogenazy alkoholowej czy kinazy fosfoglicerynianowej, ze wskazaniem czy istnieje
mozliwo$¢ readsorpcji tych biatek do powierzchni komorki grzybow i proba identyfikacji
czasteczek, ktore moga stuzy¢ dla nich jako biatka wigzace. Co wigcej, dalsze badania sg
réwniez wymagane w celu wskazania, czy dla enolazy pochodzacej z innych gatunkoéw
Candida, wtym C. tropicalis oraz C. glabrata réwniez dochodzi do jej wigzania na powierzchni
komorek za posrednictwem typowych biatek S$ciany komoérkowej oraz identyfikacja
konkretnych biatek odpowiedzialnych za to zjawisko.

Dodatkowym zagadnieniem wymagajagcym badan jest wyjasnienie udziatu
moonlighting proteins w wirulencji grzybow Candida, szczegolnie dla gatunkéw non-albicans,
poniewaz jak dotad wigkszos¢ badan poswigconych udzialowi poszczegdlnych nietypowych
biatek $ciany komorkowej w oddziatywaniu z biatkami gospodarza dotyczyla gatunku
C. albicans, a jedynie nieliczne doniesienia identyfikowaly zaangazowanie wybranych
moonlighting proteins innych gatunkéw w wigzanie bialek gospodarza (w tym badania
prowadzone w naszej grupie badawczej opublikowane w pracach 11.3.9, 11.3.11, 11.3.13).
W dalszej perspektywie badawczej planuje takze weryfikacj¢ hipotezy o udziale
wieloczasteczkowych  kompleksow  Utworzonych przez ro6zne biatka pochodzenia
wewnatrzkomorkowego na powierzchni komorek grzybdéw, w interakcjach z biatkami oraz
komorkami ludzkimi. Jak wykazano, enolaza, dehydrogenaza aldehydu-3-fosfoglicerynowego,
kinaza fosfoglicerynianowa oraz mutaza fosfoglicerynianowa sg w stanie w cytoplazmie
tworzy¢ kompleksy, co utatwia i przyspiesza przebieg glikolizy w komodrkach (Seweryn i in.,
2007), zatem mozna by przypuszczaé, ze mozliwos¢ gromadzenia biatek w kompleksy na
Scianie komorkowej moze mie¢ rowniez wplyw na ich oddziatywania z innymi czasteczkami
wchodzacymi w kontakt z komorka.

Jako ze moonlighting proteins stanowig istotng cze$¢ zestawu biatek przenoszonego
przez pecherzyki zewnatrzkomorkowe, obok pozostalych czasteczek odpowiedzialnych za
wirulencj¢ patogendéw oraz zaangazowanych w miedzykomoérkowa komunikacje, w dalszych
badaniach planuj¢ analiz¢ funkcjonalnosci tych struktur produkowanych przez grzyby z rodzaju
Candida tworzace biofilmy. W naszym zespole badawczym aktualnie kontynuowane sg prace
nad wlasciwosciami pecherzykoéw zewnatrzkomoérkowych gatunkéw Candida non-albicans
oraz C. albicans w odniesieniu do charakterystyki EVs produkowanych przez biofilm
grzybiczy (11.3.22) oraz ich wplywu na komorki ludzkie. W swoich dalszych planach
badawczych zamierzam sprawdzi¢ wpltyw pecherzykow grzybiczych na proces tworzenia
I rozpraszania biofilmu przez rézne gatunki Candida, udzial EVs w wyksztatcaniu opornosci
na leki przeciwgrzybicze oraz w oddziatywaniach z ludzkimi komérkami nabtonka. Wstepne
badania dotyczace tej tematyki przeprowadzitam w ramach realizacji pojedynczego dziatania
badawczego w kierowanym przeze mnie projekcie MINIATURA finansowanym przez
Narodowe Centrum Nauki. Kolejne prace doswiadczalne dotyczace zagadnien zwigzanych
z funkcjonalnoscig pecherzykow zewnatrzkomoérkowych sg zaplanowane jako zadania
badawcze w kierowanym przeze mnie projekcie SONATA finansowanym przez Narodowe
Centrum Nauki zatytulowanym ,Wplyw grzybiczych 1 bakteryjnych pgcherzykow
zewnatrzkomorkowych na mechanizmy formowania biofilmu przez patogenne grzyby
z rodzaju Candida”, ktorego realizacja jest zaplanowana do roku 2025.
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4.3.4. Omowienie pozostalej aktywnosci naukowo-badawczej

43.4.1. Powierzchniowe bialka adhezyjne Candida i ich oddzialywania
z bialkami gospodarza

Badania czynnikow wirulencji grzybéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida
rozpoczgtam podczas realizacji mojej pracy magisterskiej, ktorej tematem bylo wigzanie
kininogenu wysokoczasteczkowego i niskoczgsteczkowego przez wybrane gatunki rodzaju
Candida, wykonywanej w Zaktadzie Biochemii Analitycznej Wydzialu Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloniskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Rapaty-
Kozik. Owe badania wpisywaly si¢ w zainicjowang W tym samym czasie prac¢ badawcza
realizowang przez zespot pracujacy pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Rapaty-Kozik oraz prof.
dr hab. Andrzeja Kozika w Zakladzie Biochemii Analitycznej Wydzialu Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii, oraz w latach pdzniejszych takze w Zakladzie Biochemii Porownawczej
i Bioanalityki tego samego wydziatu, dotyczaca roznych aspektow i molekularnych
mechanizmow patogenezy zakazen grzybiczych wywolywanych przez grzyby drozdzopodobne
z rodzaju Candida. W roku 2009 przygotowali$my publikacj¢ przegladowa, w ktorej omowitam
najwazniejsze czynniki wirulencji trzech gatunkéw grzybow — w tym C. albicans —
stanowigcych istotne zagrozenie dla cztowieka (11.3.6), natomiast w roku 2015 opublikowana
zostata praca przegladowa, w ktorej podsumowatam aktualny stan badan proteomu $ciany
komorkowej patogennych grzybow oraz wskazalam dostepne na ten czas dane dotyczace
identyfikacji biatek w grzybiczych pecherzykach zewnatrzkomorkowych (11.3.24).

W pierwszych etapach prac badawczych, realizowanych po rozpoczeciu przeze mnie
studiow doktoranckich w 2007 roku, wykazano, ze sktadniki osoczowego uktadu produkc;ji
kinin moga ulega¢ adsorpcji na powierzchni komorek grzybéw z rodzaju Candida, co
zdecydowanie ulatwiato aktywacje tegoz uktadu i produkcje wazoaktywnych i1 prozapalnych
peptydow — kinin, niezmiernie istotnych w dalszym przebiegu infekcji (11.3.1, 11.3.2). Prace te
byty nastgpnie kontynuowane w celu identyfikacji biatek zlokalizowanych na powierzchni
komorek C. albicans, bezposrednio zaangazowanych w oddziatywania z ludzkim kininogenem
wielkoczasteczkowym (11.3.5) oraz z pozostatymi biatkami uktadu kontaktu — prekalikreing
osoczowa i czynnikiem kaskady krzepnigcia XII (FXII) (11.3.10). W badaniach realizowanych
w naszym zespole badawczym wybrane biatka $ciany komérkowej — zarowno typowe biatka
adhezyjne jak i moonlighting proteins — zostaly wyizolowane ze S$ciany komorkowej
C. albicans przy uzyciu enzymu B-1,3-glukanazy i -1,6-glukanazy, a nastepnie 0czyszczone
z mieszaniny z wykorzystaniem sekwencji technik chromatograficznych, a ich powinowactwo
do ludzkich biatek uktadu produkcji kinin zostato potwierdzone dzigki analizie kinetycznych
1 termodynamicznych parametrow wigzania z uzyciem technologii optycznej wykorzystujacej
zjawisko powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR, ang. surface plasmon
resonance). Wsrod badanych biatek C. albicans znalazly si¢ typowa adhezyna Als3, a takze
moonlighting proteins — izomeraza triozofosforanowa Tpil, enolaza Enol, mutaza
fosfoglicerynianowa Gpml i izomeraza glukozo-6-fosforanowa Gpil. Nastepnie w dwodch
kolejnych pracach doswiadczalnych scharakteryzowaliSmy oddziatywania wybranych
oczyszczonych bialek $ciany komorkowej C. tropicalis (adhezyna Hyr, enolaza i mutaza
fosfoglicerynianowa) (11.3.11) oraz C. parapsilosis (dwa biatka adhezyjne z rodziny biatek Als,
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biatko szoku cieplnego Ssa2 oraz biatko moonlighting — dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa
Gndl1) (11.3.13) z ludzkim kininogenem wielkoczasteczkowym, a takze plazminogenem
w przypadku gatunku C. parapsilosis. Biorac pod uwage wlasciwosci powierzchniowych
bialek grzybiczych i ich wieloaspektowe zaangazowanie w oddziatywania z gospodarzem, ta
cze¢$¢ badan dotyczyla rowniez identyfikacji biatek C. parapsilosis, C. tropicalis oraz
C. glabrata wigzacych ludzkie biatka macierzy zewnatrzkomérkowej — fibronektyne,
witronektyn¢ oraz lamining (11.3.9, 11.3.12). W tej grupie, oprocz typowych biatek $ciany
komorkowej — klasycznych adhezyn z rodziny biatek Als, Iff/Hyr i Epa, z wykorzystaniem
chromatografii  powinowactwa, sieciowania chemicznego i techniki LC-MS/MS,
zidentyfikowane zostaty rowniez liczne nietypowe biatka $ciany komérkowej, w tym enolaza,
izomeraza glukozo-6-fosforanowa, syntaza jabtczanu, dehydrogenaza 6-fosfoglukonianowa,
fruktozo-1,6-bisfosfataza, transketolaza, transaldolaza i czynnik elongacji Eft2. Dalsze
zaawansowane oraz strukturalne badania oddziatywania enolazy C. albicans i C. tropicalis
z ludzkim plazminogenem, witronektyng oraz fibronektyna, realizowane przez nasz zespot
badawczy, pozwolily, migdzy innymi, na wskazanie konkretnego fragmentu czasteczki enolazy
C. albicans obejmujacego reszty aminokwasowe 23sDKAGYKGKVGIAMDVASS
EFYKDGK?2s9, odpowiedzialnego za oddzialywania z trzema wymienionymi biatkami
ludzkimi (11.3.20). Ponadto wykazaliSmy w kolejnej publikacji doswiadczalnej, ze wigzanie
pomiedzy biatkami wystepujacymi na powierzchni komorek C. albicans, w tym adhezyng Als3,
ale takze trzema moonlighting proteins — enolaza, izomeraza triozofosforanowsa i mutaza
fosfoglicerynianowa oraz biatkowymi skladnikami neutrofilowych sieci zewnatrz-
komorkowych (NETs, ang. neutrophil extracellular traps), w tym elastaza, mieloperoksydaza
oraz laktoferyna, znacznie zwigkszato zdolno$ci patogenu do inwazji na ludzkie komorki
nabtonkowe, tym samym zwigkszajac jego wirulencje (11.3.21).

Rezultaty opisanych badan byly uzyskane w wyniku realizacji projektow badawczych
OPUS finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, w ktorych bytam wykonawca, a takze
projektow badawczych ze $rodkow finansowych na nauke przyznanych Wydzialowi
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego na dziatalno$¢ stuzaca
rozwojowi mtodych naukowcow, w ktorych bytam kierownikiem oraz wykonawca (zgodnie
z punktem 11.6 zalacznika nr 4), oraz byly przeze mnie prezentowane podczas konferencji
krajowych oraz mi¢dzynarodowych w ramach prezentacji plakatowych oraz ustnych (zgodnie
z punktem 11.4 zalacznika nr 4).

W  przygotowanej przez nasz zespot kolejnej pracy przegladowej 11.3.26
podsumowaliSmy dostepne W literaturze naukowej informacje, dotyczace zaangazowania
moonlighting proteins obecnych na powierzchni komoérek grzyboéw z rodzaju Candida
w oddziatywania z gospodarzem, wskazujagc na niezmiernie istotng role tych nietypowych
biatek Sciany komorkowej w wigzaniu roznorodnych biatek gospodarza, w interakcjach
Z komoérkami nabtonka 1 $rodbtonka, z komoérkami uktadu odporno$ciowego, a takze ich wazne
znaczenie w odpowiedzi komorek grzyboéw na stres srodowiskowy. Ponadto w publikacji
przegladowej 11.3.29 poréwnalismy mechanizmy wirulencji dla trzech gatunkéw z rodzaju
Candida, blisko spokrewnionych z gatunkiem C. albicans: C. tropicalis, C. dubliniensis oraz
C. auris, biorac pod uwage réznice w czynnikach wirulencji tych grzybow, ich metabolizmie
komorkowym, odpowiedzi na stres Srodowiskowy oraz uwzgledniajac charakter interakcji
z komorkami gospodarza. Jednoczesnie zwréciliSmy szczegdlng uwage na problemy
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w diagnostyce kandydoz, spowodowane licznymi podobienstwami pomig¢dzy tymi gatunkami
grzybow, a takze na bardzo aktualny i istotny problem zwigzany z wystgpowaniem wérdd nich
opornos$ci na stosowane leki przeciwgrzybicze.

4.3.4.2. Zaangaziowanie wydzielniczych proteinaz aspartylowych Candida
w interakcje z bialkami gospodarza

Drugi wazny aspekt badan nad czynnikami wirulencji grzybéw z rodzaju Candida, ktore
byty prowadzone w naszym zespole badawczym i w ktorych uczestniczytam, dotyczyt udziatu
wydzielniczych proteinaz aspartylowych (SAPs, ang. secreted aspartyl proteinases) roznych
gatunkow Candida w patogenezie zakazen grzybiczych, w tym ich wptywie na uktad produkcji
kinin oraz produkcj¢ sieci NETs przez neutrofile. W publikacji 11.3.3 wykazalismy, ze SAPs
produkowane przez wybrane gatunki Candida, w tym gtownie C. albicans i C. parapsilosis,
moga bra¢ udzial w aktywacji uktadu produkcji kinin i uwalnianiu tych bioaktywnych
peptydéw na drodze hydrolizy kininogenu wielkoczasteczkowego 1 niskoczasteczkowego.
Podczas dalszych szczegdétowych badan wykorzystujacych rekombinowane warianty proteinaz
Sapl-10 C. albicans wykazalismy, ze wspolne dziatanie proteinaz Sap9 oraz Sapl, Sap2, Sap4-
6 i Sap8 na kininogen niskoczasteczkowy skutkowaty hydroliza tego biatka i uwalnianiem
biologicznie aktywnej Met-Lys-bradykininy (11.3.8). W badaniach dotyczacych udzialu
roznych czynnikow wirulencji C. albicans w aktywacji neutrofili ludzkich do produkcji NETs
wykazano, ze komorki produkowaty NETs najefektywniej w odpowiedzi na proteinazy Sap4
I Sap6, w procesie obejmujgcym mieszane szlaki sygnalowe, zalezne od reaktywnych form
tlenu (ROS) i niezalezne od ROS, gléwnie poprzez interakcje z receptorem CD11b. Natomiast
w odpowiedzi na proteinazy Sap9 i Sapl0 zwigzane ze $ciang komodrkowa, neutrofile
wytwarzaly NETs poprzez mechanizm zalezny od ROS, wykorzystujacy receptory CD16
i CD18 (11.3.14).

W przygotowanym przez nas rozdziale w monografii 11.1.5 oraz publikacji
przegladowej 11.3.25 podsumowalismy zarowno wyniki naszych badan, jak i wyniki badan
innych zespotow badawczych, dotyczacych charakterystyki 1 zaangazowania poszczegolnych
proteinaz aspartylowych gatunkéw Candida w aktywacj¢ lub dezaktywacj¢ biatek gospodarza
biorgcych udzial w odpowiedzi immunologicznej lub bedacych skladnikami waznych
proteolitycznych kaskad osoczowych odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy
w organizmie gospodarza. Ponadto, w publikacji przegladowej 11.3.31 podsumowali$my
informacje dostepne w literaturze naukowej dotyczace nietypowych funkcji, jakie moga by¢
pelnione przez roézne proteinazy grzybicze, w tym SAPs C. albicans, niezaleznie od ich
aktywnosci proteolitycznej, co tym samym pozwolilo nam réowniez na przyporzadkowanie
niektorych reprezentantow tej grupy grzybiczych enzymow hydrolitycznych do grupy biatek
moonlighting.

4.3.4.3. Formowanie mieszanych biofilméw przez grzyby C. albicans oraz
bakterie Porphyromonas gingivalis

W miejscu infekcji mikroorganizmy wyst¢puja najczesciej w formie wielogatunkowych
biofilméw, w obrebie ktorych dochodzi do komunikacji i bezposredniego kontaktu pomigdzy
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komorkami patogendw. Jedng z nisz zasiedlanych przez grzyby C. albicans jest jama ustna,
gdzie moga one wchodzi¢ w interakcje z bakteriami beztlenowymi w przebiegu zapalenia
przyzebia i paradontozy. W ramach waznego obszaru badawczego realizowanego przez nasz
zespot w Zakladzie Biochemii Poréwnawczej i Bioanalityki, przeprowadzilismy szeroko
zakrojone badania dotyczace wzajemnych oddzialywan pomiedzy C. albicans a bakteriami
Porphyromonas gingivalis, ktore sg uznawane za jeden z najwaznicjszych czynnikow ryzyka
rozwoju paradontozy u ludzi, oraz dotyczace wplywu utworzenia mieszanego biofilmu na
komorki gospodarza. Czes¢ prac dotyczacych tej tematyki prowadzona byta we wspoipracy
z zespotem kierowanym przez prof. dr hab. Jana Potempe z Zaktadu Mikrobiologii Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ oraz Department of Oral Immunology and Infectious
Diseases, School of Dentistry, University of Louisville w USA.

Przeprowadzone w naszej grupie wstgpne badania dotyczace czynnikow wirulencji
P. gingivalis dotyczyly mozliwosci aktywacji osoczowego uktadu produkcji kinin na
powierzchni komorek bakterii, w ktorych to potwierdziliSmy wigzanie poszczegoélnych
sktadnikow uktadu kontaktu, przede wszystkim HK oraz FXII, do obecnych na powierzchni
bakterii proteinaz cysteinowych (gingipain) RgpA i Kgp, majacych takze wtasciwosci adhezyn,
co skutkowato aktywacja uktadu i uwalnianiem kinin. Uzyskane wyniki przedstawiono
w publikacji 11.3.4, ktora powstata takze we wspotpracy z Prof. Heiko Herwaldem
z Department of Clinical Sciences, Division of Infection Medicine, Biomedical Center, Lund
University w Szwecji, Prof. Ky-Anh Nguyen z Faculty of Dentistry, University of Sydney
w Australii oraz Prof. Sigrun Eick z Department of Periodontology, Laboratory of Oral
Microbiology, School of Dentistry, University of Bern w Szwajcarii.

W rezultacie prowadzenia dalszych prac badawczych, dotyczacych formowania
wspolnego biofilmu przez P. gingivalis oraz C. albicans wykazalismy, ze aktywno$¢ enzymu
deiminazy peptydyloargininowej (PPAD), wydzielanego przez bakterie, ma istotne znaczenie
w procesie formowania mieszanego biofilmu, kiedy to moze dochodzi¢ do modyfikacji
(cytrulinacji) przez PPAD C-koncowych reszt argininy biatek obecnych na powierzchni
komorek C. albicans, w tym kilku moonlighting proteins — enolazy, kinazy
fosfoglicerynianowej Pgkl, dehydrogenazy alkoholowej Adhl, heksokinazy HxKk2,
dekarboksylazy pirogronianowej Pdcl (11.3.15). Kolejne badania dotyczace udziatu PPAD
w formowaniu mieszanego biofilmu i analizie jego wptywu na biatka gospodarza — HK i HPG,
przedstawione w publikacji 11.3.19, wskazywaly, ze cytrulinacja biatek eksponowanych na
powierzchni komorek grzyboéw zmniejszata poziom wigzania HPG, ale nie wptywala na
wigzanie HK, kiedy biatka ludzkie nie byly poddane cytrulinacji przez PPAD, natomiast
modyfikacja ludzkich biatek przez PPAD nie zaktocata ich adsorpcji do niezmodyfikowanych
przez PPAD komorek grzybow. Co istotne, cytrulinacja kinin przez PPAD wywierata istotny
wplyw na oddzialywanie z receptorami komorkowymi Kinin, zmniejszajac ich powinowactwo,
a tym samym wplywajac na rolg tych peptydow w rozwoju stanu zapalnego. W badaniach
przedstawionych w obu wymienionych publikacjach wykorzystatam technike LC-MS/MS
w celu identyfikacji modyfikacji biatek grzybiczych oraz bialek ludzkich przez bakteryjny
enzym PPAD w obecnosci gingipain, polegajacej na przeksztalceniu C-koncowej reszty
argininy w reszt¢ cytruliny, co skutkowato wzrostem masy identyfikowanego peptydu o 1 Da.
Podsumowujac zatem, w obu pracach wykazaliSmy, ze w trakcie tworzenia mieszanego
biofilmu dochodzi do modulowania interakcji pomiedzy bakteriami, grzybami oraz biatkami
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ludzkimi  poprzez aktywnos$¢ biatek enzymatycznych bakterii i funkcjonalno$¢
powierzchniowych biatek grzybiczych eksponowanych na $cianie komodrkowe;.

W kolejnych badaniach analizowali$my wplyw tworzenia mieszanego biofilmu na
przebieg infekcji bakteryjno-grzybiczej oraz wskazaliSmy mechanizm bezposrednich interakcji
pomigdzy komorkami grzybow i bakterii. W publikacji 11.3.16 wykazaliSmy, ze w trakcie
formowania biofilmu w warunkach tlenowych, ktore sg nickorzystne dla P. gingivalis, formy
strzepkowe C. albicans poprzez konsumpcje¢ tlenu tworzg mikrosrodowisko chronigce te
bakterie beztlenowe, co pozwala na dalszy rozwdj mieszanego biofilmu, zwigzany réwniez
z wpltywaniem przez bakterie na poziom ekspresji grzybiczych genéw m.in. kodujgcych glowna
adhezyne powierzchniowg AIs3, biatko powierzchniowe Hwpl typowe dla strzgpek oraz
proteinazy Sap6 i Sap9. Ponadto wskazaliSmy powierzchniowe biatka odpowiedzialne za
oddzialywania pomiedzy bakteriami a grzybami, i byly to odpowiednio gingipaina RgpA dla
P. gingivalis oraz biatka Als3, Mp65 i Enol dla C. albicans. Przeprowadzona przeze mnie
analiza kinetycznych i fizykochemicznych parametrow wigzania z wykorzystaniem pomiarow
SPR wykazata silne oddzialywania opisywane rownowagowa stata dysocjacji Kp w zakresie
10° M dla kazdej z badanych par oddziatujacych biatek. W publikacji 11.3.18 wykazali$my, ze
tworzenie wspolnego biofilmu przez P. gingivalis i C. albicans moze zmienia¢ charakter
zakazenia wywolywanego przez oba te mikroorganizmy w kierunku infekcji przewlekte;j,
poniewaz konsekwencja formowania biofilmu mieszanego bylo ostabienie odpowiedzi
makrofagow i fibroblastow i obnizenie produkcji cytokin i chemokin w poréwnaniu z infekcja
wywotang jedynie przez bakterie. Ponadto zaobserwowano, ze fibroblasty wyizolowane od
pacjentow z ciezkim zapaleniem przyzebia byly mniej podatne na kolonizacje grzybami, co
wskazuje na modulowanie s$rodowiska zywiciela przez dominujaca infekcje bakteryjna,
natomiast wyniki uzyskane dla mysiego modelu infekcji mieszanej, w ktorym to gatunek
C. albicans inicjowat infekcje, wykazaty, ze kolonizacja organizmu gospodarza powodowata
tagodniejszy stan zapalny, prowadzac do znacznego zmniejszenia $miertelno$ci myszy,
jednakze w dhuzszym okresie czasu w obecnosci C. albicans w organizmach zwierzgcych
odnotowano wysoka liczbe bakterii, co sugeruje przewlekly charakter zakazenia.

Rezultaty opisanych badan byty uzyskane w wyniku realizacji projektow badawczych
OPUS finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, w ktorych bytam wykonawcg (zgodnie
z punktem 1.6 zatacznika nr 4), oraz byly przeze mnie prezentowane podczas konferencji
krajowych oraz mi¢dzynarodowych w ramach prezentacji plakatowych oraz ustnych (zgodnie
z punktem 11.4 zalacznika nr 4).

Obserwacje uzyskane podczas badan prowadzonych w naszym zespole badawczym nad
oddzialywaniem C. albicans z bakteriami rezydujacymi w jamie ustnej oraz gatunkami
zaangazowanymi bezposrednio w rozw¢] paradontozy zostatly przez nas podsumowane
1 opisane wraz z innymi dostepnymi danymi literaturowymi w dwoch rozdziatach w monografii
(11.2.6 1 11.1.7) oraz w jednej publikacji przegladowej (11.3.28).

4.3.44. Wskazywanie nowych substancji o potencjalnym dzialaniu
przeciwgrzybiczym

Z racji coraz czeSciej wystepujacej opornosci na dotychczas stosowane leki
przeciwgrzybicze, jaka jest raportowana dla C. albicans oraz dla innych chorobotworczych
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gatunkow grzybow z tego rodzaju, konieczne jest poszukiwanie nowych i skutecznych
rozwigzan terapeutycznych. W ramach badan zainicjowanych przez dr hab. Ibeth Guevare-Lore
prowadzonych w Zakladzie Biochemii Analitycznej oraz Zaktadzie Biochemii Porownawczej
i Bioanalityki, w ktorych uczestniczytam, wykazaliSmy przeciwgrzybiczg aktywnos$¢ dwoch
syntetycznych peptydow — AM3 oraz AM4 — wywodzacych si¢ z owadziego peptydu
przeciwdrobnoustrojowego — cekropiny D. Peptyd AM4 wykazywat dziatanie hamujace zmiang
formy morfologicznej komorek C. albicans z pojedynczych komoérek drozdzopodobnych
w forme strzepkowa oraz skutecznie hamowat powstawanie biofilmu formowanego przez ten
gatunek. Oba peptydy wykazywaly réwniez dzialanie przeciwgrzybicze wzgledem
pojedynczych komorek gatunkow C. parapsilosis, C. tropicalis i w wyzszym st¢zeniu, takze C.
glabrata. Co wigcej, zywotnos¢ komorek C. albicans tworzacych dojrzaty biofilm byta
hamowana przez peptyd AM4, a temu zjawisku towarzyszyto zwigkszone wytwarzanie ROS,
aktywacja grzybiczych genéw stresu oksydacyjnego GPX3 i SOD5, oraz zwigkszona
przepuszczalno$¢ blony cytoplazmatycznej komodrek grzybow. Ponadto oba peptydy
wykazywaly synergistyczne dziatanie z kaspofunging w hamowaniu aktywnos$ci metabolicznej
komorek C. albicans, a takze efekt addytywny dla mieszanin peptydéw z amfoterycyng B.
Podsumowujac, wyniki zaprezentowane w publikacji 11.3.23 wskazuja na mozliwy potencjat
badanych peptydow AM3 oraz AM4 w profilaktyce i leczeniu kandydozy. W publikacji
przegladowej 11.3.27 podsumowalismy dostepne w literaturze naukowej informacje dotyczace
réznych substancji pochodzenia ros$linnego, ktore moga wykazywaé dzialanie
przeciwgrzybicze wzgledem réznych gatunkow z rodzaju Candida.
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA
NAUKOWA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI LUB
INSTYTUCJI NAUKOWEJ, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ.

Prowadzone przeze mnie prace badawcze 1 pozostale aktywnos$ci naukowe byly realizowane
we wspolpracy W nastgpujacymi osrodkami krajowymi i zagranicznymi lub w ramach
stazy/szkolen organizowanych przez nastgpujace osrodki zagraniczne:

5.1. Pracownia Cytobiochemii, Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet w Biatymstoku — wspotpraca naukowa z dr hab. Adamem Tylickim, prof.
UwB oraz dr Urszulg Czyzewska w latach 2017-2019 polegata na porownywaniu profili
bialkowych grzybow Malassezia pachydermatis, bedacych oportunistycznymi
patogenami dla zwierzat. W ramach wspolpracy wykorzystujac technike LC-MS/MS
identyfikowalam specyficzne biatka grzybicze, co pozwalalo na wskazywanie rdznic
w proteomie szczepéw M. pachydermatis wywotujacych zakazenia u psoéw oraz
szczepodw komensalnych.
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Efektem wspotpracy jest publikacja:

11.3.17. Czyzewska U., Karkowska-Kuleta J., Bartoszewicz M., Siemieniuk M.,
Zambrzycka A., Tylicki A. 2019. Differences in protein profiles between Malassezia
pachydermatis strains obtained from healthy and infected dogs. Mycologia 19:1-8. doi:
10.1080/00275514.2019.1630244.

IF2010: 2.149

punktacja MEIN [2019]: 100

liczba cytowan: 1

Katedra Biochemii i Biofizyki, Instytut Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet
Pedagogiczny im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie — wspotpraca naukowa z dr
hab. Elzbieta Rudolphi-Szydto, prof. UP jest zwigzana z realizacja Projektu badawczego
przyznanego w ramach Priorytetowego Obszaru Badawczego BioS w programie
strategicznym Inicjatywa Doskonatosci w Uniwersytecie Jagiellonskim - Minigranty we
wspoélpracy B.1.7.2021, ktoérego jestem kierownikiem. Czas realizacji tego projektu to
okres od 20.10.2021 do 20.04.2023. Tematyka projektu dotyczy identyfikacji czynnikow
wptywajacych na produkcj¢ 1 wirulencje pecherzykow zewnatrzkomoérkowych przez
patogenne grzyby z rodzaju Candida. Wspotpraca realizowana jest w zakresie
wykorzystania modelu blony komorkowej komodrek ludzkich z linii komorek
promonocytarnych w celu przeprowadzenia analizy modyfikacji wlasciwosci
strukturalno-mechanicznych bton komoérkowych w odpowiedzi na grzybicze EVs
produkowane w warunkach stresu srodowiskowego przez wybrane gatunki grzybow
z rodzaju Candida. Dalsza wspoélpraca jest rowniez przewidziana w ramach
realizowanego aktualnie projektu badawczego SONATA, ktorego jestem kierownikiem
(czas realizacji projektu od 15.07.2022 do 14.07.2025), a zakres wspotpracy bedzie
obejmowatl przeprowadzenie analizy integralnosci i strukturalnej odpowiedzi bton
komoérkowych  grzybéw  na  sktadniki  pecherzykéw — zewnatrzkomorkowych
produkowanych przez bakterie probiotyczne.

Bristol Dental School, University of Bristol, Bristol, Wielka Brytania — wspotpraca
z Prof. Angela H. Nobbs w zakresie wykorzystania w badaniach prowadzonych w naszym
zespole badawczym przygotowanych i przekazanych szczepow Saccharomyces
cerevisiae z nadekspresja typowych adhezyn $ciany komorkowej C. albicans, w tym
biatek Als3, Hwpl oraz Eapl.

Efektem wspotpracy sa publikacje:

1.5. Karkowska-Kuleta J., Wronowska E., Satala D., Zawrotniak M., Bras G., Kozik A.,
Nobbs A.H., Rapala-Kozik M. 2021. The Als3-mediated attachment of enolase on the
surface of Candida albicans cells regulates their interactions with host proteins. Cellular
Microbiology, €13297. https://doi.org/10.1111/cmi.13297 (A5)
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punktacja MEIN [2021]: 140

liczba cytowan: 9

11.3.16. Bartnicka D., Karkowska-Kuleta J., Zawrotniak M., Satata D., Michalik K.,
Zielinska G., Bochenska O., Kozik A., Ciaston I., Koziel J., Dutton LC., Nobbs AH.,
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Potempa B., Baster Z., Rajfur Z., Potempa J., Rapala-Kozik M. 2019. Adhesive protein-
mediated cross-talk between Candida albicans and Porphyromonas gingivalis in dual
species biofilm protects the anaerobic bacterium in unfavorable oxic environment.
Scientific Reports 9(1):4376. doi: 10.1038/s41598-019-40771-8.

IF2010: 3.998

punktacja MEIN [2019]: 140

liczba cytowan: 25

11.3.21. Karkowska-Kuleta J., Smolarz M., Seweryn-Ozog K., Satala D., Zawrotniak
M., Wronowska E., Bochenska O., Kozik A., Nobbs A.H., Gogol M., Rapala-Kozik M.
2021. Proteinous Components of Neutrophil Extracellular Traps Are Arrested by the Cell
Wall Proteins of Candida albicans during Fungal Infection, and Can Be Used in the Host
Invasion. Cells, 10, 2736. doi:10.3390/cells10102736

IF2021: 7.666

punktacja MEIN [2021]: 140

liczba cytowan: 5

Wspotpraca z Prof. Abhiramem Maddi (Division of Periodontics, Department of
Stomatology, Medical University of South Carolina, James Edwards College of Dental
Medicine, Charleston, SC, USA) w okresie lipiec 2021 — luty 2022, polegajaca na
wspotredagowaniu wydania specjalnego zatytutowanego ,,Fungal Cell Wall Proteins with
Functions in Cell Wall Biogenesis, Cell Wall Signaling and Interactions with Host”
wydanego w 2022 roku w czasopi$mie Frontiers in Cellular and Infection Microbiology
ISSN 2235-2988, IF 6.073.

Efektem wspotpracy jest rowniez publikacja:

11.3.30. Karkowska-Kuleta J. and Maddi A. 2022. Editorial: Fungal cell wall proteins
with functions in cell wall biogenesis, cell wall signaling and interactions with host.
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 12:1064386.
doi:10.3389/fcimb.2022.1064386

IF2020: 6.073

punktacja MEIN [2022]: 100

liczba cytowan: 0

Wspotpraca z Prof. Sunilem Shaw (The Warren Alpert Medical School of Brown
University Women i Infants’ Hospital of Rhode Island, Rhode Island, USA) polegajaca
na wspotredagowaniu wydania specjalnego zatytulowanego ,,Multifunctional Fungal
Proteins” w czasopismie Journal of Fungi ISSN 2309-608X, IF 5.724, w okresie czerwiec
2022 — czerwiec 2023.

Szkolenie FEBS Advanced Course “Ligand-binding Theory and Practice 2016, ktore
odbytam w okresie 03-10.07.2016, organizowane przez Academy and University Center
Nove Hrady w Czechach, na ktorym zapoznalam si¢ z metodami analizy oddziatywan
biatko-bialtko, a zdobyte umiejetnosci wykorzystatam podczas przygotowywania
publikacji doswiadczalnych 1.5 (A5) oraz 11.3.16. Podczas szkolenia przedstawilam
uzyskane wyniki w trakcie prezentacji ustnej 11.4.29.

Szkolenie EMBL Course “Extracellular Vesicles: From Biology to Biomedical
Applications”, ktore odbytam w okresie 27-31.03.2017, organizowane przez European
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Molecular Biology Laboratory w Heidelbergu w Niemczech, na ktorym poznatam
techniki izolacji oraz analizy pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Dzigki zdobytym
umiejetnosciom mogtam przygotowaé wniosek o finansowanie pojedynczego dziatania
badawczego w ramach konkursu MINIATURA Narodowego Centrum Nauki. Uzyskatam
finansowanie projektu na okres 18.12.2019-18.12.2020 roku, a wyniki uzyskane podczas
jego realizacji stanowily wyniki wstepne, ktore wykorzystalam podczas
przygotowywania wniosku o finansowanie projektu badawczego w ramach konkursu
SONATA Narodowego Centrum Nauki. Uzyskatam finansowanie na realizacj¢ tego
projektu od dnia 15.07.2022 roku, a jego czas realizacji przewidziany jest na 36 miesiecy.
Czg$¢ wynikow uzyskanych w trakcie realizacji projektu zostala zamieszczona
w manuskrypcie publikacji, ktory aktualnie znajduje si¢ w recenzji w czasopiSmie
Probiotics and Antimicrobial Proteins. Ponadto zajmuje¢ si¢ zagadnieniami zwigzanymi
z produkcja EVs przez C. albicans takze w ramach realizacji projektu badawczego
przyznanego w ramach Priorytetowego Obszaru Badawczego BioS w programie
strategicznym Inicjatywa Doskonatosci w Uniwersytecie Jagiellonskim - Minigranty we
wspOtpracy, w ktorym to nawigzatam i kontynuuje wspOlprace z dr hab. Elzbieta
Rudolphi-Szydto z Instytutu Biologii Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji
Edukacji Narodowej w Krakowie. Realizacja projektu jest przewidziana do dnia
20.04.2023, a wyniki uzyskane podczas realizacji zadan badawczych sa zawarte
w manuskrypcie publikacji, ktory aktualnie przygotowujg¢ do submisji.

Metodyka zwigzana z izolacja i analiza pgcherzykéw zewnatrzkomorkowych jest
aktualnie wykorzystywana w pracy badawczej naszego zespotu w Zakladzie Biochemii
Porownawczej i Bioanalityki WBBIB, a jej bezposrednim rezultatem sa dwie publikacje
doswiadczalne:

I.4. Karkowska-Kuleta J., Kulig K., Karnas E., Zuba-Surma E., Woznicka O., Pyza E.,
Kuleta P., Osyczka A., Rapala-Kozik M., Kozik A. 2020. Characteristics of Extracellular
Vesicles Released by the Pathogenic Yeast-Like Fungi Candida glabrata, Candida
parapsilosis and Candida tropicalis. Cells 9(7):E1722. https://doi.org/
10.3390/cells9071722. (A4)

IF2020: 6.600

punktacja MEIN [2020]: 140

liczba cytowan: 21

11.3.22. Kulig K., Karnas E., Woznicka O., Kuleta P., Zuba-Surma E., Pyza E., Osyczka
A., Kozik A., Rapala-Kozik M., Karkowska-Kuleta J. 2022. Insight Into the Properties
and Immunoregulatory Effect of Extracellular Vesicles Produced by Candida glabrata,
Candida parapsilosis, and Candida tropicalis Biofilms. Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology, 12, 879237. doi:10.3389/fcimb.2022.879237

IF2022: 6.073

punktacja MEIN [2022]: 100

liczba cytowan: 3

Szkolenie EMBL-EBI Course “Bioinformatic resources for protein biology”, ktore
odbytam w terminie 26-29.09.2017, organizowane przez European Molecular Biology
Laboratory w Hinxton, w Wielkiej Brytanii, na ktorym zapoznatam si¢ z narzgdziami
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bioinformatycznymi do analizy biatek, a zdobyte umiejetnosci wykorzystatam podczas
przygotowywania publikacji doswiadczalnej 1.3 (A3).

5.9. Kurs 6th Central European Summer Course and 3rd Rising Stars in Mycology Workshop
“Biology of Pathogenic Fungi”, w ktérym uczestniczylam w dniach 5-11.07.2018, zostat
zorganizowany przez Uniwersytet w Segedynie na Wegrzech. Podczas kursu
zaprezentowalam uzyskane wyniki w trakcie prezentacji ustnej 11.4.24 oraz zapoznatam
si¢ z najbardziej aktualnymi kierunkami w badaniach nad biologia patogennych grzybow,
co pozwolito mi wyznaczy¢ obszary dalszej dziatalnosci badawczej.

5.10. Staz naukowy w ramach wyjazdow pracownikow Uniwersytetu Jagiellonskiego
w celach szkoleniowych w programie ERASMUS+ w akcji Mobilno$¢ z krajami
programu, ktoéry odbylam w okresie 3-7.10.2022 na Wydziale Nauk o Zdrowiu, na
Uniwersytecie w Mediolanie we Wloszech, gdzie pod kierunkiem Prof. Elisy Borghi oraz
Dr. Emerenziany Ottaviano odbytam szkolenie dotyczace pracy z alternatywnym
modelem zwierzecym Galleria mellonella. Badania z wykorzystaniem larw G. mellonella
zostaly zaplanowane w realizowanym aktualnie projekcie badawczym SONATA,
ktorego jestem kierownikiem, w celu sprawdzenia odpowiedzi odpornos$ciowe;j
alternatywnego organizmu modelowego na podanie pegcherzykow zewnatrz-
komoérkowych produkowanych przez Candida non-albicans oraz badanie wirulencji
komorek Candida traktowanych grzybiczymi lub bakteryjnymi pegcherzykami
zewnatrzkomorkowymi. Cze$¢é wynikow uzyskana podczas pracy z G. mellonella zostata
zamieszczona w manuskrypcie publikacji, ktory aktualnie znajduje si¢ w recenzji
w czasopismie Probiotics and Antimicrobial Proteins.

5.11. Staz naukowy w programie wymiany osobowej naukowcé4w w ramach wspotpracy
bilateralnej organizowanej przez Narodowa Agencje Wymiany Akademickiej] (NAWA),
ktory odbytam w okresie 14.01.2023 - 12.02.2023 na Uniwersytecie Karola w Pradze,
w Czechach, gdzie pod kierunkiem Prof. Olgi Heidingsfeld w Zaktadzie Biochemii
Wydziatu Nauk Przyrodniczych odbytam szkolenie dotyczace izolacji frakcji
homogenatu komoérkowego Candida. Nabyte umiej¢tnosci oraz rozpoczeta wspolpraca
naukowa pozwolg mi kontynuowa¢ badania dotyczace mechanizméw transportu biatek
moonlighting oraz biogenezy pgcherzykow zewnatrzkomérkowych.

6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,
ORGANIZACYJINYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

W latach 2017-2022 bytam promotorem trzech prac magisterskich i opiekunem czterech
prac licencjackich studentow kierunku Biochemia oraz Biotechnologia i Biotechnologia
molekularna (lista prac zamieszczona jest w punkcie V.2 w zalaczniku 4), w toku jest
przygotowanie czterech kolejnych prac magisterskich. Wszystkie te prace sa pracami
doswiadczalnymi. Ponadto w latach 2015-2022 bytam recenzentem 12 prac licencjackich oraz
pigciu prac magisterskich, oraz cztonkiem czterech komisji podczas egzaminéw magisterskich.
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Jestem réwniez aktualnie promotorem pomocniczym podczas przygotowywania rozprawy
doktorskiej mgr Magdaleny Surowiec, planowany tytut rozprawy doktorskiej to ,,Analiza zmian
w biofilmie mieszanym bakteryjno-grzybiczym w kontakcie z komoérkami gospodarza”,
natomiast planowany termin obrony to 2024 rok.

Dodatkowo uczestniczytam w licznych szkoleniach i kursach organizowanych przez
Uniwersytet Jagiellonski, aby poszerza¢ swoje kompetencje dydaktyczne. Byly to migdzy
innymi warsztaty dydaktyczne Ars Docendi, warsztaty w ramach Tygodnia Jakosci
Ksztatcenia, szkolenia organizowane przez Centrum Zdalnego Nauczania oraz kursy STEM-
CPD@EUnNI Project microMOOC — wszystkie kursy zostalty wymienione w punkcie 111.8
w zatgczniku 4. Od roku 2010 prowadzitam kilkanascie roznych kursow (¢wiczenia, seminaria,
konwersatoria) dla studentéw kierunku Biotechnologia, Biochemia, Biofizyka na Wydziale
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii (wymienione w punkcie V.1 w zalaczniku 4), a oceny
uzyskiwane przez mnie w ankietach studenckich przeprowadzanych w celu oceny dziatalnosci
dydaktycznej uzyskane w latach 2011, 2013-2018, 2020, 2021 byty bardzo wysokie (w roku
2012 oraz 2019 przebywatam na urlopie macierzynskim) i lokowaty si¢ w $redniej oraz
powyzej $redniej oceny uniwersyteckiej. Ponadto bratam udziat w przygotowaniu materiatoéw
dydaktycznych do nowych kursow przeznaczonych dla studentow kierunku Biochemia, w tym
kursu ,,Biochemia analityczna” oraz ,,Wprowadzenie do biochemii lekéw”. Podczas pracy
dydaktycznej wykorzystywatam rowniez wiedz¢ 1 umiejetnosci, jakie zdobylam podczas
zagranicznych pobytow naukowych i szkolef, przede wszystkim dotyczacych narzedzi
bioinformatycznych wykorzystywanych do analizy biatek, z ktérymi zapoznatam si¢ podczas
szkolenia “Bioinformatic resources for protein biology” w Wielkiej Brytanii oraz dotyczacych
metod analizy oddziatywan biatko-biatko, z ktorymi zapoznatam si¢ podczas kursu ,,Ligand-
binding Theory and Practice 2016” w Czechach.

Bytam takze opiekunem naukowym studenckiego projektu badawczego finansowanego
z dotacji projakosciowej Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla kierunku biochemia
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i1 Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Tytut projektu
to ,,Wptyw kinin produkowanych z ludzkich kininogendw przez sekrecyjne proteinazy Candida
albicans na przepuszczalnos¢ srodbtonka”. Projekt byt realizowany pod moja opieka przez trzy
studentki kierunkoéw Biotechnologia lub Biochemia, zakonczyt sie¢ w roku 2014, a jego efektem
byto przygotowanie publikacji w jezyku polskim: 11.3.32. Karkowska-Kuleta J., Ostrowska D.,
Zajac D. 2014. Rola kinin produkowanych przez sekrecyjne proteinazy Candida spp.
w rozwoju reakcji zapalnej. Dokonania Mtodych Naukowcow, str. 36-41, pod redakcja Marcina
Kuczery, CreativeTime, Krakow. ISSN 2300-4436.

Moja dziatalno$¢ dydaktyczna byta rowniez zwigzana z udzialem w projekcie ,,Metabolizm
komorki a czynniki toksyczne” realizowanym w ramach akcji Uniwersytet Mlodych
Wynalazcoéw zorganizowanej we wspotpracy z MNiSW oraz MEN w roku 2015. W trakcie
projektu naukowego realizowanego przez Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz V. LO im. A. Witkowskiego w Krakowie wspol-
organizowatam praktyczne warsztaty laboratoryjne dla uczniow liceum ogolnoksztatcacego
obejmujace seri¢ do§wiadczen poswieconych wlasnosciom dwdch witamin rozpuszczalnych w
wodzie: witaminie C oraz witaminie B2 (ryboflawinie), pelnitam funkcj¢ wspotopiekuna
studentow realizujacych projekt naukowy w ramach programu oraz przedstawiatam wyktad pt.
»przymierzency i wrogowie w walce ze stresem oksydacyjnym w ludzkich komorkach
neuronalnych” podczas konferencji podsumowujacej program w dniu 4.11.2015. Ponadto
prowadzitam wyktad pt. ,,Grzyby chorobotworcze dla cztowieka — w jaki sposob drozdze (i nie
tylko...) wywolujg =zakazenia u ludzi?” dla milodziezy licealnej z Krakowskiego
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Miodziezowego Towarzystwa Przyjaciot Nauk 1 Sztuki w Centrum Mtodziezy im. dr. H.
Jordana w dniu 31.03.2015.

6.2. Osiagniecia organizacyjne i popularyzujace nauke

Moja dziatalno$¢ organizacyjna na Uniwersytecie Jagiellonskim zwigzana jest
z reprezentowaniem nauczycieli akademickich bez stopnia doktora habilitowanego w Radzie
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
w okresie od 23.05.2017 do 12.10.2020 oraz z cztonkostwem w Komisji ds. bezpieczenstwa
biologicznego w Zaktadzie Inzynierii Genetycznej 11 na Wydziale Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego od 2016 roku.

Ponadto pelitam funkcje cztonka Komitetu Organizacyjnego konferencji XLIV Winter
School of the Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology of the Jagiellonian
University in Krakéw No stress — no life, odbywajacej si¢ w terminie 14-18.02.2017 w
Zakopanem oraz prowadzitam sesje wyktadowa (Chair): Training Session: Proteomics,
Principles, Techniques and Applications podczas konferencji XLIX Winter School of the
Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotechnology of the Jagiellonian University in
Krakow Omics research — from methodology to application, odbywajacej si¢ w teminie
22-24.02.2022 w Krakowie.

Aktywnie angazuj¢ si¢ rowniez w dziatalno$¢ redakcyjng w kilku miedzynarodowych
czasopismach naukowych z listy Journal Citation Reports, w ktorych petnitam lub nadal petnie,
role redaktora wydania specjalnego, czlonka rady recenzentoéw oraz tematycznej rady
redakcyjnej (petny wykaz w zataczniku 4, punkt 11.9). Przygotowatam recenzje 46 publikacji
dla czasopism, w tym dla prestizowego czasopisma Journal of Extracellular Vesicles (aktualny
impact factor 17.337) (pelny wykaz w zataczniku 4, punkt 11.10).

Moje osiggniecia zwigzane z popularyzacjg nauki sg zwigzane z opublikowaniem
kilkunastu prac przegladowych w jezyku polskim — byty to cztery rozdzialy w monografiach
(punkt 11.1.1-11.1.4 w zataczniku 4) oraz 11 artykutow przegladowych (punkt 11.3.32-11.3.43
w zalgczniku 4), w ktorych opisywatam rézne aspekty mechanizméw patogenezy zakazen
grzybiczych oraz bakteryjnych, rowniez dotyczacych funkcji moonlighting proteins czy
produkcji pecherzykow zewnatrzkomodrkowych. Wielokrotnie bralam réwniez udzial
w konferencjach dla mlodych naukowcow jako czlonek Komitetu Organizacyjnego oraz
Komitetu Naukowego konferencji, kiedy to naukowo wspieratam uczestnikow konferencji,
prowadzitam sesje wyktadowe czy ocenialam prezentacje plakatowe. Byty to rozne edycje
nastepujacych konferencji: Wptyw mitodych naukowcow na osiggniecia polskiej nauki,
Dokonania Naukowe Doktorantow, Nowe wyzwania dla polskiej nauki. Spojrzenie mtodych
naukowcow, Zagrozenia dla srodowiska. Spojrzenie Mtodych Naukowcow, Nauki biologiczne
i chemiczne. Spojrzenie Mtodych Naukowcow, Biologia, Chemia i Srodowisko - Spojrzenie
Mtodych Naukowcow, Analiza zagadnienia, analiza wynikow — wystagpienie mtodego
naukowca, Nowe trendy w badaniach naukowych — wystapienie mtodego naukowca, COVID-
19. Spojrzenie mtodych naukowcow, Inzynieria. Spojrzenie mtodych naukowcow — tacznie 33
edycje konferencji.
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7. POZOSTALE INFORMACJE DOTYCZACE KARIERY ZAWODOWEJ

Rezultaty badan uzyskane podczas realizacji zadan wchodzacych w sktad cyklu
publikacji oraz publikacji spoza cyklu byly przedstawiane przeze mnie podczas krajowych
1 miedzynarodowych konferencji naukowych w ramach prezentacji plakatowych oraz ustnych
(zatacznik 4, punkt 11.4). Lacznie przedstawitam 13 prezentacji ustnych na krajowych
konferencjach polskojezycznych i anglojezycznych oraz pie¢ prezentacji ustnych podczas
konferencji migdzynarodowych, a takze 12 prezentacji plakatowych podczas konferencji
miedzynarodowych i zaprezentowatam jeden plakat podczas konferencji krajowej. Wyniki
I wnioski przedstawione w cyklu publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia zostaly przeze
mnie podsumowane podczas wyktadu inaugurujacego pod tytulem Wielofunkcyjnosé biatek
enzymatycznych wygloszonego przeze mnie na zaproszenie organizatorow podczas V
Konferencji Naukowej ENZYMOS Enzymy w nauce i przemysle organizowanej w dniu
5.02.2021 przez Fundacje¢ na rzecz promocji nauki i rozwoju TYGIEL, oraz wyktadu na
zaproszenie wygltoszonego w trakcie seminarium organizowanego przez Zaktad Biochemii na
Wydziale Nauk Przyrodniczych, na Uniwersytecie Karola w Pradze (Katedra biochemie,
Piirodovédecké fakulty, Univerzity Karlovy) pod tytutem Moonlighting proteins at the cell
surface of Candida pathogenic fungi — their transport to the cell surface and interactions with
human proteins wygtoszonego w dniu 30.01.2023.

W trakcie realizacji badan prowadzonych w Zaktadzie Biochemii Poréwnawczej
i Bioanalityki oraz Zaktadzie Biochemii Analitycznej bytam wykonawca w czterech projektach
OPUS finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki kierowanych przez prof. dr hab. Marig
Rapateg-Kozik oraz prof. dr hab. Andrzeja Kozika. Ponadto aktywnie zdobywatam fundusze na
finansowanie badan oraz realizowalam projekty badawcze, w ktérych bylam kierownikiem
i wykonawcg jeszcze przed uzyskaniem stopnia doktora — byt to projekt "Doctus — Matopolski
fundusz stypendialny dla doktorantow" oraz projekt badawczy ze srodkow finansowych na
nauke przyznanych Wydzialowi Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego na dziatalno$¢ stuzaca rozwojowi miodych naukowcoéw oraz uczestnikow
studiow doktoranckich (instytucja realizujagca: MNISW) w latach 2009-2012. Takze po
uzyskaniu stopnia doktora realizowatam lacznie cztery projekty badawcze uzyskane ze
srodkéw finansowych na nauk¢ przyznanych Wydziatowi Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego na dziatalno$¢ stuzaca rozwojowi miodych
naukowcow, ponadto realizowatam roczny projekt badawczy Narodowego Centrum Nauki
MINIATURA przeznaczony na realizacj¢ pojedynczego dziatania badawczego, a obecnie
jestem kierownikiem projektu badawczego przyznanego w ramach Priorytetowego Obszaru
Badawczego BioS w programie strategicznym Inicjatywa Doskonalosci w Uniwersytecie
Jagiellonskim - Minigranty we wspotpracy B.1.7.2021 oraz projektu badawczego Narodowego
Centrum Nauki SONATA (zatacznik 4, punkt 11.6).

W ramach uznania szczegdlnych osiagnig¢ w pracy na rzecz Uniwersytetu
Jagiellonskiego pigciokrotnie otrzymatam wraz z innymi cztonkami naszego zespotu Nagrode
Rektora zespotowa 11 stopnia za osiggni¢cia naukowe.
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