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Bakterie z rodzaju Clostridium to Gram-dodatnie beztlenowe laseczki, zdolne do
wytwarzania zarodnikéw oraz produkcji silnych toksyn. Fagowe i bakteryjne enzymy lityczne
stanowig przyktad czynnikow, ktore moga by¢ uzyteczne w zwalczaniu bakterii patogennych.
Analiza bioinformatyczna ujawnita w genomach kilku gatunkéw bakterii z rodzaju
Clostridium obecno$¢ genow kodujacych biatka o cechach amidaz N-acetylomuramylo-L-
alaninowych nalezacych do rodziny AMI-2. Dalsze badania wykazaly ich podobienstwo do
eukariotycznych bialek rozpoznajacych peptydoglikan z charakterystycznym motywem
wigzacym jony Zn%*.

W ramach niniejszej pracy scharakteryzowano i oceniono potencjat antybakteryjny trzech
enzymow litycznych. Pierwszy z nich, nazwany LysB (224-aa), z profaga C. botulinum E3
strain Alaska E43 jest czescig kasety litycznej lysB-holB. Rekombinowane biatko (27726 Da)
poddano nadprodukcji, a nastgpnie oczyszczono z bakterii E. coli Tuner(DE3) z wydajnoscia
37,5 mg z 1 litra hodowli bakteryjnej. Przy uzyciu techniki saczenia molekularnego i
ultrawirowania analitycznego wykazano, ze biatko to w roztworze wystepuje w formie
dimerycznej. Dane bioinformatyczne wsparte analiza modelu molekularnego LysB oraz
badaniami opartymi 0 mutagenezg miejscowo-specyficzng wskazaty, ze pigé reszt
aminokwasowych, H25, Y54, H126, S132 i C134, tworzy centrum Kkatalityczne enzymu.
Reszty zaangazowane w wigzanie jonu Zn?* podkreslono. Analiza modelu molekularnego
biatka LysB sugeruje, ze dwanascie innych reszt, M13, H43, N47, G48 W49, A50, L73, A75,
H76, Q78, N81 1 Y182, jest zaangazowanych w wigzanie czasteczki kwasu lipotejchojowego,
istotnego sktadnika §ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich. Biatko LysB wykazuje
aktywno$¢ lityczng wobec bakterii nalezacych do rodzajow Clostridium, Bacillus,
Staphylococcus i Deinococcus, ale nie lizuje bakterii Gram-ujemnych. Optymalng aktywnos$¢
lityczng biatko LysB wykazuje w zakresie pH 4,0-7,5 przy braku NaCl. Dwa inne biatka
lityczne scharakteryzowane w niniejszej pracy, LysP (222-aa; 25690 Da) i LysPS (157-aa;
17840 Da) pochodza odpowiednio z C. perfringens NCTC 8239 i C. perfringens ATCC
13124. Bialka te réznig si¢ jedynie 65 aminokwasowa sekwencja na N-koncu, ktora jest
obecna w biatku LysP, ale nie ma jej w biatku LysPS. Stwierdzono, ze biatko LysPS, w
przeciwienstwie do enzymu LysP, jest niezwykle stabilne termicznie. Mutageneza
miejscowo-specyficzna dostarczyla bezposredniego dowodu, ze motyw wigzacy jony Zn?*
jest krytyczny dla aktywnosci litycznej kazdego z tych biatek (LysP: H95, H193, C201;
LysPS: H128, C136). Aktywnos$¢ lityczng enzymoéw LysP 1 LysPS wykazano wobec bakterii
nalezacych do rodzajow Clostridium, Bacillus, ale nie stwierdzono jej wobec bakterii Gram-
ujemnych. Ponadto wykazano, ze spektrum lityczne LysPS jest szersze niz biatka LysP,
poniewaz wykazuje ono aktywnos¢ takze wzgledem S. aureus i D. radiodurans. W ramach
niniejszej pracy wykazano takze, ze bialko HolB kodowane przez gen bedacy elementem
kasety litycznej lysB-holB C. botulinum E3 Alaska E43 dziata jako holina.



