Streszczenie i slowa kluczowe w jezyku polskim

Lizozym ludzki, zaliczany do lizozymow typu c, jest enzymem bedagcym jednym z
kluczowych elementow nieswoistej odpornosci u cztowieka. Obecny jest w wigkszosci
ptynoéw ustrojowych, migdzy innymi w $linie, tzach, krwi oraz limfie. Chroni organizm
przed atakiem drobnoustrojow, pochodzacych zaréwno ze srodowiska zewnetrznego, jak i
wewnetrznego. Drozdzak Candida albicans jest przyktadem patogenu oportunistycznego,
poniewaz z jednej strony wystepuje w organizmie cztowieka jako komensal, z drugiej
natomiast, w warunkach sprzyjajacych moze sta¢ si¢ przyczyna infekcji o charakterze
powierzchniowym lub uktadowym. Korzystnymi warunkami do rozwoju takiego zakazenia
sg stany prowadzace do obnizenia odpornosci organizmu, a zalicza si¢ do nich miedzy
innymi: dlugotrwala antybiotykoterapig, chemioterapi¢ 1 radioterapi¢ oraz zabiegi
chirurgiczne. Takze okres noworodkowy, cigza oraz karmienie piersig mogg przyczynic si¢
do rozwinigcia kandydozy.

Przeciwdrobnoustrojowa aktywnos$¢ lizozymow typu c, ktérych najintensywniej
badanym przedstawicielem jest lizozym bialka jaja kurzego (ang. egg white lysozyme;
EWL), jest dobrze poznana w kontekscie bakteryjnym. Polega ona na hydrolizie wigzan
glikozydowych pomiedzy czasteczkami N-acetyloglukozaminy (NAG) i kwasu N-
acetylomuraminowego (NAM) w peptydoglikanie, czego efektem jest rozluznienie oraz
utrata stabilnosci struktury $ciany komorkowej prowadzaca do $mierci  komorki
bakteryjnej [Ragland i Criss, 2017; Sahoo i in., 2012].

Poza  dzialaniem  przeciwbakteryjnym, @ EWL  wykazuje  aktywnos$¢
przeciwgrzybowa wobec drozdzakéw i grzybow strzepkowych, w tym izolowanych od
pacjentow, m.in. Candida albicans, Candida parapsilosis, Aspergillus fumigatus,
Penicillum sp., Acremonium sp. [Samaranayake i in., 1997; Woods i in., 2011]. W
przypadku C. albicans opisano enzymatyczng hydrolize wigzan N-glikozydowych,
taczacych polisacharydy oraz biatka strukturalne $ciany komorkowej, aktywacje syntetazy
mannanu oraz syntetazy chityny, ktora zachodzi w odpowiedzi na uszkodzenia oston
komorki przez lizozym [Samaranayake i in., 1997], a takze wptyw EWL na metabolizm
proteaz aspartylowych Sap [Wu i in., 1999]. W badaniach, w ktorych jako substratu uzyto
(GIcNAC)s, wykazano, ze lizozym ludzki, podobnie jak EWL, moze hydrolizowaé
wigzania glikozydowe 1 katalizowa¢ reakcje transglikozylacji w chitooligosacharydach.
Pomimo tego, dziatanie przeciwgrzybowe lizozymu ludzkiego nie zostalo w pelni

wyjasnione.



Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byla analiza oddziatywania
lizozymu ludzkiego, bedacego przedstawicielem rodziny lizozymoéw typu c, na komorki
drozdzaka C. albicans. W badaniach wykorzystano szczep dziki C. albicans, bedacy
izolatem klinicznym z jamy ustnej cztowieka, oraz dwa mutanty w $cianie komorkowe;j: C.
albicans NGY 357 oraz C. albicans Myco 3.

W poczatkowej fazie badan, okreslono przezywalno$¢ drozdzaka C. albicans
traktowanego lizozymem ludzkim. Stosujac metod¢ zliczania kolonii na ptytkach z
podiozem statym stwierdzono, ze lizozym ludzki w najnizszym zastosowanym st¢zeniu
(0,5 uM) obnizal przezywalno$¢ komorek C. albicans do 85,2% w poréwnaniu do
kontroli. W przypadku mutanta C. albicans NGY 357 obserwowano przezywalnos¢ na
poziomie 67,39%, natomiast przy C. albicans Myco 3 - 104,96%. Dziatanie bojcze
lizozymu wobec Myco 3 obserwowano dopiero przy stezeniu 1 pM. Przezywalno$¢
mutanta Myco 3 przy tym st¢zeniu lizozymu wynosita 83,24%. Test przezywalnosci w
przypadku pozbawionych $ciany komorkowej protoplastow, nie wykazal ich wrazliwosci
na lizozym, nawet w najwyzszym zastosowanym st¢zeniu — 4 pM . Ustalono na tej
podstawie, ze w oddziatywaniach na linii drozdzak C. albicans — lizozym ludzki istotng
role odgrywa $ciana komorkowa. Kolejno, wykonano badanie aktywnosci metabolicznej,
postugujac si¢ gotowym zestawem LIVE/DEAD Yeast Viability Kit. Wykazano, ze
lizozym powodowat spadek aktywnosci metabolicznej u wszystkich zastosowanych
szczepow. | tak, w przypadku szczepu dzikiego aktywno$¢ ta spadta z 79,66% w
przypadku kontroli, do 55,55% po traktowaniu komorek lizozymem ludzkim. Mutant C.
albicans NGY 357 wykazal spadek aktywnosci metabolicznej z 88,76% do 63,66%,
natomiast mutant C. albicans Myco 3 z 82,88% do 48,33%.

Wykonujac analiz¢ potencjatu reprodukcyjnego oraz badajac wpltyw dzialania
lizozymu ludzkiego na dlugos¢ zycia komorek, stwierdzono, ze lizozym ludzki prowadzi
do obnizenia potencjalu reprodukcyjnego w przypadku szczepu dzikiego, mutanta NGY
357 i Myco 3, odpowiednio, 3,8-, 1,7-i 1,8-krotnie. Komorki poddane dziataniu lizozymu
ludzkiego nie rozpoczynaly w 100% paczkowania, jak miato to miejsce w kontroli.
Stwierdzono, ze w przypadku szczepu dzikiego paczkowanie rozpoczeto 38,8% komorek,
natomiast w przypadku mutantow NGY 357 1 Myco 3 bylto to, odpowiednio, 61,3% oraz
57,5%. Komorki, ktére rozpoczgly proces proliferacji charakteryzowat skrocony czas
reprodukcji. Obserwowano skrocenie tego czasu dla komérek szczepu dzikiego C.
albicans, a takze mutantow NGY 357 i Myco 3, odpowiednio, 3,1-, 1,6- i 1,8-krotnie.

Stwierdzono réwniez skrocenie $redniego czasu zycia postreprodukcyjnego po dzialaniu



lizozymem, dla komorek C. albicans oraz mutantéow NGY 357 i Myco, odpowiednio, 2,5-,
2,2- oraz 4,7-krotnie. Zatem, $redni czas zycia komorek C. albicans, C. albicans NGY 357
oraz Myco 3 pod wplywem dzialania lizozymu ludzkiego ulegl istotnemu skrdceniu,
odpowiednio 2,3-, 1,2- oraz 1,7-krotnie. Wykorzystujac zestaw do oznaczania aktywnosci
kaspaz CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Marker, w badanych preparatach
mikroskopowych stwierdzono obecno$¢ komorek drozdzaka zawierajacych aktywna
metakaspaze, zarowno w przypadku szczepu dzikiego C. albicans, jak i C. albicans NGY
357. Aktywnos¢ ta w przypadku kontroli C. albicans wynosita 23,83%, natomiast dla
komorek traktowanych lizozymem ludzkim wzrastata do 58,5%. Mutant NGY 357
charakteryzowat si¢ aktywno$cia metakaspazy na poziomie 19,8% dla komorek
kontrolnych, natomiast warto$¢ ta wzrosta do 49% po dziataniu lizozymu. Analiza
topografii powierzchni i wlasciwosci nanomechanicznych komoérek C. albicans zostata
przeprowadzona przy zastosowaniu mikroskopu sit atomowych (AFM). Lizozym ludzki
prowadzit do wzrostu sztywno$ci oraz obnizenia sit adhezji powierzchni komorek szczepu
dzikiego C. albicans, a komorki mutanta C. albicans Myco 3 wykazywaty wzrost
chropowatosci powierzchni. W przypadku wszystkich trzech zastosowanych szczepow
obserwowano utrat¢ owalnego ksztaltu komorek pod wplywem dziatania lizozymu
ludzkiego. Wykonano réwniez barwienie wybranych skladnikow $ciany komorkowej C.
albicans. Przy uzyciu barwnika Calcofluor White wybarwiono chityng, natomiast Congo
Red postuzyt do zobrazowania B-glukanu, za§ obrazowanie przeprowadzono za pomoca
laserowego skaningowego mikroskopu konfokalnego. Komdrki wszystkich trzech
szczepOw po dzialaniu lizozymem ludzkim charakteryzowaty si¢ zmianami w obrebie
sciany komodrkowe;j, a takze utrata owalnego ksztattu. Stosujac metode kolorymetryczna,
stwierdzono brak aktywno$ci [-1,3-glukanazowej oraz chitynolitycznej lizozymu
ludzkiego in vitro. Natomiast badanie interakcji lizozymu ludzkiego z laminaryng metoda
interferometrii  biowarstwowej wykazato, ze lizozym wigzal si¢ specyficznie do
laminaryny, ktora posiada w swojej strukturze wigzania -1,3-glikozydowe.
Podsumowujac, dowiedziono, ze lizozym ludzki efektywnie ogranicza
przezywalnos¢ komoérek C. albicans oraz C. albicans NGY 357 i Myco 3. Na podstawie
braku wrazliwosci protoplastow na dzialanie lizozymu, stwierdzono, ze $ciana komorkowa
ma istotne znaczenie dla oddziatywania pomigdzy lizozymem a komodrka drozdzowa.
Aktywno$¢ metaboliczna badanych szczepdéw ulegla obnizeniu pod wptywem dziatania
lizozymu. Lizozym ludzki powodowal réwniez skrocenie czasu zycia komoérek szczepu

dzikiego oraz mutantow, zaréwno w fazie reprodukcyjnej oraz postreprodukcyjnej.



Dziatanie lizozymu ludzkiego skutkowato spadkiem liczby komorek, ktore podjety proces
reprodukcji oraz spadkiem liczby podwojenn komorek wszystkich trzech zastosowanych
szczepow C. albicans. Badania aktywnos$ci metakaspazy wykazaty ponad dwukrotny jej
wzrost pod wplywem lizozymu ludzkiego, co wspdlnie z innymi wynikami moze
sugerowaé zaburzenia cyklu komoérkowego zachodzace pod wpltywem lizozymu.
Pecznienie komorek obserwowane podczas badan mikroskopowych — barwienia
sktadnikow $ciany komoérkowej oraz obrazowania AFM sugeruja zaburzenie rOwnowagi
osmotycznej. Natomiast mozliwo$¢ wigzania lizozymu ludzkiego do -1,3-glukanu $ciany
komorkowej przy braku aktywnosci B-1,3-glukanazowej oraz chitynolitycznej in vitro
sugeruje, ze w dzialaniu lizozymu ludzkiego wobec drozdzaka C. albicans moze braé

udzial réwniez mechanizm inny niz enzymatyczny.
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