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Streszczenie

Walka Iudzi z patogenami trwa od wielu wiekéw. Odkrycie antybiotykow
1 bakteriofagow przyczynito si¢ do poprawy jakosci zycia, jednak kazdy organizm, w tym
bakterie, wyksztalca mechanizmy przetrwania. Ludzko$¢ coraz bardziej dos§wiadcza kryzysu
zwigzanego z lekoopornoscig bakterii. Dlatego wyznaczenie nowych strategii w ich zwalczaniu
jest tak potrzebne. Jedng z pozadanych cech odpowiedniego leku jest jego stabilnos¢. Dlatego
enzymoOw bakteriolitycznych warto szuka¢ w organizmach termostabilnych, ktore cechujg si¢
wysokg opornoscig na denaturacj¢ chemiczna, czy proteolize. W biezacej pracy zbadatam
mechanizm stabilno$ci termicznej endolizyny Ts2631. Temperatura topnienia (Tm) tego biatka
wyznaczona w buforze 20 mM MES pH 6,0 wynosita 99,82°C, jednak w buforze sktadajagcym
si¢ z 20 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM NaCl i 10% glicerolu zostata okre$lona na 104,73°C. W
wyniku przeprowadzonych analiz dowiodtam, ze reszty W102, W109, W145 1 P140 s3 istotne
dla stabilno$ci termicznej endolizyny Ts2631. Poza tym zaburzenie koordynacji Zn**
skutkowato znacznym obnizeniem temperatury topnienia (Tm). W trakcie badan wykazatam
takze, ze inne biatka pochodzace z termofili podobne do Ts2631 posiadaja tryptofany oraz
proling w tej samej pozycji, co sugeruje ze mechanizm stabilno$ci termicznej moze byc¢
podobny u tych biatek. Postawitam sobie za cel sprawdzenie, czy mozna podnie$¢ stabilno$¢
termiczng biatek mezofilnych o strukturalnej homologii do endolizny Ts2631 bez wptywu na
ich aktywno$¢ lityczng, poprzez zamian¢ aminokwaséw w bialku mezofilnym na te, ktore
odpowiadaja za stabilno$¢ termiczng endolizyny Ts2631. Przebadalam endolizyng K11gp3.5
pochodzacg z bakteriofaga K11, ktéry infekuje Klebsiella pneumoniae oraz domene amidazowg
biatka LytO, ktora pochodzi z Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325. W przypadku
wariantu N91W_Q137W endolizyny Kll1gp3.5, Tm ulegla zmniejszeniu o okoto 6°C.
W przypadku wariantu substytucyjnego Q115W_F179W domeny amidazowej biatka LytO Tm
udato si¢ podnies¢ 0 9,7°C w poréwnaniu do biatka typu dzikiego. Uzyskane wyniki pokazuja,
ze samo podstawienie reszt aminokwasowych nie wystarczy, aby poprawi¢ stabilnos¢
termiczng biatka, a potrzebna jest jeszcze analiza otoczenia reszt, ktore chce si¢ zamienié. Nie
ma zatem uniwersalnej procedury badawczej, a kazdy przypadek wymaga indywidualnej

analizy.
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Abstract

People have been fighting pathogens for centuries. The discovery of antibiotics and
bacteriophages has contributed to improving the quality of live, but every organism, including
bacteria, develops survival mechanisms. Humanity is increasingly experiencing a crisis related
to bacterial drug resistance. That is why it is so necessary to develop new strategies to combat
it. One of the desirable characteristics of a suitable drug is its stability. Therefore, bacteriolytic
enzymes should be sought in the thermostable organisms which are highly resistant to chemical
denaturation and proteolysis. In the current study, I have investigated the mechanism of thermal
stability of endolysin Ts2631 based on its amino acid sequence. The melting temperature (Tm)
initially determined for this protein was 99.82°C, but in a buffer consisting of 20 mM HEPES,
pH 7.4, 25 mM NacCl and 10% glycerol, it was determined to be 104.73°C. As a result of my
analyses, I proved that residues W102, W109, W145 and P140 are important for the
thermostability of endolysin Ts2631. In addition, disruption of Zn?** coordination resulted in a
significant decrease in Tr. During my research, I also demonstrated that other proteins derived
from thermophiles similar to the Ts2631 have the aforementioned tryptophan and proline in the
same position, which suggest that the mechanism of thermal stability may be similar in these
proteins. I set a goal of checking whether the thermostability of mesophilic proteins with
structural homology to endolysin Ts2631 can be increased without affecting their lytic activity,
after replacing the amino acids in the mesophilic proteins with those responsible for
thermostability of Ts2631 endolysin. I examined Kl11lgp3.5 endolysin derived from
bacteriophage K11, which infects Klebsiella pneumoniae and the amidase domain of the LytO
protein, which derived from Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325. In the case of
the QI15W_F179W substitution variant of the protein LytO amidase domain, the Tm was
increased by 9.7°C compared to the wild-type protein. In the case of N91W_Q137W variant,
Tm decreased by approximately 6°C. The results obtained show that the substitution of amino
acid residues alone is not sufficient to improve the thermostability of a protein, and that it is
also necessary to analyse the environment of the residues to be replaced. There is therefore no

universal research procedure, and each case requires individual analysis.
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1. Wstep

Ludzkos¢ radzita sobie z patogennymi mikroorganizmami od zarania dziejoéw. Wiadome
jest, ze Egipcjanie w Starozytno$ci uzywali splesnialego chleba na infekcje ran!. Waznym
kamieniem milowym okazalo si¢ odkrycie bakteriofagdéw, ktore jednak na dtugi czas odeszty
w niepamieé na rzecz antybiotykéw, ktorych zlota era przypada na lata 1940-1960%. Gdy
wydawato si¢, ze era chorob wywotlywanych przez mikroorganizmy zostala opanowana,
rzeczywisto$¢ szybko zweryfikowata ten optymizm, poniewaz pojawito si¢ zjawisko opornosci
bakterii na antybiotyki. Problem ten narastal kazdego roku, a w dniu dzisiejszym jest realnym
zagrozeniem dla wielu istnien ludzkich. Wystepuje szereg przyczyn, dla ktérych dzisiejszy
problem lekoopornos$ci jest tak powazny, do ktérych mozna zaliczy¢ m. in. naduzywanie
antybiotykdw w sytuacjach, gdy ich stosowanie nie byto konieczne. Ostatecznie sprowadza si¢
to do faktu, ze mikroorganizmy wyksztatcaja mechanizmy obronne przeciwko ich dziataniu.
Moga one naby¢ oporno$¢ poprzez mobilne elementy genetyczne, badz poprzez mutacje

w chromosomie!'.

W 2017 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO)
opublikowata liste obejmujaca 12 rodzin patogendéw bakteryjnych (zdefiniowanych wedlug
taksonu 1 kluczowego mechanizmu opornosci), ktore stanowia najwigksze zagrozenie dla
zdrowia ludzko$ci. W sktad tych patogenow wchodzi takze grupa ESKAPE, znana bardzo

dobrze wszystkim mikrobiologom, ktdrej nazwa pochodzi od pierwszych liter bakterii:

o Enterococcus faecium,

e Staphylococcus aureus,

o Klibesiella pneumoniae,

e Acinteobacter baumannii,
o  Pseudomonas aeruginosa,

o Enterobacter spp.

W maju 2024 roku ta lista zostata uaktualniona o nowe informacje i w tym momencie
obejmuje ona juz 15 rodzin. Jedng z gldéwnych motywacji, ktére uzasadniaja skupienie si¢
naukowcow na podanym problemie jest informacja, ze do 2050 roku mozliwe jest osiggnigcie
putapu $miertelnosci na poziomie 10 milionéw 0s6b rocznie z powodu infekcji bakteryjnych?.
To tak, jakby cata populacja Londynu i Warszawy miala znikna¢ w ciagu jednego roku. Obecnie
taki poziom $miertelnosci dotyczy oséb chorujagcych na nowotwory. W 2022 roku wedtug
danych podanych przez Migdzynarodowa Agencj¢ Badan nad Nowotworami (ang.
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International Agency for Research on Cancer - IARC) 9,7 mln pacjentow zmarto w skutek
choroby nowotworowej*. Wzrastajaca lekooporno$é wéréd bakterii to nie tylko zwigkszona
ilos¢ zgonoéw, ale takze zwielokrotnione koszty opieki zdrowotnej, ktére globalnie moga
wynie$¢ okolo 1 biliona dolaréw rocznie®. Trzeba zaznaczy¢, ze dotyczy to nie tylko zdrowia
ludzi, ale takze hodowli zwierzat, czy catego sektora spozywczego. Dlatego naukowcy skupiaja

si¢ obecnie na poszukiwania alternatywnych metod zwalczania patogenow.

1.1 Lekoopornos¢ bakterii

Bakterie wyksztatcily wiele mechanizmoéw opornosci, ktore rozprzestrzeniajg si¢ na drodze

horyzontalnego transferu genow, jak i obejmuja mutacje w obrebie chromosomu.
Mechanizmy opornosci bakterii (Ryc. 1) mozna podzieli¢ na:

e Zredukowang akumulacje antybiotykdw:

o Obnizona penetracja antybiotykow przez mutacje w biatkach
porynowych, ktore znajduja si¢ w btonie zewnetrznej komoérek Gram-
ujemnych, np. zmodyfikowane poryny OmpK36 powoduja zmniejszong
przepuszczalno$¢ dla niektorych antybiotykéw B-laktamowych
u Klebsiella pneumoniae>®.

o Obecnos¢ pomp efflux, ktore aktywnie wypompowuja antybiotyki
z komorki bakteryjnej pozbywajac si¢ zagrozenia. Moga one by¢
kodowane na chromosomie, albo na plazmidach. Obecno$¢ pompy
AcrAB w potaczeniu z obnizong ekspresja poryn powoduje u Klebsiella
aerogenes (dawniej Enterobacter aerogenes) oporno$¢ na imipenem.
Obecnos¢ pomp MsrA 1 MsrC skutkuje opornoscig na makrolidy bakterii
Gram-dodatnich”*,

e Enzymatyczne modyfikacje antybiotyku — modyfikacje dotycza acetylacji,
fosforylacji, czy adenylacji. Dochodzi do zmiany konformacji antybiotyku,
ktory nie jest w stanie efektywnie oddziatywac ze swoim celem.

o Powszechne s3 enzymy modyfikujace aminoglikozydy. Na przyktad
enzymy z rodziny APH(3) czgsto wystepuja u Gram-ujemnych i Gram-
dodatnich  bakterii powodujac modyfikacje kanamycyny, czy

streptomycyny®!°,
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o Inne szeroko rozpowszechnione enzymy to enzymy inaktywujace
B-laktamy, np. B-laktamazy klasy A wedlug schematu Amblera'®!!
znajdowanych w patogenach z grupy ESKAPE’.
Modyfikacja miejsca docelowego w bakterii, czyli inaczej omini¢cie celu polega
na stworzeniu alternatywnej drogi, ktora poprzedni cel, w ktéry skierowany byt
antybiotyk, uczyni zbednym, albo doprowadzi do zmniejszenia jego
powinowactwa z lekiem. Sztandarowym przykladem jest powstanie opornosci
na metycyling u S. aureus (ang. Methicillin-Resistant S. aureus, MRSA).
Metycylina to antybiotyk p-laktamowy, ktory wigze si¢ z biatkiem wigzacym
peptydoglikan (ang. Peptidoglycan Binding Protein, PBP). MRSA nabywa
analog PBP2a kodowany przez gen mecA o nizszym powinowactwie do
antybiotykow B-laktamowych!?13,
Komorki przetrwate w biofilmach, to komoérki o zmienionym metabolizmie,
w formie uspienia. Sam dostep do biofilmu jest dla antybiotykéw utrudniony
nawet 1000 razy bardziej, a komorki przetrwale sg oporne na ich dziatanie.
Wynika to z samej budowy biofilmu, utrudnionej dyfuzji antybiotykow
i nierbwnomiernego rozmieszczenia substancji bakteriobdjczej. W wyniku
stresu dochodzi do indukcji odpowiedzi adaptacyjnych, a w biofilmach
wielogatunkowych dodatkowo dochodzi do wzajemnego wspierania si¢
bakterii. Zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu jest cecha wielu bakterii, w tym

tych z grupy ESKAPE!'*16,

(=)
& 9 e

\

i + 4
{ ] {
ﬂompyefﬂux m Obnizona przepuszczalnosé \ Komdrkiprzetrwate —g
®

Inaktywacja enzymu

- \
mRNA \ a
°
e, ¢ . " >
A—u—B %
o < YRN\__ANK DNA
@ N ‘ Modyfikacja celu

Zmiana enzymu /

Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie niektérych mechanizméw opornosci bakterii. A — enzymy, ktore

produkuje bakteria doprowadzajg do inaktywacji, badz zmniejszonego dziatania leku. Pompy efflux odpowiadajg
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za transport lekéw poza komorke; poryny odpowiadaja za zmniejszong przepuszczalnos¢ substancji; dochodzi do
inaktywacji leku poprzez jego degradacj¢, badZz modyfikacje; powstaje alternatywna $ciezka metaboliczna, ktora
zastepuje szlak, na jaki byl skierowany lek; modyfikacja miejsca wigzania antybiotyku z celem obniza
powinowactwo. B — Schemat biofilmu bakteryjnego, w ktorym znajduja si¢ komorki przetrwale oporne na

dziatanie antybiotykéw (rycina inspirowana'”).

1.2 Nowe strategie w zwalczaniu patogenow bakteryjnych

Dzi$ probuje sie¢ wykorzysta¢ wszelkie mozliwe metody do walki z antybiotykoopornoscia
(ang. Antomicrobial Resistance, AMR). Stosuje si¢ mieszanie ze sobg antybiotykdw o r6znym
dziataniu, a w niektorych osrodkach mozliwe jest juz wykorzystanie bakteriofagéw. Ponizej
zostang opisane wiodgce strategie w zwalczaniu patogenow, ktére skupiajg si¢ gtownie na
wykorzystaniu ich w medycynie 1 weterynarii, cho¢ wiele moze mie¢ zastosowanie
w przemysle spozywczym, czy w rolnictwie. Istnieje szereg innych metod, jak chocby
wykorzystanie cieczy glgboko eutektycznych (ang. Deep Eutectic Solvents, DES), ktore ze

18

wzgledu na toksycznos$¢'® raczej nie znajda zastosowania w leczeniu pacjentéw. Wiele z nich

(te, ktore nie sg oparte o ChCl) jest przykladem efektywnych 1 bardziej ekologicznych srodkow,

19,20

ktére sa w stanie niszczy¢ nawet komorki przetrwate' ™" 1 wydaja si¢ lepsze niz dzi$ stosowane,

jak np. octan etylu®">,

1.2.1 Przeciwciala monoklonalne

Przed era antybiotykow popularna byta terapia surowica. Pozyskiwano przeciwciala
z osocza osoby, ktora przechorowata okreslong infekcje, a nastepnie podawano je osobie
zakazonej. Przeciwciala monoklonalne sg specyficzne wobec patogenu, wiec wykorzystanie
ich nie niszczy populacji mikrobioty naturalnie wystgpujacej w organizmie. Jest to jednak

kosztowana terapia, w ktorej nadal pojawiaja sie dziatania niepozadane®.
1.2.2 Peptydy antymikrobiologiczne

Peptydy antymikrobiologiczne (AMP) to krotkie peptydy skladajace si¢ zwykle z 8 — 50
aminokwasow (aa). Dzialajag one na blony bakteryjne, albo wewnatrzkomdrkowe sktadniki
powodujac zwigkszenie przepuszczalnosci btony. Moga takze dziata¢ na lipopolisacharyd
(LPS) doprowadzajac do jego rozpadu?’. Gramicydyna i tyrocydyna, to przyktady naturalnie
wystepujacych peptydow, ktore sa wykorzystywane od lat jako antybiotyki. Otrzymac je mozna
z bakterii Bacillus brevis, a produkowane s3 przez te bakteri¢ podczas sporulacji?**. Znajduje
si¢ takze inne peptydy, np. ukryte w sekwencjach endolizyn, czego przyktadem jest peptyd
RAP-29 obecny w sekwencji endolizyny PhiKo?®. Znajduje si¢ je takze zakodowane w biatkach
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osocza, czynnikach krzepniecia krwi, czy hormonach diuretycznych?®, np. SCUB1-SKE25
i SCUB-MLP22%.

Rozpatruje si¢ je jako ciekawa alternatywe dla antybiotykdéw ze wzgledu na ich dosé
szerokie spektrum dziatania, szybka reakcje 1 niewielki wptyw na powstawanie mechanizmow
opornosci. Niestety w ptynach ustrojowych czesto ulegaja proteolizie, co zaburza ich stabilno$¢
1 przez to nie sg tak skuteczne. Inng wada jest to, ze czgsto sg toksyczne dla komorek, a koszt

produkc;ji jest relatywnie wysoki®>.
1.2.3 Nanoczastki

Nanoczastki majg wielko$¢ od 1 do 100 nm. Dzigki temu, ze sg tak mate moga dosta¢ si¢
do wnetrza komorki eukariotycznej i tam zadziataé na patogen bakteryjny?*. Taka funkcja jest
istotna, poniewaz bakterie, jak np. S. aureus potrafia przetrwa¢ w makrofagach?’. Kilka
rodzajow nanoczastek, jak np. zlota, srebra, czy tlenku cynku sg badane pod katem likwidacji

drobnoustrojow?’

. Jedna z grup badawczych zastosowata nowatorskie podejscie do
ekologicznej syntezy nanoczastek, gdzie wykorzystata trans-aldehyd cynamonowy, jako
substrat do produkcji nanomateriatu, ktory takze posiada potencjat antybakteryjny. Produkcja
nanoczastek wymaga podejscia, ktore zagwarantuje odpowiednie wlasciwosci nanoczatek,
takich jak: rozmiar, ksztalt, stabilnos¢ i bioaktywno$¢. Potrzebna jest taka metoda, ktérg mozna
zastosowa¢ na skal¢ przemystowa. Wykorzystanie ekologicznej metody do produkcji
nanoczastek ma na celu minimalizacj¢ stosowania niebezpiecznych zwigzkow chemicznych
1 energochtonnych procedur zwigzanych z dotychczasowymi metodami syntezy nanoczastek.
Ekologiczne metody na dzien dzisiejszy obarczone s3a czesto niskag wydajnoscia, czy
skomplikowanymi  procedurami.  Dlatego  wiasnie = wykorzystanie trans-aldehydu
cynamonowego jest tak przetomowe. Badacze sprawdzili miedzy innymi dziatanie nanoczastek

z trans-aldehydem cynamonowym na hamowanie biofilmu w cewnikach, gdzie jego inhibicja

byta niezwykle skuteczna, a mechanizmem, ktory za tym stoi jest chelatowanie jonow zelaza®®.

Ponadto nanoczastki sa do$¢ stabilne w ptynach ustrojowych, wykazuja niskie
prawdopodobienstwo pojawienia si¢ opornosci u patogenu a takze dzigki kontrolowanemu
podaniu minimalizuje skutki uboczne u pacjenta. Nadal jednak potrzebne sg badania dotyczace

dtugotrwatego stosowania nanoczastek u ludzi, a takze poprawa profili farmakokinetycznych??.
1.2.4 Terapia fotodynamiczna

Terapia fotodynamiczna kojarzona jest przede wszystkim z leczeniem nowotworow.
Dochodzi w niej do wytworzenia wolnych rodnikow, ktére doprowadzaja do degradacji
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komorki. W przypadku mikroorganizméw i stosowania tej terapii obserwowano powstawanie
opornoéci, ale bardzo rzadko?. Terapie fotodynamiczng probowano wykorzystaé w przypadku
leczenia Covid 19, w poczatkowych stadiach choroby u pacjentdw z réznym nasileniem
objawéw. Do opisanego badania zakwalifikowano 13 kobiet oraz 7 me¢zczyzn, a do grupy
kontrolnej zakwalifikowano 12 kobiet i 8 m¢zczyzn, ktorzy otrzymali konwencjonalne leczenie
na Covid-19. Wykorzystano UVA ($wiatlo niebieskie), a jako fotouczulacz zastosowano
ryboflawing. Pacjenci najpierw przyjmowali jedna kapsutke 100 mg 5’°-fosforanu ryboflawiny
(dobrze rozpuszczalna forma ryboflawiny w wodzie) razem z positkiem. Nastepnie zawartos¢
drugiej kapsutki rozpuszczali w 200 mL wody. Po uptywie godziny mocowali na nadgarstku
specjalnie zaprojektowane urzadzenie (,,Spectra Watch™) z diodami, ktoére posiadaly $wiatta
o odpowiednich dlugosciach fal i wlaczali je na 60 minut. Po uptywie 15 minut rozpuszczona
kapsutke z ryboflawing umieszczano w butelce ze sprayem i pacjenci psikali przygotowany
roztwor 3-krotnie do kazdego z nozdrzy. Pacjenci przeptukiwali 3-krotnie usta i gardio reszta
roztworu ryboflawiny, jaka zostala w szklance. Rekomendowane byto wypicie ptynu. Po 15
minutach, pacjenci podtaczali aplikator do nosa i ust do zegarka laserowego i1 kazda z dziurek
od nosa przez 10 minut traktowali §wiattem niebieskim oraz UVA a nastgpnie jam¢ ustng
1 gardto przez 20 minut. Juz po 5 dniach u wigkszos$ci badanych pacjentow objawy ustgpowaly
prawie catkowicie, ale u wszystkich wykazano zdecydowang poprawe, podczas gdy w grupie

kontrolnej nie zaobserwowano znaczacej poprawy-’.

Terapia fotodynamiczna ze wzgledu na swoja specyfike uwazana jest za bezpieczna
1 nieinwazyjng, albo o minimalnej inwazyjno$ci, dlatego rozwazana jest jako jedna

z potencjalnych przysztych metod walki z lekoopornymi patogenami®.

1.2.5 Probiotyki

Przez ostatnie lata wiedza na temat ludzkiej mikrobioty rozwija si¢ bardzo dynamicznie
1 rosnie $wiadomos$¢, jak istotng odgrywa rolg w funkcjonowaniu naszych organizmoéw.
Probiotyki, to zywe drobnoustroje, ktére podane w odpowiedniej dawce wywieraja korzystny
wplyw na zdrowie gospodarza. Moga zahamowa¢ a nawet wykluczy¢ wzrost patogennych
mikroorganizméw. Celem dziatania probiotykow jest ich jak najobszerniejsza kolonizacja jelita
pozbawiajac inne mikroorganizmy przestrzeni adhezyjnej, czy dostgpnosci do sktadnikéw
odzywczych. Probiotyki sg cenne tez ze wzgledu na to, ze produkuja bakteriocyny i stymuluja
uktad odpornos$ciowy. Ukazujg si¢ badania, ktére wskazuja na to, Ze profilaktyczne zazywanie
probiotykow u ludzi czy zwierzat redukuje ryzyko infekcji. Wskazuje si¢ takze na pozytywny
wplyw probiotykow u o0so6b z zaburzong mikrobiota, np. w Atopowym Zapaleniu Skory
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(AZS)*!, tuszczycy™, u 0sob z depresja, choroba Alzheimera, czy tez ma pozytywny wptyw na
zadania wymagajace kontroli poznawczej**-*. Wykazano tez pozytywne dziatanie bakterii
probiotycznych, takich jak: Lactobacillus plantarum Lp-115 i L. acidophilus NCFM na
zwalczanie Helicobacter pylori 1 zmniejszenie stanu zapalnego w organizmie zainfekowanym

tym patogenem?”.

Wcigz jednak podkresla si¢ istotno$¢ prowadzenia dalszych badan nad dziataniem
probiotykow. Potrzebna jest znajomos$¢ mechanizmow stojacych za dziataniem na AMR
1 wigksza wiedza na temat tego, jakie jeszcze role mikrobiota odgrywa w organizmach.

Niemniej jednak wydaje si¢, ze probiotyki odegrajg istotng role w ludzkim zyciu.
1.2.6 Fagoterapia

Pierwsze dostepne zapiski na temat bakteriofagdw pochodza z konca 19-stego wieku,
chociaz oficjalnie odkrycie ich przypada narok 1917, kiedy Felix d’Herelle podzielit si¢ swoimi
obserwacjami na forum naukowym. Fagi sg wirusami infekujacymi bakterie 1 podczas cyklu
litycznego doprowadzaja do lizy komorek gospodarza. Fagi potomne moga zainfekowaé

kolejne komorki i ten mechanizm wykorzystuje sie w terapii fagowe;>®.

Na $wiecie istnieje juz kilka osrodkéw terapii fagowej, w tym jeden w Polsce, a jest to
Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu®’. Na
swiecie istniejg tylko 4 panstwa, gdzie terapia jest dostgpna jako alternatywa leczenia infekcji
bakteryjnych obok standardowej antybiotykoterapii a s to: Gruzja, Rosja, Belgia i Portugalia®®.
W przypadku Gruzji i Rosji procedura dostgpnosci preparatow fagowych wyglada inaczej niz
w krajach Unii Europejskiej. Niektore z koktajli fagowych sa dostepne nawet bez recepty>’.
Nalezy zaznaczy¢, ze Osrodek Terapii Fagowej w Gruzji, w Thilisi sigga swoimi poczatkami
1923 r. i jest najstarszym o$rodkiem terapii fagowej na $wiecie’®. W pozostatych panstwach,
gdzie stosuje si¢ bakteriofagi terapia ma charakter do§wiadczalny i jest wykorzystana jako
,compassionate therapy”, kiedy nie ma juz innego wyjscia, a zadne standardowe dostepne

metody nie dziataja™®.

Jak dotad nie stwierdzono negatywnych skutkéw terapii fagowej. Co wigcej sa badania,

ktore pokazuja rdznice w zachowaniu u myszy po antybiotykach w przeciwienstwie do tych

-40,41

traktowanych fagami™"'. Fagi sg skuteczne w zwalczaniu biofilméw, czgsto wykazuja

2

synergistyczne dziatanie z antybiotykiem*?. Nadal prowadzi sic wiele badan nad

bezpieczenstwem terapii fagowej. Poki co, wyniki sa obiecujace.
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W przypadku fagow zastosowanie majg nie tylko cale wiriony, ale takze produkowane przez
nie biatka, jak depolimerazy, czy endolizyny. Mowi si¢ o nich w kontekscie enzybiotykow
(szerszej grupy, do ktorej zalicza si¢ tez enzymy o pochodzeniu innym niz bakteriofagowe).
O depolimerazach wspomina si¢ najczesciej w przypadku zwalczania biofilmow bakteryjnych,
gdyz zdolne sa one do degradacji egzopolisacharydu®’, ale sa takze istotne do zwalczania
bakterii takich jak K. pneumoniae, ktora posiada gruba polisacharydowa otoczke*. Z kolei
endolizyny tng bakteryjny peptydoglikan i jak dotad nie zaobserwowano, aby bakterie
wyksztalcily jakikolwiek mechanizm opornosci przeciwko tym enzymom®, chociaz w 2024
roku ujawniono, ze aktywno$¢ wobec peptydoglikanu o zwickszonej liczbie wigzan
krzyzowych typu LD hamuje aktywnos$¢ transglikozylaz litycznych zaréwno pochodzenia
bakteryjnego jak i fagowego. Badacze wykazali w doswiadczeniach in vitro, ze aktywno$¢
dwoch transglikozylaz litycznych: efektora systemu sekrecji typu VI Tse4 A. baumannii
1 endolizyny Lal (ang. Lambda Lysozyme) bakteriofaga Lambda spadla o okoto 50% po
przetestowaniu ich na bardziej usieciowanym peptydoglikanie typu LD. Jednoczes$nie
wykazano, ze aktywnos$¢ hydrolaz, ktére takze tng wigzanie B-1,4-glikozydowe, nie zostata
zahamowana. Wykonano takze badania in vivo, w ktorych wykazano, ze zwigkszenie liczby
wigzan krzyzowych typu LD w komorkach E. coli prowadzito do ograniczonej lizy komorek
bakteryjnych wywotlanych tylko przez fagi, jak np. P2, ktére wykorzystuja transglikozylazy

lityczne™®.

Bakteriofagi zatem wydaja si¢ by¢ efektywne same w sobie jako czasteczki, ale tez moga

by¢ dawcami wielu enzymow.
1.2.7 Terapia przeciw czynnikom wirulencji

Bakterie wykorzystuja wiele czynnikow wirulencji, ktore pomagaja im przetrwa¢ w danym
srodowisku. Wplywaja one na kolonizacje, inwazje immunologiczng, immunosupresje,

uzyskanie pozywienia i dewastacje komérek gospodarza®’.

Blokowanie tych czynnikéw jest z jednym podejs¢ jakie zalicza si¢ do terapii
przeciwbakteryjnej. Takie leki oddziatujg na interakcje patogenu z gospodarzem i redukujg
szkody, jakie bakteria wyrzadza gospodarzowi. Bezlotoksumab jest przyktadem pierwszego
czynnika, jaki zostat zatwierdzony w Stanach Zjednoczonych przez Federalng Agencje Lekoéw
(ang. Federal Drug Administration — FDA). Czynnik ten blokuje toksyne TcdB beztlenowe;j
bakterii Clostridium difficile*’.
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Taka terapia moze stuzy¢ efektywnie przeciw wielolekoopornym patogenom zaréwno
samodzielnie, jak i w kombinacji np. z antybiotykoterapig. Mimo wielu pozytywnych aspektow
terapii przeciw czynnikom wirulencji czgsto obserwuje si¢ wysoka toksycznos$¢ i problemy
z jej wykorzystaniem w przypadku zjawiska ,,wyczuwania liczebno$ci” (ang. quorum sensing,

QS), dlatego potrzebne sa kolejne badania®>.
1.2.8 Opracowanie nowych zwigzkow o aktywnosci przeciwbakteryjnej

W przypadku antybiotykow doszlismy do momentu, kiedy juz wydaje si¢ niemozliwe, aby
odkry¢ antybiotyk o nowym mechanizmie dziatania. W niektorych przypadkach trzeba uzy¢
antybiotykow, ktore cechuja si¢ wysoka toksyczno$cig dla ludzi. Kolistyna to peptyd
o dzialaniu antymikrobiologicznym produkowany przez Bacillus polymyxa, ktéry zostat
odkryty w Japonii w 1949 r. Na poczatku lat 80 XX wieku zostat wycofany z uzytku ze wzgledu
na swoje nefro- i neurotoksyczne dziatanie. Z powodu rosnacej opornosci bakterii powrécono
do stosowania tego antybiotyku, jako leku ostatniej szansy przeciw wielolekoopornym

bakteriom Gram-ujemnym*

. W przypadku bakterii Gram-dodatnich takim lekiem jest
linezolid®, ktéry przy dlugotrwatym stosowaniu (okoto miesigca) moze wykazaé dzialanie

neurotoksyczne>’.

Pomocna perspektywa wydaje si¢ wykorzystanie sztucznej inteligencji w celu
poszukiwania nowych lekéw. W taki sposob znaleziono prawdopodobnie nowy $rodek, ktory
dziata efektywnie przeciw A. baumannii, jednemu z patogenow z grupy ESKAPE. Naukowcy
skupili si¢ na biatku porynowym W (ang. outer membrane protein W — OmpW) jako celu
terapeutycznym. To biatko wystepuje powszechnie w wielu bakteriach Gram-ujemnych,
odgrywa istotng rol¢ w pobieraniu substancji odzywczych oraz w patogenezie bakteryjne;.
W celu poszukiwania naturalnych zwigzkow dzialajacych przeciw A. baumannii przez
hamowanie funkcji biatka OmpW przeszukano biblioteke 11 648 zwigzkow naturalnych z bazy

Ambinter (https://www.ambinter.com/). Opracowano sztuczne modele ilosciowej zalezno$ci

miedzy strukturg a aktywnoS$cia, aby przewidzie¢ ich aktywno$¢ biologiczng. Nastgpnie
zwiazki, ktore wykazaly najlepsze powinowactwo do OmpW poddano pozostatym analizom in
silico. Ostatecznie wytypowano zwigzek o nazwie demetyoksykurkumina, ktory dziatat
najefektywniej®!. Zwigzek ten jest jednym z gtéwnych sktadnikéw kurkuminy izolowanych
z Cursumae sp>>. Wykazywal on dziatanie na wszystkie testowane szczepy A. baumannii,

w tym oporne na kolistyne w dawce MIC 64 mg/L>".
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Nadal jednak trzeba pamigtac, ze wdrozenie nowego leku, takiego jak antybiotyk zajmuje
nawet okoto 20 lat a koszt jego wdrozenia to 568 — 700 milionéw dolarow. Dlatego tez warte

rozwazenia sg wszelkie alternatywne drogi walki z lekoopornymi bakteriami®*.

1.2.9 Peptydoglikan jako potencjalny cel terapeutyczny

Tak jak wspomniano wczesniej, warto rozdzieli¢ poszukiwania $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych na kilka strategicznych obszarow badawczych. Trzeba si¢ jednak
zastanowi¢ nad potencjalnymi celami terapeutycznymi. Budowa bakterii Gram-ujemnych
1 Gram-dodatnich rézni si¢ od siebie. W przypadku bakterii Gram-dodatniej obecna jest gruba
warstwa peptydoglikanu (PGN, 30 — 100 nm), kwas tejchojowy, kwas lipotejchojowy oraz
pojedyncza btona komoérkowa™. W budowie bakterii Gram-ujemnych wyrdznia si¢ cienka
warstwe PGN, LPS, lipoproteing Brauna, btone wewnetrzng i zewnetrzng™®. Rola $ciany

komorkowej u bakterii pelni kilka istotnych funkc;ji:

chroni komoérke przed srodowiskiem zewnetrznym;

e odpowiada za ksztatt komorki bakteryjnej;

e stanowi miejsce przyczepiania si¢ bialek, czy innych ligandow;

e odpowiada za przepuszczalno$¢ substancji, ktére dostaja si¢ do komorki;

e cksponuje miejsca receptorowe;

e moze odpowiada¢ za toksyczno$s¢ i wywolywanie choroby u czlowieka, czy

zwierzecia.

Widoczne sg na pierwszy rzut oka réznice w budowie obu typoéw komoérek. Warto jednak
przyjrzec si¢ blizej strukturze peptydoglikanu. Mimo r6znicy w ilo$ci warstw sama budowa jest
podobna. Peptydoglikan sktada si¢ z liniowych tancuchéw glikanowych potaczonych krotkimi
peptydami 1 otacza bton¢ komorkowsa. Lancuchy glikanowe skladaja si¢ z naprzemiennie
utozonych reszt N-acetyloglukozaminy 1 kwasu N-acetylomuraminowego potaczonych
wigzaniem B-1,4-glikozydowym. Dhugos¢ tego tancucha rézni si¢ pomiedzy poszczegdlnymi
gatunkami. Z kwasem N-acetylomuraminowym potaczony jest peptyd macierzysty, do ktérego
zwykle w trzeciej pozycji przylagczony jest poprzeczny mostek peptydowy. Skiad
aminokwasowy peptydu macierzystego tez r6zni si¢ w zalezno$ci od gatunku bakterii. Czgsto
w przypadku bakterii Gram-ujemnych mowi si¢ o typie mDAP (od kwasu meso-

diaminopimelinowego), a w przypadku bakterii Gram-dodatnich, typie L-Lys (od r-lizyny),
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ktore znajduja sie w trzeciej pozycji peptydu macierzystego®. W przypadku Gram-ujemne;

bakterii Thermus, w trzeciej pozycji wystepuje L-ornityna (1-Orn) (Ryc. 2).

Escherichia coli Staphylococcus aureus Thermus thermophilus HB8 Thermus thermophilus HB8
Gram (-) Gram (+) Gram (-) podjednostka obecna w 23%
podstawowa podjednostka PGN
PGN
GlcNAc — MurNAc GIcNAC == MurNAc GICNAC == MurNAc GIcNAC == MurNAc
! 1 1 1
L-ALA L-ALA L-ALA L-ALA
! 1 1 1
0-Glu 0-iGlu (NH,) 0-Glu 0-Glu
mDAP|— p-Ala (Gly)s = b-Ala i-orn|—aly = aly [ orn|—Gly — Phac
1 1 1 1 I 1 1
o-Ala  oap p-Ala L-L:'S — (Gly), D—Alla D"‘}la DfAIIa D’AI‘B
I -iGlu (NH . Gly . Gly
0-Glu o u(NH,) p-Ala | p-Ala |
1 -Ala Gly Gly
D-iGlu

! GIcNAC — MurNAc GIcNAC — MurNAc GlcNAC = MurNAc

GlcNAc — MurNAc
Ryc. 2. Przyklady jednostek peptydoglikanu, jakie wystepuja u réznych gatunkéw bakterii. Zielonym
prostokatem oznaczono trzeci aminokwas w peptydzie macierzystym. GleNAc — N-acetyloglukozamina; MurNAc
— kwas N-acetylomuraminowy.

Struktura taka jak peptydoglikan jest silnie konserwowana i raczej nie ulega modyfikacjom.
Dlatego tez warto ja rozwazy¢ jako potencjalny cel w przypadku poszukiwania lekow.
Peptydoglikan jest odpowiedzialny za utrzymanie ksztattu komoérki podczas wzrostu
i podziatbw w trakcie zmieniajacych si¢ warunkOw oraz za utrzymanie -ci$nienia
hydrostatycznego wewnatrz komorki (turgoru). Jest on z jednej strony elastyczny a z drugiej
sztywny 1 porowaty, co pozwala na dyfuzj¢ matych biatek. Degradacja peptydoglikanu naraza
komorke na wystawienie na stres osmotyczny, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do

$mierci komorki bakteryjnej>°.
1.2.10 Enzybiotyki

Termin ,,enzybiotyki” jest potagczeniem stow ,,enzym” i antybiotyk™. Po raz pierwszy zostat
uzyty w kontekscie endolizyn badanych przez grupe Prof. Vincenta A. Fischetti w 2001 r.%°.

Teraz moéwi si¢ o nich w przypadku kilku grup enzymow, ktore mozna podzieli¢ na®’:

e Hydrolazy peptydoglikanu pochodzenia bakteriofagowego (np. HydHS z faga
philPLA8S®)
¢ Enzymy uszkadzajace biofilm:
o pochodzenia fagowego (np. depolimeraza depoKP36 z bakteriofaga KP36°%)
o pochodzenia bakteryjnego (np. hydrolaza PsIG z P. aeruginosa®)
e Autolizyny (np. LytA z Streptococcus pneumoniae®")

e Bakteriocyny (np. Lcn972 z Bacillus velezensis HN-Q-8%2)
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e Lizozymy (np. lizozym ludzki®®)

Z powodu tematyki pracy ponizej zostang przyblizone tylko endolizyny oraz autolizyny.

1.3 Endolizyny

Endolizyny to enzymy, ktore produkowane sg pod koniec cyklu litycznego bakteriofagow,
majace za zadanie przecia¢ peptydoglikan, aby uwolni¢ wiriony potomne z komorki gospodarza
do $rodowiska. Termin ,,endolizyna” zostat zaprezentowany po raz pierwszy w 1958 r. przez

Jacoba i Fueresa®*.

Endolizyny zbudowane s3a z pojedynczej domeny (biatka globularne), badz kilku domen
(biatka modutowe) potaczonych ze sobg linkerem (Ryc. 3). Domeny te odpowiadaja za funkcje
katalityczne i/lub oddziatywanie z peptydoglikanem. S3 one bardzo zréznicowane 1 wykazuja

odmienny profil pod wzgledem specyficznoéci substratowej®.

Wiele endolizyn bakteriofagéow infekujacych bakterie Gram-ujemne posiada budowe
globularng i majg od 15-20 kDa%. Takim przyktadem jest endolizyna Ph2119 pochodzaca
z bakteriofaga Ph2119 infekujacego termofilng bakterie Thermus scotoductus MAT2119
o masie 17,56 kDa. Jest ona zdolna do degradacji peptydoglikanu bakterii gldéwnie z rodzaju
Thermus, ale tez w niewielkim stopniu E. coli (34%) oraz Serratia marcescens (28%)°. Znane
s tez przyktady endolizyn pochodzacych z bakteriofagéw infekujacych bakterie o budowie
modulowej. Endolizyna gpl5 pochodzaca z bakteriofaga AP3 infekujacego Burkholderia
cenocepacia, zbudowana jest z domeny wigzacej peptydoglikan zlokalizowanej na N-koncu

biatka oraz z domeny katalitycznej na jego C-koncu®’.

A D
T

N EAD c N EAD EAD CBD c
~ @@

B E
T

N EAD Cc N EAD CBD EAD c
.~ @

C

N CBD EAD Cc

Ryec. 3. Przedstawienie najczes$ciej spotykanych konfiguracji domenowej endolizyn. A — budowa globularna;
B — budowa modutowa z domeng aktywna enzymatycznie (EAD) na N-koncu i domena wiazaca peptydoglikan
(CBD) na C-koncu; C —budowa modutowa z CBD na N-konicu i EAD na C-koncu biatka; D — budowa modutowa

z dwoma domenami EAD 1 pojedyncza domeng CBD na C-koncu biatka; E — budowa modulowa z dwiema
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domenami EAD po obu koficach biatka rozdzielonych domena CBD. Czarne kreski pomiedzy domenami
reprezentuja linkery laczace ze soba domeny.

Endolizyny fagowe majace powinowactwo do bakterii Gram-dodatnich majg z kolei
w wickszosci budowe modutowa. Dwie lub wigcej domen sg ze sobg potaczone za pomoca
linkera. Wickszo$¢ z nich charakteryzuje sic masa miedzy 25-40 kDa®. Przyktadem takiej
endolizyny moze by¢ LysGH15 pochodzaca z bakteriofaga GHI15 infekujacego S. aureus.
Zbudowana jest ona z trzech domen: dwoch Kkatalitycznych (amidazy typu 2
1 cysteino/histydyno zaleznej aminohydrolazy/peptydazy - CHAP) oraz jednej domeny
wigzacej peptydoglikan (bakteryjny homolog Src 3 - SH3b)®®. Warto wspomnieé o nietypowej
endolizynie PlyC, pochodzacej z bakteriofaga C1 infekujacego Streptococcus pyogenes. Ma
ona mas¢ 114 kDa 1 jest produktem dwdch gendéw zlokalizowanych w obrebie jednego operonu.
Endolizyna zbudowana jest z 8 podjednostek PlyCB, ktére tworza domen¢ wigzaca
peptydoglikan oraz jednej podjednostki PlyCA, sktadajacej si¢ z dwdch domen katalitycznych
(CHAP i hydrolazy glikozydowej - GyH)®*™,

Wyjasnieniem, dlaczego endolizyny rozpoznajace peptydoglikan bakterii Gram-dodatnich
posiadaja budow¢ modulowsa, a te rozpoznajace peptydoglikan bakterii Gram-ujemnych
w wigkszo$ci jednak globularng, moze by¢ réznica w budowie $ciany komodrkowej tych
bakterii. W przeciwienstwie do bakterii Gram-ujemnych, bakterie Gram-dodatnie nie s3
dodatkowo ostoniete btong zewnetrzng. W zwigzku z tym, jesli endolizyny nie posiadatyby
dodatkowej domeny wigzacej peptydoglikan mogtyby zosta¢ przedwcze$nie uwolnione, co
prowadziloby do lizy sasiadujacych komorek bakteryjnych. Zjawisko to, z perspektywy

namnazania sie bakteriofaga, bytoby niekorzystne’!.

Endolizyny r6znig si¢ pomigdzy sobg miejscem dziatania (Ryc. 4.) i mozna je podzieli¢ na

4 klasy:

e amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowe;
e endopeptydazy;
e glikozydazy;

o N-acetylo-p-glukozaminidazy;

o N-acetylomuramidazy;

e transglikozylazy lityczne.
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MurNAc — GlcNAc — MurNAc

L-ALA 3 9 Amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowe
- 2
1]
D-Glu B 9® Endopeptydazy
i a § _
L-Orn—Gly = Gly ; .
| | 8 #® N-acetylo-B-glukozaminidazy
D-Ala D-Ala £
I I £ ® N l id
Gl -acetylomuramidazy
D-Ala IV L
Gly
)

Transglikozylazy lityczne
1

D [ )
MurNAc — GlcNAc — MurNAc

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy gléwna podjednostke peptydoglikanu wystepujacego u Thermus
thermophilus HB8 z zaznaczonymi miejscami oddzialywania endolizyn fagowych. MurNAc — kwas
N-acetylomuraminowy; GlcNAc — N-acetyloglukozamina. Wyrdznione s3 4 klasy enzymoéw, jakie wystepuja
u endolizyn z czego glikozydazy zostaty podzielone ze wzgledu na miejsce oddziatywania z peptydoglikanem.

Z wylaczeniem tranzglikozydaz litycznych, enzymy te mozna zaliczy¢ do wspolnej grupy
hydrolaz peptydoglikanu. Amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowe tng wigzanie amidowe
pomiedzy kwasem N-acetylomuraminowym a pierwszym aa w peptydzie. Sa one najczgsciej
identyfikowana domeng wsrod endolizyn. Endopeptydazy z kolei tng wigzanie peptydowe
pomiedzy dwoma aa w peptydzie macierzystym badz mostku poprzecznym. Pierwszy typ
glikozydaz, czyli N-acetylo-B-glukozaminidazy hydrolizujg wigzania N-acetyloglukozamylo-
B-1,4-N-acetylomuraminowe, w miejscu, gdzie N-acetyloglukozamina znajduje si¢ na
redukujgcym koncu tancucha peptydoglikanu. Z kolei drugi typ, czyli N-acetylomuramidazy
tng  wigzania  N-acetylomuramylo-$-1,4-N-acetyloglukozaminowe = pomigdzy  N-
acetyloglukozaming za kwasem N-acetylomuraminowym. Podobnie jak ostatni enzym dziata
transglikozylaza lityczna z tym, Ze nie jest to enzym hydrolityczny, a konhcowe produkty reakcji
roznig sie od siebie®.

1.4 Autolizyny

Komoérka bakteryjna podlega nieustannemu wzrostowi, morfogenezie 1 podzialom.
Peptydoglikan obecny w komorce jest syntetyzowany jako jedna, duza czasteczka tworzaca
rodzaj worka (ang. sacculus), ktory, by umozliwi¢ zaj$cie wymienionych proceséw, musi
ulega¢ modyfikacjom. W tym celu bakterie produkuja wlasne autolityczne enzymy zwane
autolizynami. Budowa autolizyn jest podobna do endolizyn. Tak jak one moga mie¢ budowg
globularng lub modutowa (Ryc. 3.). Gtowne klasy enzymow sg identyczne jak
u endolizyn (Ryc. 4.), ale w przypadku autolizyn mozna doda¢ jeszcze karboksypeptydazy,
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ktore  przecinaja ~ wigzanie  peptydowe  pomigdzy dwoma  koncowymi  aa

w peptydzie macierzystym’?.

Autolizyny to endogenne enzymy lityczne, ktore rozkladaja peptydoglikan, dlatego ich
aktywnos$¢ musi by¢ Scisle kontrolowana. Proces ten jest kluczowy dla poprawnego rozwoju
1 przezycia bakterii. W przypadku bakterii Gram-dodatnich gléwnym czynnikiem regulacyjnym
sg kwasy tejchojowe, ktore przytaczone do peptydoglikanu kontroluja aktywnoéé autolizyn’.

W regulacji aktywnosci tych enzymdéw mozna wyrdzni¢ kilka mechanizméw, m. in.:

e Regulatory biatkowe: np. DipM (czynnik stymulujacy podziat komorki
Caulobacter crescentus), zdolny jest do regulacji wielu klas autolizyn (amidaz,
transglikozylaz i karboksypeptydaz). Doktadny mechanizm aktywacji autolizyn
nie jest jeszcze poznany. Przypuszcza si¢ jednak, ze w obu klasach, gdy tworzy
si¢ kompleks DipM-autolizyna, to dochodzi do interakcji mi¢dzy rowkiem
biatka DipM a kilkoma regionami autolizyny wywolujac zmiang
konformacyjng, ktéra zwigksza zdolno$¢ wigzania i/lub hydrolizy
peptydoglikanu’.

e Modyfikacje strukturalne peptydoglikanu: wigzania poprzeczne LD, jakie
wystepuja w peptydoglikanie maja dzialanie inhibitorowe dla transglikozylaz
litycznych?®.

e Systemy dwusktadnikowe, np. LytSR obecny migdzy innymi u S. aureus, czy
Staphylococcus  lugdunensis, odpowiadaja za adaptacje, przetrwanie
1 zjadliwo$¢ bakterii. LytSR reguluje miedzy innymi autoliz¢ u S. aureus
RN42207>7.

e (Czynniki sigma w reakcji na stres moga regulowa¢ transkrypcje gendéw

kodujacych autolizyny’”.

Jednym z lepiej przebadanych systemow regulujacych autolizyny jest NIpl-Prc
w E. coli. Proteaza Prc odpowiada za degradacj¢ endopeptydaz MepS i MepH. Adaptorowa
lipoproteina Nlpl odbiera sygnal pochodzacy z reszt fosfolipidowych obecnych w blonie
zewngtrznej oznaczajacy zapotrzebowanie na ekspansje peptydoglikanu. To prowadzi do
przejsciowe] stabilizacji autolizyny MepS. Gdy takiego sygnatu brak, to biatko Nlpl po
utworzeniu homodimeru tworzy kompleks z dwiema czasteczkami proteazy Prc nadajac jej

specyficznos¢ wobec autolizyny MepS. Powstaly kompleks degraduje MepS (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Schemat regulacji autolizyny MepS przez system NlpI-Prc w E. coli. Aktywno$¢ endpeptydazy MepS
(kolor turkusowy) jest regulowana przez kompleks biatka adaptorowego Nlpl (kolor ciemno-niebieski) z proteaza
Prc (kolor jasno-niebieski). Podczas wzrostu peptydoglikanu (PGN) wysylany jest sygnal (linia przerywana)
pochodzacy z btony zewnetrznej (BZ), ktory reguluje aktywnos¢ proteolitycznag Nlpl-Prc, dzigki czemu autolizyna
MepS hydrolizuje wiazania PGN. W przypadku braku sygnalu powstaje kompleks Nlpl-Prc, ktéry degraduje
autolizyne MepS i zapobiega hydrolizie wigzan w PGN. BW — blona wewnetrzna [rycina pochodzi z publikacji
i zostata edytowana’?].

System reguluje w ten sposob MepS w zaleznosci od fazy wzrostu. W fazie logarytmicznej
MepS wystepuje w wysokim stezeniu, natomiast w fazie stacjonarnej ulega degradacji.
Stwierdzono tez, ze obfitos¢ wystgpowania MepS jest skorelowana z potrzeba wzrostu ostony
komorkowej.  Sugeruje to, ze Nlpl-Prc moze odbiera¢ sygnaly komoérkowe
i koordynowaé wzrost peptydoglikanu ze wzrostem komorki’2. Z powodu tej funkcji

regulacyjnej i zdolno$ci do lizy autolizyn czynniki regulatorowe moga by¢ potencjalnie brane

pod uwagg jako leki antybakteryjne.

Autolizyny pelnig takze istotng funkcje w patogenezie jako czynniki wirulencji. Takim

znanym czynnikiem u S. aureus jest autolizyna Atl, ktora odpowiada za:

e prezentacj¢ powierzchniowych bialek wirulencji,
e kontrole sekrecji toksyn,

e adhezje do komodrek gospodarza.

Autolizyny sg rozwazane jako potencjalne czynniki antybakteryjne, jednak ze wzgledu na
swoja wysoka specyficzno$¢ prawdopodobnie nie bgda one brane pod uwage w swojej
naturalnej formie. Natomiast mozna wykorzysta¢ pojedyncze domeny i taczy¢ je z innymi
biatkami, badZz peptydami antybakteryjnymi. Taka prébe podjeto z pigcioma rdéznymi
autolizynami S. aureus, gdzie potagczono ich domeny katalityczne (CHAP) z domeng wigzaca
$ciang komorkows lizostafiny (bakteriocyny produkowanej przez Staphylococcus simulans).

W przypadku jednego z wariantow biatek fuzyjnych, domeny CHAP autolizyny SsaALP
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potaczonej z domeng wigzaca lizostafiny, udato si¢ zaobserwowac 140-krotny wzrost
aktywnosci litycznej przeciw S. aureus w poréwnaniu do dzialania pojedynczej domeny

katalitycznej autolizyny SsaALP’®,
1.5 Przyklady badan klinicznych

Endolizyny wykazujg niski poziom cytotoksycznos$ci, dlatego upatruje si¢ w nich realng
szans¢ na zastosowanie w medycynie. Jak dotad badania kliniczne prowadzone s3
z wykorzystaniem S. aureus. Najbardziej obiecujacym przyktadem byla rekombinowana
endolizyna CF-301. Pochodzi ona z profaga Streptococcus suis, a zbudowana jest z domeny
katalitycznej CHAP i domeny wiazacej SH3b>’. W badaniach klinicznych sprawdzano
efektywno$¢ dzialania CF-301 w potaczeniu ze standardowg terapig antybakteryjng
w zakazeniach krwi, w tym w zapaleniu wsierdzia. Badania przeszty do trzeciej fazy badan
klinicznych (nr badan NCT04160468), jednak musiaty zosta¢ przerwane z powodu braku
poprawy odpowiedzi klinicznej w ciagu 14 dni. Wynik byl nieoczekiwany, poniewaz w drugiej
fazie po 14 dniach osiagnigto zatozony efekt. Sugeruje sig, ze heterogenicznos$¢ grupy oraz jej
mata liczebno$¢ moze tlumaczy¢ wystapienie nierownowagi w wielu sktadowych badan

zarébwno w 11 jak i w III fazie badan klinicznych?.

Innym przykiadem jest SAL-200 (N-Rephasin® SAL200), rekombinowana endolizyna
SAL-1, ktora pochodzi z bakteriofaga gronkowcowego SAP-1. Cala formuta leku sktada si¢ z:
SAL-1, 10 mM Ca*", 0,1 (w/v) poloksameru 188, 0,01 M L-histydyny o pH 6,0 i 5% (W/v)
sorbitolu. Jest to kolejny preparat do zwalczania S. aureus. Badania przeszty w drugg faze
testow klinicznych, ktora niestety zostala przerwana przez sponsora z powodow strategicznych
(nr badan: NCT03089697). W drugiej fazie grupa badanych pacjentéw liczyta 12 oséb,
a u dwoch z nich wystapity powazne dzialania niepozadane objawiajace si¢ zapaleniem ptuc
lub niewydolnoscig oddechowg. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w grupie kontrolnej u dwéch
z trzynastu osob takze wystapily silne dziatania niepozadane, czyli zaburzenia pracy serca

spowodowane wystgpieniem zakazenia oraz niewydolno$¢ oddechowa typu drugiego”’.

W 2024 r. rozpoczeta si¢ I faza badan klinicznych nad chimeryczng endolizyna
bakteriofagowg o nazwie HY-133 (nr badan NCT06290557). Ma to by¢ produkt stosowany jako

sprej do nosa przeciw S. aureus. W lipcu 2026 r. ma zakonczy¢ si¢ pierwsza czgs¢ badan.

Wciaz istnieje potrzeba poszukiwania lekéw antybakteryjnych. S. aureus to patogen, ktory
wymaga duzej uwagi 1 stanowi przyczyn¢ niepokojacego odsetka chordb bakteryjnych. Wcigz

jednak brakuje badan klinicznych endolizyn skierowanych przeciw wielu innym patogenom.
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WHO wskazuje, ze w przypadku badan nad Ilekami antybakteryjnymi sytuacja
epidemiologiczna bakterii Gram-ujemnych w poréwnaniu do Gram-dodatnich jest gorsza.
W pierwszej fazie klinicznej obserwuje si¢ coraz wigcej badan przeciw bakteriom Gram-
ujemnym, jednak sg to gtbwne modyfikacje istniejacych klas antybiotykow, aktywnych tylko

przeciw ograniczonej grupie opornych bakterii®’.
1.6 Istotne cechy lekow przeciwbakteryjnych

Lek, aby spetit swojg funkcje musi by¢ przede wszystkim skuteczny. Oznacza to, ze
oczekiwany efekt terapeutyczny powinien by¢ osiagnicty przy jak najnizszej dawce. Powinien
réwniez cechowac si¢ niskim ryzykiem wystapienia dziatan niepozadanych i nie wchodzi¢
w interakcje z innymi substancjami, np. z przyjmowanymi lekami. Forma leku tez powinna by¢
tatwa w aplikacji i dobrze tolerowana przez pacjenta oraz tatwo wchlanialna®'®*. Wedhg
zalecen WHO produkt leczniczy powinien by¢ przyjmowany mig¢dzy 1-4 razy dziennie,
a najlepiej 1-2 razy. Powinien wykazywaé niskie ryzyko wyksztalcenia opornosci przez
bakterie, a takze nie powodowac wystapienia opornosci krzyzowej. W przypadku dzieci podaje

si¢ jeszcze potrzebe okreslenia dawki wzgledem masy ciala, najlepiej dostosowang do wieku®*.

Koszty produkcji leku, czy dostawy do systemu opieki zdrowotnej powinny by¢ przystepne

dla kazdego i akceptowalne dla krajow o niskim i $rednim dochodzie®.

Poza tym lek powinien by¢ stabilny chemicznie, czy fizycznie przy przechowywaniu. Mowi
si¢ o stabilnosci cieplnej, 3-letnim okresie przechowywania na pétce w warunkach tropikalnych
(30°C) i wilgotnych (okolo 65% wilgotnosci)®*. Te cechy sa czesto charakterystyczne dla
biatek, ktore pochodza z organizmoéw ekstremofilnych, takich jak halofile lub termofile.
Dlatego to wtasnie wsrdd organizmow ekstremofilnych mozna poszukiwa¢ enzymow, ktore

moga pozniej spetni¢ swoje terapeutyczne funkcje.
1.7 Znaczenie stabilnosci termicznej

Stabilnos¢ termiczna biatek wydaje si¢ atrakcyjna ze wzgledu na to, ze takie biatka sg czesto
bardziej oporne na proteolize, czy denaturacj¢ chemiczng od mezofilnych 1 psychrofilnych
enzymow®. Istnieje kilka powodow, dla ktorych stabilnoéé biatek w wysokich temperaturach

jest istotnym czynnikiem.

Po pierwsze mozna je zastosowa¢ w biotechnologii. Warto zaznaczy¢, ze bialka takie jak
polimerazy DNA czesto cechuja si¢ wysoka stabilnoscig termiczng, co przydatne jest chocby

w tancuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction - PCR). Przyktadem jest
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termostabilna polimeraza Taq z Thermus aquaticus, ktorej uzycie zrewolucjonizowato metode

PCRS®®,

Wysoka czysto$¢ preparatu biatkowego jest jedng z bardziej pozadanych cech niezbednych
do przeprowadzenia kolejnych analiz biatka. Przyktadowo, do krystalografii rentgenowskiej
potrzebna jest czystos¢ rzedu 90-95%. By efektywniej oczys$ci¢ termostabilne biatko, podczas
oczyszczania, po lizie bakterii, mozna doda¢ etap polegajacy na podgrzaniu mieszaniny biatek
w temperaturze okoto 70°C przez 20 minut w celu pozbycia si¢ termolabilnych biatek
gospodarza. Usprawnia to oczyszczanie bialek poprzez otrzymanie ostatecznie czystszego

preparatu niz w przypadku pominigcia tego kroku®’.

Mozna je zastosowaé takze w przemysle spozywczym, nie tylko do ochrony zywnosci, ale
takze przy jej przetwarzaniu. Za przykltad moga postuzy¢ glukoamylazy do rozktadania
dekstryny na cukry podstawowe, czy produkcji sake, albo nawet przy wypieku chleba, by
poprawi¢ kolor skorki i jako$¢ wypiekow o wysokiej zawartosci btonnika. Enzymy te izoluje
si¢ z organizmow termofilnych. Na przyktad Thermoplasma acidophilum, Picrophilus torridus
1 Picrophilus oshimae produkuja glukoamylazy, ktére sg stabilne w ekstremalnie wysokiej
temperaturze 1 kwasnym pH. Maksymalna aktywno$¢ tych enzymow jest osiagana w 90°C 1 pH

2,0.58

Czas poéttrwania biatek we krwi powinien by¢ na tyle dlugi, by efektywnie zadziataly, co
czesto bywa problemem. Jednak sg przestanki, ktore mowia o tym, ze bardziej stabilne
termicznie biatka wykazuja dtuzszy czas potrwania we krwi ludzkiej. Na przyktad biatko Cas9
ze Streptococcus pyogenes (SpyCas9), aktywne w temperaturze do 45°C, bylo biatkiem
o szerokim zastosowaniu. W systemie CRISPR-Cas9, jako potencjalnej metody leczenia chorob
genetycznych jednym z wyzwan jest to, ze bialko Cas9 musi by¢ na tyle stabilne, by przetrwac
warunki wystepujace we krwi lub okreslonej tkance. Krotki okres pottrwania biatka skutkuje
stabszg skutecznoscig edycji, a bardziej stabilny konstrukt moglby temu zaradzi¢. Znaleziono
biatko Cas9 z bakterii termofilnej Geobacillus stearothermophilus (GeoCas9), ktore jest
aktywne nawet w 70°C. Biatko to okazato si¢ skuteczne w przypadku edycji genomoéw ssakow
1 ma dhuzszy czas péitrwania w osoczu niz jego mezofilny odpowiednik. W badaniu poréwnano
dziatanie obu biatek w roznych stezeniach ludzkiego osocza w 37°C przez 8 godzin. Aktywnos¢
biatka SpyCas9 zostata catkowicie zniesiona niezaleznie od stezenia osocza w przeciwienstwie

do GeoCas9, ktore zachowato znaczng cze$¢ swojej aktywnosci®.
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Istniejg tez badania, ktére zaprzeczajg jakoby stabilno$¢ termiczna miata mie¢ zwigzek ze
zwigkszonym czasem pottrwania biatka w komodrkach. Sprawdzono to w przypadku biatek
lizosomalnych. W badaniu stworzono wariant, ktéry wykazywat wyzsza temperaturg topnienia
0 8,8°C, jednak po sprawdzaniu, czasu péitrwania wariantu i biatka dzikiego nie roznity si¢ od
siebie. Badania te byly poparte szerokimi badaniami proteomicznymi. Wykazano jednak
zalezno$¢, ze bialka lizosomalne majace wyzsza temperatur¢ topnienia maja tez krotszy okres

péttrwania w poréwnaniu z biatkami innych organelli®.

W przypadku endolizyn jednym z gléwnych ograniczen zastosowania terapeutycznego jest
ich krotki okres pottrwania w surowicy. Glownym powodem jest wydalanie przez nerki, czy
degradacja lizosomalna. Ostatnie doniesienia odno$nie SAL200 moéwia o tym, ze okres

pottrwania w ludzkiej krwi wynosi od 0,04 do 0,38 godziny®!:*?

, W przeciwienstwie do matp
gdzie czas ten wynosi od 0,3 do 9,7 godzin®. Jak dotad probowano na przyktad tgczy¢
endolizyne z domeng wiaZzaca albumine, by zwiekszy¢ jej okres pottrwania w surowicy’!. Nie
odnotowano jednak dotad badan, ktore pokazywalyby, czy termicznie stabilne endolizyny

cechujg si¢ dtuzszym czasem pottrwania we krwi.

Badania nad stabilnoscig termiczng moga przynies¢ wiele pozytywnych konsekwencji.
Poczawszy od zastosowania ich jako enzymy stosowane w przemysle spozywczym
w procesach wymagajacych wysokiej temperatury, jak pieczenie, przechodzac do efektywnego
oczyszczania preparatow, wykorzystania ich w metodach biologii molekularnej, po stabilno$¢

ogolem 1 opornosci na proteolize.
1.8 Elementy istotne w stabilnosci termicznej bialek

Mowigc o stabilnych termicznie biatkach nalezy wspomnie¢ o ich cechach, ktére na te
stabilno$¢ wptywaja. Na Ryc. 6 schematycznie przedstawione sg elementy, ktore uwaza si¢ za

istotne w kontekscie stabilno$ci termicznej biatek.
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Ryec. 6. Schemat przedstawiajacy czynniki wplywajace na stabilnos$¢ termiczna bialek.

Rozpatrujac struktury przestrzenne biatek termofilnych, mozna zauwazy¢, ze sg one
bardziej zwarte, krotsze i z ograniczong dynamikg konformacyjng niz biatka mezofilne®.
Biatka termofilne na rzecz aktywno$ci nadal musza zachowa¢ pewng dynamike strukturalna.
W badaniu, gdzie poréwnywano ze soba dwa ortologi RNazy H, pochodzenia termofilnego
(z Thermus thermophilus 1 mezofilnego z Escherichia coli), zidentyfikowano piec
konserwowanych regionéw o podwyzszonej lokalnej dynamice konformacyjnej, co wyraznie
wskazuje na ich znaczenie katalityczne. Jednak poréwnujac dynamike konformacyjna
szkieletow obu biatek w tej samej temperaturze, to bialko stabilne termicznie przejawiato

mniejsza ruchliwos$¢ konformacyjna®.

Obecnos$¢ wigzan disulfidowych tworzonych przez pary cystein, takze moze wptywac
korzystnie na stabilno$¢ termiczng poprzez zmniejszenie entropii. Usunigcie wigzania
disulfidowego w biatku PaCS tworzonego przez reszty Cys19 — Cys394 wywotato obnizenie

Tm z 84°C do 73,5°C*.

Hydrofobowy rdzefi termofilnych biatek zapewnia ich lepsze upakowanie.
W hydrofobowych regionach biatek szczeg6lnie zwraca si¢ uwage na obecnos¢ izoleucyny (Ile,

I) 1 waliny (Val, V), ktorych jest wigcej u biatek termofilnych, natomiast leucyna (Leu, L) nie
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jest juz tak preferowana 1 wystepuje w mniejszej ilosci. Jest tak prawdopodobnie przez fakt, ze
atomy wegla w tancuchu bocznym Ile moga wystepowaé we wszystkich trzech stanach
rotametrycznych y w przeciwienstwie do Leu, gdzie moga wystepowa¢ tylko dwa’®. Daje to
mozliwos$¢ ciasniejszego upakowania tancuchow bocznych, ktore sa w tych aa rozgalezione.

Walina z kolei jest mniejsza 1 jej ograniczona ruchliwo$¢ poprawia pakowanie rdzenia.

Prolina, ktora takze jest aminokwasem niepolarnym wystepuje czgsciej w biatkach
termofilnych niz mezofilnych. Ma ona struktur¢ o bardzo ograniczonej ruchliwosci
konformacyjnej i czesto wystepuje na p¢tlach, stabilizujac je. Moze ona oddziatywac z resztami
hydrofobowymi znajdujacymi si¢ na powierzchni biatka, co pomaga zapobiegac rozfatldowaniu

w wyzszej temperaturze®’.

W przypadku pozostatych niepolarnych aminokwasow zwykle wskazuje si¢, ze metioniny
(Met, M) jest mniej prawdopodobnie przez wrazliwo$¢ tej reszty na oksydacje, a glicyny (Gly,

G) i alaniny (Ala, A) ze wzgledu na oddziatywania o krotkim zasiegu®®?’.

Interakcje aromatyczne zachodzace pomiedzy aa aromatycznymi (w — m), jak tryptofan
(Trp), tyrozyna (Tyr), fenyloalanina (Phe), czy histydyna (His) a takze kation — m, ktore
zachodza pomiedzy pierScieniem aromatycznym aa, a lancuchem bocznym dodatnio
naladowanych reszt, to bardzo silne oddzialywania, ktorych w termofilnych biatkach jest
zdecydowanie wiecej niz w mezofilnych. Na przyktad alfa-amylaza Pyrococcus furiosus

zawiera 5% wiecej reszt aromatycznych, niz jej homolog z Bacillus licheniformis®>.

Obecno$¢ jonéw metali takze znaczaco wptywa na stabilno$¢ termiczng bialek. Podczas
badan nad dwunuklearnym centrum miedziowym podjednostki II oksydazy cytochromu
C z Thermus thermophilus (TtCua) zbadano, ze holoenzym byt bardziej stabilny od apoenzymu
(brak wigzania jonu)’®. Wiele innych badan takze wskazuje na korelacje miedzy wigzaniem

jonow metali a stabilno$cig termiczng”® 1%,

Mostki solne takze wykazuja role stabilizujgcg w biatkach. Sg to elektrostatyczne interakcje
pomiedzy aminokwasami dodatnio natadowanymi (arginina (Arg), lizyna (Liz), histydyna (His,
w pH < 6)) 1 naladowanymi ujemnie (kwas asparaginowy (Asp), kwas glutaminowy (Glu)).
Mostki solne, ktore schowane sg w wewnetrznej czesci biatka moga odgrywaé funkcjonalna,
albo strukturalng role. W przypadku biatek termofilnych obserwuje si¢ wiecej mostkéw solnych
na ich powierzchni niz ma to miejsce w przypadku mezofilnych, czy psychrofilnych biatek. Co
wiecej nie sama ilo$¢ ma znaczenie, a sie¢, w jakg mostki sg zorganizowane'*"'2, Przyktadem

moze by¢ aqualizyna 1 (AQUI), ktora jest proteaza serynowg typu subtilizynowego (podobna
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do subtilaz, ktore na podstawie homologii sekwencji klasyfikuje si¢ do grupy proteaz typu
proteinazy K) z Thermus aquaticus. Mutacja R43 1 D21 wptyneta na stabilno$¢ termiczng biatka
zaburzajac sie¢ mostkow solnych tworzonych przez R43 — D212 — R47 — E48 powodujac
obnizenie Tm 0 okoto 2-3°C. Z kolei w wariancie D17N, ktéry naruszyt wezet sieci mostkow
solnych taczacy N-koncowe i C-koncowe regiony biatka, temperatura Tm spadta o ~9°C.
Natomiast wprowadzane zmiany w innych, pojedynczych parach mostkoéw solnych nie miaty

wplywu na stabilno$¢ termiczng biatka'!.

Pomiedzy biatkami mezofilnymi 1 termofilnymi wystepuja roznice w czestosci
wystepowania niektérych aminokwasoéw. Wskazuje sie, ze szczegélnie aa aromatyczne
1 hydrofobowe wystepuja czesciej u bialek termofilnych. Sa to lizyna, arginina, tyrozyna, czy
tryptofan, ale takze prolina, czy izoleucyna. Aa, ktorych zwykle jest mniej w biatkach

termofilnych, to leucyna, treonina, glutamina, asparagina, seryna, cysteina i metionina®®®’.

1.9 Organizmy termofilne Zrédlem enzymow

Termofile naleza do ekstremofilnych organizmdw, ktore musza przetrwac¢ w niekorzystnych
warunkach §rodowiskowych, takich jak wysoka temperatura, wysokie ci$nienie, rézne wartosci
pH 1 zasolenie. Enzymy w takim organizmie réwniez muszg sprosta¢ niesprzyjajacym
warunkom, co objawia si¢ opornos$cig na denaturacje, czy proteolizg. Te wlasciwosci czynig je
bardzo uzytecznymi nie tylko w procesach, ktore wymagaja wysokiej temperatury, jak PCR,
ale takze w przypadku zjawiska stabilnosci lekow. Przyktadem moga by¢ szczepionki, ktore
trzeba przechowywac w lodowece, a czasem w zamrazarce (-20°C lub -80°C). Istnieje globalna

potrzeba, by byly one stabilne w temperaturach 16-45°C'%

. Dotyczy to takze lekow
przeciwbakteryjnych, lekéw stosowanych na rany, czy dla wygody uzytkowania, np.
w przypadku insuliny dla cukrzykow. Poza lekami, w rolnictwie, przemysle spozywczym, czy
wtokienniczym to termostabilne enzymy moga by¢ potencjalnymi, stabilnymi w wyzszych

temperaturach, $rodkami biodegradujacymi®s.

Takich organizméw mozna szuka¢ w kominach hydrotermalnych, goracych Zzrodtach,
kwasnych zrodtach geotermalnych, czy na polach solfatarycznych!'®. Do odkrycia enzyméow
termofilnych kodowanych w genomach ekstremofili w duzym stopniu przyczyniajg si¢ rowniez

badania metagenomowe®.
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1.10 Endolizyna Ts2631

Obiektem podjetych badan jest endolizyna Ts2631 (Ryc. 6). Biatko to cechuje temperatura
topnienia wynoszaca 99,82°C. Pochodzi z bakteriofaga vB Tsc2631 wyizolowanego
z gorgcych zrodet usytulowanych w rejonie Hveragerdi potudniowej czgsci Islandii.
Bakteriofag ten infekuje Gram-ujemne bakterie Thermus scotoductus. Endolizyna Ts2631 to
mate globularne biatko o dtugosci 156 aa i masie molekularnej 18,07 kDa. Nalezy do rodziny
amidaz N-acetylomuramylo-L-alaninowych (EC 3.5.1.28) i jest to amidaza typu 2 (PFAM:
PF01510). Endolizyna Ts2631 zawiera domen¢ charakterystyczng dla biatek eukariotycznych
rozpoznajacych peptydoglikan (ang. Peptidoglycan Recognition Protein, PGRP)!%. Endolizyna
Ts2631 jest podobna m. in. do ludzkiego PGRP-IB (PDB: 2EAX!%). Domena PGRP w biatku
Ts2631 znajduje sie pomiedzy 23 a 143 aa. W miejscu aktywnym znajduje sie jon Zn?"
koordynowany bezposrednio przez trzy reszty aa H30, H131 1 C139, oraz czwarta Y58,
posrednio poprzez czasteczke wody. Taki motyw wigzania jonéw Zn?>" jest charakterystyczny
réwniez dla PGRP, czy lizozymu T7. W badaniach nad endolizyng Ts2631 zaobserwowano, ze
reszty koordynujace ten jon musza mie¢ znaczenie w stabilno$ci termicznej, poniewaz ich
warianty substytucyjne (H30N, H131N 1 C139S) tworzyly agregaty juz w temperaturze > 75°C,
podczas gdy biatko typu dzikiego bylo w formie rozpuszczalnej nawet w temperaturze

100°C'%,

MRILEPWNRWYRQKRAYRVR

Ryec. 7. Struktura przestrzenna endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG). Klamra zaznaczono dodatnio natadowany
fragment bialka, ktéry miedzy innymi bierze udzial w wigzaniu peptydoglikanu. N — N-koniec biatka, C — C-
koniec biatka. Na szaro zaznaczony jest jon Zn?*. Kolorem czerwonym zaznaczono dodatnio natadowane reszty

aminokwasowe: argining (R) i lizyng (K).
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W swojej budowie endolizyna Ts2631 odznacza si¢ N-koncowym dodatnio naladowanym
wydluzeniem, dzieki ktéremu moze przedostac si¢ przez blong zewnetrzng Gram-ujemnej
komorki do warstwy PGN. Wiadomo, ze N-koncowy region endolizyny Ts2631 bierze udziat
w wigzaniu PGN. W wigzanie to zaangazowane sa takze 2 aa: Y60 1 K70 oraz reszty potozone
w tzw. rowku wigzacym substrat (PGN), jednak caly mechanizm wigzania nie jest doktadnie

zbadany.

Ryc. 8. Regiony endolizyny Ts2631 odpowiadajgca za wigzanie z peptydoglikanem (PGN). Na r6zowo
zaznaczone sg N-koncowe wydtuzenie, reszty Y60 i K70. Po prawej stronie widac przednia czgs$¢ rowka wigzacego

PGN z zaznaczonymi resztami, ktore wigza fragment PGN oznaczony kolorem zielonym [rycina wzorowana na

publikacji zostata zmodyfikowana'?"].

Endolizyna Ts2631 jest aktywna nie tylko wobec bakterii z rodzaju Thermus, ale takze
lizuje mezofilne bakterie Gram-ujemne, w tym Acinetobacter baumannii oporny na
karbapenemy, patogen z grupy ESKAPE. Mechanizm termostabilno$ci endolizyny Ts2631 jest

stabo poznany, dlatego w niniejszej pracy skupiono si¢ na rozwini¢ciu tej wiedzy.
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2.

Cel pracy

Glownym celem niniejszej pracy byla analiza mechanizmu stabilno$ci termicznej

endolizyny Ts2631 bakteriofaga vB Tsc2631 infekujacego komorki Thermus scotoductus.

Cele szczegotowe, jakie wyznaczono to:

1.

Analiza sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631 pod katem identyfikacji
determinant termostabilnosci.
Analiza wariantow substytucyjnych endolizyny Ts2631, w tym badanie ich

funkcjonalno$ci oraz temperatury topnienia.

. Poszukiwania strukturalnych homologéow endolizyny Ts2631 o pochodzeniu

mezofilnym.
Oczyszczanie i charakterystyka funkcjonalna strukturalnych homologow endolizyny

Ts2631.

. Uzyskanie 1 analiza wariantdéw substytucyjnych biatek mezofilnych bedacych

homologami endolizyny Ts2631 pod katem ich stabilno$ci termicznej w celu uzyskania
bardziej stabilnego termicznie biatka mezofilnego z zachowaniem jego niezmienione;j

funkcji lityczne;j.
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3. Materialy
3.1 Szczepy bakteryjne

Szczepy bakteryjne wykorzystane w tej pracy znajduja si¢ w Tab. 1.

Tab. 1. Lista szczepow bakterii wykorzystanych w pracy.

Lp. Nazwa szczepu Zrédlo
1. Acinetobacter baumannii KPD 735 Kolekcja Plazmidow i Drobnoustrojow | KPD,
Katedra Mikrobiologii (KM), Polska

2. Bacillus megaterium ATCC 14581 American Type Culture Collection (ATCC), USA

3. Bacillus subtilis DSM 23778 Leibniz Institute DSMZ, Niemcy

4. Citrobacter braakii KPD 218 KPD, KM, Polska

5. Clostridium felsineum DSM 794 Leibniz Institute DSMZ, Niemcy

6. Clostridium beijerinckii DSM 791 Leibniz Institute DSMZ, Niemcy

7. Clostridium sporogenes DSM 767 Leibniz Institute DSMZ, Niemcy

8. Escherichia coli BL21(DE3) KM, UG, Polska

9. Escherichia coli BL21(DE3[pRARE] KM, UG, Polska

10. Escherichia coli C41(DE3) KM, UG, Polska

11. Escherichia coli C43(DE3) KM, UG, Polska

12. Escherichia coli DH5a KM, UG, Polska

13. Escherichia coli MG1655 KM, UG, Polska

14. Klebsiella pneumoniae KPD 298 KPD, KM, Polska

15. Listeria monocytogenes KPD 1328 KPD, KM, Polska

16. Nocardia brasiliensis DSM 43758 Leibniz Institute DSMZ, Niemcy

17. Pseudomonas aeruginosa KPD 430 KPD, KM, Polska

18. Pseudomonas aeruginosa PAO1 KM, UG, Polska

19. Salmonella enterica serowar Panama KM, UG, Polska

20. Staphylococcus aureus ATCC 25923 ATCC, USA

21. Staphylococcus aureus KPD 425 (MRSA) KPD, KM, Polska

22. Thermus thermophilus HB§ DSM 579 Leibniz Institute DSMZ, Niemcy
3.2 Plazmidy

pET-15b, pRARE

3.3 Sekwencje nukleotydowe bialek, ktorych synteza zostala zamowiona w firmie

BioCat GmbH (Heidelberg, Germany).
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Tab. 2. Sekwencje nukleotydowe bialek analizowanych w niniejszej pracy. Na zielono

zaznaczono

pochodzaca z wektora.

sekwencj¢ nukleotydowa znacznika histydynowego oraz sekwencje

L. p.

Nazwa bialka

Sekwencja nukleotydowa genu bialka

1.

Kllgp3.5 WT

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG
CCATATGGCCAAAGTGCAGTTTACCAAACGTCAAGAAACCAGCC
AGATTTTTGTTCATTGTAGCGCAACCAAAGCCAATATGGATGTTG
GTGTTCGTGAAATTCGTCAGTGGCATAAAGAACAAGGTTGGCTG
GATGTGGGTTATCATTTTATCATTCGTCGTGATGGCACCGTTGAA
GCAGGTCGTGATCAGGATGCAGTTGGTAGCCATGTTAAAGGTTAT
AATAGCACCAGCGTTGGTGTTTGTCTGGTTGGTGGTATTGATGCA
AAAGGTAATCCGGAAGCAAATTTTACACCGCAGCAGATGAGCGC
ACTGAATGGTCTGCTGCATGAACTGCGTGGCACCTATCCGAAAG
CAGTTATTATGGCACATCACGATGTTGCACCGAAAGCATGTCCGT
CATTTGATCTGCAGCGTTGGGTTAAAACCGGTGAACTGGTTACC
AGCGATCGTGGT

2.

Kl1lgp3.5 NOIW_M10
1W_QI137W

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG
CCATATGGCCAAAGTGCAGTTTACCAAACGTCAAGAAACCAGCC
AGATTTTTGTTCATTGTAGCGCAACCAAAGCCAATATGGATGTTG
GTGTTCGTGAAATTCGTCAGTGGCATAAAGAACAAGGTTGGCTG
GATGTGGGTTATCATTTTATCATTCGTCGTGATGGCACCGTTGAA
GCAGGTCGTGATCAGGATGCAGTTGGTAGCCATGTTAAAGGTTAT
AATAGCACCAGCGTTGGTGTTTGTCTGGTTGGTGGTATTGATGCA
AAAGGTTGGCCGGAAGCAAATTTTACACCGCAGCAGTGGAGCG
CACTGAATGGTCTGCTGCATGAACTGCGTGGCACCTATCCGAAA
GCAGTTATTATGGCACATCACGATGTTGCACCGAAAGCATGTCCG
TCATTTGATCTGTGGCGTTGGGTTAAAACCGGTGAACTGGTTACC
AGCGATCGTGGT

3.

Kllgp3.5 F96W _L136
w

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG
CCATATGGCCAAAGTGCAGTTTACCAAACGTCAAGAAACCAGCC
AGATTTTTGTTCATTGTAGCGCAACCAAAGCCAATATGGATGTTG
GTGTTCGTGAAATTCGTCAGTGGCATAAAGAACAAGGTTGGCTG
GATGTGGGTTATCATTTTATCATTCGTCGTGATGGCACCGTTGAA
GCAGGTCGTGATCAGGATGCAGTTGGTAGCCATGTTAAAGGTTAT
AATAGCACCAGCGTTGGTGTTTGTCTGGTTGGTGGTATTGATGCA
AAAGGTAATCCGGAAGCAAATTGGACACCGCAGCAGATGAGCG
CACTGAATGGTCTGCTGCATGAACTGCGTGGCACCTATCCGAAA
GCAGTTATTATGGCACATCACGATGTTGCACCGAAAGCATGTCCG
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TCATTTGATTGGCAGCGTTGGGTTAAAACCGGTGAACTGGTTAC
CAGCGATCGTGGT

LytO

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG
CCATATGCAGGCAAAACTGACCAAAAACGAATTTATCGAATGGC
TGAAAACCAGCGAAGGCAAACAGTTTAATGTTGATCTGTGGTAT
GGCTTCCAGTGCTTTGATTATGCAAATGCAGGTTGGAAAGTTCTG
TTTGGTCTGCTGCTGAAAGGTCTGGGTGCAAAAGATATTCCGTTT
GCCAATAACTTTGATGGTCTGGCAACCGTGTATCAGAATACACCG
GATTTTCTGGCACAGCCTGGTGATATGGTTGTTTTTGGTAGCAAT
TATGGTGCCGGTTATGGTCATGTTGCATGGGTTATTGAAGCAACC
CTGGATTATATCATCGTGTATGAACAGAATTGGTTAGGTGGTGGT
TGGACCGATGGTATTGAACAGCCAGGTTGGGGTTGGGAAAAAGT
TACCCGTCGTCAGCATGCATATGACTTTCCGATGTGGTTTATTCGT
CCGAACTTTAAAAGCGAAACCGCACCGCGTAGCGTTCAGAGCC
CGACACAGGCACCGAAGAAAGAAACCGCAAAACCGCAGCCGA
AAGCAGTTGAACTGAAAATCATTAAAGATGTGGTGAAAGGCTAT
GATCTGCCGAAACGTGGTAGTAATCCGAAAGGTATTGTGATTCAT
AATGACGCAGGTAGCAAAGGTGCAACAGCCGAAGCATATCGTAA
TGGTCTGGTTAATGCACCGCTGAGCCGTCTGGAAGCAGGTATTG
CACATAGTTATGTTAGCGGTAATACCGTTTGGCAGGCACTGGATG
AAAGTCAGGTTGGTTGGCATACCGCAAATCAGATTGGCAACAAA
TACTATTATGGCATCGAAGTTTGTCAGAGCATGGGTGCAGATAAT
GCAACCTTTCTGAAAAATGAACAGGCCACCTTTCAAGAATGTGC
ACGTCTGCTGAAAAAGTGGGGTCTGCCTGCAAATCGTAATACCA
TTCGTCTGCATAATGAATTTACCAGCACCAGCTGTCCGCATCGTA
GCAGCGTTCTGCATACCGGTTTTGATCCGGTTACACGTGGCCTGC
TGCCGGAAGATAAACGCCTGCAGCTGAAAGATTATTTCATTAAGC
AGATCCGTGCCTACATGGATGGTAAAATTCCGGTTGCCACCGTTA
GCAATGAAAGCAGCGCAAGCAGCAATACCGTTAAACCGGTTGC
AAGCGCATGGAAACGTAACAAATATGGCACCTATTATATGGAAGA
AAGCGCACGTTTTACCAATGGTAATCAGCCGATTACAGTTCGTAA
AGTTGGTCCGTTTCTGAGCTGTCCGGTTGGTTATCAGTTTCAGCC
AGGTGGTTATTGCGATTATACCGAAGTTATGCTGCAGGATGGCCA
TGTTTGGGTGGGTTATACCTGGGAAGGTCAGCGTTATTATCTGCC
GATTCGTACCTGGAATGGTAGCGCACCGCCTAATCAGATTCTGGG
CGATCTGTGGGGTGAAATTAGC

5.

LytO domena amidazy

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG

CCATATGCAGCCTAAAGCCGTTGAACTGAAAATTATTAAAGACGT
TGTGAAGGGTTACGATCTGCCGAAACGCGGTAGCAATCCGAAAG
GTATTGTGATTCATAATGATGCCGGTAGCAAAGGTGCAACCGCAG
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AAGCCTATCGCAATGGTCTGGTTAATGCCCCGCTGAGTCGTCTGG
AAGCCGGCATTGCCCATAGTTATGTGAGCGGCAATACCGTTTGGC
AGGCCCTGGATGAAAGTCAGGTTGGTTGGCATACCGCAAATCAG
ATTGGTAATAAATATTACTACGGCATTGAGGTTTGCCAGAGCATG
GGTGCAGATAATGCCACCTTTCTGAAAAATGAACAGGCCACCTT
TCAGGAATGTGCCCGTCTGCTGAAAAAATGGGGTCTGCCGGCCA
ATCGTAATACCATTCGTCTGCATAATGAATTTACCAGTACCAGCTG
TCCGCATCGTAGTAGTGTTCTGCATACCGGCTTTGATCCGGTGAC
CCGCGGTCTGCTGCCGGAAGATAAACGTCTGCAGCTGAAAGATT
ATTTTATTAAACAGATCCGCGCATATATGGATGGCAAAATTCCGGT
G

6.

LytO domena amidazy
QI15W_F179W

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG
CCATATGCAGCCTAAAGCCGTTGAACTGAAAATTATTAAAGACGT
TGTGAAGGGTTACGATCTGCCGAAACGCGGTAGCAATCCGAAAG
GTATTGTGATTCATAATGATGCCGGTAGCAAAGGTGCAACCGCAG
AAGCCTATCGCAATGGTCTGGTTAATGCCCCGCTGAGTCGTCTGG
AAGCCGGCATTGCCCATAGTTATGTGAGCGGCAATACCGTTTGGC
AGGCCCTGGATGAAAGTCAGGTTGGTTGGCATACCGCAAATCAG
ATTGGTAATAAATATTACTACGGCATTGAGGTTTGCCAGAGCATG
GGTGCAGATAATGCCACCTTTCTGAAAAATGAATGGGCCACCTTT
CAGGAATGCGCACGTCTGCTGAAAAAATGGGGCCTGCCGGCAA
ATCGCAATACCATTCGCCTGCATAATGAATTTACCAGCACCAGTT
GCCCGCATCGTAGCAGCGTTCTGCATACCGGCTTTGATCCGGTTA
CCCGCGGCCTGCTGCCGGAAGATAAACGCCTGCAGCTGAAAGAT
TATTGGATTAAACAGATTCGTGCCTATATGGATGGCAAAATTCCG
GTG

7.

LytA 27

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG
CCATATGGACGACAAAAACTATATTCTGGGCGTTATTGATAGTCC
GGTTGATCTGCGTGATTATGATTATAGCATGATTAGCAGCAGCAG
CGAGAAAATTGATATCCTGGAAGAATTCATCCTGGATTATGACTA
TCCGATTCTGTGTCAGGGTCAAGTTGGTAGCTGTGTTGCACATGC
ACTGAGCGAAATGAAAAGCTATATTGATGCAGTGAGCAGCAACG
ATATGTATAGCGTTGGTTTTATCTATGCCAACCGCCAAGAGAATG
ATTACAAAGGCACCGGTATGGTTACCCGTGAAGCACTGCGTAAT
CTGGTTAAATTTGGTGATTGTAAAAAGACGAGCTTTCCGGTGAAT
GAAGAATATCCGAGCATTGTTACCACGCTGGATAAATACAACAA
GAAAAAGCTGCTGGATGAAGCCGATGATCATAAAAGCCTGGCAT
ATATCTATCTGAGCACCGAAGATATCAAAGAATACCTGGTGAAAT
ACCAGAAACCGATTCTGCTGACCTGTTATGTGTATGATAACTTCT
ATGAAGCCAACACCAACAAAGGCATTATTCCGAACATTCCGAAT
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GGTAGCAAACAGGGTAGCCATGCAATGCTGTGTATTGGTTATAAA
GAAGGTAGCCTGATTCTGATTAATAGCTGGGGTGATTGGAATGGT
GATAAAGGCAAATATTATCTGGACATCGACAGCAACATCATCAAA
GAACTGTGGGTGCTTGAGGACATCAAAAATGTTAAAGTTCCGGA
AGTCGAAATCTACAAAGTTGGCTGGAACAAAAACGATAAAGGTT
GGTGGTATAGCGAAGATGGCAACACCTATTATGAAGAATGTTGG
AAGCAGATCAAAGAAAGCTGGTACTATTTTAACAACGAGGGCTA
TGCAATTGATGGCGATTGGATTCAGTACAAGAACAAATGGTATTA
CCTGGAAAGCGAAACCTGTGCAATGGTTGTTGATAAATGGATTT
CGTGGAAAGGTAAATGGTATCGCGTTGGTAATGATGGTATTATGC
TGACCGGTTGGTATCAGGATACCGATACGAATTGGTACTATCTGG
ATATTGACAAAGGCTACTGCTATGTGAATTGCACCATTCTGATTG
ATGGCAAGAACTATAGCTTTGATAGCAATGGTGCCTGGATTAAAA
ACACCACCTTTAACTGTATTGATGTCGGTCTGGATTTTGGCAGCA
TGAATATGACCAATAATCCGTCCATTAGCATCGTGCATCATATTGA
AGCGGAAGGTAGCAATTGGACCGTTGAAATGATTCACAACATGC
ACAAAAATGAAAATGGCTGGGCAGGTATTGGCTATCATTATTACA
TTCGTCTGGATGGCAGCGTGTATAAAGGTCGTCCGGATAATGCAA
TTGGTGCACATTGTCAGGGTGCAAATACCAATAGCCTGGGTATTG
CATTTGAAGGCAATTATGATACCCGTACACAGATGCCGGAAGCAC
AGTATAATAGTTGGTGTCAGCTGAAAGCATACCTGTGGAACAAAT
ATGGTAATATGCCGGTTTATGGTCACCGTGAAAAAGGTAGCAGC
GAATGTCCGGGTAAATACTTTCCTCTGGACAAAATCAAAAACGC
C

8.

031 029140

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAG
CCATATGACCCAGCTGATTGATTTTAGCGCAGCACTGATTGAACC
GGCAGATATTCGTGCAGCAGGTTTTGCCGGTGTTGTTGGTTATTT
TAGCGAAAGCCGTCCGGGTACAAATTTTGGTGCCAAACCGCTGC
GTCGTGATTATTGTGATCGTCTGCGTGCAGAAGGTCTGGAAATTG
TTACCAATTATCAGTATGGTAAAGGTCCGACCGCAGATTGGCGTG
GTGGTTATGATGGTGGTGCACGTCATGCAGAAACCGCACTGCGT
TTTCATTTTGAAGCCGGTGGTCCGGGTTATCGTCCGCTGTATGCA
CCGGTTGATGATAATCCGACACTGGATGAATGGAATAGCCTGATT
GCACCGTTTCTGCGTGGTTGGGCAAGCGTTGTTGGTCCGGAATG
GACCGGTGTTTATTGTAATGCACGTTGTATTGATTGGGCCTTAGA
AGATGGTGTTGGTCAGTGGTTTTGGCAGCATAATTGGAGCGGTG
ATCCGAGCATTAATGAACATCATCCGGCAGCACATATGCATCAGA
TTGAAATTGATCAGCGTGAAATCAGCGGTGTTGGTATTGATGTTA
ATGAAGTTCTGCGTCCGGATTATGGCCAGTGGTCAGCAGCACGT
ACCCCTGGTCCGGTTAGCCCGATTAGCCGTGAAGATGATCAGAC
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CGGTATTAGCCCGAATACCAGCAGCCGTGGTGGCGCACCGGTTC
TGTGGTTTCTGCTGCATACCCAAGAAGGTAACGGCGACGCACAG
AGCCTGGCAAATTATCTGCAGAATCCGAATAGCGGTGTGAGCTAT
CATTATACCGATGATAATACCGGCACCGTTATTGATGTGGTTGATA
CCGATCTGGCAAGCTGGTCAGTTCTGAGCGGTAATAGCCGTAGC
ATTAATCTGTGTTTTGCAGGTAGCCGTGCAGCATGGTCACGTGAT
GAATGGTTTGCCCGTATGCAGCGTGGCATTGATTGTGCAGCCTGG
CTGGCAGTTCAGGATTGTCGTAAATATGGTCTGCCGATTCGTACC
ATTAGTCCGGAAGAACTGGGTGCAGATGAACGTGGTGTTGCAGA
TCACAATGCATATACCATTGGTAAACGTGATGGCACCCATACCGA
TGTGGGTCCGAATTTTCCGTGGGATTATCTGAATGCAAAACTGGC
AGAATATGGTGGC

3.4 Startery do mutagenezy miejscowo-specyficznej
Wszystkie startery wykorzystane w pracy znajduja si¢ w Tab. 3.

Tab. 3. Lista sekwencji oligonukleotydow wykorzystanych do mutagenezy miejscowo-

specyficznej.
Wariant Nazwa Sekwencja oligonukleotydowa Zmiana
startera 5-2>3)
Ts2631_R2A Ts2631 R2A F  GCGCGGCAGCCATATGGCGATACTAGAACCATGG AGG >

GCG

Ts2631_R2A_ R CCATGGTTCTAGTATCGCCATATGGCTGCCGCGC

Ts2631_P6A Ts2631 P6A F CCATATGAGGATACTAGAAGCATGGAATAGGTGG CCA -

TACAG GCA
Ts2631 P6A R CTGTACCACCTATTCCATGCTTCTAGTATCCTCATA
TGG
Ts2631_W7A Ts2631 W7A  CATATGAGGATACTAGAACCAGCGAATAGGTGGT TGG -
F ACAGGCAAAA GCG
Ts2631 W7A_ TTTTGCCTGTACCACCTATTCGCTGGTTCTAGTATC
R CTCATATG
Ts2631_RY9A Ts2631 R9A F ATATGAGGATACTAGAACCATGGAATGCGTGGTA  AGG -
CAGGCAAAAG GCG
Ts2631 R9A R CTTTTGCCTGTACCACGCATTCCATGGTTCTAGTAT
CCTCATAT
Ts2631_WI10A Ts2631 WI0A  CTAGAACCATGGAATAGGGCGTACAGGCAAAAGA TGG >
_F GGGC GCG
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Ts2631 WI0A GCCCTCTTTTGCCTGTACGCCCTATTCCATGGTTCT
R AG

Ts2631 RI2A  Ts2631 RI2A_  CATGGAATAGGTGGTACGCGCAAAAGAGGGCCTA AGG
F cC GCG
Ts2631 RI2A_  GGTAGGCCCTCTTTTGCGCGTACCACCTATTCCAT
R G

Ts2631_RISA  Ts2631 RISA_  TGGTACAGGCAAAAGGCGGCCTACCGGGTACG AGG
F GCG
Ts2631 RISA_ CGTACCCGGTAGGCCGCCTTTTGCCTGTACCA
R

Ts2631_ RIS8A  Ts2631 RISA_  CAAAAGAGGGCCTACGCGGTACGGCTAACGCC CGG
F GCG
Ts2631 RISA_  GGCGTTAGCCGTACCGCGTAGGCCCTCTTTTG
R

Ts2631 R20A  Ts2631 R20A_  GAGGGCCTACCGGGTAGCGCTAACGCCTAT CGG
F GCG
Ts2631 R20A_  ATAGGCGTTAGCGCTACCCGGTAGGCCCTC
R

Ts2631_P23A  Ts2631 P23A_  CGGGTACGGCTAACGGCTATCCATTACGTTGT CCT
F GCT
Ts2631 P23A_ ACAACGTAATGGATAGCCGTTAGCCGTACCCG
R

Ts2631_P35A  Ts2631 P35A_  CACACGGCGGGGGCGGAGAACCAAA CCG
F GCG
Ts2631 P35A_  TTTGGTTCTCCGCCCCCGCCGTGTG
R

Ts2631_P40A  Ts2631 P40A_ CCGGAGAACCAAACCGCCGAAGCGATAAAAC ccc
F GCC
Ts2631_P40A_  GTTTTATCGCTTCGGCGGTTTGGTTCTCCGG
R

Ts2631_R45A  Ts2631 R45A_  CAAACCCCCGAAGCGATAAAAGCCTACCACGAGG CGC
F A GCC
Ts2631 R45A_  TCCTCGTGGTAGGCTTTTATCGCTTCGGGGGTTTG
R

Ts2631_ RSIA  Ts2631 R5IA_ ACGAGGAGGCCGCGGGGTGGCCCC CGG
F GCG
Ts2631 R5S1IA_ GGGGCCACCCCGCGGCCTCCTCGT
R

47|Strona



Ts2631_ W53A  Ts2631 W53A GAGGCCCGGGGGGCGCCCCATATCGG TGG >
F GCG
Ts2631 W53A  CCGATATGGGGCGCCCCCCGGGCCTC
R

Ts2631 P73A  Ts2631 P73A_  GGTGTACAAAACGCTCGCGAATAACGCCGTACC  CCG >
F GCG
Ts2631 P73A_ GGTACGGCGTTATTCGCGAGCGTTTTGTACACC
R

Ts2631_P78A  Ts2631 P78A_ CCCGAATAACGCCGTAGCTATTTGCGTTAGGGA CCT >
F GCT
Ts2631 P78A_  TCCCTAACGCAAATAGCTACGGCGTTATTCGGG
R

Ts2631 R82A  Ts2631 R82A_  ACGCCGTACCTATTTGCGTTGCGGAGTTTAACCCT AGG >
F GTTTC GCG
Ts2631 R82A_ GAAACAGGGTTAAACTCCGCAACGCAAATAGGTA
R CGGCGT

Ts2631_P86A  Ts2631 P86A  GCGTTAGGGAGTTTAACGCTGTTTCCATTTGTGTG CCT -
F GCT
Ts2631 P86A  CACACAAATGGAAACAGCGTTAAACTCCCTAACG
R C

Ts2631_W102  Ts2631 W102  ATTTTTCAGCAGGTGTGGCGCCTGATGACGCTCCA TGG -

A A F G GCG
Ts2631 W102 CTGGAGCGTCATCAGGCGCCACACCTGCTGAAAA
AR AT

Ts2631 P103A  Ts2631 PI03A AGCAGGTGTGTGGGCTGATGACGCTCC CCT >
F GCT
Ts2631 P103A  GGAGCGTCATCAGCCCACACACCTGCT
R

Ts2631_P107A  Ts2631 PI07A CCTGATGACGCTGCAGGATGGCGGG CCA >
F GCA
Ts2631 P107A CCCGCCATCCTGCAGCGTCATCAGG
R

Ts2631_W109  Ts2631 W109 GCCTGATGACGCTCCAGGAGCGCGGGCTCTA TGG >

A A F GCG
Ts2631 W109  TAGAGCCCGCGCTCCTGGAGCGTCATCAGGC
A R

Ts2631 R110A Ts2631 R110A CGCTCCAGGATGGGCGGCTCTATGGGAG CGG >
F GCG
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Ts2631_R110A
R

CTCCCATAGAGCCGCCCATCCTGGAGCG

Ts2631 W113  Ts2631 WI13  AGGATGGCGGGCTCTAGCGGAGTTGAAGCAGG TGG >
A AF GCG
Ts2631 W113  CCTGCTTCAACTCCGCTAGAGCCCGCCATCCT
AR
Ts2631_P124A Ts2631 P124A CCCTAGCAAAAGCGTATGCTAAGGCGCTTTTTGTA CCT -
F GCT
Ts2631 P124A TACAAAAAGCGCCTTAGCATACGCTTTTGCTAGGG
R
Ts2631_P136A Ts2631 PI36A CTGCACAAAAACCTTGTAGCCACAGAATGCCCTG CCC >
F G GCC
Ts2631 P136A CCAGGGCATTCTGTGGCTACAAGGTTTTTGTGCAG
R
Ts2631_P140A Ts2631 P140A ACCCACAGAATGCGCTGGGCGGTTGAC CCT >
F GCT
Ts2631 140A_  GTCAACCGCCCAGCGCATTCTGTGGGT
R
Ts2631_R142A Ts2631 R142A CAGAATGCCCTGGGGCGTTGACCTGGGAAC CGG >
F GCG
Ts2631 R142A GTTCCCAGGTCAACGCCCCAGGGCATTCTG
R
Ts2631_W145 Ts2631 WI45 CCTGGGCGGTTGACCGCGGAACTGATACAGAG TGG >
A AF GCG
Ts2631 W145  CTCTGTATCAGTTCCGCGGTCAACCGCCCAGG
AR
Ts2631_R150A Ts2631 RIS0A CTGGGAACTGATACAGGCGAAGGGGGGAGGTGG  AGG -
F GCG
Ts2631 R150A CCACCTCCCCCCTTCGCCTGTATCAGTTCCCAG
R
LytA 27 F_ LytA 27 F_ CCGTACACAGTGGCCGGAAGCACAGTGGAATAGT ATG -
M487W_Y492  M487W Y492  TGGT TGG
w W_F TAT >
TGG
LytA 27 R ACCAACTATTCCACTGTGCTTCCGGCCACTGTGTA
M487W_Y492  CGG
W R
Lyc2 MO7W_  Lyc2 M97W K GGGTGAAACCTGGCCGGAAGTTCAGTGGCAGGCA  ATG>T
K102W 102W_F ATTG GG
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AAAS

TGG
Lyc2 M97W K CAATTGCCTGCCACTGAACTTCCGGCCAGGTTTCA
102W_R cce

3.5 Antybiotyki

3.5.1 Ampicylina (A&A Biotechnology)
3.5.2 Chloramfenikol (Merck)
3.5.3 Tetracyklina (Merck)

3.6 Podloza mikrobiologiczne

Podloza autoklawowano przez 20 minut w 121°C, 1 atmosfera nadci$nienia. Podtoze TM
autoklawowano dwukrotnie w odstgpie cztero-godzinnym. Sposob przygotowania pozywki do

hodowli Clostridium acetobutylicum opisano w podpunkcie 3.6.8.

3.6.1 Lysogeny Broth (LB)

10 g Pepton C (A& A Biotechnology)
S5¢g Ekstrakt drozdzowy (Graso)
S5¢g NaCl

Uzupetiono wodg do 1000 mL.
3.6.2 Lysogeny Broth Agar (LA)

10g Pepton C (A& A Biotechnology)
5¢ Ekstrakt drozdzowy (Graso)
S5¢g NaCl

I5g Agar

Uzupetiono wodg do 1000 mL.
3.6.3 Sole Nitsch’a

0,5 mL H2SO4

220¢g MnSO4-5H,0
0,50 g ZnS04-TH20
0,50 g H3BO3

0,016 g CuSO4-5H20

0,025 g NaxMoO4-2H>0

0,046 g CoCl2-6H20
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Uzupetniono wodg do 1000 mL
3.6.4 Sole Castenholz’a

lg Kwas nitrylooctowy
0,6 g CaSO4 x 2 H20
lg MgS0O4 x 7 H2O
0,08 g NaCl
6,89 g KNOs3
LIl g Na;HPO4
10 mL FeClz x 6 H,0O
10 mL Sole Nitsch’a

Uzupetiono woda do 1000 mL
3.6.5 TM pH 7,2

4¢ Polipepton (Roth)
2g Ekstrakt drozdzowy (Graso)
lg NaCl

10 mL Sole Castenholz’a

Sypkie sktadniki uzupelniono woda do 1000 mL i wyjalowiono. Sole Castenholza

dodawano bezposrednio przed dodaniem bakterii do pozywki.

3.6.6 TSB (ang. Tryptic soy broth, Oxoid)

30g TSB
Uzupehiono wodg do 1000 mL
3.6.7 TSA
30g TSB
I5g Agar

Uzupehiono wodg do 1000 mL
3.6.8 Pozywka Clostridium acetobutylicum (do hodowli C. felsineum) — pozywka 411
DSMZ (https://www.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/DSM-794)

200 g Ziemniaki (obrane, umyte i pocigte na plasterki)
2g Weglan wapnia
6g D-glukoza

0,5¢g L-cysteina
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Najpierw zmieszano ziemniaki z weglanem wapnia 1 autoklawowano przez 20 min
w 121°C. Nastepnie filtrowano, dodano reszt¢ sktadnikow, wod¢ do 1000 mL
1 doprowadzono pH do 6,8.

3.6.9 Pozywka Clostridium acetobutylicum z agarem

200 g Ziemniaki (obrane, umyte i poci¢te na plasterki)
2g Weglan wapnia
6g D-glukoza

0,5¢g L-cysteina
15¢g Agar
Najpierw zmieszano ziemniaki z weglanem wapnia i autoklawowano przez 20 min
w 121°C. Nastepnie filtrowano, dodano reszte sktadnikow, wode do 1000 mL
1 doprowadzono pH do 6,8.
3.6.10 Pozywka SOB pH 6,7-7,0
2% Trypton (BD, USA)
0,5% Ekstrakt drozdzowy (Graso Biotech, Polska)
10 mM Chlorek sodu (BioShop, Kanada)
2,5 mM Chlorek potasu (Eurochem, Polska)
10 mM Heksahydrat chlorku magnezu (Research Organics Inc., USA)
10 mM Heptahydrat siarczanu magnezu (Research Organics Inc., USA)
Uzupetiono woda do 500 mL.

3.7 Bufory oraz roztwory

3.7.1 Bufor TB
10 mM PIPES (Merck, USA)
15 mM Chlorek wapnia (POCH, Polska)
250 mM Chlorek potasu (Eurochem, Polska)
55 mM *Tetrahydrat chlorku manganu (IT) — (Merck, Niemcy)
*dodano po ustaleniu pH do 6,7
Uzupetiono wodg do 1000 mL.
3.7.2 Bufory do oczyszczania bialek
3.7.2.1 2 x NPi, pH 8,0
100 mM Diwodorofosforan sodu (Merck, Niemcy)
600 mM NaCl
Uzupetiono wodg do 1000 mL.
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3.7.2.2 NPil10 — bufor fosforanowy

500 mL 2 x NPi pH 8,0
10 mM Imidazol
5% Glicerol (BioShop, Kanada)

Uzupetniono woda do 1000 mL.
3.7.2.3 NPi20 — bufor fosforanowy

500 mL 2 x NPi pH 8,0
20 mM Imidazol
5% Glicerol

Uzupetiono woda do 1000 mL
3.7.2.4 NPi150 — bufor fosforanowy

500 mL 2 x NPipH 8,0
150 mM Imidazol
5% Glicerol

Uzupetniono wodg do 1000 mL.
Bufory fosforanowe, z ktérych nie korzystano podczas pracy z systemem
AKTA zawieraty 0,1% Triton X-100.
3.7.2.5 Bufor MES do regeneracji zloza
20 mM MES pH 5,0
300 mM NaCl
3.7.2.6 Bufor KPi (fosforanowo — potasowy), pH 8,0
1 M Diwodorofosforan potasu
1 M Monowodorofosforan potasu

Uzupethiano woda do 1000 mL.

3.7.3 Bufory do dializy bialek

Nazwa Sklad buforu

buforu

A 20 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM chlorek sodu, 10% glicerol

B 20 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM chlorek sodu, 50% glicerol

C 10 mM fosforan potasu, pH 8,0, 150 mM siarczan amonu, 10%
glicerol

D PBS, pH 7.4, 10% glicerol
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20 mM HEPES, pH 7,4

50 mM Na;HPO4/ NaH,POg4, pH 7,2, 150 mM NaCl

3.7.4 Bufory wykorzystane do okreslenia optimum aktywnosci bialek

Stezenie Bufor pH
Octan sodu (Eurochem, Polska) 3,0

Octan sodu 4,0

Octan sodu 5,0

MES (Sigma-Aldrich, Niemcy) 5,5

MES 6,0

MES 6,5

KPi 7,0

10 mM KPi 7,5
KPi 8,0

Tris-HCI (SERVA, Niemcy) 8,5

Glicyna (Eurochem, Polska) 9,0

CAPS (Eurochem, Polska) 9,5
Glicyna 10,0
Wodorofosforan sodu (Sigma-Aldrich, Niemcy) 11,0
Wodorofosforan sodu 12,0

3.7.5 Bufor Laemmli

125 mM Tris-HCI1 (SERVA, Niemcy)
10% B-merkaptoetanol (SERVA, Niemcy)
5% Dodecylosiarczan sodu (Bioshop, Kanada)
20% Glicerol (100%) (Stanlab, Polska)
0,02% Biekit bromofenolowy (POCH, Polska)
Woda destylowana

3.7.6 10 x stezony Barwnik Coomassie blekit brylantowy G

25¢g Coomassie bfekit brylantowy G

100 mL Kwas octowy
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450 mL Metanol
350 mL Woda destylowana

3.7.7 1 x stezony Barwnik Coomassie bl¢kit brylantowy G

50 mL 10 x stezony Barwnik Coomassie bigkit brylantowy G
20 mL Kwas octowy
50 mL Woda

3.7.8 Odbarwiacz

100 mL Kwas octowy
200 mL Metanol
800 mL Woda destylowana

3.7.9 Bufor do elektroforezy agarozowej

3.7.9.1 TBE
90 mM Tris (SERVA, Niemcy)
2 mM EDTA

0,55% (w/v) Kwas borowy

3.7.10 Bufory do rozdzialu bialek w zelu poliakrylamidowym

3.7.10.1 Bufor do elektroforezy w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

30g Tris (SERVA, Niemcy)
144 ¢ Glicyna
lg SDS

Uzupetiono woda do 1000 mL

3.7.10.2 Bufor elektrodowy gorny, pH 6,8
500 mM Tris
0,5% SDS

3.7.10.3 Bufor elektrodowy dolny pH 8,8
1,5M Tris
0,4% SDS
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3.7.10.4 Bufory do elektroforezy w zelu trycynowym
3.7.10.4.1 Bufor trycynowy
363 g Tris, pH 8,45
03¢g SDS
Uzupetiono wodg do 1000 mL.
3.7.10.4.2 Bufor elektrodowy dolny
2422 ¢ Tris, pH 8,9
Uzupetiono woda do 1000 mL.

3.7.10.4.3 Bufor elektrodowy gorny

12¢g Tris
18 ¢ Trycyna
lg SDS

Uzupetiono woda do 1000 mL.

3.7.11 Bufor do przygotowania substratow bakteryjnych
50 mM Tris-HCI, pH 7,6
Chloroform
Odczynniki mieszano w stosunku 1:1.

3.7.12 Bufory do testu redukcji zme¢tnienia

Skrot Sklad buforu do reakcji

literowy

A 20 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM NaCl, 10% glicerol

B 1 x PBS (10 mM bufor fosforanowy, 0,27 mM chlorek
potasu, 137 mM chlorek sodu), pH 7,4

C 10 mM KPi, pH 8,0, 500 mM NaCl

D 10 mM KPi, pH 8,0

E 20 mM HEPES pH 7,4

3.7.13 Bufory do testu wigzania peptydoglikanu
3.7.13.1 Bufor Tris-maleinowy, pH 6,5
330 mL IM Tris (SERVA)
200 mL 1 M Kwas maleinowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)
Jesli bylo to potrzebne, to doprowadzano pH do 6,5 1 dopetniono woda do
1000 mL.
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3.7.13.2 Bufor T-M
1M Chlorek sodu

10 mM Bufor Tris-maleinowy

3.7.13.3 Bufor do rozpuszczenia osadu

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8
2% SDS

19% Glicerol
5% B-merkaptoetanol

3.8 Zele do elektroforezy

3.8.1.1 Zel do elektroforezy agarozowej

50,0 mL Bufor TBE
0,7¢g Agaroza
3,5uL Bromek etydyny/ Simply Safe

3.8.2 Zel do elektroforezy SDS-PAGE
3.8.2.1 Zel zageszczajacy 4,4 % do elektroforezy SDS-PAGE
0,375 mL Roztwor akrylamidow/ bisakrylamidéw 30/0,8
0,625 mL Bufor elektrodowy gorny
1,55 mL Woda
12,5 uL 10% Siarczan amonu (APS)
7,5 uL TEMED (VWR, USA)

3.8.2.2 Zel rozdzielajacy 12,5%, 15% do elektroforezy SDS-PAGE
2,55/4,8 mL  Roztwor akrylamidow/ bisakrylamidow 30/0,8
1,55/2,4mL  Bufor elektrodowy gérny
2,05/24mL Woda
20 uL 10% Siarczan amonu (APS)
10 uL TEMED

3.8.2.3 Zel do elektroforezy trycyna-SDS-PAGE
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3.8.2.3.1 Zel zageszczajacy 4%

1,25 mL Roztwor akrylamidow/ bisakrylamidéw 30/0,8
0,6 mL Bufor trycynowy
3,125 mL Woda
12,5 uL 10% Siarczan amonu (APS)
7,5 uL TEMED (VWR, Stany Zjednoczone)

3.8.2.3.2 Zel rozdzielajacy 10%

2,0 mL Roztwoér akrylamidéw/ bisakrylamidéw 30/0,8
1,65 mL Bufor trycynowy
0,5 mL Glicerol
0,8 mL Woda
20 uL 10% Siarczan amonu (APS)
10 uL TEMED

3.9 Pozostale odczynniki

3.9.1 Albumina bydleca (BSA, EURXx, nr kat. E4020-01)

3.9.2 Anhydraza weglanowa (GE Healthcare, Wielka Brytania, nr kat. 28403841C)

3.9.3 Et-OH 96% (POCH, Polska)

3.9.4 1 M 1zopropylotiogalaktopiranozyd (IPTG, SERVA)

3.9.5 Glukoza (Eurochem, Polska)

3.9.6 H;O ultraczysta (Merck, Niemcy)

3.9.7 CaCl, (POCH, Polska)

3.9.8 Zestaw do oczyszczania plazmidowego DNA Plasmid mini AX (A&A
Biotechnology) nr kat. 010-50

3.9.9 Zestaw do oczyszczania plazmidowego DNA Plasmid mini (A&A Biotechnology)
nr kat. 020-250

3.9.10 Polimeraza PFU (Eurx, nr kat. EK1114-02)

3.9.11 Ditiotreitol (DTT, SERVA, Niemcy)

3.9.12 Ztoze TALON (Takara, nr kat. 635504)

3.9.13 Kolumny HiTrap TALON I mL (Cytiva, nr kat. 28953766)

3.9.14 Worek dializacyjny (SERVA, Niemcy, nr kat. 44110.02)

3.9.15 Odczynnik Bradford (Sigma-Aldrich, nr kat. B6916)
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3.9.16

3.9.17

3.9.18
3.9.19
3.9.20
3.9.21
3.9.22
3.10

3.10.1
3.10.2
3.10.3
3.10.4
3.10.5
3.10.6
3.11

3.11.1

Wzorzec masowy DNA - GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFosherScientific,
nr kat. SM0312)
Biatkowy wzorzec masowy - PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa
(ThermoFosherScientific, nr kat. 26616)
96-dotkowe ptytki z nieprzywierajaca powtoka (Corning, USA) nr kat. 3641
96-dotkowe ptytki (Falcon, USA) nr kat. 351172
Pronaza E (Merck, Niemcy)
Dimetylosulfotlenek (DMSO) (Serva, Niemcy)
Kapilary do pomiaréw temperatury topnienia (nr kat. PR-C002)
Programy komputerowe
BioEdit

DAS — predykcja domen transmembranowych (https://tmdas.bioinfo.se/)

Seaview 5.0.5

SnapGene

Statistica 13

UCSF Chimera 1.18
Metody obliczeniowe

Do predykeji trojwymiarowych modeli biatek

3.11.1.1 Omegafold

3.11.1.2  Modeller

3.11.1.3 RoseTTAFold

3.11.1.4  DeepFold

3.11.1.5 RGN2

3.11.1.6  AlphaFold2/AlphaFold3
3.11.1.7 ESMFold

3.11.1.8 Metagenomicatlas
3.11.1.9  Phyre2

3.11.1.10 RGN2

3.11.1.11 Protenix
3.11.1.12 Chai-1

3.11.2

Do predykcji wptywu mutacji na biatko

3.11.2.1 DDMut
3.11.2.2 DDGUN
3.11.23 mCSM

59|Strona


https://tmdas.bioinfo.se/

3.11.2.4 DynaMut2
3.11.2.5 MuPro
3.11.2.6 I-Mutant 2.0

4. Metody
4.1 Metody bioinformatyczne
4.2 Filogeneza

Za pomoca Foldseek!®® znaleziono strukturalne homologii endolizyny Ts2631 (PDB:
6FHG) 1 sposréd nich czternascie struktur bialek rozpoznajacych peptydoglikan (PGRP)
bedacych amidazami N-acetylmuramylo-L-alaninowymi zostato pobranych z Protein Data
Bank (RCSB PDB). Porownanie sekwencji po natozeniu struktur przeprowadzono przy uzyciu
programu UCSF Chimera 1.18. Nastepnie zidentyfikowano sekwencje homologiczne przy
uzyciu algorytmu BLASTp oraz przeprowadzono wielokrotne poréwnanie sekwencji przy
uzyciu serwera Clustal Omega (Clustal Omega < EMBL-EBI). Na podstawie dopasowania
strukturalnego przeprowadzono reczng korekte dopasowania przy uzyciu programu Seaview
5.0.5 (Materiaty 3.10.3). Po wyréwnaniu, ze wzgledu na duza zmienno$¢ obserwowang
w regionach N- 1 C-koncowych analizowanych bialek, do dalszej analizy wykorzystano tylko
region kodujacy domeng¢ amidazy N-acetylmuramylo-L-alaniny (amidase 2). Jako punkt
odniesienia wybrano fragment endolizyny Ts2631 z faga vB Tsc2631, obejmujacy pozycje aa
od 20 do 142 (z petnej dtugosci 1-156 aa).

4.3 Modelowanie bialek

Do predykeji trojwymiarowych (3D) modeli bialek wykorzystano metody wymienione
w Tab. 4. Przewidywanie struktury wykonano w wigkszos$ci na platformach dostepnych w sieci
z wyjatkiem Omegafold 1 Modeller, gdzie przewidywanie struktury przeprowadzono lokalnie.
Jesli metoda pozwalata na zmiang parametrow modelowania to stosowano wybor, ktory
pozwalal na doktadniejsze modelowanie. Nastgpnie modele poddano optymalizacji fancuchow
bocznych w programie GalaxyRefine!””. Szablony do weryfikacji modeli zostaty wybrane za
pomoca serwiséw internetowych Foldseek i AlphaFill''°, albo DALI'!!. Dodatkowo modele
weryfikowano przy wykorzystaniu bazy danych pSSdb!'? (Protein Secondary Structure
Database). Modele analizowano przy wykorzystaniu oprogramowania UCSF Chimera 1.18",

Predykcje wprowadzonych mutacji w strukturalnych homologach pochodzenia mezofilnego
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endolizyny Ts2631 zostaly wykonane za pomoca: DDMut!'* DDGun!'">, mCSM!'®,
DynaMut2!"’, I-mutant 2.0'"® oraz MUpro!!®.

Tab. 4. Metody wykorzystane do tworzenia modeli przestrzennych bialek.

Nazwa bialka Metody

K11gp3.5 ESMFold/ MetagenomicAtlas'?’, AlphaFold 2'*!,
OmegaFold'?, RoseTTAFold!%, RGN2!%,
DeepFold'?®, Phyre2!%6, Modeller'?’

Lyc2, 031, ESMFold/ MetagenomicAtlas, AlphaFold 3'?%

LytA_27, LytO Omegafold, RoseTTAFold, DeepFold, Phyre2,

Modeller, Protenix'?°, Chai-1'3°

4.4 Okreslenie i normalizacja czynnika B

W programie UCSF Chimera 1.18. okreslono czynnik B dla pojedynczych struktur.
Nastepnie znormalizowano je do jednej skali, by méc je miedzy sobg poréwnaé. Dla kazdej
struktury wyznaczono $redni czynnik B dla kazdej reszty jako $rednig warto$ci atomoéw,
z ktorych sig sktada. Obliczenia wykonano przy uzyciu autorskiego skryptu w jezyku Python

wykorzystujacego interfejs programowania aplikacji (API) programu Chimera.

Ny
1
Br = N_rz BL'
=1

gdzie B; to $redni czynnik dla reszty r; Nr — liczbg atomdéw w reszcie; B; warto$¢ czynnika B

dla i-tego atomu.

Uzyskany zestaw wartosci B zostat znormalizowany dla kazdej struktury w celu usunig¢cia
roznic w skali. Normalizacj¢ przeprowadzono poprzez obliczenie $redniej (p) 1 odchylenia
standardowego (o) warto$ci B w catym modelu 3D i przeksztatcenie kazdej wartosci wedhug

wzoru:

Gdzie Z: to znormalizowany czynnik B dla reszty r.

W przypadku, w ktorym o byto bliskie 0 przyjmowano wartos¢ 1, w celu unikniecia btedu
dzielenia przez 0. Otrzymane wartosci Z: opisuja wzgledng ruchliwo$¢ reszt niezaleznie od
skali czynnika B. Dla reszt homologicznych mig¢dzy analizowanymi strukturami biatek

obliczono roznice wartosci Z; wedtug wzoru:
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4z =z - 7%

Gdzie ZﬁA) i ZﬁB) oznaczaja znormalizowane wartos$ci kolejno dla biatka A i biatka B. Wyniki
znormalizowanych warto$ci czynnika B zapisano bezposrednio w atrybutach reszt w Chimerze,
co pozwolitlo zwizualizowaé te wartosci po ich pokolorowaniu. Im wyzsza byta wartos¢

czynnika B, tym kolor byt bardziej niebieski a im nizsza tym kolor byt bardziej czerwony.

4.5 Analiza statystyczna

Statystyka zostala wykonana za pomocg testu #-Studenta w programie Statistica 13.
W przypadku braku jednorodnosci wariancji stosowano poprawke z niezalezng estymacija

wariancji Cohrana-coxa.

4.6 Mutageneza miejscowo-specyficzna i synteza genéow

W przypadku endolizyny Ts2631 dokonano substytucji wszystkich tryptofanow, prolin
i arginin na alaning. Mutagenez¢ miejscowo-specyficzng przeprowadzono wedtug instrukcji
QuickChange II Site-Directed Mutagenesis (Agilent technologies). Wszystkie zaprojektowane
startery znajduja si¢ w Tab. 3 (Materialy 3.4). Produkty PCR zostaly poddane rozdziatowi
w zelu agarozowym (Metody 4.7) w celu potwierdzenia zajscia reakcji. Otrzymane warianty
po izolacji DNA zestawem do izolacji DNA plazmidowego Plasmid mini AX, badz Plasmid
mini (Materialy 3.9.8, 3.9.9) zostaly poddane weryfikacji poprzez sekwencjonowanie
w zewnetrznej firmie (Genomed S.A.). Po otrzymaniu potwierdzenia o uzyskaniu wlasciwego
konstruktu wprowadzano go do szczepu ekspresyjnego E. coli BL21(DE3)pRARE lub E. coli
BL21(DE3) poprzez transformacj¢ chemiczng (Metody 4.10).

Synteze gendéw umieszczonych w Tab. 2 zlecono firmie BioCat GmbH (Heidelberg,
Niemcy), ktore podzniej za pomoca transformacji chemicznej (Metody 4.10) wprowadzono do
szczepOw E. coli DH5a w celu przechowania plazmidu oraz szczepu ekspresyjnego E. coli

BL21(DE3).
4.7 Elektroforeza w zelu agarozowym

Najpierw przygotowano zel do elektroforezy agarozowej (Materiaty 3.8.1.1). Odwazong
agaroze zalano buforem TBE (Materialy 3.7.9.1) a nastepnie przegotowano. Po przestudzeniu
dodawano bromek etydyny lub Simply Safe (EURx. Polska), wylewano i po wtozeniu

grzebienia tworzgcego studzienki pozostawiono do przestygnigcia.
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Zastygniety zel umieszczano w aparacie do elektroforezy i zalewano buforem TBE. Jako
wzorzec masowy stosowano GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Materiaty 3.9.16), naktadano 2 pL
do studzienki w zelu. Nastgpnie probki mieszano z buforem obcigzajagcym i nanoszono na zel.

Elektroforeze prowadzono do rozciggniecia si¢ Sciezek w zelu przy 90V.
4.8 Przygotowanie komorek super-kompetentnych

Hodowle nocng E. coli DH5a odmtodzono w stosunku 1:100 w pozywce SOB (Materialy
3.6.10) o objetosci 250 mL. Nastepnie hodowle inkubowano w 18°C 1 po uzyskaniu ODgoo ~0,5
schtodzono w lodzie przez 10 minut. Nastepnie przeniesiono ja do probowek typu Falcon
1 wirowano (5 000 x g, 10 min, 4°C). Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 80 mL
schtodzonego buforu TB (Materialy 3.7.1) i inkubowano przez 10 minut w lodzie. Powt6rzono
wirowanie, supernatant odrzucono, a osad komérkowy zawieszono w 20 mL zimnego TB. Do
zawiesiny komoérek dodano dimetylosulfotlenek (DMSO, Materialty 3.9.21) o stezeniu
koncowym 7%. Tak przygotowana mieszaning inkubowano w lodzie jeszcze przez 10 minut,
a nastepnie poporcjowano do probowek typu Eppendorf. Ostatecznie zamrozono je w cieklym

azocie i przechowywano w -80°C.

4.9 Przygotowanie komorek kompetentnych

Do 20 mL pozywki LB dodano 2 mL nocnej hodowli bakteryjnej E. coli BL21(DE3), E.
coli BL21(DE3)pRARE, E. coli C41(DE3) lub E. coli C43(DE3). Po osiggnigciu ODsoo ~0,3-
0,4 hodowle zostawiono w lodzie na 30 minut. Nastepnie odwirowano (5000 x g, 4°C, 10 min.),
a osad delikatnie zawieszono w 20 mL zimnego CaCl, (Materiaty 3.9.7). Pozostawiono na
lodzie przez 10 minut i odwirowano w tych samych warunkach. Nast¢pnie supernatant zlano
a osad zawieszono w 800 pL zimnego CaCl» 1 200 uL 50% glicerolu. Komoérki kompetentne

przechowywano w -80°C.

4.10 Transformacja chemiczna

Do 100 pL komorek kompetentnych dodano 1 pL plazmidu kodujacego odpowiedni gen
biatka. Kontrolg stanowity komoérki bez dodanego plazmidu. Po 20 minutach proby
przenoszono do termobloku o temperaturze 42°C na 1,5 minuty. Po tym czasie przenoszono je
na 3 minuty do lodu. Nastepnie dodawano do nich 500 pL. LB (Materiaty 3.6.1) i inkubowano
przez 45 minut w 37°C. Nastgpnie komorki transformowane jak i kontrolne (bez plazmidu)

wysiewano na podtoze LA (Materiaty 3.6.2) z odpowiednim antybiotykiem, badz bez niego.
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4.11 Nadprodukcja i oczyszczanie

Bakterie E. coli BL21(DE3), E. coli BL21(DE3), E. coli C41(DE3), badz E. coli C43(DE3)
z plazmidem ekspresyjnym kodujagcym gen odpowiedniego biatka hodowano z ampicyling (w
przypadku pRARE dodawano jeszcze chloramfenikol) w 30°C badz 37°C w 50, 250 lub 1000
mL LB (Materiaty 3.6.1) do osiagnigcia ODgoo 0,4 - 0,5. Nastepnie indukowano je 0,1, 0,5 lub
1 mM (stgzenie koncowe) izopropylo-p-D-tiogalaktopiranozydem (IPTG, Materiaty 3.9.4),
czasem z dodatkiem 1 mM (stezenie koncowe) ditiotreitolu (DTT, Materiaty 3.9.11). Hodowlg
kontynuowano w 18°C, 30°C lub 37°C. Po 4 (hodowle w 30°C 1 37°C) lub 16 (hodowle
w 18°C) godzinach od zaindukowania hodowli przerywano nadprodukcj¢. Przed indukcja
pobrano 1 mL hodowli oraz 0,5 mL po jej zakonczeniu w celu weryfikacji efektywnosci
nadprodukcji za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (Metody 4.14). Komorki bakteryjne
osadzano za pomocg wirowania (9 000 x g, 20 min., 4°C), supernatant zlewano a osad
zawieszano w buforze NPil10 (Materiaty 3.7.2.2). Osad przechowywano w -80°C do momentu

oczyszczania.

Po rozmrozeniu osad zawieszano w buforze NPil0 (Materiaty 3.7.2.2), by nastepnie
poprzez sonikacje (Srednio 30 powtorzen po 10 s o amplitudzie 12 um) degradowano $ciang
komorkowa bakterii. Uzyskany lizat bakteryjny zostat poddany wirowaniu (10 000 x g, 30
min., 4°C), by oddzieli¢ resztki bakteryjne (osad) od biatek (supernatant). Nadprodukowane
biatko zostalo oczyszczone metoda powinowactwa jondw metali na ztozu kobaltowym Talon
(Materiaty 3.9.12, 3.9.13) jednym z dwoch sposobow: za pomoca zautomatyzowanej procedury
AKTA, albo wedlug manualnej procedury producenta dla oczyszczania w kolumnie
polipropylenowej z przeptywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). W przypadku
manualnego oczyszczania biatka faczono ze zlozem przez 20 minut, albo przez noc. Ztoza
plukano z uzyciem buforéw NPi10 1 czasem dodatkowo NPi20 (Materiaty 3.7.2.3.). Bialka
eluowano buforem NPil50 (Materialy 3.7.2.4.). Bialka dializowano do ro6znych buforéw,
ktorych sktad podano w podrozdziale Materiaty 3.7.3. Stgzenia biatek okre§lano za pomoca
metody Bradford (Metody 4.13.). Przechowywano je do dalszej analizy w -80°C uprzednio
mrozac je w ciektym azocie. Jakos$¢ 1 efektywno$¢ oczyszczania weryfikowano na podstawie

przeprowadzonej elektroforezy SDS-PAGE (Metody 4.14.).
4.12 Saczenie molekularne (SM)

Biatko LytO, a doktadniej domena amidazowa tego biatka oraz jej wariant zostaty

dodatkowo oczyszczone za pomocg SM, do ktorego wykorzystano Akta Pure 25 system (GE
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healthcare). Do tego celu uzyto kolumn¢ Superdex75 10/300 GL (Cytiva), ktéra zostata
skalibrowana przy wykorzystaniu nast¢pujacych bialek: aprotynina 10 kDa, rubonukleaza A
13,7 kDa, anhydraza we¢glanowa 29 kDa, albumina jaja kurzego 44 kDa i konalbumina 75 kDa.
Kolumneg zrownowazono buforem F (Materiaty 3.7.3.). Na przygotowang kolumne¢ nanoszono
probke w ilosci 2 mL i1 zakresie stezen migdzy 1 mg/mL a 2 mg/mL. Szybkos¢ przeptywu w
kolumnie ustawiono na 0,5 mL/min. Cala procedura przebiegata w temperaturze okoto 8°C

a przeplyw biatka monitorowano przy dtugosci fali 280 nm.
4.13 Metoda Bradford do oznaczenia stezenia bialek

Przygotowano ptytke 96-dotkowsa (Materiaty 3.9.19.), BSA (Materiaty 3.9.1.) w stezeniach
0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL 1 1,4 mg/mL, odczynnik Bradford (Materialy 3.9.15.),
wode (stanowita tlo dla BSA), bufor, do ktérego biatko byto dializowane (stanowit tlo dla
biatka, ktorego stezenie okreslano) oraz biatko. Na ptytke dodano 125 pL odczynnika Bradford
a do niego dodawano po 2,5 pL wody, biatka, badz buforu w trzech powtoérzeniach. Jesli biatko,
ktérego stezenie okreslano charakteryzowato si¢ intensywniejsza barwg niz najwyzsze
stosowane stezenie BSA wtedy rozcienczano je i ponownie mieszano z odczynnikiem.
Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 595 nm w czytniku ptytek Sunrise (TECAN). Stezenie
biatka okreslano w oparciu o krzywa wzorcowa sporzadzong z odczytanej absorbancji zaleznej

od stezenia BSA.

4.14 Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE)

Najpierw przygotowano zel poliakrylamidowy zaczynajac od zelu rozdzielajacego
(Materiaty 3.8.2.2), po ktorego zastygnigciu przygotowano zageszczajacy (Materialy 3.8.2.1)
1 umieszczono w nim grzebien. Probki do elektroforezy z nadprodukcji najpierw wirowano
(18 000 % g, 3 min.) i osad zawieszano w 50 pL NPi10 (Materialy 3.7.2.2) Z kolei wigkszos¢
probek z oczyszczania biatek pobierano w objetosci 50 puL, z wyjatkiem lizatu (10 pL probki
mieszano z 40 pL NPil0), osadu (pobierano odrobing 1 zawieszano w 50 puL NPil0)
1 supernatantu (pobierano 20 uL i zawieszano w 30 uL NPi10). W dalszych krokach probkami
zajmowano si¢ identycznie. Dodawano do nich 5 pL buforu Laemmli (Materiaty 3.7.5.)
a nast¢pnie gotowano przez 5 minut w tazni wodnej, poddano wirowaniu (18 000 x g, 10 s)
1 wytrzasano przez 3 — 5 s na wytrzasarce typu vortex. W studzienkach zelu umieszczano
przygotowane probki. W przypadku nadprodukeji bylo to 7 pL przed nadprodukcja i 4 pL po

nadprodukcji, natomiast w przypadku oczyszczania wszystkie probki nakladano po 2 pL
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z wyjatkiem probki z supernatantem, ktorg naktadano w ilosci 3 pL. W celu oceny wielkosci
prazkow nalozono 2 pL biatkowego wzorca masowego (Materialy 3.9.17.). Rozdziat
prowadzono w buforze do elektroforezy SDS-PAGE (Materiaty 3.7.10.1.) przy napieciu pradu
180 V do momentu wyjscia barwnika. Po rozdziale elektroforetycznym zel barwiono w 1 x
stezonym Barwniku Coomassie bigkit brylantowy G (Materialy 3.7.7) a nast¢pnie odbarwiano

w odbarwiaczu (Materiaty 3.7.8.) do momentu odbarwienia sig¢ tta.
4.15 Aktywnos¢ lityczna bialek
4.15.1 Przygotowanie substratow

W celu zmierzenia aktywnosci litycznej biatek zostat przeprowadzony test redukcji
zmetnienia (TRZ). Substraty Gram-ujemnych komorek bakteryjnych wykorzystanych w tescie
zostaty uprzednio przygotowane w celu zwigkszenia dostepnosci peptydoglikanu. Hodowle
komoérkowe bakterii, niezaleznie od budowy $ciany komoérkowej, byty hodowane do p6znej
fazy logarytmicznego wzrostu (ODsoo 0,7-0,8) a nastepnie wirowane (5 000 x g, 4°C, 15 min.).
Supernatant zlewano, a osad komorek Gram-dodatnich zawieszano w 10 mM buforze
fosforanowo potasowym pH 8,0 (KPi). Zawiesing komoérek zndéw wirowano i zawieszano
w mniejszej objetosci tego samego buforu. Osady komorek Gram-ujemnych po wirowaniu
zostaty potraktowane mieszaning buforu 50 mM Tris- HCL, pH 7,7 z chloroformem (1:1)
(Materiaty 3.7.11) i po zawieszeniu w roztworze inkubowano je w temperaturze pokojowej przy
bardzo delikatnym wytrzgsaniu przez 45 minut. Po tym czasie zawiesing komorek wirowano w
analogicznych warunkach jak za pierwszym razem. Supernatant zlewano a osad plukano
buforem KPi, jedno- lub dwukrotnie wirujac (5 000 x g, 4°C, 15 min.). Na koncu osad
zawieszano w matej objetosci KPi (300 mL hodowli poczatkowej w 10 mL KPi). Substraty
Gram-dodatnich komorek bakteryjnych (potrzebne do okreslenia spektrum dziatania
niektorych enzymow w tej pracy) zostalty przygotowane podobnie, z pominigciem inkubacji
w mieszaninie Tris-HCl-chloroform. Wszystkie substraty komoérkowe poporcjowano do

probéwek i przechowywano w -80°C do dalszych eksperymentdw.
4.15.2 Test redukcji zmetnienia

Substraty doprowadzano do ODeoo ~1,0 zawieszajac w odpowiednim buforze (Tab. 5).
Biatka doprowadzano do odpowiedniego stezenia (Tab. 5). a nastepnie ogrzewano przez 15
minut w okreslonej temperaturze, badz zostawiano na lodzie. Nastgpnie przenoszono 190 pL
zawiesiny komorek do ptytki 96-dotkowej z nieprzywierajaca powloka (Materiaty 3.9.18)
1 dodawano do niej 10 pL bialka o odpowiednim stezeniu (Tab. 5). Probki dodawane byty
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w trzech powtorzeniach. Nastgpnie prowadzono reakcje w czytniku ptytek w warunkach
okreslonych w Tab. 5 . Kontrolg negatywna stanowit bufor, w jakim bylo zawieszone biatko,

ktéry dodano do substratu. Aktywnos¢ lityczna zostata wyliczona wedtug nastgpujacego wzoru:
[AODG600 probki (z biatkiem) — AOD600 (z samym buforem)]/poczatkowe OD600].

Tab. 5. Warunki reakcji kazdego przebadanego bialka w tescie redukcji zmetnienia.

Nazwa bialka Skrét Sklad buforu do reakcji Stezenie bialka Warunki reakcji
literowy w reakeji

Ts2631 A 20 mM HEPES, pH 7,4, 25 5 pg/mL 60°C, 15 min.
mM NaCl, 10% glicerol

K11gp3.5 B PBS, pH 7,4 5 ug/mL 37°C, 30 min.

LytO C 10 mM KPi, pH 8,0, 500 mM 62,5 pg/mL 37°C, 30 min.
NaCl

Domena D 10 mM KPi, pH 8,0 125 ng/mL 37°C, 60 min.

amidazowa

LytO

Lyt _A27 E 20 mM HEPES pH 7,4 25 pg/mL 37°C, 15 min.

Lyc2 F 10 mM KPi, pH 8,0 100 pg/mL 37°C, 120 min.

4.15.3 Okreslanie optymalnych warunkow dla aktywnosci litycznej biatek

Aby okresli¢ optymalne warunki aktywnosci litycznej biatek testowano ich zdolnos¢ lizy
okreslonych substratow bakteryjnych w buforach o réznych zakresach stezen NaCl (0 — 1000
mM), pH (3,0 — 12,0) oraz temperatur (4°C — 100°C). Bufory o réznej wartosci pH oraz
pozostate do okreslenia aktywnosci bialek podane sg w podrozdziatach Materiaty 3.7.313.7.4.

4.15.4 Okreslenie spektrum dzialania bialek

Spektrum dziatania biatek okreslono przeciw bakteriom znajdujacym si¢ w Tab. 1
znumerami 1 —7, 13 — 15, 17 — 20. Bakterie tlenowe oraz fakultatywne beztlenowce najpierw
wysiewano na podloze stale LA (Materialy 3.6.2). Nastepnie pobierano pojedyncza kolonie
bakterii 1 hodowano je w pozywce LB (Materiaty 3.6.1) w 37°C z wytrzasaniem.

Bakterie beztlenowe (Tab. 1, 5 — 7) hodowano w komorze do hodowli bakterii
beztlenowych (DG250 Workstation, Don Whitley Scientific Ltd., Bingley, West Yorkshire,
Wielka Brytania) w 37°C. C. sporogenes oraz C. beijerinckii hodowano najpierw na podtozu

staltym TSA (Materialy 3.6.7), a nastgpnie pobierano z nich kolonie, ktére przenoszono do
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pozywki ptynnej TSB (Materiaty 3.6.6). C. felsineum hodowano najpierw na podiozu z agarem
do hodowli Clostridium acetobutylicum (Materiaty 3.6.9), a nastepnie przenoszono do pozywki

ptynnej (Materiaty 3.6.8.). Bakterie beztlenowe hodowano bez wytrzasania.

Nastegpnie bakterie przygotowano do testow tak samo jak w Metodzie 4.15.1 hodujac je
najpierw w odpowiednich warunkach. Nastgpnie przeprowadzono TRZ zgodnie z Metoda

4.15.2.
4.16 Nano roznicowa fluorymetria skaningowa (nanoDSF)

Biatka wirowano (10 000 x g, 15 min.) w celu pozbycia si¢ babelkoéw powietrza, ktore
moglyby zakléci¢ pomiar. Nastepnie doprowadzono je do temperatury pokojowej. Probki
umieszczano w kapilarach Prometheus standard w objetosci okoto 10 pL, ktére umieszczano
na szynie urzadzenia Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies). Ulozone kapilary zostaty
zaklejone silikonem, by zapobiec wyparowaniu probek. Pomiary prowadzono w zakresie
temperatur od 20°C do 110°C co 1°C. Wzrastajaca fluorescencja pochodzaca od reszt
tryptofanu i tyrozyny byta mierzona w falach o dlugosci 330 nm i 350 nm. Bazujac na zmianach
intensywnos$ci fluorescencji w funkcji temperatury obliczany byt stosunek F350/F330 za
pomoca oprogramowania PR.ThermControl. Uzyskane wyniki pozwolily na okre$lenie
temperatury topnienia (Trm) danego biatka. W przypadku biatek: K11gp3.5 oraz LytA 27
wartosci pochodzace z pierwszej pochodnej zostaly pomnozone przez -1 w celu poprawy

czytelnosci wykresu.
4.17 Izolacja Peptydoglikanu

Peptydoglikan izolowano z T. thermophilus HB8. Hodowle nocng bakterii odmiodzono w
stosunku 1:2000 1 hodowano w 60°C przez noc do osiagnigcia ODgoo ~0,7 w pozywce TM
(Materiaty 3.6.5) w 6 kolbach o pojemnos$ci 250 mL. Nastepnie odwirowano hodowle (5 000 x
g, 18°C, 10 min.), supernatant zlano a osad z kazdej kolby zawieszono w 3 mL PBS (Merck,
Niemcy). Do zawiesin dodano po 6 mL gotujacego si¢ 6% SDS (Merck, Niemcy). Zawiesing
bakteryjna inkubowano gotujac ja z wytrzasaniem (187 rpm, 100°C, 3 godziny). Po tym czasie
temperature¢ wyltaczano, a probki zostawiano na noc z wytrzasaniem. Nastgpnego dnia
temperatura zostala ponownie wlaczona na 2 godziny, w celu rozpuszczenia SDS, ktory si¢
wytracil. Nastepnie probki zebrano do dwoch probowek polipropylenowych (Thermo Scientific
Nalgene, 30 mL) w obje¢tosci po 27 mL. Probki zrownowazono i wirowano (50 000 x g, 18°C,
20 min., Beckman Optima XPNO0199, rotor 70.Ti, Niemcy). Po wirowaniu ostroznie zlano

supernatant, a osad zawieszono w 20 mL ultraczystej wody. Wirowanie powtdrzono jeszcze
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dwa razy w tych samych warunkach, a po ostatnim wirowaniu osad zwieszono w 2,7 mL 10
mM Tris-HCI, pH7,2, 0,06% NaCl. Prébki poporcjowano po 900 pL do 1,5 mL probéwek typu
Eppendorf (lacznie 6 probowek). Nastepnie po aktywacji pronazy E (Materiaty 3.9.20)
w stezeniu 1 mg/mL (60°C, 30 min.) dodano jag w ilosci 100 pL do kazdej probowki
1 inkubowano przez 2 godziny w 60°C. Nastepnie zatrzymano reakcje¢ poprzez dodanie po 200
puL 6% SDS do probek i inkubowano je dalej przez 30 min. w 100°C. Wszystkie probki zebrano
do 1 probéwki z polipropylenu kopolimerowego, ultrawirowano i ptukano w 20 mL wody, tak
jak to opisano wyzej, do momentu usuni¢cia SDS (brak babli powietrza). Po ostatnim
wirowaniu probki zawieszono w 10 mL ultraczystej wody 1 rozdzielono po 100 uL

do probowek typu Eppendorf. Wyizolowany PGN wysuszono i przechowywano w -80°C.
4.18 Test wigzania peptydoglikanu

PGN zawieszono w 1 mL buforu T-M (Materiaty 3.7.13.2) i przez 30 min. inkubowano
w lodzie. Nastgpnie PGN dokladnie wymieszano i odwirowano (12 500 x g, 4°C, 5 min.)
1 ponownie zawieszono w buforze T-M. Czynno$¢ t¢ powtdrzono jeszcze 3-krotnie na koncu
zawieszajac osad w 650 puL buforu T-M. Nastepnie 150 pL rozpuszczonego PGNu zmieszano
z 3,6 pg endolizyny Ts2631, badz jej wariantu substytucyjnego i 100 pL buforu T-M. Kontrole
negatywna stanowila anhydraza weglanowa (CA, Materialy 3.9.2). Bialko to nie wigze
peptydoglikanu i powinno zosta¢ we frakcji bialek niezwigzanych z peptydoglikanem.
Przygotowane mieszaniny inkubowano w 4°C przez 30 min. Po tym czasie przerwano
inkubacje¢ 1 odwirowano probki (12 500 % g, 4°C, 5 min.). Supernatant zachowano, a osad
przeptukano 4-krotnie buforem T-M, by usung¢ pozostatosci niezwigzanych z PGNem bialek
w warunkach wymienionych wyzej. Po ostatnim wirowaniu przeplukany PGN wyodrgbniono
buforem: 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 19% glicerolu, i 5% B-merkaptoetanolu. Do
kazdej probki dodano po 6 pL buforu Laemmli (Materiaty 3.7.5), zagotowano przez 5 minut po
czym odwirowano (10 s, 10 000 x g) 1 zworteksowano. Supernatant i osad PGNu poddano
rozdziatowi w zelu Trycyna-SDS-PAGE. Zel trycynowy (Materiaty 3.8.2.3) przygotowano
wedlug schematu opisanego w podrozdziale Metody 4.14. Sklad zeli znajduje si¢ w
podrozdziale Materiaty 3.8.2.3.1 oraz 3.8.2.3.2. Po wykonaniu zeli natozono catg objetos¢
probek do pojedynczych studzienek. Rozdzial w zelu zageszczajacym prowadzono przy
napieciu 30 V, a po przejsciu probek do Zelu rozdzielajacego napiecie zwiekszono do 90 V. Zel
barwiono przez noc w 1 x stgzonym Barwniku Coomassie bigkit brylantowy G (Materiaty

3.7.7.).
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4.19 Spektroskopia dichroizmu kolowego

Biatka zostaty zawieszone w buforze C (Materiaty 3.7.3) 1 doprowadzone do stezenia 0,15
mg/mL (7,14 uM). Dane zostaly zebrane za pomoca spektropolarymetru do dichroizmu
kotowego JASCO J-815, gdzie dlugos¢ Sciezki wyniosta 1 mm. Widoczny wynik pomiaru

spektrum dichroizmu kotowego jest $rednig z sze$ciu skandw.
5. Wyniki i dyskusja
5.1 Analiza filogenetyczna endolizyny Ts2631

W pracy nad endolizyng Ts2631, ktéra ukazata si¢ w 2019 r. wykazano, ze w sekwencji
endolizyny Ts2631 wystepuje wigcej tryptofandw, arginin i prolin w poroéwnaniu z biatkami
mezofilnymi'?’. Zastanowito mnie, jakie jeszcze réznice mozna znalezé pomiedzy sekwencja
aa 1 strukturg przestrzenng endolizyny Ts2631 a homologicznymi biatkami mezofilnymi.
Strukturalnym homologiem pochodzenia mezofilnego jaki wykorzystano do okreslenia
struktury przestrzennej endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG) w poprzednich badaniach byt lizozym
faga T7 (PDB: 1LBA). Zalezalo mi na tym, zeby znalez¢ jak najbardziej podobne i dobrze
opisane biatko pochodzenia mezofilnego, a jednocze$nie wirusowego, z ktorym mogtabym
porownac endolizyne Ts2631. W czasie kiedy podjetam si¢ zbadania mechanizmu stabilnosci
termicznej endolizyny Ts2631, od momentu, kiedy okreslono jego struktur¢ w bazie danych
PDB mogly pojawi¢ si¢ kolejne biatka, ktore bylyby do tego biatka homologiczne pod
wzgledem struktury.

W pierwsze] kolejnosci skoncentrowalam si¢ na wyszukaniu bialek wykazujacych
podobienstwo do endolizyny Ts2631. Celem pracy bylo znalezienie bialka pochodzacego

z bakteriofaga mezofilnego w celu poréwnania struktury oraz sekwencji aa obu biatek.

We wspotpracy z dr hab. Marcinem Goérniakiem, Wydziat Biologii, UG, stworzytam drzewo
filogenetyczne opierajace si¢ na sekwencji domeny rozpoznajacej peptydoglikan (PGRP)
endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG)'”. Wynik topologiczny ujawnit dwa gtéwne klady,
o wsparciu 95, ktorym odpowiadaja dwie rézne linie ewolucyjne (Ryc. 9). W kladzie
oznaczonym niebieskimi liniami reprezentowane s3 taksony eukariotyczne, a w drugim
znajduje si¢ wiele taksonoéw bakteryjnych, niewiele archeondéw oraz podzbidr sekwencji
wirusowych. Wewnatrz obu kladéw wida¢ niskie wsparcie (stabe rozdzielenie), co moze
wskazywac¢ na gwattowne rozdzielenie si¢ linii potomnych w krotkim czasie ewolucyjnym,

albo niewystarczajacy sygnat filogenetyczny, aby lepiej rozdzieli¢ relacje.
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W kladzie z bialkami eukariotycznymi znajduja si¢ tez biatka bedace strukturalnymi
homologami endolizyny Ts2631 (co wykazaltam za pomocg Foldseek). Obejmuja one:
Drosophila melanogaster PGRP-LB (PDB: 7NTO0), D. melanogaster PGRP-LB (PDB: 7NSX),
Apis mellifera PGRP-SA (PDB: 5XZ3), Bumblebee PGRP-SA (PDB: 5XZ4), ludzki PGRP-
lIaC (PDB: 2APH), ludzki PGRP-IBC (PDB: 2EAX), ludzki PGRP-S (PDB: 1YCK),
Branchiostoma  belcheri tsingtauense BbtPGRP3 (PDB: 4Z8I), kompleks domeny
zewnatrzkomoérkowej PGRP-LCa i PGRP-LCx u D. melanogaster (PDB: 2F2L) oraz PGRP-
SD 1 D. melanogaster (PDB: 2RKQ). Z kolei w drugim kladzie odrdznia si¢ kilka kluczowych
podstruktur. Klad o silnym wsparciu (100) obejmuje taksony termofili, w tym oprocz
endolizyny Ts2631, trzy biatka: endolizyng¢ Ph2119 z vB Ph2119 (PDB: 6SUS5), endolizyne
PhiKo z vB phiKo (GenBank: AYJ74695.1) i biatko z Thermus sp. (GenBank:
MDM?7323587.1). Dwie z tych endolizyn: Ph2119 i PhiKo zostaty juz opisane przez grup¢
badawczg Profesora Tadeusza Kaczorowskiego® oraz Profesor Magdaleny Ptotki?. Natomiast
biatko z Thermus sp. zostato dodane do GenBanku 22.06.2023 r. i w dniu, kiedy pisz¢ t¢ prace
nie ukazaty si¢ zadne wyniki opisujace to biatko. W klastrze bakteryjnym znajduje si¢ podgrupa
o niskim wsparciu, w tym: lizozym T7 (PDB: 1LBA) i amidaza LysC z Clostridium intestinale
(PDB: 6SSC). Takie niskie wsparcie moze wynika¢ z duzego zr6znicowania sekwencji lub
zjawiska horyzontalnego transferu gendéw kodujacych enzymy rozktadajace $ciany

komorkowe 3!,

Zastanawiatam sig¢, ktore z dwoch biatek, LysC, czy lizozym T7, wybra¢ do dalszej analizy
porownawczej z endolizyng Ts2631. Zaréwno biatko LysC, jak 1 lizozym T7 sa opisane
w literaturze, chociaz lizozym T7 znacznie lepiej. Amidaza LysC, jest prawdopodobnie

autolizyng, czyli bialkiem pochodzenia bakteryjnego!®?

. Wykorzystujac Foldseek mozna
porownac ze soba podobienstwo w topologii struktur biatkowych za pomoca wskaznika TM-
score (ang. Template Modelling score). Jesli warto§¢ wynosi ponizej 0,5 oznacza to, ze biatka
nie sg do siebie podobne, a im blizej 1, tym biatka sg bardziej podobnie sfatdowane.
W przypadku takiego poréwnania struktur przestrzennych endolizyny Ts2631 1 biatka LysC
TM-score wyniodst 0,88. Z kolei lizozym T7, to amidaza pochodzaca od bakteriofaga T7, ktora
pehi funkcje endolizyny'®*. Poréwnanie endolizyny Ts2631 z lizozymem T7 w narzedziu

Foldseek pokazato, ze TM-score wynosi 0,82.

Ze wzgledu na to, ze lizozym T7 pelni biologiczng funkcje najbardziej podobna do

endolizyny Ts2631, jest bardzo dobrze opisanym biatkiem w literaturze, ze znang struktura,
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a TM-score nie roznit si¢ znaczgco od LysC, to wtasnie lizozym T7 wybratam jako strukturalny
homolog pochodzenia mezofilnego, do dalszej analizy poréwnawczej.
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Ryc. 9. Drzewo filogenetyczne wykonane na podstawie sekwencji endolizyny Ts2631 odpowiadajacej
domenie rozpoznajacej peptydoglikan (PGRP). Zielonym kolorem zaznaczono klad obejmujacy sekwencje
biatek najbardziej spokrewnionych z endolizyng Ts2631, ktore sa biatkami termofilnymi. Kolorem ré6zowym
zaznaczono lizozym faga T7, ktory jest strukturalnym homologiem endolizyny Ts2631 i reprezentantem biatek

mezofilnych. Niebieskimi liniami wyrézniono klad zawierajacy biatka eukariotyczne; 10 z nich o podanych

numerach PDB stanowi najblizsze eukariotyczne homologi strukturalne endolizyny Ts2631.

5.2 Analiza poré6wnawcza endolizyny Ts2631 oraz lizozymu faga T7

Zdecydowatam si¢ porownac ze sobg biatka: endolizyng Ts2631 i lizozym T7 skupiajac sie

na ich I-, II- i Ill-rzedowych strukturach. Na podstawie struktury przestrzennej lizozymu T7
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(PDB: 1LBA) metoda podstawienia molekularnego zostata wyznaczona wczes$niej struktura

endolizyny Ts2631'77.

Oba biatka mimo bardzo podobnej budowy i1 dobrego dopasowania (Ryc. 10A) nie
wykazuja wysokiego podobienstwa sekwencji aa, bo identyczno§¢ wynosi zaledwie 31,2%

(poréwnania dokonano w NCBI BLASTp).

Oba biatka zbudowane sg z podobnej ilosci struktur II-rzedowych, z tym, ze endolizyna
Ts2631 posiada unikatowe 20-aa wydluzenie na N-koncu z dodatkowa o-helisg. Wyraznie
zauwazalne sa 3 dhuzsze petle lizozymu T7 (Ryc. 10B). Wiadomym jest, ze krotsze petle sa
istotne w stabilnoéci termicznej biatek!3*. Petle posiadaja tez zwykle wysoki czynnik B, ktory
dostarcza informacje mig¢dzy innymi na temat dynamiki konformacyjnej danego regionu bialka,
dostepnoéci rozpuszczalnika, czy stabilnoéci termicznej'*>13¢, Postanowitam poréwnaé ze sobg
czynniki B obu biatek. Nizsza warto$¢ czynnika B wskazywata na region o obnizonej dynamice
konformacyjnej, tutaj oznaczony kolorem czerwonym (Ryc. 10B). Natomiast im czynnik B byt
wyzszy, tym dane miejsce charakteryzowato si¢ wieksza dynamikg konformacyjna, co na Ryec.
10B zaznaczytam kolorem niebieskim. W przypadku dwoéch petli (Srodkowej i skrajnie prawej)
widoczny jest wyrazny kolor niebieski na petlach lizozymu T7, co $wiadczy o wysokiej
warto$ci czynnika B. Natomiast w przypadku petli zaznaczonej po lewej stronie na Ryc. 10B
nie wida¢ istotnie duzej r6znicy w czynniku B 1 w przypadku obu biatek jest on do$¢ niski, na

co wskazuje bardziej czerwony kolor.

W literaturze podobne obserwacje w przypadku biatek termofilnych 1 ich strukturalnych
homologdéw poczyniono w przypadku kilku innych bialek. W badaniach nad enzymami
z rodziny lipaz porownywano do siebie struktury przestrzenne czterech rd6znych enzymow:
lipazy psychrofilnej EstS z Shewanella halifaxensis, lipazy psychrotolerancyjnej EstP
z Pseudomonas sp. B11-1, lipazy mezofilnej EstB z Burkholderia thailandensis 1 lipazy
termofilnej Est2 z Alicyclobacillus acidocaldarius (PDB: 1EVQ'Y). Bialka te wykazuja
identyczno$¢ sekwencji aa na poziomie 38 — 47%. Za pomocg dynamiki molekularnej
poréwnywano ruchomos$¢ petli, gdzie wskaznikiem dynamiki konformacyjnej jest fluktuacja
sredniokwadratowa (ang. Root Mean Square Fluctuation, RMSF). W przypadku bialka
termofilnego (Est2) jedna z petli, L2 jest o jeden aa krotsza w pordwnaniu do reszty bialek.
Zlokalizowana na N-koncu petla wykazata nizsze wartosci RMSF przy nizszej temperaturze,
czyli obnizong dynamike konformacyjna, a wyzsze przy rosnacej temperaturze, czyli

zwiekszyta swoja dynamike konformacyjng, w poréwnaniu do pozostatych biatek. Autorzy
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sugeruja, ze N-koncowa czg$¢ moze odpowiadaé za stabilno$¢ termiczng w tej rodzinie

enzymow!'.

Z kolei w pracy poréwnujacej ze sobg biatko termofilne bedace represorem argininowym
ArgR z Geobacillus stearothermophilus (PDB: 1B4B) 1 jego mezofilny odpowiednik z E. coli
K12 (PDB: 1XXA) wskazano na réznice w dlugosci petli i poréwnano tam wartosci czynnika
B. Na petlach warto$ci te byly nizsze w biatku termofilnym, niz mezofilnym wskazujac na
nizsza dynamike konformacyjng w tych regionach. Te biatka takze wykazaly niewielkie
podobienstwo sekwencji aminokwasowych (identyczno$¢ wynosita 31%), a strukturalnie

wykazywaty wysoka homologie!*.
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[ lizozym T7(1LBA) 4 : \,O\B
=23 Endolizyna Ts2631 (6FHG) \ ‘/\-ﬁ ) |

I2.1

0.8

I-o.s

Czynnik B

Ts2631 Lizozym T7

Ala 9,0% Tyr 2,1%
Trp 2,7%

*Tyr 5,8% Arg 6,2%

*Arg 9,0%
*Trp 4,5%
Ser 6,2%

VAsp 2,6%
Pro 2,7%

Asp 6,2%
vSer 1,3%

*Pro 8,3%

Ryc. 10. Poréwnanie czestosci wystepowania aminokwaséw oraz struktur przestrzennych endolizyny
Ts2631 i lizozymu T7. A — natazone na siebie struktury endolizyny Ts2631 (kolor pomaranczowy) oraz lizozymu
faga T7 (kolor niebieski). W nawiasach obok nazw bialek znajduja si¢ numery PDB. Po natozeniu struktur
uzyskano warto$¢ $redniokwadratowego odchylenia (ang. Root Mean Square Deviation, RMSD) réwna 0,853 A
dla rdzenia biatka (103 pary Ca po odfiltrowaniu par atomdw przekraczajacych prog dopasowania), natomiast dla
calego dopasowania (137 par) RMSD wyniosto 4,425 A. Prostokatami zaznaczono wyraznie roznigce sie od siebie
petle wystepujace w strukturach obu biatek. B — struktury tych biatek z naniesionymi warto$ciami czynnika B.
Regiony o nizszych warto$ciach tego czynnika oznaczono kolorem czerwonym, natomiast wyzszych kolorem

niebieskim. Wartosci czynnika B zostaly znormalizowane do wspdlnej skali w celu ich poréwnania. C —
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poré6wnanie  wystgpowania  poszczegélnych  aminokwasow ~ w  sekwencji  endolizyny  Ts2631
i lizozymu T7.

Ze wzgledu na to, ze poszczegdlne aminokwasy takze moga mie¢ znaczenie w stabilnosci
termicznej bialka przyjrzatam si¢ blizej strukturze I-rzedowej i procentowemu udziatowi

aminokwasow w calej sekwencji endolizyny Ts2631, jak i lizozymu T7 (Ryc. 10C).

Procent wystepowania wiekszosci aminokwasdéw nie réznit si¢ znacznie pomig¢dzy tymi
dwoma biatkami, ale ilo$ci kilku aminokwaséw, wymienionych ponizej, znacznie od siebie

odbiegaty.

Argininy, proliny 1 aa aromatyczne, a w szczegolnosci tryptofany, ze wzgledu na swoje
wlhasciwosci omowione szczegotowo we Wstepie (podrozdziat 1.7), sa istotnymi
aminokwasami z punktu widzenia stabilno$ci termicznej biatek. Zwrocitam wiec na nie
szczegdlng uwage podczas porownywania sekwencji bialek. Dhugos¢ sekwencji
aminokwasowej endolizyny Ts2631 to 156 aminokwasoéw. W sekwencji jest 7 tryptofanow, 13
prolin oraz 14 arginin. Tylko dwie argininy (R64 i R67) oraz dwie proliny (P54 i P140) sa

aminokwasami konserwowanymi w sekwencji endolizyny Ts2631.
5.2.1 Wystepowanie aminokwaséw aromatycznych

W sekwencji termostabilnej endolizyny 16,7% stanowig aa aromatyczne podczas, gdy
u mezofilnego lizozymu jest to 13,0%. Zawarto$§¢ aminokwasow, takich jak tryptofan (Trp, W)
1 tyrozyna (Tyr, Y) jest w endolizynie Ts2631 wyzsza i odpowiada kolejno 4,5% 1 5,8%,
a w sekwencji lizozymu T7 to 2,7% oraz 2,1%. Mozna zauwazy¢ natomiast mniejszg zwarto$¢
fenyloalaniny (Phe, F) u endolizyny (1,9%) niz u lizozymu (3,4%). Z kolei w przypadku
histydyny (His, H) nie zaobserwowatam istotnej rdéznicy (4,5% vs 4,8% odpowiednio
u endolizyny Ts2631 i lizozymu T7). Aa aromatyczne sg niezwykle istotne w hydrofobowych
rdzeniach bialek termofilnych. Roznice w czgstosci ich wystepowania w biatkach termofilnych
1 mezofilnych mozna wytlumaczy¢ analizujac funkcje oraz budowe tych aminokwasow (Ryc.
11.). Wigksza ilo§¢ tryptofandbw moze wynika¢ z obecnos$ci podwdjnego pierscienia
indolowego, dzigki ktéremu moze utworzy¢ wiecej stabilizujacych oddzialywan n. W jego
pierScieniu znajduje sie grupa -NH, ktora jest donorem w wigzaniu wodorowym!'4%!4!. Ta
dodatkowa grupa -NH nie wyst¢puje u fenyloalaniny, ani tyrozyny. Tyrozyna natomiast posiada
pojedynczy pierscien benzenowy i dodatkowa grup¢ hydroksylowa (-OH), ktéra bierze udziat
w wigzaniach wodorowych. To takze daje jej przewage nad fenyloalaning'**!**. Fenyloalanina

jest aminokwasem hydrofobowym 1 aromatycznym, tak jak dwa wczesniejsze aa, dzigki czemu
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moze uczestniczy¢ w oddzialywaniach hydrofobowych i m — m. Ma ona jednak matg
powierzchnig interakcji (pojedynczy pier§cien benzenowy) i nie moze utworzy¢ tylu wigzan co
tryptofan i tyrozyna, dlatego w termofilnych bialkach nie jest faworyzowana. Jest to czgsty

wzdr, ktory stanowi uniwersalny wzorzec adaptacyjny biatek termofilnych.

Tryptofan Tyrozyna
(Trp, W) (Tyr Y)

0 0

v, on o
dﬁ!ﬂ NH, ® |Ili NH,

Fenyloalanina Histydyna
(Phe, F) (His, H)
O O
OH </N i OH
NH, HN NH,

Ryc. 11. Schemat przedstawia wzory strukturalne tryptofanu, tyrozyny, fenyloalaniny i histydyny.
Niebieskim kotkiem zaznaczono pierscien indolowy oraz grupe -NH tryptofanu i grupe hydroksylowsa tyrozyny,
ktdra znajduje si¢ w pierscieniu benzenowym (rycina stworzona w programie BioRender).

Histydyna natomiast ma maty pierscien indolowy (5-cztonowy, imidazolowy), jej Srednia
energia oddziatywania w ukfadzie n — n w roztworze wodnym jest najnizsza ze wszystkich
aminokwasow aromatycznych 1 wynosi okoto -3,0 kcal/mol do -4 kcal/mol (w stanie
deprotonacji, czyli pH powyzej ~6,0) w zaleznos$ci od tego, z ktorym aminokwasem wchodzi
w interakcje. W stanie protonacji (pH < 6) moze bra¢ udziat w oddziatywaniach kation — =,
ktore sg silniejsze od oddzialywan m — m, a takze w tworzeniu mostkéw solnych. Histydyna
moze nie by¢ istotna w stabilno$ci termicznej, ze wzgledu na jej zaleznos¢ od pH 1 niestabilnos¢

w tworzeniu oddziatywan, natomiast czesto jest czescia centr katalitycznych biatek!*.
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5.2.2 Wystepowanie prolin

Z kolei prolina wystgpowata w ilosci 8,3% 1 3,4% kolejno w sekwencji endolizyny Ts2631
1 lizozymu faga T7. W endolizynie Ts2631 jest w sumie 13 prolin, z czego 4 znajdujg si¢ na
poczatku a-helis, a 9 znajduje si¢ na petlach. W lizozymie faga T7 obecne sg tylko 4 proliny,
z czego dwie znajduja si¢ w tej samej pozycji co u endolizyny Ts2631, a dwie pozostale
znajdujg si¢ blisko centrum aktywnego pozostajac w niewielkiej odlegtosci od tych
wystepujacych w endolizynie Ts2631. Prolina, dzigki swojej budowie jest sztywnym
aminokwasem. Obecno$¢ proliny prowadzi do zmniejszenia entropii w gldwnym tancuchu, co
minimalizuje ryzyko rozfaldowania w wyzszej temperaturze. Odpowiada za ograniczong
ruchomo$é elementéw biatka, co usztywnia i stabilizuje je w calosci'*’. Obecno$¢ tej reszty
moze wplywac na obnizenie czynnika B w danym regionie, szczegdlnie w petlach co jest
szczegoOlnie istotne w petlach znajdujacych si¢ czgsto blisko powierzchni. Jest to tez aminokwas
hydrofobowy i u termofilow obserwuje si¢ oddziatywania hydrofobowe pomigdzy innymi
aminokwasami zar6wno na powierzchni jak i w rdzeniu biatka. Obserwuje si¢, ze czgstosé

wystepowania proliny ro$nie w kierunku psychrofile = mezofile = termofile!*.
5.2.3 Wystepowanie dodatnio naladowanych aminokwaséw

W sekwencjach obu biatek widoczne sg rdznice miedzy iloscig arginin, gdzie w endolizynie
stanowig one 9,0% a w lizozymie 6,2%. Arginina jest dodatnio naladowanym aminokwasem,
tak jak lizyna, ktorej u lizozymu faga T7 jest wigcej (7,5%) niz u termostabilnej endolizyny
(5,1%). Sumujac zawarto$¢ dodatnio natadowanych aminokwaséw mozna zauwazy¢ ich
podobng ilos¢, gdzie u endolizyny to 14,1% a w lizozymie 13,7% (histydyny nie bratam pod
uwage, gdyz jest dodatnio natadowana tylko w pH kwasnym!'#+!46) Mozna przypuszczaé, ze
w wyniku adaptacji do wysokiej temperatury u stabilnej termicznie endolizyny doszio do
wzbogacenia sekwencji aminokwasowej o argininy. Glowna przyczyng moze by¢ obecno$¢
grupy guanidynowej argininy majacej wyzsza warto$¢ pKa (okoto 13,8 — 13,9'%7) niz grupa
aminowa lizyny (okoto 10,4 — 10,5'%1%4) 'co oznacza, Ze tatwiej utrzyma swoéj dodatni tadunek
w zmiennych warunkach (np. przy wyzszej temperaturze). Lancuch boczny argininy jest tez
krotszy o jedng grupe metylowa w pordwnaniu do lizyny, co moze wpltywaé na mniej
oddzialywan z rozpuszczalnikiem, co z kolei jest korzystne w ekstremalnych warunkach®’.
Lizyna ma mozliwo$¢ przyjecia wigkszej liczby mozliwych konformacji niz arginina, co moze
wplywaé na zwiekszong entropie uktadu®>!'*’. W przypadku argininy zatem istnieje nizsze
prawdopodobienstwo przej$¢ strukturalnych, co w wysokiej temperaturze skutkowatoby
denaturacjg. Grupa guanidynowa argininy moze tworzy¢ liczne interakcje elektrostatyczne

78 |Strona



i wigzania wodorowe, ktore stabilizujg uktad®®. Argininy tez sa preferowane w oddziatywaniach
kation-m, poniewaz ich grupa guanidynowa tworzy silniejsze oddziatywania niz grupa aminowa
lizyny'”!. Lizyna moze odgrywaé¢ inne role stabilizujgce. Istnieja przestanki, ktore
potwierdzaja, ze w genomach niektérych organizmow hipertermofilnych preferencja
wystepowania arginin wynika bezposrednio z wysokiej zawartosci par zasad (pz) GC
w sekwencji nukleotydowej (wszystkie kodony argininy rozpoczynaja si¢ od CG). Jednak nie
jest to reguta, poniewaz zauwazono takze, ze w proteomach termofilow moze wystepowaé
przewaga lizyn nad argininami®”'>°. Jedne z nowszych badan pokazuja, ze termofile bogate sa
w pz AT jako dwie pierwsze zasady kodonu a G/C wystepuja czgsto w trzeciej pozycji kodonu
(60%)'*2. Jest to z pewnoscig zlozony mechanizm zalezny od innych oddziatywan, jakie

wystepuja w danym biatku.
5.2.4 Wystepowanie ujemnie naladowanych aminokwasow

Warto od razu wspomnie¢ o kwasie asparaginowym (Asp, D), ktoéry wystepuje w znacznie
mniejszej ilosci u endolizyny stanowiac 2,6% sekwencji, podczas gdy u lizozymu T7 6,2%. Jest
to ujemnie naladowana reszta, podobnie jak kwas glutaminowy (Glu, E), ktéry z kolei
wystepuje w podobnej ilosci w obu biatkach. Lancuchy boczne dodatnio natadowanych
aminokwasow z ujemnie natadowanymi tworzg mostki solne. Sumujgc jednak ilo§¢ ujemnie
naladowanych aminokwasow w endolizynie Ts2631 zauwazylam, ze jest ich o 4% mniej niz
w lizozymie T7. Kwas glutaminowy ma dluzszy tancuch boczny, w zwiazku z czym moze
pozwala¢ na bardziej efektywne tworzenie mostkéw solnych 1 lepiej dopasowal si¢
przestrzennie, stad w sekwencji termostabilnej endolizyny moze by¢ jej wigcej niz kwasu
asparaginowego. Dodatnio natadowane aa biorg tez udziat w oddziatywaniach z aminokwasami
aromatycznymi (kation-m), ktére sg bardziej stabilne od mostkow solnych. Nie wiadomo
natomiast, czy wigksza ilo$¢ arginin a mniejsza kwasu asparaginowego moze $wiadczy¢ o tym,
ze w termostabilnym biatku istnieje wigecej oddzialywan kation-n od mostkoéw solnych, by

lepiej ustabilizowac¢ biatko.
5.2.5 Wystepowanie seryny

Seryna (Ser), to aminokwas, ktory takze wystepowat rzadziej u endolizyny Ts2631 (1,3%)
niz u lizozymu T7 (6,2%). Seryna jest aminokwasem polarnym, a przez duzg ilo$¢ dostepnych
konformacji tancucha bocznego sprzyja lokalnie zwigkszonej dynamice konformacyjnej
1 wigkszemu nieuporzadkowaniu w biatku. W biatkach nieuporzadkowanych obserwuje si¢

wiekszy udzial hydrofilowych 1 nieskompensowanych natadowanych aminokwasoéw (dlatego
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tez kwasu asparaginowego w biatkach termofilnych bywa mniej). W organizmach termofilnych
w przeciwienstwie do mezofilnych obserwuje si¢ mniejszy udzial biatek o duzym
nieuporzadkowaniu. W biatkach uporzadkowanych reszty seryny znajduja w wiekszosci na
powierzchni biatka!>!>*, Tak jest w przypadku endolizyny Ts263 1, gdzie jedna seryna znajduje
si¢ na petli, a druga na poczatku B-nici wystawionych na zewnatrz (Ryc. S1). Zapewnia to

dostep do rozpuszczalnika, z jakim te reszty moga oddziatywac.

5.2.6 Porownanie wystepowania aminokwasow mie¢dzy termofilnymi endolizynami

a lizozymem T7

Powyzsze obserwacje skonfrontowalam przygladajac si¢ sktadowi procentowemu
aminokwasow, ktére sa skladowa bialek wystepujacych na jednej galezi w drzewie
filogenetycznym, gdzie poza endolizyng Ts2631 znajduja si¢ jeszcze: Ph2119, PhiKo i biatko
pochodzace z Thermus sp. (nr akcesyjny: MDM7323587.1) (Ryc. 9). Zaobserwowatam, ze ilo§¢
tryptofanéw i prolin w tych biatkach jest zdecydowanie wyzsza niz u lizozymu T7.
W przypadku arginin tylko endolizyna Ph2119 posiada mniej tych reszt niz lizozym T7
jednoczesnie wcale nie zawierajac wiekszej iloSci lizyn. Z calag pewnosciag mozna jednak
zauwazy¢ pewna tendencje w roznicy pomiedzy zawartoscia poszczegdlnych aminokwasow
w biatkach mezofilnych i termofilnych. Patrzac z tej perspektywy mozliwe jest, ze w przypadku
wymienionych biatek to tryptofan i prolina maja najwigksze znaczenie w stabilno$ci termicznej

wymienionych biatek (Ryc. S2).

5.2.7 Porownanie wyst¢powania aminokwasow miedzy endolizyng Ts2631,

lizozymem T7 a bialkami wirusowymi i bakteryjnymi

Przygladajac si¢ sktadowi aminokwasowemu bardziej globalnie sprawdzitam, jaki rozktad
wystepowania aminokwasow wystepuje w biatkach wirusowych obejmujacych 518 140
1 bakteryjnych obejmujacych zbior 30290 647 sekwencji aminokwasowych (Ryc. S3).
Poréwnujac ilos¢ tryptofanu, fenyloalaniny, tyrozyny, argininy, proliny, seryny i kwasu
asparaginowego wida¢, ze tendencja w ich wystgpowaniu jest podobna jak w lizozymie T7.
Natomiast w przypadku lizyny ten trend byl nieco inny. Czgstos¢ wystgpowania tej reszty
w biatkach wirusowych wyniosta 6,2%, czyli podobnie jak u lizozymu T7 (7,5), a wiecej niz
w endolizynie Ts2631 (5,1%). Natomiast w biatkach bakteryjnych 4,2%, czyli nawet mniej niz
u endolizyny Ts2631.

W  biatkach bakteryjnych 1 wirusowych czesto wystepujg biatka wewnetrznie

nieuporzagdkowane. Im bardziej ztozony organizm, tym wigce] biatek o nieuporzadkowanej
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strukturze. W biatkach wirusowych, ktére sg dtuzsze niz 300 aa jest ich szczeg6lnie wigcej niz
w biatkach pochodzenia bakteryjnego. W obrebie prokariontow obfito§¢ biatek wewnetrznie
nieuporzadkowanych zalezy od temperatury wzrostu organizmu. Ilo$¢ biatek wewngetrznie
nieuporzagdkowanych jest istotnie wieksza u mezofili niz u termofili. Mozna zaobserwowac te
roznice patrzac na wystepowanie aminokwasow z rd6zng czgstotliwosciag u mezofili 1 termofili,
cho¢ zaznacza sie, ze nie jest to jedyny wskaznik definiujacy wewnetrzne uporzadkowanie
biatka. Wskazuje si¢, ze aminokwasy takie jak: cysteina, tryptofan, izoleucyna, tyrozyna,
fenyloalanina, leucyna, histydyna, czy walina promujg wewnetrzne uporzadkowanie w biatku.
Z kolei: prolina, kwas glutaminowy, seryna, glutamina, lizyna, alanina i glicyna promujg

153-155

nieuporzadkowanie. . Moze zaskakiwa¢, ze prolina promuje nieuporzadkowanie lecz

nalezy zwréci¢ uwage, Ze ma znaczenie miejsce, w ktorym ten aminokwas wystepuje !¢

. Biorac
te dane pod uwage mozna bylo si¢ spodziewad, ze wystgpowanie aminokwasow takich jak
seryna, czy kwas asparaginowy bedzie czgstsze w biatkach bakteryjnych 1 wirusowych
pochodzenia mezofilnego niz w temostabilnej endolizynie Ts2631. Z kolei wystgpowanie
argininy, tyrozyny, czy tryptofanu i proliny czeSciej bedzie wystepowaé u termofilnej

endolizyny Ts2631 niz w biatkach mezofilnych i termofilnych.

Jedne z najnowszych badan, w ktérych przeprowadzono analize poréwnawcza genomow
termofili 1 psychrofili w poréwnaniu do mezofili ukazano poréwnanie sekwencji genomowych
20 gatunkéw termofilnych, 20 psychrofilnych i 19 mezofilnych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
wzigto pod uwage réznorodne gatunki, ale tylko sposrdd bakterii 1 archeondw. Wykazano tam,
ze w poréwnaniu do mezofili u termofili wystepuje znacznie wigcej reszt tyrozyny, glutaminy
i leucyny a zdecydowanie mniej cysteiny, alaniny, argininy, glutaminy, czy asparaginy'>’. Na
ten moment brakuje duzych badan poréwnawczych wskazujacych na skiad sekwencji
aminokwasowej u wirusow termofilnych i mezofilnych. W przypadku wiruséw termofilnych
nie jest to duza grupa reprezentacyjna i na ten moment nikt jeszcze nie pokusit si¢ o zebranie

danych na temat tych biatek.

Podsumowujac dane dotyczace analizy sekwencji aminokwasowej zauwazylam, Ze
zawarto$¢ termolabilnych aminokwasow, czyli seryny i kwasu asparaginowego jest nizsza
u endolizyny Ts2631. Natomiast zawarto$¢ takich aminokwasow jak: arginina, prolina,
tryptofan 1 tyrozyna jest zdecydowanie wyzsza. Postanowilam skupi¢ si¢ na tych
aminokwasach, ktorych jest wigcej 1 uwazam, ze moglyby promowac stabilno$¢ termiczng

endolizyny. Nie wrzietam jednak pod uwage wszystkich tyrozyn, a z aminokwasow
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aromatycznych skupitam si¢ na tryptofanie, jako, ze moze bra¢ udziat w wigkszej ilosci

oddziatywan stabilizujacych biatko.
5.3 Mutageneza miejscowo-specyficzna

Zdecydowatam si¢ wykona¢ skan alaninowy, ktory polega na podstawieniu danego
aminokwasu alaning. Alanina jest malym aminokwasem, moze wystepowaé zarOwno w
strukturach a, jak 1 B. Ma bardzo krotki tancuch boczny ograniczony do tylko jednego wegla J,
ktérego pozycja jest zalezna od konformacji szkieletu polipeptydowego. Dzigki obecnosci
wegla B 1 braku mozliwosci zbyt wielu dodatkowych oddziatywan alanina jest powszechnie
akceptowana przy analizie roli poszczegdlnych aminokwasow w biatku. Jak juz wspomniatam
wczesniej, bioragc pod uwage analizy poréwnujace endolizyne Ts2631 z lizozymem faga T7
zdecydowatam si¢ skupi¢ na tych aminokwasach, ktérych w sekwencji endolizyny Ts2631 jest
wiecej. Wykonano wigc warianty substytucyjne, gdzie kazdy tryptofan, proling i argining
zamieniono na alaning (mutageneza miejscowo-specyficzna tych wariantow zostala
przygotowana przed moim przybyciem do zespotu dr hab. Magdaleny Plotki). W ten sposob
utworzono 34 warianty substytucyjne z czego 3 (P54, R64 1 R67) byly juz przygotowane we
wcezesniejszych badaniach nad endolizyng. W poprzednich badaniach skupiono si¢ na resztach
konserwowanych w sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631, gdzie sprawdzano ich

107

wplyw na aktywno$¢ lityczng oraz wigzanie z peptydoglikanem™”’. Widok usytuowania tych

reszt w strukturze przestrzennej biatka przedstawitam na Ryc. 12.
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Ryc. 12. Reprezentacja powierzchni endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG). A - Reszty argininy, gdzie po lewej
stronie przedstawione sg R2, R9, R18, R45 i R82, po srodku R51, R64, R67, R142 1 R150 a po prawej R12, R15,
R20 1 R110; B - Reszty prolin, gdzie od lewej strony widoczne sa, P6, P23, P54, P78 i P86, po srodku P35, P103,
P124, P136 1 P140 a po prawej P40, P73 1 P107; C - Reszty tryptofandéw z widokiem po lewej stronie na W7, W10
i W53 a po prawej W102, W109, W113 i W145; D — Sekwencja aminokwasowa endolizyny Ts2631
z zaznaczonymi w kwadratach resztami konserwowanymi. Czerwonymi trojkatami zaznaczone sg reszty

wchodzace w sktad centrum aktywnego.

W pracy wykorzystatam jeszcze 19 wariantow substytucyjnych (reszty konserwowane na
powierzchni biatka oraz centrum Kkatalitycznego), ktére byly przygotowane podczas
wczesniejszych prac charakteryzujacych endolizyne Ts2631!%7. Lacznie przetestowatam 55

wariantow substytucyjnych biatka.
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5.4 Nadprodukcja i oczyszczanie endolizyny Ts2631 oraz jej wariantow

Endolizyna Ts2631 oraz cz¢s¢ jej wariantow (warianty z substytucjg aminokwasow
konserwowanych oraz wchodzacych w sktad centrum katalitycznego) byly juz zaprojektowane
podczas wczesniejszych badan i plazmidy je kodujace zostaty zdeponowane w KPD. Pozostate
warianty przygotowano wykorzystujagc mutageneze miejscowo-specyficzng (Metody 5.9).
Uzyskanym plazmidowym DNA transformowano komorki E. coli DH5a (Metody 4.10). W
celu potwierdzenia otrzymania odpowiedniego konstruktu wyizolowano plazmidowe DNA,
ktore zsekwencjonowano w firmie Genomed S.A. Wariantami zawierajagcymi odpowiednig
mutacj¢ transformowano E. coli BL21(DE3)pRARE. Nastepnie przeprowadzitam
nadprodukcje w systemie ekspresyjnym pET-15b i oczyszczanie metoda chromatografii
powinowactwa jonow metali wedtug procedury zawartej w podrozdziale Metody 4.11. Etapy

oczyszczania obejmowaly kolejno:

e sonikacje w celu dezintegracji komorek bakteryjnych;

e wirowanie lizatu po sonikacji w celu rozdzielenia frakcji osadu od
supernatantu;

e laczenie supernatantu zawierajacego biatka ze ztozem;

e plukanie zloza z biatek, ktore nie zwigzaty si¢ ze zlozem i1 zwigzaly si¢ z nim
niespecyficznie;

e clucje bialka, ktére za pomocg znacznika His-tag zwigzalo si¢ ze ztozem;

e dializg do buforu, w ktérym prowadzitam dang analize.

Poczatkowo podczas oczyszczania endolizyny Ts2631 supernatant, jaki otrzymywatam po
wirowaniu lizatu po sonikacji, poddawatam inkubacji przez 20 minut w 75°C. Byl to
dodatkowy etap majacy na celu pozbycie si¢ biatek termolabilnych gospodarza. Na
pézniejszych etapach jednak zrezygnowalam z tego kroku, poniewaz preparat, jaki
otrzymywatam z pominigciem tego kroku, byt rownie czysty. Wariantow substytucyjnych od
poczatku nie poddalam temu etapowi, poniewaz nie znalam ich temperatury topnienia.
Skutecznos$¢ oczyszczania przeanalizowatam przy pomocy elektroforezy SDS-PAGE, podczas
ktérej rozdzielitam proby z poszczegdlnych etapéw tego procesu. Cze$¢ wynikow
przedstawilam na Ryc. 13, jednak dla przejrzystosci wynikow wszystkie zele z oczyszczania

wariantow endolizyny Ts2631 zaprezentowalam na Ryc. S4.

84|Strona



Ts2631_WT
M 1 2 3 4 5 6

-

—

—

10 —

Ryec. 13. Trzy przykladowe wyniki przedstawiajace przebieg oczyszczania endolizyny Ts2631_WT, wariantu
R2A oraz wariantu P54A metoda chromatografii powinowactwa jonéw metali. Na rycinie ukazane sa zele
poliakrylamidowe po rozdziale metoda SDS-PAGE (Zel rozdzielajacy 10%) probek zebranych z poszczegolnych
etapow oczyszczania. Po lewej stronie kazdego zelu oznaczono masg¢ biatka (kDa) odpowiadajaca wielko$ci
prazka w biatkowym wzorcu masowym. M — marker, 1 — lizat, 2 — osad, 3 — supernatant, 4 — przesacz bialek

niezwigzanych ze ztozem, 5 — plukanie kolumny, 6 — elucja.

5.5 Pomiar aktywnosci i temperatury topnienia endolizyny Ts2631 oraz jej wariantow

Do pomiaru aktywno$ci wykorzystalam test redukcji zmetnienia (TRZ) opierajacy si¢ na
obserwacji zmiany gestosci optycznej (ODesoo) po dodaniu enzymu. Substrat w reakcji
stanowily komorki 7. thermophilus HB8 uprzednio potraktowane chloroformem w celu
permeabilizacji blony komorkowej Gram-ujemnej bakterii. W ten sposob enzym moze od razu
przedostac¢ si¢ do peptydoglikanu. W badaniach nad endolizyng Ts2631 w poprzednich latach
wykorzystywano stezenie 25 ug/mL'%. Chcac zwigkszy¢ szanse na zaobserwowanie zmian
w wariantach substytucyjnych postanowitam zmniejszy¢ stezenie biatka stosowanego
w eksperymentach do 5 pg/mL. Reakcje prowadzitam przez 15 minut w 60°C. Dodatkowo
biatka byly najpierw inkubowane przez 15 minut w 90°C 1 dopiero potem przeprowadzitam
TRZ, by sprawdzi¢ wplyw temperatury na aktywno$¢ danego wariantu biatka. Wyniki testu
przedstawilam w warto$ciach [%] a aktywno$¢ endolizyny Ts2631 stanowita 100%. Pozwoli to
na obserwacj¢ stabilno$ci kinetycznej biatka. Szczegdly przeprowadzenia testu znajduja sig
w podrozdziale Metody 4.15.2. W celu analizy stabilno$ci termodynamicznej endolizyny 1 jej
wariantow okreslono ich Tm za pomoca nanoDSF we wspotpracy z dr n. med. Anng-Karing
Kaczorowska z Katedry Mikrobiologii, Kolekcji Plazmidéw 1 Drobnoustrojow. Technika ta
pozwala okresli¢ warto$¢ Tm poprzez monitoring zmiany fluorescencji w funkcji temperatury.
W aparacie do nanoDSF mozna wykona¢ 48 pomiaréw jednocze$nie, co jest bardzo pomocne

przy analizowaniu duzej ilo$ci probek.

Podczas okreslania stabilno$ci termicznej endolizyny Ts2631 w poprzednich badaniach za
pomoca mikrokalorymetrii VP-DSC (ang. Variable Pressure Differential Scanning

Calorimetry) ustalono, ze jego Tm wynosi 99,82°C!%. Pomiaru dokonano w buforze 20 mM
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MES, pH 6,0 ze wzgledu na techniczne ograniczenia sprzetu. Biatko w tym buforze wykazuje
niska aktywno$¢, dlatego w biezacych badaniach na poczatku oczyszczone biatko Ts2631

przedializowatam do dwéch buforow, w ktorych postanowitam pordwnaé stabilno$¢ termiczna:

e 20 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM NaCl, 10% glicerol,
e 20 mM MES, pH 6,0, 25 mM NaCl, 10% glicerol.

0,04 1

Biatko Temperatura topnienia [°C] £ SD

Ts2631_HEPES 104,73 £ 0,17

0,03 1 Ts2631_MES 101,63 £ 0,06

Pierwsza pochodna
(350/330nm)
o
S

0,01 A

0,00 T T T T T T T T ]
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Temperatura [°C]

Ryc. 14. Analiza nanoDSF endolizyny Ts2631 w dwéch buforach. Czerwona linia reprezentuje przebieg
pomiaru w buforze MES (20 mM MES, pH 7,4, 25 mM NaCl i 10% glicerol) a czarna linia w buforze HEPES (20
mM HEPES, pH7,4 25 mM NaCl, 10% glycerol). W tabeli znajduja si¢ okreslone wartosci temperatury topnienia
dla biatka w obu buforach.

Warto$¢ Tm jaka ustalono w buforze HEPES dla endolizyny Ts2631 to 104,73°C (Ryc. 14)
1 byla ona o 3,1°C wyzsza niz w buforze MES. W zwiazku z tym zdecydowatam, ze dalsze
analizy bede prowadzi¢ w buforze HEPES. Przypuszcza sig, Zze rdznica w temperaturach T
pomiedzy buforami MES, ktéra wynosi 1,81°C, moze mie¢ dwa wyjasnienia. Po pierwsze
dodatek soli oraz 10% glicerolu przy analizie nanoDSF z pewnosciag wptywa pozytywnie na
ustabilizowanie biatka. Po drugie wykonanie pomiaréw réznymi metodami moze wptywac na
wynik. Drugg z obserwacji poczyniono w grupie badawczej, w ktorej pordwnano wartosci Tm
rekombinowanego kompleksu MHC-I zwigzanego z peptydem mierzone za pomocg nanoDSF,

Fluorescencji Przejsciowej Denaturacji Chemicznej (ang. Thermal Denaturation Transmition
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Fluorescence — TDTF) oraz CD. Wyniki, cho¢ podobne, roznity si¢ migdzy sobg od 0,3°C do
4,7°C'"".

W dalszej czesci przedstawi¢ eksperymenty prowadzone kolejno dla wariantow reszt

konserwowanych, tryptofanowych, prolinowych a na koncu argininowych.
5.5.1 Reszty konserwowane i centrum katalitycznego

Wykonane eksperymenty w przypadku reszt konserwowanych oraz z centrum
katalitycznego dotyczyly tylko analizy nanoDSF (Ryc. 15A), gdyz w poprzedniej pracy

wykazano ich poziom aktywnosci (bez inkubacji w wyzszej temperaturze)'?’

. Wyniki niniejszej
pracy wskazuja, ze najnizsza Tm zostata okreslona dla wariantow H30N, H131IN 1 C139S
i byta ona nizsza od T endolizyny Ts2631 kolejno o: 18,25°C, 19,90°C oraz 14,74°C (Ryc.
15B). Reszty te zaangazowane sg w koordynacje jonu Zn>* (Ryc. 15C). Jak mozna zauwazyé
reszty katalityczne nie byly zastapione alaning, a aminokwasami wytypowanymi na podstawie

analizy poréwnawczej z lizozymem T7 wykonanej w trakcie poprzednich badan'®’

. Wyraznie
widaé, ze substytucja ktoregokolwiek z aminokwaséw bezposrednio zaangazowanych
w koordynacje Zn>" wptywa na stabilno$¢ termiczng biatka, natomiast w przypadku wariantu
Y58F (Ryc. 15), ktéry koordynuje jon Zn>" przez czasteczke wody temperatura Tr, jest nizsza
tylko o 0,75°C w pordéwnaniu do natywnego biatka. Jony metali faktycznie sa jednym

z czynnikow, ktore wplywaja na stabilno$¢ termiczng bialek®>. Poza tym, Ze odgrywaja istotng

role w aktywnoéci biatka, jak np. Zn** w amidazach, czy Ca®" w subtylazach.
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Ryec. 15. Wynik analizy nano Réznicowej Fluorymetrii Skaningowej (nanoDSF) reszt konserwowanych na
powierzchni bialtka Ts2631 oraz jego centrum Kkatalitycznego. Za pomoca nanoDSF zmierzono temperaturg
topnienia biatka oraz jego wariantow. Pomiaru dokonano w zakresie temperatur od 20°C do 110°C (maksymalna
temperatura urzadzenia). Na wykresie oraz w danych z tabeli znajdujg si¢ $rednie wyniki z czterech pomiarow.
A —wykresy prezentujace przebieg reakcji i wskazujace moment, w ktorym potowa biatka znajdowata si¢ w formie
rozfatdowanej. Kazdy kolor linii odpowiada poszczegélnemu wariantowi biatka. Pogubieniem wyszczegolniono
najnizsze warto$ci Tn. B — tabela przedstawiajace wartosci T poszczegdlnych wariantéw endolizyny Ts2631.
C — Widok na centrum katalityczne endolizyny Ts2631, wewnatrz ktorego znajduje sie Zn%*" (na szaro)
koordynowany bezposrednio przez H30, H131 1 C139 oraz przez Y58 poprzez czgsteczke wody (na czerwono).
Niektore termofilne enzymy posiadaja nawet wigcej miejsc wigzania jonow, ktorych
brak u mezofilnych odpowiednikéw. Termofilna proteaza serynowa AkP z Bacillus sp. Ak.1
z super-rodziny subtylaz wiaze trzy jony Ca>*, podczas gdy jej mezofilne homologi wiaza tylko
dwa jony Ca?". Sprawdzono, Ze okres pottrwania biatka AkP w 80°C bez obecnosci jonéw Ca>*
wynosi ponizej jednej minuty, a przy ich obecnosci 15 godzin!*®. Jony metali mogg tworzy¢
takze dodatkowe wigzania, ktore zwigkszg stabilno$¢ struktury. W jednym z badan
zaprojektowano metalo-minibiatka, ktore utworzono z domeny WW hPinl, ktora sktada si¢
z trzech B-nici polaczonych krétkimi petlami. Stworzono kilka wariantow domeny w taki
sposob, aby mogla wigzaé metale dwuwartoéciowe, jak Ni**, Zn>" i Cu?*. Wariant pierwotny

posiadat tylko miejsce wigzania jondw bez dodatkowych modyfikacji. Wykazat najwyzsza Tm
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po wigzaniu z jonem Zn**, ktora wyniosta 34°C, natomiast jego struktura nie byta stabilna
i ulegata rozfaldowaniu. W pozostatych wariantach dokonywano réznych zmian w obrgbie
petli, ale we wszystkich zamieniono metioning znajdujaca si¢ na koncu pierwszej B-nici na
niekanoniczny aminokwas norleucyn¢. Jeden z wariantow wykazat wysoka Tm. Po wigzaniu

Zn*" wyniosta ona 70°C'%,

Z kolei warto$¢ Ty wariantu T137K (T137 wchodzi w sktad centrum katalitycznego),
jest nizsza od endolizyny typu dzikiego 0 9,77°C (Ryc. 15B). Obnizenie wartosci Tm moze by¢
wynikiem kilku zdarzen. Wymieniony wariant znajduje si¢ bardzo blisko reszty C139 (Ryc.
15C), ktéra zaangazowana jest w koordynacje Zn>*. Moze wiec dochodzi¢ do zaburzenia
lokalnej struktury i sieci wigzan wodorowych, np. oslabiajac wigzanie z jonem Zn**. Lizyna
(K), ktorg zostala zastgpiona treonina (T) w miejscu 137 ma tadunek dodatni, co moze
prowadzi¢ do powstania niekorzystnych oddziatywan elektrostatycznych z tym jonem
a dodatnio naladowany koniec lizyny i jonu odpychajac si¢ moga zaburzy¢ lokalng geometri¢

wigzah! 5160,

Warianty Y69A oraz L72A takze maja obnizong warto$¢ Tm w stosunku do biatka typu
dzikiego o okoto 11,4°C (Ryc. 15B). Tyr (Y) jest aminokwasem aromatycznym i moze by¢
donorem wigzan wodorowych. Nie mozna wykluczy¢, ze aminokwas ten bierze udziat
w oddzialywaniu m — m z Y63 znajdujacej si¢ po przekatnej na petli. Y69 znajduje si¢ na
zewnetrznej PB-nici, a reszty tyrozynowe odgrywaja istotng rol¢ w stabilizacji upakowania
w B-harmonijkach'®'®2, Na dodatek tyrozyna posiada polarny tancuch boczny, w ktorym
znajduje si¢ grupa hydroksylowa nadajac jej hydrofilowy charakter przez co oddziatluje z woda.
Znajdujac si¢ w czgsci ekspozycyjnej, po zamianie na maly aminokwas, jakim jest alanina,

moze powstawaé lokalna przestrzen'®?

. Brak tyrozyny w tym miejscu mogt zaburzy¢ potrzebne
oddziatywania i w konsekwencji doprowadzi¢ do obnizenia stabilno$ci termicznej biatka.
Z kolei L72 znajduje si¢ na petli. Jest to aminokwas hydrofobowy, ktéry odpowiada za
integralnos¢ biatka i stabilno$¢ hydrofobowego rdzenia. Zmiana na mniejszy aminokwas mogta
doprowadzi¢ do zwigkszenia dynamiki konformacyjnej petli oraz utraty oddziatywan van der

Waalsa 64165

W przypadku az pieciu wariantow: 179A, C80A, N85A, GI95A i VI135A warto§¢ Tm
przekroczyta 110°C (Ryc. 15B) i nie byla mozliwa do okreslenia ze wzgledu na ograniczenia
urzadzenia pomiarowego. Szczegdlnym zaskoczeniem byta informacja, Ze zmiana cysteiny na
alanine wywotata wzrost wartosci Tm, poniewaz jest to aminokwas, ktory tworzy wigzania

disulfidowe uwazane za istotny czynnik stabilnosci termicznej biatek. Takie wigzanie
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prawdopodobnie wystepuje pomiedzy resztami C80 — C90. Okazuje si¢ jednak, ze w pewnych
sytuacjach takie wigzanie wymusza powstanie lokalnego napigcia w strukturze biatka i po
usunieciu sztywnego mostka moze doj$¢ do odziatywan, ktore ustabilizujg biatko termicznie.
Wiadomo jednak z poprzednich badan, ze pierwotna konformacja biatka ma znaczenie

w kontek$cie aktywnosci litycznej endolizyny Ts2631'Y7

1 obecno$¢ tego mostka moze
wskazywa¢ na kompromis pomi¢dzy stabilno$cig termiczna, a jego prawidlowg aktywnoscia

lityczna.

Pozostale reszty, w ktorych wariantach zaobserwowano T > 110°C, takze mogg prowadzi¢
do lokalnych napig¢. W przypadku 179A moglo doj$¢ do przemodelowania sgsiednich
taficuchéw bocznych'®® i do powstania bardziej korzystnego uktadu, ktéry wplyngl na
stabilno$¢ termiczng biatka'®’. Jest to reszta, ktora wystgpuje zaraz obok C80. Wedtug
wczesniejszych doswiadczen aktywno$¢ lityczna biatka w stosunku do wariantu dzikiego
utrzymuje si¢ na poziomie 60%'%’. Zmiana moze by¢ powigzana z prawidtowym tworzeniem
si¢ wigzan disulfidowych, albo po prostu ze zmiang ruchliwosci fragmentu, na ktorym si¢
znajduje tworzac silniejsze potaczenia i zmiane struktury IlI-rzedowe;j'®. Moze to skutkowaé

konformacja, ktora ma pozytywny wptyw na stabilnos$¢ termiczng biatka, jednak uniemozliwia

przyjecie poprawnej konformacji w formie aktywne;j.

Reszta N85 zlokalizowana jest na trzeciej a-helisie w biatku. Wczedniejsze badania
wykazaly, Zze wariant endolizyny Ts2631 N8S5A jest nieaktywny litycznie i nie jest to
spowodowane brakiem oddziatywania endolizyny z peptydoglikanem. Analiza struktury
II-rzedowej nie wykazata istotnych réznic w poréwnaniu do biatka typu dzikiego!'®’. N85 jest
aminokwasem znajdujacym si¢ wewnatrz helisy, a nie zupetnie na jej koncu przez co mogty
tworzy¢ si¢ niekorzystne wigzania wodorowe dla stabilnosci uktadu, prowadzac do napigc.
Zmiana na alaning¢ mogta ustabilizowac¢ lokalne uwarstwienie a-helisy. Jest to znane zjawisko,
w ktérym alanina jako aminokwas o matym tancuchu bocznym i wysokiej zdolnosci do
stabilizowania struktury helikalnej prowadzi do zmniejszenia lokalnych fluktuacji
i zwickszenia jej odpornoéci na denaturacje'®.

Kolejnym wariantem o T wyZszej niz 110°C jest G95A. Glicyna w pozycji 95 znajduje si¢

na petli. Wariant G95A jest aktywny w 90% w stosunku do natywnego biatka'®’

. Glicyna jest
najmniejszym aminokwasem 1 czgsto prowadzi do lokalnej mobilnosci potencjalnie
zwigkszajac entropi¢ biatka, co moze obnizy¢ jego stabilno$¢. Zamiana na alaning mogta nieco
ograniczy¢ ruchomos¢ petli oraz poprawic jej pakowanie co przeniosto si¢ na wyzszg stabilno$¢
termiczna'’’.
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Ostatnim z omawianych wariantéw jest V135A, gdzie zastagpiony aminokwas znajduje si¢
na koncu piatej a-helisy, niedaleko od centrum katalitycznego. Ten wariant wykazuje nizsza
aktywno$¢ lityczng, niz biatko natywne a wynosi ona okoto 60%'%’. Rozgatezione aa, takie jak
walina 1 izoleucyna wystepujac na koncu o-helis (zwtaszcza w pozycji C-cap) moga
doprowadza¢ do napregzen sterycznych i destabilizacji konca helisy. Z kolei alanina wystepujac
na koncu a-helisy dzigki matemu i niepolarnemu tancuchowi bocznemu moze redukowac
niekorzystne napiecia konformacyjne'’!. Co prawda walina wystepujac tak blisko centrum
katalitycznego moze mie¢ znaczenie dla poprawnego dziatania centrum. Jej zamiana na alaning
mogla doprowadzi¢ do potrzeby wykorzystania wiekszej energii potrzebnej do rozerwania
wigzan podczas zmiany konformacji biatka, a nadmierna stabilizacja regiondw blisko centrum
katalitycznego mogta ograniczy¢ ruchy dynamiczne, co przetozylo si¢ na zmniejszenie

aktywnosci enzymatycznej!’>!7?,

Mechanizmy te nie zostaty zweryfikowane eksperymentalnie, ale mozna tego dokonac
poprzez wykonanie dodatkowych mutacji kontrolnych, poréwnania dziatania w warunkach
denaturujacych (np. z DTT) 1 niedenaturujacych oraz wykonanie analiz badajacych dynamike,
czy struktur krystalicznych wariantéw substytucyjnych oraz sprawdzenie entalpii. W tej pracy

skupitam si¢ jedynie na aspekcie, w ktorym stabilno$¢ termodynamiczna zostata obnizona.
5.5.2 Warianty prolinowe

W przypadku wariantow prolinowych, ktorych bylo trzynascie, zaobserwowatam
zdecydowany spadek aktywnosci po inkubacji biatka w 90°C tylko w przypadku wariantu
P140A. Aktywno$¢ tego wariantu wyniosta 37,62% (Ryc. 16C) a T zostata obnizona 0 21,56°C
(Ryc. 16A, 16B). Wariant P78A z kolei wykazal zredukowang aktywnos$¢ lityczng w 60°C do
poziomu 64,34% (Ryc. 16C) podczas gdy wartos¢ Tm wyniosta 99,13°C, czyli byla nizsza
o zaledwie 5,6°C od Tm endolizyny Ts2631 (Ryc. 16B). Jednak po inkubacji poziom aktywnosci
nieco si¢ poprawit 1 wynosit 71,16% w odniesieniu do aktywnosci biatka typu dzikiego (Ryc.

16C).

Reszty P78 1 P140 znajduja si¢ na petlach, wiec poczatkowo zatozylam, ze powinny je tylko
stabilizowa¢ obnizajac czynnik B w petli. Jednak w przypadku innych reszt proliny, ktore
zostaly zastagpione alaning nie zaobserwowatam wyraznego spadku aktywnosci. P140 znajduje
si¢ niedaleko centrum aktywnego, zaraz za C139, ktora jest jednym z aminokwasow
koordynujacych jon Zn?". Prolina jest zwigzana z cysteing w pozycji cis, co moze pozwalaé na

odpowiednie potozenie cysteiny do interakcji z Zn** (Ryc. 16D). Prolina w tej pozycji jest takze
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silnie konserwowanym aminokwasem wsrod innych amidaz i PGRP (Ryc. 16E). W przypadku

wariantu P140A polaczenie migdzy alaning a cysteing moze wystepowacé w pozycji trans, co

moze zaburzy¢ interakcje cysteiny z Zn>". To z kolei poskutkowato utratg stabilno$ci termicznej

biatka, a jak juz wiemy z wczesniejszych doswiadczen (podrozdziat 5.5.1.) jon metalu jest

istotny w stabilno$ci termicznej bialka.
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Ryc. 16. Analiza stabilno$ci termicznej oraz aktywnosci wariantéw prolinowych endolizyny Ts2631. A —

wykres reprezentujacy wyniki z pomiarow nanoDSF. Biatka analizowano w temperaturze od 20°C do 110°C.

Kazdy kolor reprezentuje inny wariant biatka. Kazdy eksperyment zostat powtorzony 4-krotnie. Pogrubiona linia

na wykresie wskazuje na wariant o najnizszej temperaturze topnienia (Tm). B — wyniki pomiarow Tr, otrzymanych

za pomocg nanoDSF; najwyzszy spadek AT, zaznaczono kolorem czerwonym. C — test redukcji zmetnienia (TRZ)
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przeprowadzony w 60°C przez 15 minut, przy st¢zeniu biatka 5 pg/mL. Biatka inkubowano w 90°C przez 15
minut (czerwone stupki), badz nie (czarne stupki) i dodawano do substratu, jakim byty komorki bakteryjne
Thermus themophilus HB8 DSM 579 z permeabilizowang btong. Aktywno$¢ zostata wyrazona jako procent [%]
relatywnej aktywnosci porownanej do endolizyny Ts2631, ktora nie byta poddana inkubacji w 90°C. Eksperyment
zostal powtorzony trzykrotnie, stupki bledéw wskazuja na odchylenie standardowe; * p <0.01; ** p <0.001, ***
p <0.0001; Test ¢ Studenta. D — fragment rdzenia endolizyny Ts2631 z przyblizeniem na wigzanie mi¢dzy C139 a
P140 w pozycji cis. E — pordwnanie sekwencji endolizyny Ts2631 z natozonymi 13 najblizszymi homologami
strukturalnymi z bazy PDB, ktore znaleziono za pomoca Foldseek. 6FHG — endolizyna Ts2631; 6SUS — endolizyna
Ph2119; 6SSC — LysC; 1YCK — ludzkie PGRP-S; 5XZ4 - PGRP-SA trzmiela; 4Z81 - Branchiostoma belcheri
tsingtauense BbtPGRP3; 2RKQ — Drosophila melanogaster PGRP-SD; TNSX — D. melanogaster PGRP-LB;
2APH - ludzkie PGRP-1aC; 2F2L — D. melanogaster kompleks ektodomeny PGRP-LCa i PGRP-LCx; 5XZ3 —
Apis mellifera PGRP-SA; 1LBA — lizozym T7; 7NTO — D. melanogaster PGRP-LB; 2EAX — ludzkie PGRP-IBC.
Pozycja konserwowanej proliny jest zaznaczona czerwonym prostokatem.

Wariant P78A znajduje si¢ na petli, gdzie po jednej jego stronie znajduje si¢ V77 a po
drugiej 179, dwa rozgatezione aa, ktore wszystkie razem tworza sztywng petle. Zmiana proliny
na alanine mogta doprowadzi¢ do zwigkszenia dynamiki konformacyjnej tego regionu na tyle,
ze skutkowato to obnizeniem aktywnos$ci. Podczas badan nad konserwowang petla WPD
w fosfatazach tyrozynowych wykonano skan alaninowy, gdzie wykazano, ze mi¢dzy innymi
wariant V424A oraz P428A prawdopodobnie doprowadzity do zwigkszenia dynamiki
konformacyjnej petli, co akurat w tamtym przypadku doprowadzito do poprawy aktywnosci
biatka!”*. W przypadku wariantéw P23A, PS6A i P136A zaobserwowatam nieduzy, ale istotny
statystycznie wzrost aktywno$ci w poréwnaniu do endolizyny Ts2631 (Ryc. 16C), co mogto
by¢ spowodowane wzrostem dynamiki konformacyjne; tego regionu 1 zajSciem

korzystniejszych dla aktywnos$ci litycznej bialka oddziatywan. Natomiast po wstgpnej

inkubacji tych wariantow w 90°C aktywno$¢ wraca do poziomu endolizyny Ts2631 (Ryc. 16C).
5.5.3 Warianty tryptofanowe

W wyniku analizy nanoDSF okazalo si¢, ze T 3 z 7 wariantow tryptofanowych: W102A,
W109A 1 W145A jest zdecydowaniu obnizona w porownaniu do endolizyny Ts2631 (Ryc. 17A)
kolejno o: 20,41°C, 14,32°C i 24,13°C (Ryc. 17B). W TRZ z kolei wykazatam, Ze te same
warianty majg zredukowang aktywnos$¢ lityczng po inkubacji w 90°C kolejno do poziomu
55,86%, 12,30% 1 17,02% (Ryc. 17C). Wariant W113 A odznaczat si¢ spadkiem aktywnosci do
poziomu 68,74% po inkubacji w 90°C, ale T byta obnizona jedynie o 5,1°C w poréwnaniu do
endolizyny Ts2631 (Ryc. 17B). Moze to wskazywac na istotng rolg reszt W102, W109 1 W145,
tym bardziej, ze po porownaniu sekwencji endolizyny Ts2631 z innymi podobnymi

termofilnymi  biatkami  reszty te znajduja si¢ w tym samym = miejscu,
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w przeciwienstwie do W113, gdzie w tej samej pozycji u pozostatych biatek znajdujg si¢
leucyna lub alanina (Ryc. 17D). Tryptofany s jednymi z aminokwaséw uwazanych za istotne
w stabilnosci termicznej ze wzgledu na mnogos¢ interakcji, jakie moga jednoczesnie zachodzic¢

z ich udzialem.

A B
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Ryc. 17. Analiza aktywnoSci litycznej i temperatury topnienia wariantéw tryptofanowych endolizyny

Ts2631. A — wykres reprezentujacy wyniki z pomiaréw nanoDSF. Kazdy eksperyment zostat powtorzony 4-
krotnie. B — wyniki pomiaréw T, otrzymanych za pomocg nanoDSF. C — Test redukcji zmetnienia; czarne stupki
wskazujg na eksperyment prowadzony w 60°C przez 15 minut, przy st¢zeniu biatka 5 pg/mL. Czerwone stupki
wskazuja na eksperyment, gdzie biatka byly inkubowane w 90°C przez 15 minut przed dodaniem do substratu,
jakim byly komorki bakteryjne Thermus themophilus HB8 DSM 579 traktowane chloroformem. Aktywnosé¢
endolizyny Ts2631, ktora nie byla poddana inkubacji w 90°C wskazuje na 100% aktywnosci biatka. Eksperyment
zostat powtorzony trzykrotnie, stupki btgdéw wskazuja na odchylenie standardowe; * p <0.01; ** p <0.001, ***
p < 0.0001; Test ¢ Studenta. D — Fragmenty poréwnania sekwencji endolizyny Ts2631 z innymi termofilnymi

biatkami. Czerwonymi trojkatami wskazano na pozycje W53, W102, W109, W113 i W145.
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5.5.4 Warianty argininowe

Analizujac 14 wariantéw argininowych, nie stwierdzitam tak spektakularnych réznic
w spadku Tm (Ryc. 18A, 18B) oraz aktywnosci biatka (Ryc. 18C), jak w przypadku pozostatych
reszt. Jedynie wariant R20A wykazal nizsza od endolizyny Ts2631 Tm 0 8,55°C (Ryc. 18B),
a po inkubacji w 90°C wykazat spadek aktywnos$ci do 49,13%, wykazujac si¢ aktywnos$cig na
poziomie 82,4% w temperaturze 60°C (Ryc. 18C).

A B
Lp. Wariant T [°'C1 £SD AT,
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Ryec. 18. Analiza aktywnoSci litycznej i temperatury topnienia wariantéw argininowych endolizyny Ts2631.
A — wyniki z pomiaréw nano Réznicowej Fluorymetrii Skaningowej (nanoDSF). Kazdy wariant byl mierzony
w 4 powtorzeniach, w zakresie temperatur od 20°C do 110°C. B — wyniki pomiaréw Temperatury topnienia (Tp)
otrzymanych za pomoca nanoDSF, AT, wskazuje na roznic¢ Tn migdzy wariantem a Ts2631 WT. C — test
aktywnosci prowadzono w 60°C przez 15 minut (stgzeniu biatka 5 pg/mL). Warianty bytly inkubowane w 90°C

przez 15 minut (czerwone stupki), badz nie (czarne stupki). Aktywno$¢ zostala wyrazona jako procent [%]
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relatywnej aktywnosci poréwnanej do biatka typu dzikiego (Ts2631_WT), ktéra nie byta poddana inkubacji
w 90°C. Eksperyment zostal powtdrzony trzy razy, stupki bledéw wskazuja na odchylenie standardowe; * p <
0.01; ** p <0.001, *** p <0.0001; Test ¢ Studenta.

Warianty R51A 1 R82A wykazaly istotnie obnizong aktywno$¢ w 60°C bez wczesniejszego
grzania w 90°C 1 wyniosta ona kolejno 41,02% oraz 30,21% (Ryc. 18C). Ich T, byta obnizona
o zaledwie 4,41°C (R51A) 1 0,22°C (R82A) (Ryc. 18B). Podobnie bylo w przypadku wariantu
WS53A, ktory wykazywat wyraznie zredukowang aktywnos$¢ do 18,7% juz w 60°C. Z kolei
wartos¢ Tm W53A jest nizsza o 3,83°C od endolizyny Ts2631 (Ryc. 17A, 17B). Tryptofan jest
duzym aminokwasem i podstawienie tej reszty na tak matg jak alanina, mogta doprowadzi¢ do
zmiany w konformacji biatka, a w konsekwencji zaburzy¢ jego aktywnos$¢. W zwiazku z tymi
obserwacjami warianty: R20A, RS51A, WS53A 1 R82A poddatam dalszej analizie.
Przeanalizowatam strukture II-rzgdowa biatka za pomocg pomiaru spektrum dichroizmu
kotowego (CD). Jest to optyczna metoda spektroskopowa, w ktorej wykorzystuje si¢
zréznicowang absorpcje  $wiatta  ultrafioletowego (UV) spolaryzowanego lewo-
i prawoskretnie. Mozna ja wykorzysta¢ by zdoby¢ informacje o strukturalnej konformacji
biatek!”. Nie stwierdzitam jednak istotnych zmian w strukturze zadnego z badanych wariantow

(Ryc. 19).

W53 znajduje si¢ w niedalekiej odleglosci od R51, a takze R82 dlatego mozliwe, ze
zachodzi oddziatywanie kation-rt pomigdzy tymi aminokwasami. Niedaleko tez znajduje si¢
H47, z ktora W53 potencjalnie mogiby wchodzi¢ w interakcje m — m, ktore choc stabsze, to nadal
moga stabilizowac biatko. Tryptofany moga dziata¢ jako centralne potaczenia w biatku i utrata

tego strategicznego punktu moze destabilizowa¢ strukture biatka'7%!77,
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Ryc. 19. Wynik spektroskopii dichroizmu kolowego endolizyny Ts2631 i jej wariantow substytucyjnych:
R20A, R51A, W53A i R82A. Biatka zostaly przygotowane w stezeniu 7,41 uM (0,15 mg/mL) i zawieszono je
w 10 mM potasowo-fosforanowym buforze o pH 8,0 z dodatkiem 150 mM siarczanu amonu i 10% glicerolem.
Pomiaru widm absorbancji dokonano w temperaturze pokojowej. Widma pokrywaja si¢ ze soba, co moze
$wiadczy¢ o braku wptywu danej mutacji na strukture II-rzedowa biatka.

Z kolei argininy to aa, ktére moga bra¢ udziat w kilku interakcjach. Sg to dodatnio
natadowane reszty, ktére moga tworzy¢ oddziatywania kation-n. Biorac pod uwage, ze znajduja
si¢ w niedalekiej odleglosci od W53 mogly wchodzi z nim w interakcje. Jednak dodatnio
naladowane aminokwasy, jak arginina i lizyna mogg tez oddziatywac z ujemnie natadowanymi
resztami kwasu glutaminowego, badz kwasu asparaginowego tworzac tzw. mostki solne. Aby
takie oddzialywanie mogto zaj$¢ odlegto$é nie moze przekraczaé 4 A, co jest charakterystyczne
dla oddzialywan elektrostatycznych!’®. Niektére badania pokazuja, ze w biatkach termofilnych
takich oddziatywan jest wiecej niz w mezofilnych!”. Mostki solne takze mogg wplynaé na
stabilnos$¢ termiczng biatka 1 sg badania, ktére pokazuja, ze tworzac nowe mostki solne mozna
podnies¢ jego stabilno$¢ termiczng. Prowadzono badania nad Paliferminem, 7 Czynniku
Wzrostu Fibroblastow (ang. Fibroblast Growth factor 7, FGFT7) w formie skrdconej na N-
koncu, ktory jest lekiem stosowanym w leczeniu zapalenia btony §luzowej jamy ustnej oraz jest
sktadnikiem kosmetykdéw przeciwstarzeniowych. Niestety jest on niestabilny w temperaturze
pokojowej 1 jego uzytkowanie jest trudne, dlatego starano si¢ podnies$¢ stabilno$¢ termiczng
tego czynnika. Najpierw stworzono wariant A120C, ktory podniost T 0 zaledwie 0,67°C, ale
1 tak ustabilizowat biatko. Nastgpnie zdecydowano si¢ utworzy¢ wariant, w ktorym powstaty

mostki solne pomigdzy argining a dwiema resztami kwasu glutaminowego. W zwigzku z tym
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stworzono wariant A120C_K126E K178E, w ktorym udato sie podnie$¢ Tmaz o 15,24°C'%°,
W przypadku endolizyny Ts2631 nie stwierdzitam jednak, aby reszty R51, czy RS82
uczestniczyty w podobnych oddzialywaniach. Natomiast zaobserwowalam, ze w przypadku
endolizyny Ts2631 mozliwe jest tworzenie si¢ mostkow solnych pomigdzy resztami

wystepujacymi na powierzchni biatka (Ryc. 20) i mogg byc¢ to pary:

o K44 -E48
e R45-E49
e E36-R64
e D65—-R67
e RI110-El114
e DI104-KI151

Nie wykazalam jednak, aby ktory$§ z mostkow, ktory mogltby by¢ tworzony przez argininy
zaburzyt stabilno$¢ termiczng biatka, gdyz T tych wariantéw byta zblizona do T, endolizyny
Ts2631. Zaden z mostkéw nie tworzy sieci mostkow solnych, a pojedyncze mostki stabilizujace

helisy, badz dwie przeciwlegle petle nie wykazujg widocznego efektu na stabilno$¢ termiczng.

3.69A

E114r

R64
R45

3.87A

Ryec. 20. Przyklady mozliwych mostkow solnych, jakie wystepuja w endolizynie Ts2631. Zblizenie na mostki
solne, ktore tworzone sa przez argining. Odlegto$¢ pomigdzy fancuchami bocznymi natadowanych reszt wyrazona

jest w Angstremach.
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5.6 Test wigzania peptydoglikanu

Endolizyny to bialka, ktore wigza si¢ w okreslony sposob z peptydoglikanem. Endolizyna
Ts2631 zawiera domeng¢ PGRP, w ktorej znajduje si¢ rowek wigzacy peptydoglikan (w nim
znajduje sie miejsce wiazania Zn*"). Zdecydowalam sie sprawdzi¢, czy reszty R51, W53 oraz
R82 moga by¢ zaangazowane w wigzanie peptydoglikanu. Dlatego przyjrzatam si¢ blizej
mechanizmowi wigzania innych PGRP, ktore sg bliskimi homologami strukturalnymi
endolizyny Ts2631. Z bazy PDB wybratam takie bialka, ktorych oddziatywanie byto zbadane

z fragmentami peptydoglikanu Gram-ujemnej i Gram-dodatniej bakterii.

Ts2631/
PGRP-laC

/R
( )Y2667 $§ W53 52631/
e S F237 PGRP-IBC

Cc

Ts2631/
PGRP-LCx

CKdz3 L

g

Ryc. 21. NaloZone na siebie struktﬁry przestrzenne endolizyny Ts2631 i trzech homologicznych PGRP.

Wskazane sg pozycje R51,W53 i R82 endolizyny i odpowiadajace im reszty bialek homologicznych strukturg: A
— ludzkie PGRP-IaC (na niebiesko, PDB: 2APH), B — ludzkie PGRP-IBC (na ciemno zielono, PDB: 2EAX), C —
ektodomena Drosophila melanogaster PGRP-LCx (na r6zowo, PDB: 2F2L). D — endolizyna Ts2631 (PDB:
6FHG). Endolizyna Ts2631 ma tancuch pokolorowany na pomaranczowo. Peptydoglikan o typie Lys jest

zaznaczony z6ttym kolorem, natomiast o typie DAP kolorem zielonym.

Nalozylam na siebie struktury endolizyny Ts2631 i trzech innych PGRP (Ryc. 21). Dwa z
wybranych enzymow: ludzkie PGRP-IaC (Ryc. 21A) oraz ludzka C-konca domena wigzaca
PGN PGRP-IBC (Ryc. 21B) rozpoznawaly PGN o typie Lys, oddzialujac z peptydem
macierzystym L-Ala-L-Ala-D-iso-GIn-L-Lys-D-Ala-D-Ala'®!. Trzecie biatko to PGRP-LCx
pochodzace z D. melanogaster, ktore rozpoznaje PGN o typie DAP (Ryc. 21C) o budowie
peptydu macierzystego L-Ala-D-iso-Glu-m-DAP-D-Ala-D-Ala!®?,
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Przygladajac si¢ natozonym strukturom biatek zaobserwowatam, ze reszty endolizyny
Ts2631 nakladajg si¢ z resztami trzech PGRP, ktore odpowiadaja za interakcje z PGNem. R51
naktada si¢ z R235 PGRP-IaC, L267 PGRP-IBC i W392 PGRP-LCx. Reszta W53 odpowiada
w swojej pozycji resztom F237, S269 oraz W394 kolejno tym samym biatkom, a R82 naklada
si¢ z Y266, P298 1 K423 w PGRP wedlug tej samej kolejnosci (Ryc. 21).

Postanowilam wykonaé test, ktory pokazatby, czy reszty R51, W53, albo R82 sag
zaangazowane w wigzanie PGNu. Dodatkowo skupitam si¢ na szesciu resztach argininy, ktore
znajdujg si¢ na N-koncowym wydhluzeniu endolizyny Ts22631. We wczesniejszych badaniach
wykazano, Ze delecja regionu 2-22 zaburza oddzialywanie bialka z substratem'?’. Argininy, to
dodatnio natadowane aa, wigc mozna przypuszczaé, ze moga one oddzialywaé z ujemnie

naladowanym PGN.

>
w

Bl Zwigzane z PGN 1 Niezwigzane z PGN

521001
M u B Ts2631 R51A W53A R82A = = BB
®Z o . I B , i 2 g0
58 2 S [
; . v — o -
g ¥ q,
15—& ‘= 60
= [
g !
R20 g 40 I
R15A R18A U 5
] 20
@ ¢
oll= .
R EEREEEEE
9 E W © ¥ ¥ = — =
N E 4 r r o« o
2

Ryc. 22. Testy wigzania peptydoglikanu. A — Wynik testu wigzania po przeprowadzonym\ rozdziale biatek SDS-
PAGE w zelu trycynowym. Warianty endolizyny Ts2631 dodano do peptydoglikanu wyizolowanego
z T. thermophilus HB8, inkubowane i rozdzielone na dwie frakcje. U — wskazuje na frakcje supernatantu, czyli
bialka niezwigzanego z peptydoglikanem (PGN) natomiast B — to frakcja osadu, gdzie znajduje si¢ biatko zwiazane
z substratem. CA — anhydraza wegglowa (kontrola negatywna). Prostokatami zaznaczono biatka, ktore
w wigkszosci znajdowaty si¢ we frakcji nie zwiazanej z PGN. M — marker PageRuler prestained proein lader. B —
densytometria przeprowadzona w programie ImageJ wskazujaca na ggstos¢ prazka wskazujacego na obecnosé
biatka w cze$ci zwigzanej z PGN, osadem (czarny stupek), badz w czesci niezwigzanej z PGN, supernatantem

(szary shupek); wynik przedstawiono w postaci procentowej. Srednia zostata wyznaczona z dwoch lub trzech
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powtorzen (stupki btedéow wskazuja odchylenie standardowe). C — Po lewej stronie struktura przestrzenna
endolizyny Ts2631 z zaznaczonym kolorem zottym 20-aminokwasowym regionem i reszta R20. Po prawej
zblizenie na reszt¢ R20 oraz K70 i Y60 (oznaczone kolorem rézowym), o ktorych wiadomo, ze wchodza
w interakcje w PGN.

Do testu wykorzystalam PGN, ktory wyizolowatam z bakterii 7 thermophilus HB8. Po
inkubacji biatka z peptydoglikanem 1 serii ptukan otrzymatam dwie frakcje. Jedna z nich to
supernatant, w ktorej znajdowato si¢ biatko niezwigzane z PGNem. Z kolei druga frakcja, czyli
osad, zawierala PGN z biatkiem, ktore si¢ do niego zwigzato. Otrzymane frakcje rozdzielitam
przy pomocy elektroforezy SDS-PAGE w zZelu trycynowym. Kontrole negatywng stanowita
anhydraza weglowa (CA), a pozytywna biatko Ts2631 typu dzikiego.

Eksperyment ten nie wskazat jednoznacznie, ze ktdra§ z reszt o istotnie zredukowanej
aktywnosci litycznej bierze udzial w wigzaniu (Ryc. 22A). Zaobserwowatam jednak, ze prazek
odpowiadajacy wariantowi R20A jest prawie niewidoczny we frakcji osadu, a wyrazny we
frakcji supernatantu. R20 jest ostatnig z szeS$ciu arginin, jakie znajduja si¢ na N-koncowym
elastycznym regionie endolizyny Ts2631 (Ryc. 22C). Reszta R20 moze by¢ zaangazowana
w interakcj¢ z substratem 1 znajduje si¢ w poblizu reszt Y60 i K70, o ktorych wiadomo, ze

odpowiadajg za interakcj¢ z PGNem (Ryc. 22D).

5.7 Podsumowanie analizy termostabilnosci endolizyny Ts2631

Poczatkowe pordwnanie sekwencji termostabilnej endolizyny z lizozymem T7 pochodzenia
mezofilnego pokazaty, ze tyrozyn, tryptofandw, arginin, czy prolin jest zdecydowanie wigce]
w termofilnym biatku. Po wykonaniu mutagenezy miejscowo-specyficznej okazato sie, ze
w przypadku 3 z 7 wariantéw tryptofanowych: W102A, W109A 1 W145A Ty, drastycznie si¢
obnizyta. W przypadku wariantow prolinowych P140A miat zdecydowanie obnizong wartos¢
Tm w poréwnaniu do endolizyny Ts2631, a w przypadku wariantow argininowych nie
zaobserwowalam tak wysokich spadkéw Tm, bo jedynie wariant R20A wykazal najnizszg Tm,

0 8,55°C nizszg od niezmienionej endolizyny.

Zaburzenie wigzania koordynujgcego jon Zn®" ktéregokolwiek z aminokwasoéw
zaangazowanych bezposrednio w to wigzanie takze doprowadzato do utraty stabilno$ci
termicznej endolizyny Ts2631. Reszty odpowiadajace za stabilno$¢ termiczng biatka znajduja

si¢ gtbwnie na C-koncu bialka 1 zlokalizowane sg w obrebie rowka wigzacego PGN (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Struktura endolizyny Ts2631 ze zblizeniem na reszty, ktérych podstawienie skutkowalo znacznym
obnizeniem temperatury topnienia. Na czerwono zaznaczono: W102, W109, P140 i W145. Na r6zowo: H30,
H131, C139, ktére bezposrednio koordynuja wiazanie jonu Zn?* (szara kula) a ciemno nicbieskim reszte Y58,
ktéra koordynuje ten jon przez HO (czerwona kulka).

Zastanawialo mnie, czy mechanizm odpowiadajacy za stabilno$¢ termiczng endolizyny
Ts2631 moze mie¢ szerszy kontekst i by¢ taki sam u innych termicznie stabilnych amidaz typu
2. Natozytam struktury 13 najblizszych homologéw strukturalnych endolizyny Ts2631 z bazy
PDB oraz endolizyny PhiKo i biatka z Thermus sp. o numerze akcesyjnym MDM7323587
(biatko nie jest scharakteryzowane, wykonatam pogladowy model biatka za pomoca
AlphaFold3), ktore sg amidazami typu 2 1 porownalam ich sekwencje. Zaobserwowatam, ze aa
R20, W102, W109, P140 1 W145 pokrywajg si¢ z tymi, ktore wystepuja u: endolizyny Ph2119,
endolizyny PhiKo i biatka z Thermus sp. (MDM7323587) (Ryc. 24). Sposrod nich arginina (R)
wystepuje jeszcze tylko w lizozymie T7, natomiast prolina (P) jest silnie konserwowana
1 wystepuje we wszystkich amidazach typu 2, ktére zostaly przedstawione w tej pracy. Jedynie
kazdy z trzech tryptofanéw (W) istotnych w stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631 pojawit
sie¢ wylacznie w sekwencjach bialek termofilnych. Poza tym nie zaobserwowatam, by
w pozostalych amidazach wstgpowata inna reszta aromatyczna w pozycjach tryptofanu
z jednym wyjatkiem. W pozycji W145 endolizyny Ts2631 biatko LysC zawieralo fenyloalanine
(F). Mozna wigc przypuszczac, ze tryptofan (W) ma najbardziej istotne znaczenie w przypadku
stabilno$ci termicznej amidaz typu 2. Mozliwe wiec, ze zmiana odpowiadajacych w sekwencji

aminokwasow biatek mezofilnych poprawi ich stabilno$¢ termiczna.
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68UBE 3V  osvone s e RQOQKGVYRI JR| .GTPPHYIVL HHTAG....P VD..... Q S8 Ph2119

= 12  ceserasien o v .TWRH |R| PV.DPAYIVL HHTAG....P VD..... Q 35 PhiKo

= 12 cieceecenen ....VWKA |R| LG.KPRYIVL HHTAG....P VD..... Q.. 35 MDM7323587
6S8C 54 uwieversias e . .ATPLSYNF ...NPNMIVY HHTVD....N .N..... M.. 77 LysC

AYCK: A5 weessrenes s ..E.CAQH.L .SLPLRYVVV SHTAG....S SCNTPASCQQ 46 PGRP-S

BXZA&| 15 cerscavastae o ..K.SINY.L .IIPIPYVII HHTVT....A ECNTRSECIA 4¢ PGRP-SA
BZBT. 75 enisveiennsns e ..N.YNVF.L .SLPVPKVVI HHSAG....A TCSTQSSCSL 106 BbtPGRP3
2RKO 15 wwmviarsis as ..NGAIDS.M .VTPLPRAVI AHTAG....G ACADDVTCSQ 47 PGRP-SD
INSX:: A5 wosmveazen e .K.SVEH.F .QGPAPYVII HHSYMP...A VCYSTPDCMK 47 PGRP-LB
PAPH, 16 aainonk o ....HCPK.M .NLPAKYVII IHTAG....T SCTVSTDCQT 4¢ PGRP-IaC
2F2L, 14 weeniewaEg s ..KRMLDA.Q .QLPINRVVI SHTAA....E GCESREVCSA 4¢ PGRP-LCa/LCx
SXZ3' 16 soeies s s ..K.NINY.L .IIPIPYVII HHTVS....L ECNSKDTCIS 47 PGRP-SA
ALBA: ¥  wooes e ae see 85 AKQ .@ .E.STDAIFV HCSAT.KPSQ .N..... V.. 23 T7 lysozyme
ANTO: A8 e aom e ..K.SVEH.F .QGPAPYVII HHSYMP...A VCYSTPDCMK 50 PGRP-LB
PEAX . 15 LrcnnsEs in ....HCPR.M .TLPAKYGII IHTAG....R TCNISDECRL 45 PGRP-IBC
6FHG 88 SICVAAVGDF DDAPG WELKQA LAK.A..YP. 124 Ts2631

6SU5 108 SLCIAAVGDF DNAPG LELKDA LVK.A..YP. 145 Ph2119

- 85 AICIALVGNF . P RAPG SLAWLVRE LRK.H..DSG 125 PhiKo

» 8 SICIALVGDF .P REALG LVES LER.G..HKD 125 MDM7323587
6SSC 126 AFGIASEGNF V..T...PQQ MTSLIALSRY LMN.K..YN. 160 LysC

1YCK 97 SIGISFMGNY P..T...PQA IRAAQGLLAC GVAQ 134 PGRP-S

5XZ4 96 SVGIGFIGNF . A..S...DKM LNAAHALIHC GKSKGILRE. 133 PGRP-SA
4Z8I 156 SIGICFMGDF P..T...ASA IAAAKSLISC GVSLGKIRS. 193 BbtPGRP3
2RKQ 97 SLGIAFIGNF . P..N...KEA LDAAKELLEQ AVKQAQLVE. 134 PGRP-SD
INSX 97 SVGIVLIGDW P..P...KOM LDAAKNLIAF GVFKGYIDP. 134 PGRP-LB
2APH 96 ALGIAFIGYF P..N...AAA LEAAQDLIQC AVVEGYLTP. 133 PGRP-IaC
2F2L %6 SIGISFIGTF P..N...ERQ LEACQLLLQE GVRLKKLTT. 133 PGRP-LCa/LCx
5XZ3 97 SISIAFIGNF A..S...NKM LNAAHKLILC GKSKGILRE. 134 PGRP-SA
1LBA 72 SIGVCLVGGI F..T...PAQ MOSLRSLLVT LLA.K..YE. 111 T7 lysozyme
INTO 100 SVGIVLIGDW P..P...KOM LDAAKNLIAF GVFKGYIDP. 137 PGRP-LB
2EAX 95 ALGITFMGTF P..N...AAA LEAAQDLIQC AMVKGYLTP. 132 PGRP-IBC
6FHG 124 .KA.LFVLHK LT ELT Q.. .RKGGCG Qs ovais aaia 156 Ts2631

6SU5 145 .KA.VLVLHK LS. GMV A...EKGGK. .....ccce 175 Ph2119

= 126 LRL.RLVRHK SN EEA L VRGGVP QE.QVETLKV 166 PhiKo

= 125 .GL.ALKLHK .VT. EEA L...SRGGMP PE.RIAAL.R 164 MDM7323587
6SSC 160 ..ITDLKRHK NF..PFEE.. IKA..... K LNV....o 181 LysC

1YCK 135 N.Y.VLKGHR QEYHLEION. .. W. e aveie s ..P..H.Y 164 PGRP-S

5XZ4 134 D.I.RVIGAK REONOTRN. .. W: aa6 s s ..L..E.W 163 PGRP-SA
4Z8I 194 G.Y.SLYGHR LEXDDIRS .. Wioeeavns ..G..R.Y 223 BbtPGRP3
2RKQ 135 G.Y.KLLGHR ALYALIQO. . Weoie sains ..P..N.W 164 PGRP-SD
7NSX 135 A.Y.KLLGHR RLFAEISS.. .W........ ..P..H.F 164 PGRP-LB
2APH 134 N.Y.LLMGHS ALYNIIST.. .W........ ..P..H.F 163 PGRP-IaC
2F2L 134 N.Y.RLYGHR ELYKITRK. .. W..oc0060 ..P..H.W 163 PGRP-LCa/LCx
5XzZ3 135 D.V.RVIGGK ELYROION. .. W..s6.05 ..P..E.W 164 PGRP-SA
1LBA 111 .GA.VLRAHH FID DK W BN ..: o < sion siwaase 138 T7 lysozyme
INTO 138 A.Y.KLLGHR RLFAEISS.. .W........ .P..H.F 167 PGRP-LB
2EAX 133 N.Y.LLVGHS ALYNIIST.. .W........ .P..H.F 162 PGRP-IBC

Ryec. 24. Fragmenty poréwnanych sekwencji bialek po naloZeniu na siebie struktur endolizyny Ts2631 i jej
strukturalnych homologéw. Szarym kolorem zaznaczono R20, W102, W109, P140 i W145 z sekwencji

endolizyny Ts2631 i identyczne aminokwasy biatek homologicznych.

5.8 Poszukiwanie strukturalnych homologow endolizyny Ts2631

0 pochodzeniu mezofilnym

Postanowilam zweryfikowa¢ hipotezg, czy mozna zwigkszy¢ stabilno$¢ termiczng
strukturalnych homologéw endolizyny Ts2631 pochodzenia mezofilnego bez ingerencji w ich

aktywnos¢.
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Do poszukiwania strukturalnych homologéw endolizyny Ts2631 wykorzystatam
poczatkowo PSI-BLAST protein (Position-Specific Iterated BLAST), za pomoca ktérego
znaleziono endolizyng K11gp3.5. Do kolejnych poszukiwan wykorzystatam serwer Foldseek,
ktory dokonuje poréwnania trojwymiarowego (3D) modelu biatka z 7 r6znymi bazami danych
ze strukturami 3D (AlphaFold/Proteome, AlphaFold/Swiss-Prot, AlphaFold/UniProt50,
CATHS50, GMGCL, MGnify-ESM30, PDBI100). Poczatkowo zatozylam znalezienie
5 strukturalnych homologéw, ktore beda endolizynami. Znalezienie w bazach danych
pasujacych wynikéw okazato si¢ niemozliwe. Jednym ze znalezionych biatek byta endolizyna
K11gp3.5 (znaleziona jeszcze przy tworzeniu projektu OPUS20, Tab. 6), ktéra pochodzi
z bakteriofaga K11 infekujacego Klebsiella pneumoniae. Dodatkowym kryterium przy
poszukiwaniu byla informacja o tym, czy biatka posiadaja domeny transmembranowe. Miato
to zapobiec ewentualnym problemom z oczyszczaniem biatek. W tym celu wykorzystalam
DAS, czyli serwer, ktory przewidywal wystepowanie takich domen. Po przeanalizowaniu baz
danych wytypowatam pozostate biatka: autolizyng LytO z Staphylococcus aureus, autolizyng
LytA 27 z Clostridium beijerinckii, autolityczny lizozym Lyc2 z Clostridium felsineum oraz

prawdopodobng autolizyng O31 029140 (w skrécie O31) z Nocardia brasiliensis (Tab. 6).

Synteze poszczegodlnych gendéw kodujacych biatka wymienione w Tab. 6. zamdéwitam
w firmie BioCat, ktora przygotowata konstrukty w wektorze pET-15b. Tam zamoéwilam takze

niektore warianty substytucyjne poszczegdlnych biatek, o ktorych bedzie mowa pdznie;.

Tab. 6. Strukturalne homologi endolizyny Ts2631 pochodzenia mezofilnego.

L.p. Nazwa Typ bialka 1L GenBank Pfam/ Organizm zrédlowy
bialtka aa SUPFAM
1. Kllgp3.5 Endolizyna 151  ACF15848 Amidase 2 Bakteriofag K11
2. 031 029140 Biatko bgdace 390  AFU03777 Amidase 2, Nocardia brasiliensis
amidaza DUF1906 ATCC 700358/ HUJEG-
1))
3. LytO Prawdopodob 481  ABD31075 Amidase 2, Staphylococcus aureus
na autolizyna CHAP1, SH3 5 NCTC 8325/ PS 47)
4. Lyc2/ Lizozym 256  00L92448/ Amidase 2, Clostridium felsineum
CLFE 0289  autolityczny/ URZ16849/ PG binding 1 DSM 794
60/ PGRP C.  hipotetyczne WP_077892
felsineum biatko/ PGRP 889
S. LytA 27 Autolizyna 535 OOM38505 Cysteine peptid  Clostridium beijerinckii

DSM 791

ase, Amidase 2,

Choline bind 3
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A Kigp3.s D Lyc2
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031_029140 LytA_27
Cysteine Choline
Cc - - C
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7]
E ;
O .

Ryc. 25. Schematyczne przedstawienie domen strukturalnych homologéw pochodzenia mezofilnego
endolizyny Ts2631. A — K11gp3.5; B — 031 029140; C — LytO; D — Lyc2; E- LytA 27. Na z6tto oznaczone sg
domeny wigzace substrat, na szaro domeny katalityczne, na niebiesko o mozliwie dwojakiej funkcji a na zielono
o nieznanej funkcji (ang. Domain of Unknown Function, DUF). Linie pomi¢dzy nimi oznaczajg linkery.
Poréwnatam ze sobg zawarto$¢ poszczeg6lnych aminokwaséw w sekwencjach endolizyny
Ts2631 1 domen biatek bedacych jej strukturalnymi homologami pochodzenia mezofilnego
skupiajac si¢ na argininach, tryptofanach 1 prolinach. Procentowy udzial tych aminokwaséw
w sekwencjach bialek mezofilnych byt zauwazalnie mniejszy niz u endolizyny Ts2631. Mozna
bylo jednak zauwazy¢, ze ilo$¢ tyrozyny w biatku Lyc 2 wynosi 5,3%, czyli podobnie jak
u endolizyny Ts2631, w ktorej tyrozyna stanowi 5,8%, a w biatku LytA 27 jest jej nawet wigcej
(6,8%). W przypadku pozostatych reszt, jak seryna, kwas asparaginowy i fenyloalaniana
zauwazytam, ze czestos¢ ich wystepowania jest wieksza, tak jak w przypadku lizozymu T7
(Ryc. 10C), w poréwnaniu do endolizyny Ts2631. Mozna wigc zaobserwowac¢ podobny trend
wystepowania aminokwaséw w biatkach pochodzenia mezofilnego w przypadku wigkszos$ci

reszt (Tab. 7).

Tab. 7. Porownanie zwartosci aminokwasow sekwencji aminokwasowej w endolizynie

Ts2631 i domen amidazowych strukturalnie homologicznych do niej bialek.

3-literowe
oznaczenie  Ts2631 Kllgp3.5 LytO LytA 27  Lyc2 031
aa

Ala 9,0% 7,9% 8,3% 6,1% 6,7% 8,9%
Arg 9,0% 6,0% 5,2% 2,7% 3,3% 6,1%
Asn 3,8% 3,3% 6,2% 10,8% 5,3% 6,1%
Asp 2,6% 6,0% 4,7% 4,1% 3,3% 8,9%
Cys 1,9% 2,0% 1,6% 2,7% 5,3% 1,7%
Gln 3,2% 6,0% 4,7% 2,7% 4,7% 3,.3%
Glu 5,8% 4,6% 4,7% 5,4% 6,0% 3,9%
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Gly 7,7% 9,9% 8,3% 10,8% 11,3% 10,0%

His 4,5% 4,6% 3,1% 4,7% 5,3% 2,2%
Ile 4,5% 4,0% 5,7% 6,8% 6,7% 4,4%
Leu 8,3% 5,3% 8,3% 4,1% 6,0% 7,2%
Lys 5,1% 6,0% 7,8% 5,4% 6,7% 1,7%
Met 0,6% 2,6% 1,6% 4,1% 2,7% 0,6%
Phe 1,9% 3.3% 2,6% 2,7% 2,0% 2,2%
Pro 8,3% 3,3% 4,7% 4,1% 4,7% 5,0%
Ser 1,3% 5,.3% 5,7% 6,1% 6,0% 8,9%
Thr 3,8% 6,0% 5,2% 4,1% 2,7% 6,1%
Trp 4,5% 2,0% 1,6% 2,7% 1,3% 3,3%
Tyr 5,8% 2,0% 4,1% 6,8% 5,3% 3,9%
Val 8,3% 9,9% 6,2% 3,4% 4,7% 5,6%

Ze wzgledu na problemy z oczyszczaniem biatka O31 029140 tego biatka w ogdle nie
scharakteryzowatam. Biatko Lyc2 udato si¢ scharakteryzowa¢ natomiast jego wariant
substytucyjny znajdowatl si¢ we frakcji nierozpuszczalnej i nie bylam w stanie dokonczy¢
analizy poréwnawczej. Z kolei dla wariantu biatka LytA 27 nie okre$litam aktywnos$ci
wariantu substytucyjnego tego biatka. Dlatego na kolejnych stronach pracy przedstawie wyniki
skupiajace si¢ na endolizynie K11gp3.5 oraz autolizynie LytO. Dla biatka O31 oméwie jedynie
analize bioinformatyczng, a potem przedstawie¢ charakterystyke biatek LytA 27 i Lyc2.

5.9 Endolizyna K11gp3.5
5.9.1 Nadprodukcja i oczyszczanie bialka

Endolizyna K11gp3.5 pochodzi z bakteriofaga K11, ktory infekuje bakterie Klebsiella
pneumoniae. Zostata ona przetestowana juz we wczesniejszych badaniach grupy Prof. Zuzanny
Drulis-Kawy i Prof. Roba Lavigne'®. Testowano wéwczas 5 réznych endolizyn przeciw
bakterii P. aeruginosa PAO1. Endolizyna K11gp3.5 o st¢zeniu 1,5 uM (25 pg/mL) z dodatkiem
0,5 mM EDTA wykazata redukcje ilosci bakterii o 2,08 jednostek logarytmicznych po 30

minutowe;j reakcji w 22°C!83,

Po otrzymaniu konstruktu plazmidu z genem kodujacym endolizyng Kl1lgp3.5
przeprowadzitam transformacje¢ chemiczng komoérek E. coli BL21(DE3) oraz E. coli DHSa.
Endolizyn¢ K11gp3.5 nadprodukowatam oraz oczyscitam wedtug warunkow, jakie podano
w innych badaniach nad ta endolizyng. Po doprowadzeniu hodowli E. coli BL21(DE3)
z plazmidem kodujacym gen kllgp3.5 do ODsow ~0,4 hodowle zaindukowalam
1 mM IPTG i kontynuowalam ja jeszcze przez 4 godziny w 37°C'®. Nadprodukcja w systemie
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ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) przebiegla z wystarczajaca wydajnoscig. Nastgpnie
oczyscitam biatko, a probki z kazdego etapu oczyszczania poddatam elektroforezie SDS-
PAGE. Obserwujac zel po elektroforezie zauwazytam, ze na etapie ptukania ztoza zwigzanego
z biatkiem buforem z 20 mM imidazolem jest widoczny cienki prazek odpowiadajacy wielkosci
endolizynie K11gp3.5. Dlatego przy kolejnym oczyszczaniu biatka ztoze plukatam juz tylko
buforem z 10 mM imidazolem, by zapobiec przedwczesnemu wyptukaniu biatka z kolumny.
Prazek odpowiadajacy wielkosci biatka znajduje si¢ na wysokosci okoto 18,5 kDa (Ryc. 26),
czyli wielkosci biatka ze znacznikiem histydynowym. Stgzenie jakie otrzymatam to 1,2 mg/mL.
Na pdzniejszych etapach badan zmienitam warunki nadprodukcji, gdyz zauwazyltam, ze przy
indukcji hodowli 0,5 mM IPTG i wytrzasaniu w 18°C przez 16 godzin wydajnos$¢ oczyszczania

wzrosta okoto 10-krotnie i otrzymywalam biatko o stezeniu okoto10 mg/mL.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ryec. 26. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego biatka K11gp3.5. Nadprodukcja rekombinowanego
biatka K11gp3.5 w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C
oraz oczyszczanie biatka metods chromatografii powinowactwa jondow metali wedlug zalecen producenta
w kolumnie z przeplywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker Page Ruler prestained, 10
do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegdlnych etapow
nadprodukcji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesgcz
niezwigzanych ze zlozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20 mM
imidazolem, 9 — elucja biatka ze ztoza, 10 — dializa do buforu PBS, pH 7,4. Preparaty bialkowe rozdzielono za

pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%).

5.9.2 Testy aktywnoSci

Ze wzgledu na to, ze grupa badawcza Prof. Zuzanny Drulis-Kawy i Prof. Roba Lavigne
w swoich badaniach egzaminowata dziatanie endolizymy tylko wobec P. aeruginosa PAO1'%,

a endolizyna K11gp3.5 pochodzi z bakteriofaga infekujacego K. pneumoniae zdecydowatam

si¢ najpierw sprawdzi¢, ktory szczep lepiej wykorzysta¢ w dalszych badaniach.
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5.9.2.1 Test aktywnosci endolizyny K11gp3.5

Pierwszym krokiem byt wybor szczepu, ktory bedzie stuzyt do dalszych testow endolizyny
K11gp3.5. Biatko doprowadzitam do réznych stgzen w zakresie od 0,5 ug/mL do 37,5 pg/mL.
Przeprowadzitam reakcje TRZ, ktéra trwala 30 minut. Wykazatam, Ze juz po 15 minutach
warto$§¢ ODegoo spadata do okoto 0,6 w przypadku szczepu P. aeruginosa PAO1 (Ryc. 27A)
1 0,45 w przypadku K. pneumoniae KPD 298 (Ryc. 27B) i utrzymywata si¢ na podobnym
poziomie do konca trwania eksperymentu (Ryc. 25). Odnotowatam, ze réznice w dziataniu
enzymu o ste¢zeniach: 5 - 37,5 ug/mL sg nieznaczne, dlatego w dalszych testach wykorzystatam

endolizyne o stezeniu 5 pg/mL oraz szczep K. pneumoniae KPD 298.

—K === 37.5 pg/ml -+ +25 pg/ml — +12.5 pg/ml
— -5 ug/ml - =1 ug/ml e 0.5 pg/ml
A Pseudomona aeruginosa PAO1
1.2 -
1 E
0.8
8
0 0.6
O
0.4
0.2
0 T T T T T T i B £ T i § T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Czas [min.]
B Klebsiella penumoniae KPD 298

0lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

0 5 10 15 20 25 30
Czas [min.]

Ryc. 27. Test aktywnosci endolizyny K11gp3.5 wobec dwéch réznych gatunkéw bakterii. Do eksperymentu
wykorzystano przygotowane substraty bakteryjne z permeabilizowana blona zewngtrzng. Test wykonano

w zakresie st¢zen od 0,5 pg/mL do 37,5 pg/mL w buforze PBS pH 7,4 przez 30 minut w 37°C.
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A — test wykonany na substracie P. aeruginosa PAO1. B - test wykonany na substracie K. pneumoniae KPD 298.

Eksperyment wykonano w trzech powtorzeniach a stupki btgdu wskazuja na odchylenie standardowe.

5.9.3 Pordownanie sekwencji endolizyn Ts2631 i K11gp3.5

Za pomocag ClustalO poréwnatam sekwencje aminokwasowe endolizyny Ts2631
z endolizyng K11gp3.5 (Ryc. 28). Aminokwasom W102, W109, P140 1 W145 w sekwencji
endolizyny Ts2631 zaangazowanym w termostabilno$¢ odpowiadaty kolejno N91, M101, P132
i Q137 w sekwencji endolizyny Kllgp3.5. W przypadku P140 spodziewalam si¢, ze
w sekwencji endolizyny K11gp3.5 takze znajdzie si¢ prolina, ktora jest konserwowanym
aminokwasem wsrdd amidaz typu 2 (Ryc. 24). Pierwszy wariant substytucyjny jaki powstat to:
K11gp3.5 N9IW _MI101W_Q137W. Przygotowanie konstruktu plazmidowego kodujacego

wariant endolizyny K11gp3.5 zlecitam firmie BioCat.
Ts2631 1 MRILEEWNRW YRQKRAYR LTPIHYVV HTA--GPENQ TPEAIKRYHE EA PH
Kllgp3.5 1 ==cecccce- ~-NARVQET QET-SQIE CSATKANMDV CVREIRCW-H KE LD
Ts2631 59 YLV YKTLEN P ICVREENE ICN2 DEFS AC DCA-- -P WE
Kllgp3.5 48 FII EAGRDQ G SHEVKGYNS VGNC GID AK EANFT PQ NG
Ts2631 116 KGARAR LEVLHKRNLIV ET RL EL-===-- IQ RKGEGGQ 156
Kllgp3.5 108 LHEERG VIMNAHHDVA ER FD RWVKTGELVT SDRG--- 151
Ryec. 28. Poréwnanie sekwencji endolizyn Ts2631 i K11gp3.5. Zacieniowane reszty wskazuja na podobienstwo
aminokwasow. Czerwonymi prostokatami zaznaczono aminokwasy, ktdre zaangazowane sa w stabilnos¢
termiczng endolizyny Ts2631 i odpowiadaja sekwencji endolizyny K11gp3.5.

5.9.4 Nadprodukcja i oczyszczanie wariantu endolizyny

Kl1gp3.5_ N91W_MI101W_Q137W

Ponownie, po otrzymaniu interesujagcego mnie konstruktu przeszlam do transformacji
chemiczne] komorek E. coli BL21(DE3) oraz E. coli DHSa. Nastepnie przesztam do
nadprodukcji, gdzie poczatkowo dobratam takie warunki, jak w przypadku pierwszych podejs¢
do nadprodukcji endolizyny K11gp3.5, jednak podczas oczyszczania wariant nie ulegl elucji.
Bylo to prawdopodobnie spowodowane obecnosciag biatka w warstwie z osadem, a w czeSci
rozpuszczalnej znajdowata si¢ 1lo$¢ ponizej progu wykrywalnosci. Znany jest fakt, ze wysoki
poziom ekspresji biatek rekombinowanych w E. coli moze prowadzi¢ do formowania

nierozpuszczalnych agregatow biatek w postaci osadu'8*

. Mozna temu zaradzi¢ poprzez zmiang
warunkéw nadprodukceji. Dlatego obnizytam temperature indukowanej hodowli z 37°C do
18°C 1 dodatam IPTG w trzech r6znych stezeniach koncowych: 0,1 mM, 0,5 mM 1 1 mM, po
czym prowadzitam hodowle przez 16 godzin. Po zmianie warunkéw nadprodukcji poziom

wydajnosci oczyszczania w kazdym wariancie byt podobny (Ryc. 29). Podczas oczyszczania
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udato mi si¢ uzyskaé stezenie biatka odpowiednie do przeprowadzenia dalszych testow.
Ostatecznie przy kolejnych nadprodukcjach zdecydowatam si¢ na nastepujace warunki

indukcji: 0,5 mM IPTG, 18°C, 16 godzin.

0,1 mM IPTG
A M 1 2

HEIN

25—

15—

10 —

FE LN

0,5mM IPTG
25—

10 — '

15—

1mMIPTG
25—

10 — '

il

16 —

Ryc. 29. Optymalizacja nadprodukeji i oczyszczanie wariantu rekombinowanego bialka
K11gp3.5 N91W_M101W_Q137W. Nadprodukcja rekombinowanego biatka w systemie ekspresyjnym E. coli
BL21(DE3) po indukcji 0,1 mM IPTG (A), 0,5 mM IPTG (B) oraz | mM IPTG (C) przez 16 godzin w 18°C oraz
oczyszczanie biatka metoda chromatografii powinowactwa jonow metali wedtug zalecen producenta w kolumnie
z przeptywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa
(Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegélnych etapow
nadprodukcji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz
niezwigzanych ze ztozem bialek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 — elucja biatka ze ztoza, 9 — dializa
do buforu PBS, pH 7,4. Preparaty biatkowe rozdzielono za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy
15%).
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5.9.5 Analiza aktywnoS$ci wariantu endolizyny K11gp3.5 N91W_M101W_Q137W

Wykonatam TRZ, w ktorym sprawdzitam aktywnos$¢ wariantu substytucyjnego. Warunki
eksperymentu byty takie same, jak dla biatka typu dzikiego K11gp3.5, ktora stanowita kontrolg
pozytywng. Dodatkowo wariant substytucyjny poddatam inkubacji w 50°C przez 15 minut,
a nastepnie schtodzitam przez 1 minute w lodzie, by biatko mogto si¢ ewentualnie powtdrnie
sfatdowa¢. Wariant K11gp3.5 N91W _MI101W_Q137W okazat si¢ by¢ aktywny na poziomie
24,78% w stosunku do endolizyny K11gp3.5, a po inkubacji w 50°C aktywno$¢ ta wyniosta
zaledwie 6,21% (Ryc. 30). Swiadczy to o zaburzeniu aktywnoéci litycznej biatka i mozliwym

ostabieniu jego stabilno$ci termicznej.
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Ryec. 30. Poréwnanie aktywnoSci endolizyny K11gp3.5 i jej wariantu
K11gp3.5 N91W_M101W_Q137W. Wariant endolizyny dodatkowo zostal poddany 15-minutowej
inkubacji w 50°C, schtodzony w lodzie i nastgpnie poddany testowi redukcji zmetnienia. Aktywno$¢ lityczna

wariantu substytucyjnego w stopniu znacznym odbiega od endolizyny typu dzikiego.

Ze wzgledu na powyzszy wynik zdecydowatam si¢ wykona¢ bardziej szczegdtowa

analize bioinformatyczng biatka i wykonatam jego trojwymiarowy (3D) model.
5.9.6 Trojwymiarowy model endolizyny K11gp3.5

Za pomocg metod in silico wykonatam model 3D endolizyny K11gp3.5. Wykorzystane do
tego algorytmy obliczeniowe znajdujg si¢ w Tab. 4. W wyniku analizy zidentyfikowatam
potencjalne miejsce aktywne, w tym miejsce koordynujace jon Zn** (H18, H123, C131) (Ryec.
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31). Wykazatam takze, ze endolizyna moze prawdopodobnie odpowiada¢ za interakcje
z sodem, a reszty mozliwie w to zaangazowane, to kolejno: E39, W42, K43, R61, S66, H123,
H124, A127 1 K129. Z kolei za interakcje z peptydoglikanem moga odpowiada¢ takie reszty
jak: M101, N105, L108, H109, E110, R112, A118, W139, G143, E144 i L145.

Rye. 31. Tréjwymiarowy model endolizyny K11gp3.5. Na powigkszeniu zaznaczono centrum katalityczne
w sktad ktorego wchodzi triada koordynujgca jon Zn?*: His18, His123, Cys131. Jon Zn?" zaznaczony jest szarym
kolorem.

Podczas analizy bioinformatyczne; wykazatam, ze reszta M101, ktora w wariancie
endolizyny K11gp3.5 zostala zastgpiona tryptofanem, moze odpowiadac¢ za wigzanie z PGNem.
Natozytam na siebie struktur¢ przestrzenng endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG) i model
endolizyny K11gp3.5 (Ryc. 32A). Po wykonaniu pordwnania sekwencji natozonych struktur
wykazatam réznice w stosunku do programu ClustalO (Ryc. 32B).

Biatka Ts2631 1 K11gp3.5 nie wykazuja wysokiego podobienstwa w sekwencji, bo zaledwie
33,66% (wedlug NCBI BLASTp). Gdy podobienstwo sekwencji jest niskie, to metody oparte
na strukturze moga zapewni¢ lepsze dopasowanie sekwencji, niz te oparte na samym
podobienstwie sekwencji'®>. W wyniku tych obserwacji zdecydowatam o skonstruowaniu

jeszcze kolejnych wariantéw, tym razem bez zamieniania metioniny:

e Kllgp3.5 N9IW QI37W,
e Kllgp3.5 FO6W _L136W.
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Wariant K11gp3.5 N91W_QI137W wykonatam po poréwnaniu sekwencji w ClustalO
natomiast wariant K11gp3.5 FO6W _L136W po poroéwnaniu sekwencji natozonych na siebie
modelu endolizyny K11gp3.5 i struktury endolizyny Ts2631. Synteza gendéw i przygotowanie

konstruktow z genami kodujacymi odpowiednie biatka zlecitam firmie BioCat.

A

Ts2631 1  MRILEEWNRW YRQKRAYRVE LTPIEYVVLE HTH--GPENQ TPEARKRYHE EARGWPH
K1lgp3.5 1  ======-—--- -MARVQFTKR QET-SQIEVH CSATKANMDV GVREIRGW-H KEQGWLD
Ts2631 59 Hyiv YKTLENNEWP ICUREENEVE 1ci22W6prs Bc DA-- -P WE
Kllgp3.5 48 HFII EAGRDQDAVG SHVKGYNSTS VGNCIVGGID AKANBEANFT PQ NG
Ts2631 116 RGAEAK LEVLEKNLV BT RLTW EL-----~ IQ RKGBGGQ 156

Kllgp3.5 108 LHEERG VINAHHDVA EX FDIQl RWVKTGELVT SDRG--- 151

Ryc. 32. Poréwnanie struktury przestrzennej endolizyny Ts2631 i modelu endolizyny K11gp3.5 oraz ich
sekwencji aminokwasowych. A — Natozone na siebie modele endolizyn Ts2631 (na pomaranczowo) oraz
K11gp3.5 (na niebiesko). Na powiekszeniu zaznaczono aminokwasy odpowiadajgce sobie w sekwencjach obu
bialek, ktore nie sg identyczne. Sg to W102, W109 i W145 w sekwencji endolizyny Ts2631 oraz F96, M101 1 L136
w sekwencji endolizyny K11gp3.5. B — Porownanie sekwencji aminokwasowych obu endolizyn za pomoca
ClustalO z zaznaczonymi resztami odpowiadajacymi sobie w sekwencji, ktore u endolizyny Ts2631 sg istotne

z punktu widzenia stabilnosci termiczne;j.

5.9.7 Nadprodukcja i oczyszczanie Kl11gp3.5 N91W_Q137W oraz
K11gp3.5 F96W_L136W

Po otrzymaniu plazmidow z genami kodujagcymi odpowiednie warianty biatek

przeprowadzitam transformacje¢ chemiczng E. coli BL21(DE3) oraz E. coli DH5a. Po udane;j
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transformacji przesztam do nadprodukcji biatek. Oba warianty endolizyny Kllgp3.5
indukowatam w 18°C poprzez dodanie 0,5 mM IPTG (Ryc. 33). Wariant
Kllgp3.5 N9IW_QI137W oczyszczal si¢ bez problemu. W przypadku wariantu
Kllgp3.5 FO6W L136W napotkalam problemy z oczyszczaniem biatka, ktore po

przeprowadzeniu sonikacji znajdowato si¢ we frakcji nierozpuszczalnej (Ryc. 33B).

A M1 2 7 8 9 10 11
g a——
———
—
e =
25— =
: ¥
15— ‘ 2
10—

Ryc. 33. Nadprodukcja i oczyszczanie wariantéw rekombinowanego bialka Kllgp3.5. A -
Kl1gp3.5 N91W_Q137W; B — Kl1gp3.5 FO6W L136W. Nadprodukcja rekombinowanych wariantow biatka
K11gp3.5 w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 0,5 mM IPTG przez 16 godzin w 18°C oraz
oczyszczanie ich metoda chromatografii powinowactwa jonow metali. M — marker Page Ruler prestained, 10 do
180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegdlnych etapow
nadprodukcji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesgcz
niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — plukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 — elucja biatka ze ztoza, 9 — dializa
do buforu PBS, pH 7,4, 10 — elucja, 11 — dializa do buforu 20 mM HEPES, pH, 7,4, 10% glicerol. Preparaty
bialkowe rozdzielono za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 15%).

Postanowitam zmieni¢ warunki nadprodukcji poprzez hodowle w 30°C i indukcji IPTG
o stezeniach 1, 05 1 0,1 mM. Po przeprowadzeniu sonikacji 1 zwirowaniu lizatoéw biatko nadal

obserwowalam tylko w osadzie (Ryc. 34A)

Sprawdzitam, czy nadprodukcja w 18°C przy indukcji IPTG o stezeniu 1 1 0,1 mM mogta

przyczyni¢ si¢ do tego, by biatko znalazio si¢ we frakcji rozpuszczalnej. Tutaj zauwazylam
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niewielki prazek w supernatancie (Ryc. 34B). Ze wzgledu na brak postgpu w oczyszczaniu
biatka zaprzestatam prob jego oczyszczania i podjetam decyzje o przejsciu do analizy kolejnego
biatka. Przy kolejnych probach oczyszczania biatka mozna bedzie wykorzysta¢ inne metody,
np. dodanie plazmidu kodujacego biatka opiekuncze, ktore takze si¢ nadprodukuja, albo
wyindukowanie naturalnych bialek opiekunczych poprzez podniesienie temperatury do 42°C

na 20 minut przed indukcja.

0,1 mMIPTG 0,5 mMIPTG 1 mM IPTG 0,1 mMIPTG 0,5 mMIPTG 1 mMIPTG
3 4 5 6

0,1 mMIPTG 1mMIPTG 0,1 mMIPTG 1mMIPTG

—

Ryc. 34. Optymalizacja nadprodukcji wariantu rekombinowanego bialka K11gp3.5_F96W_L136W.
Nadprodukcja rekombinowanego biatka w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) A — po indukcji 0,1 mM,
0,5mM i1 mM IPTG w 30°C; B — po indukcji 0,1 i 1 mM IPTG w 18°C. M — marker Page Ruler prestained, 10
do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegodlnych etapow
nadprodukc;ji i poczatkowych etapéw oczyszczania: 1, 3 1 5 — przed indukeja, 2, 4 1 6 — po indukeji, 7, 101 13 —
lizat, 8, 11 i 14 — osad, 9, 12 i 15 — supernatant. Preparaty biatkowe rozdzielono za pomocg elektroforezy SDS-
PAGE (zel rozdzielajacy 15%).

5.9.8 Analiza aktywnoS$ci i temperatury topnienia endolizyny K11gp3.5 oraz jej

wariantu K11gp3.5 N91W_Q137W

Aktywno$¢ lityczng bialek sprawdzitam za pomoca TRZ. Biatka Kllgp3.5
1 K11gp3.5 N91W_QI137W doprowadzitam do stezenia 5 pg/mL 1 testowalam aktywnos¢
w buforze B (PBS, pH 7,4) na substracie K. pneumoniae z permeabilizowang btong zewngtrzng.
Test prowadzitam przez 30 minut w 37°C. Analiza ujawnita, Ze réznica w aktywnos$ci migdzy
wariantem a  bialkiem typu dzikiego jest niewielka. Aktywno$¢  wariantu
Kllgp3.5 N91W_Q137W w stosunku do endolizyny typu dzikiego wyniosta 86,79 % + 1,25
(Ryc. 395).
I15|Strona



120 A

100

80

60

40 A

Relatywna aktywnosé [%]

20 A

Ryec. 35. Test aktywnosci endolizyny K11gp3.5 i wariantu K11gp3.5 N91W_Q137W. Do testu redukcji
zmetnienia wykorzystano substrat bakteryjny K. pneumoniae. Biatko doprowadzono do stgzenia 5 pg/mL

w buforze PBS, pH 7,4 a eksperyment przeprowadzono w 37°C przez 30 minut.

Ze wzgledu na to, iz wariant okazal si¢ aktywny zdecydowalam, ze mozna podjac¢ si¢
analizy nanoDSF. Biatka do analizy aktywno$ci oraz temperatury topnienia za pomoca
nanoDSF przedializowatam do dwoch buforéw wymienionych w Tab. 5. Bufor A (20 mM
HEPES, 25 mM NaCl, 10% glicerol, pH 7,4) wykorzystatam w celu mozliwos$ci poréwnania
wartosci Tm z endolizyng Ts2631. Warto$¢ T dla endolizyny K11gp3.5 wyniosta 59,75°C
w buforze A, natomiast w buforze B (PBS, pH 7,4) 63,00°C. Wariant
K11gp3.5 N91W_Q137W miat obnizong Tm w stosunku do K11gp3.5 wykazujac Tm kolejno
53,8°C156,77°C (Ryc. 36B, C). Natomiast oba biatka wykazaty wyzsza warto$¢ Tm w buforze
PBS. Tym samym nie udato si¢ podnies¢ T wariantu substytucyjnego endolizyny K11gp3.5,

a nawet doprowadzitam do jej obnizenia.

Prawdopodobnie glownym czynnikiem, jaki wptynat na obnizenie Tm w wariancie
substytucyjnym, jest mutacja Q137W, ze wzgledu na jej lokalizacj¢ (drugi aminokwas w a-
helisie). Natomiast mutacja N91W zlokalizowana jest na petli 1 raczej wnosi tylko lokalny
wktad destabilizujacy. Pierwotne zalozenie wstawienia tryptofanu w miejsce glutaminy
prezentowalo si¢ optymistycznie, poniewaz w okolicy 5 A znajdowaly si¢ inne aa hydrofobowe,
w tym WI139, a takze dodatnio natadowane aa (arginina i lizyna). Glutamina (Q) czesto
wystepuje w miejscu inicjacji a-helisy, tutaj jako drugi aminokwas w tej strukturze moze by¢
kluczowy w jej stabilizacji (tzw. N-capping)'®. Tryptofan (W) z kolei nie pehi funkcji
stabilizujacej helisy 1 moze prowadzi¢ do lokalnego napigcia, jesli powstataby interakcja

z W139 (m — ). Mogto to nie wptynaé znaczaco na aktywno$¢ biatka, jednak na obnizenie T,
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juz tak. Z kolei substytucja N91W mogta wprowadzi¢ zaburzenie w dynamice petli, poniewaz
duzy aminokwas zostal wprowadzony pomiedzy G90 i P92. Na dodatek w tym miejscu

tryptofan nie ma partnera do interakc;ji.

Wykonatam jeszcze testy aktywnosci, w ktorych poréwnatam dziatanie biatka po 15-
minutowej inkubacji biatka w 60°C i1 70°C z biatkiem nieinkubowanym w tej temperaturze.
Biatka po podgrzaniu byly chtodzone w lodzie a nastgpnie przeprowadzitam TRZ wedlug
wczesniej opisanych warunkow. Test wykonatam juz w dwoch buforach, aby sprawdzié, czy

w tej sytuacji tez zaobserwuj¢ roznice pomiedzy aktywnoscig w réznych buforach.

Wariant K11gp3.5 N91W_Q137W po inkubacji biatka zarowno w 60°C, jak 1 70°C nie
wykazywat zadnej aktywnosci (Ryc. 36A). Z kolei aktywnos$¢ biatka w buforze A (20 mM
HEPES, 25 mM NaCl, 10% glicerol, pH 7,4) i B (PBS, pH 7,4) istotnie si¢ od siebie roznita.
Jako 100% aktywnosci przyjetam aktywnos¢ K11gp3.5 typu dzikiego w buforze A i do niej
porownywatam pozostate wyniki. Aktywno$¢ endolizyny K11gp3.5 w buforze A w zaleznosci
od temperatury rdznita si¢ od siebie w 60°C 1 70°C kolejno o 2,84% 1 4,82%, co nie jest istotng
statystycznie r6znicg. Z kolei aktywno$¢ w buforze B wyniosta 65,91% bez inkubacji a po

inkubacji biatka w 60°C 1 70°C spadata kolejno do 59,95% 1 25,89% (Ryc. 36A, C).
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Ryec. 36. Test aktywnosci oraz analiza nanoDSF endolizyny K11gp3.5 i wariantu K11gp3.5 N91W_Q137W
w dwodch réznych buforach i temperaturach. A — W tescie redukcji zmetnienia (TRZ) biatka doprowadzono do
stezenia 5 pug/mL i dodawano do substratu z komoérek K. pneumoniae. Reakcj¢ prowadzono przez 30 minut
w 37°C w buforze HEPES (20 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM NaCl) oraz PBS (PBS, pH 7,4); B — wykres
przedstawiajacy krzywa okres$lajaca temperature topnienia (Tm) uzyskanej po przeprowadzeniu nanoDSF; C —
tabela poréwnujaca wyniki z testu aktywnosci w zaleznos$ci od temperatury, w jakiej biatko byto inkubowane przed
TRZ oraz przedstawiajaca Tr, wariantow biatka w poszczegolnych buforach.

Efekt dziatania PBS jest silnie zalezny od rodzaju biatka 1 jego budowy. Badania pokazuja,
ze PBS moze zmieni¢ otoczenie jonowe, dzigki polaczeniu stezenia NaCl (137 mM)
z fosforanami (wielowarto§ciowe jony) moze sprzyjac stabilizacji struktury, ale jednocze$nie
zaburza¢ interakcje z substratem. Dodatkowe interakcje miedzy buforem a biatkiem mogag
wplywac na obnizenie dynamiki konformacyjnej struktury, co przektada si¢ na wyzsza wartos¢
Tm jednoczesnie ograniczajac dynamike zmian konformacyjnych potrzebnych dla aktywnosci

biatka'®”. Sam bufor HEPES nalezy do tak zwanych ,,Good’s buffers” — tak zaprojektowanych,
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by jak najmniej wchodzi¢ w interakcje z biatkami 1 jonami. Biorgc pod uwage sktad buforu A,
czyli HEPES z dodatkiem NaCl i glicerolu w niskich stezeniach, to stabilizacja biatka jest
bardzo niewielka i nie ma zauwazalnego wptywu na obnizenie dynamiki konformacyjnej biatka

a tym samym na jego aktywnosc.
5.10 LytO

Biatko LytO to autolizyna, ktéra pochodzi ze S. aureus. subsp. aureus NTCC 8325. Zostato
ono juz wstepnie opisane przez grupe Prof. Karla E. Griswolda. Okreslono, ze jest to biatko,
ktore sktada si¢ z 3 domen; dwoch domen katalitycznych: CHAP (23 — 147 aa) i PGRP (199 —
324 aa) oraz jednej domeny wiazacej PGN SH3 5 (395 — 460 aa). Zbadano cate biatko oraz jej
domeny w konfiguracjach: cale biatko, PGRP-SH3 5, CHAP, CHAP-PGRP. Wykazano, ze
domena PGRP odgrywata role w wigzaniu PGNu, a niekoniecznie katalityczng. Nie przebadano
jednak pojedynczej domeny PGRP. W badaniach tych wykonano chimeryczne biatka z domena
wiazaca peptydoglikan (SH3) pochodzacej z lizostafiny (bakteriocyny produkowanej przez
Staphylococcus simulans), ktéra degraduje peptydoglikan S. aureus. W przypadku autolizyny
LytO takie potaczenie nie poskutkowato jednak wzrostem aktywnosci na tyle duzej, by dziatato
lepiej niz sama lizostafina. Z badan tej grupy wynikato tez, ze bialko LytO ma Tm ~43°C,
okreslono tez T utworzonych konfiguracji biatka i wahaty si¢ one o kilka stopni od ~40,4°C

do ~46°C™,
5.10.1 Analiza bioinformatyczna bialka LytO

Po wyciagnigciu wnioskdw z pracy nad endolizyng K11gp3.5 tym razem zacz¢lam od
doktadniejszych analiz bioinformatycznych. W przypadku endolizyny Kllgp3.5 do
poszukiwania homologoéw strukturalnych wykorzystatam Foldseek. Narzedzie Foldseek jest tak
zaprojektowane, by szuka¢ strukturalnych homologoéw przez zmiang trojwymiarowej struktury
w aminokwasowa sekwencje strukturalng. Dzigki temu dokonuje poréwnania
w krotkim czasie (kilkanascie sekund do kilku minut), w wielu bazach danych. Natomiast
w przypadku biatka LytO, O3I, Lyc2 1 LytA 27 skorzystalam z DALI (Distance-matrix
ALIgnment), narzedzia, ktore dziata wolniej 1 nieco inaczej niz Foldseek. Narzedzie DALI
dokonuje globalnego poréwnania modelu biatka, porownuje odleglosci w modelach biatek
pomigdzy atomami, jest doktadniejszy, ale dziata duzo wolniej (kilka godzin). W przypadku,
kiedy znajduje si¢ duzo dopasowan (szablonéw) dla biatka, to Foldseek jest wystarczajacy.

Kiedy wystgpuja problemy ze znalezieniem strukturalnych homologoéw nalezy siegna¢ po inne
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narzedzia. Narzegdzie Foldseek nie byto w stanie znalez¢ dobrych 1 wystarczajacych szablonow

biatek, dlatego pdzniej korzystatam z DALI.

Jak juz wiadomo, biatko LytO to autolizyna, ktora sktada si¢ z trzech domen (Ryc. 37A).
W swojej budowie jest podobna do endolizyny, LysGH15 pochodzacej z bakteriofaga GH15

infekujacego S. aureus®®.

Na N-koncu biatka znajduje si¢ domena CHAP (Cysteino, histydyno-zalezna
amidohydrolaza/peptydaza), ktéra przecina wigzanie peptydowe w peptydoglikanie. Miejsce
aktywne sktada si¢ z motywu CHEN charakterystycznego dla tej domeny. W biatku LytO sg to
kolejno: C32, H95, E111 1 N113 (Ryc. 37B). Obok centrum znajduje si¢ miejsce koordynujace
Ca?" przez reszty: N23, D25, G29, W27 i D34 (Ryc. 37B).

Kolejna, srodkowa domena, to homolog strukturalny endolizyny Ts2631, czyli amidaza N-
acetylomuramylo-L-alaninowa (Ryc. 37A). Miejsce aktywne sklada si¢ reszt: H206, A236,
H313, T319 i C321, w ktérego centrum znajduje si¢ Zn>" koordynowany przez: H206, H313
i C321 (Ryc. 37B). Domena ta takze odpowiada za wigzanie z peptydoglikanem. Wedlug
danych z GenBanku reszty, ktore wchodza w sktad rowka wigzacego PGN, to kolejno: N207,
D208, A233, A236, L.249, W256, H257, N264, H313, T317, T319, S320 i C321.

Z analizy bioinformatycznej wyniklo, ze za oddzialywanie z substratem moga tez
odpowiadac¢: N280, A281, L284, V366, A367, V369, A375, S377, N378 1 T379. Sprawdzitam
takze, ze bialko moze oddziatywaé z Na**, w co zaangazowane mogg by¢ kolejne reszty: E251,

R307, N308, K300, K247, Q355, 1364, P365 1 V366.

Ostatnia domena znajdujaca si¢ na C-koncu biatka to domena SH3b, ktéra odpowiada za
wigzanie PGNu. Reszty, ktore sa zaangazowane w to wigzanie, to prawdopodobnie: N390,

Y392, T394, Y396, V415, G416, P417, F418, C421, E437, M439 1 Y457.
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Ryec. 37. Model przestrzenny autolizyny LytO. A — Model biatka z zaznaczonymi poszczegdlnymi domenami.
Kolorem $liwkowym zaznaczono domeng¢ CHAP, kolorem zielonym domen¢ N-acetylo-muramylo-L-alaninowa,
kolorem niebieskim domen¢ SH3 a na czarno zaznaczone sa linkery. B — W modelu biatka LytO wyrdézniono centra
katalityczne biatek oraz miejsca wiagzania jonow niezbgdnych do aktywnosci biatka. Kolorem zielonym oznaczono

Ca’" a szarym Zn?*,
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W nastepnym kroku porownatam ze sobg sekwencje endolizyny Ts2631 i domeny amidazy
biatka LytO. Pokrycie sekwencji samej domeny amidazowej LytO i endolizyny Ts2631 wynosi
zaledwie 8% (wedlug NCBI BLASTp). Aminokwasom W102, W109, P140 i W145
w sekwencji endolizyny Ts2631 odpowiadaty kolejno: N280, Q288, P322 i F352 w biatku
LytO. Biorac pod uwage pojedynczg domeng amidazy, to aa te stanowity kolejno: N107, Q115,
P149 i F179 (Ryc. 38). Po uwzglednieniu analiz bioinformatycznych, gdzie wykazalam, ze
reszta N280 moze by¢ istotna w wigzaniu z substratem i jej substytucja mogtaby skutkowaé
brakiem, albo obnizeniem aktywnosci biatka, wst¢gpnie postanowitam utworzy¢ wariant

LytO Q288W F352W.

Wykonatam jeszcze predykcje wplywu mutacji na stabilno$¢ biatka za pomoca metod
wypisanych w podrozdziale 3.11.2. Wigkszo$¢ z nich wykazata, ze doprowadza one do
destabilizacji bialka (Tab. S1). Uzyskany wynik potraktowatam jako wskazoéwke i mimo, ze
wickszos¢ programéw wskazata, ze zmiany te beda niekorzystne podjgtam si¢ proby
przebadania wariantow substytucyjnych. Jednak ze wzgledu na te wyniki oraz obawe, ze
w przypadku catego biatka zmiana dwoch aminokwaséw w catym biatku mogtaby skutkowac
niewielkim wzrostem Tn, postanowitam wykona¢ wariant, ktory sktadalby sie tylko
z pojedynczej domeny amidazy biatka LytO. Firmie BioCat zlecitam wykonanie konstruktow:

domeny amidazy biatka LytO oraz wariantu Q115W_F179W.
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A Ts2631 T — MRIL EEWNRWYRQK RA.YRVRBLTP IHY H 33
LytO-amidaza 1 QPRKAVELKII KDVVKG.... .......... .YDLPKRGSN PKG N 35

Ts2631 34 PENQ...TP .EAIK..R.. .YHE.EARGCW ..PHIGYHYL NWYRDGRVYKT 71
LytO-amidaza 36 SKGATAEAY ENG.LVNAPL S..RL....E AG...IAHSY NS.GNINWCA 74

Ts2631 72 ENNAVPICV .REF.NEVSI CVAAVGD... .FSAGVWP.. .DCAFG. 111
LytO-amidaza 75 DESQVCWHT ANQIGNKYYY GIEVCQSMGA D..... TF L..K.NEQ. 115
Ts2631 112 IWELKG AP K ALE KNIV R e R 143
LytO-amidaza 116 TEQECA KWGLEANRN. .TI NEEFT SSV LHTGFDEVTR 163

Ts2631 1172 Tioo B LTI o0 0000000 R KGG.GGQ 156
LytO-amidaza 164 GLLPEDKRLQ LKD K..Q IRAYMDGKI. ..EV... 192

Ryec. 38. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631 i domeny amidazy bialka LytO. A — Szare
prostokaty wskazujg podobienstwo aminokwasow (prog dla zacieniowania: 100%). Czerwonymi prostokatami
oznaczono reszty, ktore sg istotne w stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631 i odpowiadajg sekwencji domenie
amidazy biatka LytO. B — Natozone na siebie struktura endolizyny Ts2631 (na pomaranczowo) oraz domeny
amidazy autolizyny LytO (na zielono). Na powiekszeniu zaznaczono aminokwasy odpowiadajace sobie
w sekwencjach obu biatek, ktore nie sg identyczne. Sa to W102, W109 i W145 w sekwencji endolizyny Ts2631
oraz N107, Q115 1 F179 w sekwencji domeny amidazy LytO.

5.10.2 Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego biatka LytO

Najpierw przebadatam cale biatko LytO. Po otrzymaniu konstruktu w plazmidzie pET-15b,
w ktérym znajdowat si¢ gen, ktorego produktem bylo biatko LytO przystapitam do
transformacji chemicznej komorek E. coli BL21(DE3) o raz E. coli DH5a. Nastepnie przesziam
do nadprodukcji zgodnie z warunkami okreslonymi w publikacji autoréw, ktorzy jako pierwsi
zajeli sie tg autolizyng’®. Hodowle bakteryjng indukowatam 1 mM IPTG przy ODeoo ~0,4
a nastgpnie przeniostam ja do 25°C, gdzie wytrzasata si¢ przez noc. Nadprodukcja biatka
przebiegla zgodnie z oczekiwaniami, jednak nie udato si¢ go oczysci¢ (Ryc. 39A). W zwigzku
z brakiem produktu biatkowego po oczyszczaniu przystgpitam do sprawdzonej wczesniej
procedury (przy nadprodukcji endolizyny K11gp3.5) i obnizylam temperatur¢ nadprodukcji
7 25°C do 18°C, co poskutkowato wydajnym oczyszczeniem biatka (Ryc. 39B).
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Ryc. 39. Nadprodukcja i oczyszczanie autolizyny LytO. Nadprodukcja rekombinowanego biatka LytO
w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 1 mM IPTG przez 16 godzin A — w 25°iw B — 18°C
oraz oczyszczanie ich metoda chromatografii powinowactwa jondw metali. M — marker Page Ruler prestained, 10
do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegélnych etapow
nadprodukcji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz
niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20 mM
imidazolem, 9 — elucja bialka ze zloza, 10 — dializa do buforu. Preparaty bialkowe rozdzielono za pomoca
elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12,5%). Strzatka wskazany jest prazek odpowiadajacy masie

molekularnej biatka.

5.10.3 Testy aktywnosci autolizyny LytO

Autolizyna LytO pochodzi z bakterii S. aureus subsp. aureus NCTC 8325. Wobec tego, ze
autolizyny sg specyficzne co do gatunku, posiadajac w kolekcji KPD KM inne szczepy
S. aureus zdecydowatam si¢ najpierw przetestowaé aktywnos¢ lityczng biatka w réznych
stezeniach na jednym ze szczepow, S. aureus KPD 425 (MRSA). W tym celu przeprowadzitam
TRZ, gdzie po 30 minutach zaobserwowatam, ze biatko LytO dziala najlepiej w stgzeniu 75
pg/mL, jednak juz w 62,5 pg/mL dochodzito do lizy substratu S. aureus na podobnym poziomie
(Ryc. 40A), dlatego stezenie 62,5 pg/mL wykorzystatam do dalszych etapow badan.
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Ryec. 40. Analiza aktywnoSci bialka LytO w réznych warunkach. Wszystkie testy byly prowadzone przez 30
minut w 37°C, przy zastosowaniu bialka o stezeniu 62,5 pg/mL. Substrat jaki zastosowano to: S. aureus KPD 425
(MRSA). A — testowanie roznych stgzenie biatka; B — test aktywnosci w zalezno$ci od pH buforu; C — test
aktywnosci w zaleznosci od stgzenia NaCl w 10 mM buforze fosforanowo-potasowym (Kpi), pH 8,0; D — test
aktywnosci w buforze Kpi, pH 8,0 z 500 mM NacCl.

Nastepnie sprawdzitam zakres pH, w jakim biatko jest aktywne litycznie. Wykazatam, ze
biatko obejmuje szerokie spektrum aktywnosci zaczynajac od pH 5,0 do 8,5 oraz w 9,5 do 12,0.
Najefektywniej biatko dziata w pH 11,0, a zaraz potem w pH 8,0, ale juz na poziomie 67,27%
w porownaniu do pH 11,0 (Ryc. 40B). W laboratorium standardowo wykorzystywatam bufor
KPi o pH 8,0 a skoro bialko wykazywato w nim aktywnos$¢ to dalsze eksperymenty planowatam
z wykorzystaniem wlasnie tego buforu. W kolejnym kroku sprawdzitam aktywno$¢ biatka
w zaleznos$ci od sity jonowej buforu. Tu z kolei autolizyna LytO wykazata aktywno$¢ na
poziomie 86,71% az do 700 mM NaCl. Drastyczny spadek (6,39%) zaobserwowatam przy
badaniu aktywnosci biatka w 800 mM NaCl. Biatko najefektywniej dziatalo w 500 mM NaCl,
dlatego to st¢zenie soli wybratam do dalszych eksperymentéw (Ryc. 40C). Tolerancja na
wysokie stezenie soli moze wynika¢ z faktu, ze biatko pochodzi z S. aureus, bakterii ktora
funkcjonuje w S$rodowisku o wysokim zasoleniu (10-15%). Z tego wzgledu autolizyny
pochodzace z tych bakterii moga by¢ ewolucyjnie przystosowane do dziatania w warunkach
wysokiego stezenia soli, jakie wystgpuje w otoczeniu §ciany komérkowej bakterii. W badaniach
nad aktywnos$cia autolizyn ze S. aureus, np. Atl pokazuje si¢, ze aby aktywowac autolizyne

potrzebne jest wysokie stezenie NaCl, nawet 1 M, podczas gdy w stezeniu 200 mM, autolizyna
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prawie nie wykazuje aktywnosci °°. Nie jest to jednak mechanizm zalezny tylko od soli, ale

takze od temperatury, czy Ca?13%189,

Z kolei badajac optimum temperatury dla aktywnosci biatka wykazatam, ze w temperaturze
37°C, biatko najefektywniej prowadzi do lizy komorek bakteryjnych, podczas gdy juz w 50°C

obserwowatam spadek aktywnosci do 31,57%.

Autolizyny sg specyficzne co do gatunku bakterii, jednak mimo to postanowitam sprawdzi¢
specyficznos$¢ substratowg autolizyny LytO, ktorg zaprezentowatam w Tab. 8. Autolizyna ta
wykazata aktywnos$¢ wzgledem jednego z dwoch testowanych szczepow S. aureus, natomiast
zaobserwowalam takze aktywno$¢ na poziomie 29,20% i 11,88% kolejno w stosunku do
B. subtilis i L. monocytogenes, ktore sa bakteriami Gram-dodatnimi. Przyczyna tej niewielkiej
aktywnosci litycznej, ale jednak wystepujacej, moga by¢ réznice w budowie $ciany bakterii.
W przypadku szczepow gronkowcowych jedna z mozliwych przyczyn jest O-acetylacja kwasu
muraminowego, przez co enzym nie bedzie oddziatywat z substratem'*’. Dwie pozostate
bakterie r6znig si¢ typem PGNu. U S. aureus wystepuje typ A3a, natomiast u B. subtilis

i L. monocytogenes typ Aly"!

. W obu przypadkach to wigzanie domeny SH3-5 (ktora
rozpoznaje specyficzne motywy) moze by¢ ograniczone, albo nie wystgpowaé w ogole,
podczas gdy domeny CHAP/ amidaza moga czgSciowo wigzaé si¢ z substratem 1 go

degradowac.

Tab. 8. Specyficzno$¢ substratowa autolizyny LytO. Relatywna aktywnos¢ jest wyrazona
jako procent aktywnos$ci w stosunku do Staphylococcus aureus MRSA KPD 425. SD —

odchylenie standardowe z 3 powtorzen.

Relatywna
Szczep bakteryjny aktywnos$¢ lityczna
[%] £ SD
Escherichia coli MG1655 3,02+ 3,64
Salmonella enterica Serowar Panama 0
Bakterie Gram-  Citribacter braakii sp.
uemne Acinetobacter baumannii KPD 735 0
Pseudomonas aeruginosa KPD 430 0
Klebsiella pneumoniae KPD 298 0,00+ 1,52
Staphylococcus aureus MRSA KPD 425 98,91 + 1,86
Bakterie Gram-
dodatnie Staphylococcus aureus ATTC 25923 0
Bacillus megaterium ATTC 14581 0
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Bacillus subtilis DSM 23778 29,20 + 4,54
Listeria monocytogenes KPD 1328 11,88 +2,36

5.10.4 Analiza pojedynczej domeny amidazy oraz jej wariantu

Po otrzymaniu konstruktéw plazmidowych z firmy BioCat przeprowadzitam transformacje
chemiczng po czym przystgpitam do nadprodukcji i oczyszczania pojedynczej domeny amidazy
biatkka LytO oraz jego wariantu LytO Q115W F179W. Nadprodukcje 1 oczyszczanie

prowadzitam tak, jak w przypadku kompletnego biatka LytO, co zakonczylto si¢ powodzeniem

(Ryc. 41).
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Ryc. 41. Nadprodukcja i oczyszczanie domeny amidazy autolizyny LytO oraz jej wariantu. Nadprodukcja
rekombinowanych bialek w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 1 mM IPTG przez 16 godzin
w 18°C oraz oczyszczanie metoda chromatografii powinowactwa jonéw metali. M — marker Page Ruler prestained,
10 do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegolnych
etapow nadprodukcji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 —
przesacz niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20
mM imidazolem, 9 — elucja biatka ze ztoza, 10 — dializa do buforu. A — nadprodukcja i oczyszczanie domeny

amidazowej biatka typu dzikiego; B — nadprodukcja i oczyszczanie domeny amidazowej wariantu
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Q115W_F179W. Preparaty biatkowe rozdzielono za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%).
Strzatka wskazany jest prazek odpowiadajacy masie molekularnej biatka.

5.10.5 Testy aktywnosci domeny amidazy bialka LytO o raz jej wariantu

Q115W_F179W

Nastepnym krokiem bylto sprawdzenie aktywno$ci pojedynczej domeny biatka. Po
wykonaniu TRZ w buforze sktadajgcym si¢ z Kpi, pH 8,0 1 500 mM NaCl nie zaobserwowatam
jej aktywnosci. Dlatego test przeprowadzitam jeszcze w buforze PBS, pH 7,4 1 Kpi pH 8,0 bez
dodatku soli. Wykazatam, ze biatko najefektywniej doprowadza do degradacji komorek
bakteryjnych S. aureus w buforze Kpi pH 8,0, przy czym wydtuzytam czas dziatania z 30 minut
do 1 godziny i zastosowatam dwukrotnie wyzsze stezenie, bo 125 pg/mL, niz w przypadku
calego biatka LytO. Pozbawiajac bialko domeny katalitycznej CHAP, ktora jest najbardziej
istotna w aktywnosci litycznej biatka, prawdopodobnie znacznie zredukowatam aktywnos¢

lityczng biatka%®.

Nastegpnie poroéwnatam aktywno$¢ domen amidazy biatka LytO typu dzikiego oraz wariantu
QII5W _F179W, wykonujac TRZ w 37°C, gdzie substratem byl S. aureus KPD 425.
Doswiadczenie prowadzitam przez 1 godzing, a stgzenie kazdego z wariantow jakie
zastosowatam, to 125 pg/mL. Wariant substytucyjny wykazal aktywno$¢ na poziomie 84,55%
w poréwnaniu do biatka typu dzikiego, ktory stanowit 100% aktywnosci (Ryc. 42A). Uznatam,
ze wyniki te nie odbiegaja znaczaco od siebie 1 przeprowadzitam kolejne testy, w ktorych
najpierw inkubowatam biatko przez 15 minut, w 40°C, 50°C 1 60°C a nastgpnie prowadzitam
TRZ w warunkach podanych wyzej. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw pokazatam,
Ze wraz ze wzrostem temperatury, w ktorej biatka byly wstepnie inkubowane, ich aktywnos$¢
spada. Wida¢ natomiast, ze trend spadkowy w przypadku wariantu Q115W_F179 jest
wolniejszy 1 juz w 50°C jego aktywnos$¢ jest wyzsza o 3,54% w stosunku do biatka typu
dzikiego. Natomiast w 60°C cho¢ aktywnos$¢ wariantu substytucyjnego jest znikoma i wynosi
22,26%, to jest wyzsza od wariantu typu dzikiego w tej samej temperaturze o 15,17%, co

stanow1 istotng statystycznie roznice (Ryc. 42A).

Przeprowadzitam takze analiz¢ nanoDSF, gdzie bialko zawiesitam w dwodch réznych
buforach: A (20 mM HEPES, 25 mM NaCl, 10% glicerol, pH 7,4) oraz B (PBS, pH 7.,4), tak
jak podczas eksperymentow z endolizyng Kl1lgp3.5 oraz jej wariantu. W przypadku obu
buforéw poréwnujac ze sobg tylko dany wariant miedzy buforami, T, r6Zni si¢ o niecate 2°C
ito w buforze A ta warto$¢ jest wyzsza. Widac¢ tutaj odwrotny efekt niz w przypadku endolizyny

K11gp3.5, gdzie w buforze B T byla wyzsza. Mozna to wyjasni¢ tym, ze w domenie amidazy
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biatka LytO na powierzchni biatka wystepuja 22 dodatnio natadowane reszty, a jego pl wynosi
9,32 (u Kl1gp3.5 jest to 8,48, punkty izoelektryczne wyznaczylam teoretycznie za pomoca

narzgdzia ProtParam, https://web.expasy.org/protparam/). Mozna przypuszczaé, ze tutaj jony

fosforanowe pochodzace z PBS zaburzajg hydratacje powierzchniowa 1 destabilizujg

konformacj¢ w przeciwienstwie do buforu HEPES, ktéry z biatkami oddziatuje duzo stabie;.
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LytO_amidaza_WT_PBS 47,89 + 0,09
LytO_amidaza_Q115W_F179W_PBS 57,62 + 0,05 +973
LytO_amidaza WT_HEPES 49,66 + 0,02

LytO_amidaza_Q115W_F179W_HEPES 59,26 + 0,02 +9,70

Ryc. 42. Test aktywno$ci oraz analiza nanoDSF domeny amidazy biatka LytO oraz wariantu
Q115W_F179W. A — Test redukcji zmgtnienia (TRZ) przeprowadzono z wykorzystaniem biatka o st¢zeniu 125
pg/mL, w buforze 10 mM Kbpi, pH 8,0 przeciw S. aureus KPD 425. Test prowadzono w temperaturze 37°C ,
a biatko w 40, 50 i 60°C byto wstepnie inkubowane przez 15 minut, po czym poddane TRZ. Czarny shupek
wskazuje na wynik TRZ biatka typu dzikiego a czerwony wskazuje na wariant. Do analizy statystycznej
wykorzystano test ¢ Studenta, gdzie p <= 0,01 *. Kazdy pomiar wykonano w trzech powtorzeniach. Wyniki sg

przedstawione w postaci relatywnej aktywnos$ci, gdzie 100% stanowil spadek gestosci optycznej biatka typu
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dzikiego w 37°C. B — wynik pomiaru temperatury topnienia obu biatek. Wykres wskazuje na jakosciowy pomiar
a w tabeli zestawione sg wyniki pomiaru T, w dwoch r6znych buforach.

Bufor fosforanowo-sodowy wptywa na stabilnos$¢ bialek, ale moze je takze destabilizowac.
W badaniach nad wplywem buforu fosforanowego w réznych stezeniach wykazano, ze
poprawia on stabilno$¢ termiczng bialek: lizozymu, bromelainy i albuminy surowicy ludzkiej,
natomiast w przypadku biatka hemoglobiny ta stabilno$¢ zostata obnizona. Obserwuje sig, ze

wptyw buforu na biatko zalezy od rodzaju biatka'*?.

Przygladajac si¢ roznicy w wartosci T wariantu typu dzikiego oraz Q115W_F179W mozna
zaobserwowaé, ze w obu buforach widoczna jest podobna réznica w zmianie T na korzys¢
wariantu Q115W_F179W, gdzie jest ona wyzsza 0 9,7°C od biatka typu dzikiego (Ryc. 42B).
W wariancie zamienitam 2 aa: glutaming (Q) oraz fenyloalaning (F), ktore znajdowaty si¢ po
srodku dwoch przeciwlegtych a-helis, na tryptofan (W). Glutamina jest aminokwasem, ktory
w biatkach termostabilnych wystepuje rzadziej niz u mezofili. Jest uwazamy za niekorzystny,
poniewaz w miar¢ wzrostu temperatury, nastepuje deamidacja (powstaje kwas glutaminowy),
co w konsekwencji moze wplyna¢ na interakcje migdzy innymi aminokwasami wplywajac na

fatdowanie biatka, czy jego aktywnos$¢®’

. Zastgpienie tego polarnego aminokwasu na
hydrofobowy tryptofan mogto lokalnie wptynac¢ na poprawe stabilno$ci, a takze konformacji
biatka. Z kolei zamiana fenyloalaniny na tryptofan to zwigkszenie powierzchni do oddziatywan,
dzieki duzemu pierécieniowi indolowemu tryptofanu'>!. Przygladajac sie blizej strukturze
biatka mozna zauwazy¢, ze mogly powsta¢ nowe interhelikalne oddzialywania aromatyczne

miedzy W179 a F117 oraz W115 1 Y178. Oddzialywania aromatyczne, jakie mogly sie¢

dodatkowo pojawi¢ prawdopodobnie ustabilizowaly a-helisy, co skutkowalo wzrostem
T, 193194,

5.11 Pozostale bialka

W przypadku biatek: O31 029140 (w skrocie O31), Lyt A27 oraz Lyc2 przeprowadzitam
tylko niektore analizy ze wzglgdu na problemy podczas oczyszczania biatek badz ich wariantow

substytucyjnych.
5.11.1 O31_029140

Biatko O31 nie ma poznanej funkcji, jego masa molekularna wynosi 42,94 kDa, teoretyczny
pl to 4,86 1 ma dtugos¢ 390 aa. Pochodzi z bakterii Nocaradia brasiliensis ATCC 700358/
HUIJEG-1. Bakteria, z ktdérej pochodzi biatko to Gram-dodatni aerob, wywotlujacy nokardioze
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gtéwnie u osob z uposledzong odpornoscig. Gloéwnymi miejscami infekcji sg ptuca, mozg

i skora. Choroba ta jednak wystepuje rzadko (500 — 1000 przypadkéw rocznie)'®>.

W przypadku biatka O3I przeprowadzitam jedynie analiz¢ bioinformatyczna, poniewaz
proby oczyszczania zakonczyly si¢ niepowodzeniem. W materiatach dodatkowych
zamie$citam rycing przedstawiajaca zele poliakrylamidowe po elektroforezie SDS-PAGE
z poszczegbdlnych etapéw nadprodukceji 1 oczyszczania. W opisach rycin zamieszone sg

informacje o warunkach w jakich oczyszczatam biatko (Ryc. S5).

Biatko O3I ma dlugos¢ 390 aa i sklada si¢ z dwoch domen potaczonych ze sobg
linkerem (Ryc. 43A). Na N-koncu biatka znajduje si¢ prawdopodobnie hydrolaza glikozydowa
z rodziny GH25. Tnie ona wigzanie B-1,4-glikozydowe pomigdzy N-acetyloglukozaming
a kwasem N-acetylomuraminowym. Hydrolaza =z rodziny GH25 sktada si¢
z charakterystycznego uktadu podobnego do TIM-beczki (TIM-barrel). Zbudowana jest z 8 3-
nici otoczonych przez 6 a-helis, co nieco odbiega od kanonicznego modelu, w ktérym znajduje
si¢ 8 a-helis. Ostatnia, 6sma ni¢ jest antyréwnolegta do pozostatych B-nici. W innych modelach
hydrolaz glikozydowych wystepuje podobny uktad, np. w biatku Rv252¢ (PDB: 4PMQ!%),
ktoére pochodzi z Mycobacterium tuberculosis, czy domena katalityczna endolizyny faga
vB_phiSM101 infekujacego Clostridium perfringens (PDB: 4KRU'). Glikozydazy GH25
charakteryzuja si¢ niska homologia sekwencji. Porownujac sekwencje aminokwasowg O31, to
jej podobienstwo do biatka Rv2525c¢ jest dos¢ wysokie, bo wynosi 48% (wedlug DALI), a do
endolizyny faga vB_phiSM101 jest to juz zaledwie 14%. Wigkszos¢ glikozydaz GH25 posiada
miejsce katalityczne, ktore znajduje si¢ na C-koncu piatej B-nici. W domenie GH25 biatka O31
w sklad tego miejsca wchodzg P104, V105 1 D106. Jest to nieco inny motyw niz ten, ktory
standardowo wystepuje u glikozydaz GH25 (DXE). Niejednokrotnie juz wykazano, ze
w rodzinie tej nie wystepuje uniwersalny motyw miejsca katalitycznego. W przypadku
wymienionego biatka Rv2525¢ miejsce katalityczne sktada sie z reszt: S142, 1143, D144'%,
Z kolei w wigzanie PGNu moga by¢ zaangazowane takie reszty, jak: D106, Y137, H158
1 W160.

Na C-koncu biatka O3I znajduje si¢ N-acetylomuramylo-L-alaninowa amidaza
z jonem Zn** w centrum Katalitycznym, ktéra jest strukturalnym homologiem endolizyny
Ts2631. Zn*'koordynowany jest przez reszty: H242, H357 i D371. W bazie danych PDB
domena ta wykazata podobienstwo sekwencji aa w 19% do hydrolazy AmiA (PDB: 4KNL)
z S. aureus'®®, w 17% do hydrolazy AmiE (PDB: 3LAT) z S. epidermidis'®® i w 18% do

200

hydrolazy PlyL (PDB: 1YBO) z endolizyny profaga z Bacillus anthracis™". Wymienione biatka
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wykorzystalam do bardziej doktadnej analizy domeny amidazowej biatka. Na tej podstawie
dalszej analizy bioinformatycznej zaobserwowalam, ze w wigzanie peptydoglikanu
zaangazowane mogg by¢ reszty: H242, T243, Q245, E246, 1253, G263, V264, Y266, W287,
S288, V289, 1L.290, S291, N293, C300, H357, T368, H369 i D371. Ta domena prawdopodobnie
moze tez oddziatywa¢ z sodem, gdzie z kolei reszty: T282, K334, R340, S343, E346, 1342

moga by¢ potencjalnie w to wigzanie zaangazowane.

Amidaza

V106

/ P104

Ryc. 43. Model przestrzenny biatka O31_029140. A — Model biatka z zaznaczonymi poszczeg6lnymi domenami.
Na szaro zaznaczona jest hydrolaza glikozydowa, a ciemno-pomaranczowo domena N-acetylo-muramylo-L-
alaninowa, ktore potaczone sa ze soba czarnym linkerem. B — W modelu biatka zaznaczone
i powigkszone sa centra aktywne obu domen. W domenie amidazy zostaly zaznaczone reszty koordynujace Zn*
(szara kula).

Po przeanalizowaniu struktury bialka przesztam do poréwnania sekwencji aa nalozonych na
siebie: struktury przestrzennej endolizyny Ts2631 oraz modelu biatka O31 (Ryc. 44A).
Poréwnanie sekwencji domeny amidazowej O31 i1 biatka Ts2631 nie wykazato istotnych
podobienstw (NCBI BLASTp). W biatku O3I przyjrzatam si¢ aminokwasom, biorgcym udziat
w utrzymaniu stabilno$ci termicznej endolizyny Ts2631. Aminokwasom W102, W109 i P140
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odpowiadaly kolejno: F314, 1321 1 V372. Reszcie W145 nie odpowiadat zaden aminokwas.
Zadna z wymienionych reszt wedtlug przeprowadzonej analizy bioinformatycznej nie jest

konserwowana i nie pelni istotnej funkcji w biatku.

A
Ts2631 7 L o S e R S T S I - MRILE EWNRWYRQKR A.YRVRL. 23
O3I_029140 201 GCWSAARTPG EVSPISREDD QTGIS..... .......... ENTSSRGC 235
Ts2631 24 IHYV HTA GPENQ...T. PEAIK.RYHE EARGWPHI! LVYR 68
O3I_029140 236 VIWF TQE EN..GCAQSL AN.YLCN..P N.S.G..V TDCN 276
Ts2631 69 YKTLENNAVP ICVUREENE CVAAVEDF. SAG... . .DCA AL 112
O3I_029140 277 ICVVDTDIAS WSVYLSGNS NLCEAGSFA AWSRDE R M..Q CA 324
Ts2631 113 WEBKGALAKA MPK....... ....... ALF VLHENLIV... ... PTE! . 141
O3I_029140 325 AWEAVQDCRK EGLPIRTISP EELGADERGV ADENAYTIGK RDGTHTCVEP 374
Ts2631 142 RL. LIQR KG..GG...G Q 156
O3I_029140 375 NFE YINA .KLA.EYGG. . 390

B

N

Ryc. 44. Porownanie sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631 z O31_029140. A — Prostokaty w szarym
odcieniu pokazuja podobienstwo aminokwasow (prog dla zacieniowania: 100%). Czerwonymi prostokgtami
oznaczono reszty, ktore sg istotne w stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631 i odpowiadaja sekwencji domenie
amidazy biatka O31 029140. B — Na rycinie pokazany jest model domeny amidazy biatka O31 029140 natozony
na strukture endolizyny Ts2631 (jasny pomaranczowy). Na powigkszeniu zaznaczone sg aminokwasy
odpowiadajace sobie w sekwencjach obu biatek, ktore nie sg identyczne. Sa to W102, W109 i W145 w sekwencji
endolizyny Ts2631 oraz F314, 1321, V372 w sekwencji biatka pochodzenia mezofilnego.

Przeprowadzitam jeszcze analizg predykcji mutacji na stabilno$¢ biatka, w ktorej wszystkie
programy zgodnie pokazaly, ze warianty F314W 1 I321W mogtyby destabilizowa¢ biatko.
Jedynie w przypadku wariantu V372P program DDGun pokazatl efekt stabilizujacy. Gdybym
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jednak miata wykona¢ wariant biatka O31, to nie zdecydowatabym si¢ na wykonanie substytucji
waliny na proling, poniewaz znajdujac si¢ tak blisko miejsca aktywnego mogloby to

doprowadzi¢ do zaburzenia dynamiki konformacyjnej w tym miejscu i inaktywacji biatka.
5.11.2 LytA 27

Biatko LytA 27 to prawdopodobna autolizyna o masie 61,94 kDa, teoretycznym pl 4,97
1 dtugosci 535 aa. Pochodzi z bakterii C. beijerinckii DSM 791. Bakteria, z ktérej pochodzi
biatko jest Gram-dodatnim anaerobem. Bakteria ta jest brana pod uwage do zastosowan
przemystowych, m. in. ze wzgledu na jego produkcj¢ 1,3-propanodiolu (wazny sktadnik do

produkcji polimerdw, np. poliestru), ktory powstaje, gdy zrodtem wegla jest glicerol!.
5.11.2.1 Analiza bioinformatyczna

Biatko LytA 27 zbudowane jest z 3 domen (Ryc. 45). Na N-koncu biatka znajduje sie
peptydaza cysteinowa, ktora odpowiada za ciecie wigzan peptydowych w biatkach?*?. W sktad
centrum katalitycznego tej domeny wchodza: Q49, C55, H199 i N215. Strukturalnymi
homologami do ktérych peptydaza cysteinowa LytA 27 jest podobna sa: ksylelaina z Xylella
fastidiosa (PDB: 30IS)*®, do ktérej wykazuje podobiefstwo sekwencji aa na poziomie 24%
oraz do katepsyno podobnej peptydazy z Schistosoma mansoni (PDB: 4104)*™, gdzie
podobienstwo sekwencji aa wynosi 17%. Tego typu domeny czgsto wystepuja w formie
zymogenu 1 posiadajg region peptydu, ktory znajduje si¢ na N-koncu biatka zakrywajacy
miejsce katalityczne. Dopiero po zmianie warunkéw na redukujace dochodzi do aktywacji

enzymu.

Centralng domeng biatka LytA 27 jest domena wigzaca choling. Strukturalnym
homologiem tej domeny jest domena wigzaca choling pochodzaca z profaga LytA
Streptococcus pneumoniae (PDB 4IWT)?®. Cholina moze by¢ potgczona z kwasami
tejchojowymi 1 lipotejchojowymi, a wystepuje u niektorych gatunkéw bakterii, m. in. u C.
beijerinckii, Streptococcus mitis, czy S. pneumoniae. Domena wigzaca choling wchodzi
w interakcje takze z innymi aminami IV-rzedowymi, np. dietyloaminoetanolem. Kanoniczne
miejsce wigzania choliny powstaje z dwodch hydrofobowych warstw. Tworza je reszty

aromatyczne oraz hydrofobowe (metionina i leucyna)®!.

Po poréwnaniu sekwencji aa obu biatek (LytA i LytA 27) okazato si¢ ze wynosi ono 31%.
W domenie prawdopodobnej autolizyny LytA 27 znajduje si¢ 6 potencjalnych miejsc

(kieszeni) odpowiadajacych za wigzanie choliny. Reszty prawdopodobnie zaangazowane w te
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wigzania, to kolejno: W268, S270, Y276 (jedna kieszen), W281, W288, M319 (druga kieszen),
128,Y290,A297, D299 (trzecia kieszen), W302, W309, M340 (czwarta kieszen), W324, W331,
Y353, C362 (piata kieszen), W344, Q346, W352, Y375 (szosta kieszen). W biatku LytA, do
ktorego LytA 27 jest najbardziej podobne, brakowato kanonicznego motywu wigzania choliny,
dlatego nie wiadomo, czy moze wystepowaé u LytA 27°% (reszty, ktore moglyby by¢ w to

wigzanie zaangazowane to: W260 1 W267).

A
N Proteaza cysteinowa Amidaza
Domena wigzaca
choline
B

Ryc. 45. Model przestrzenny bialtka LytA 27. A —narycinie zaznaczone sg domeny biatka: Proteaza cysteinowa
na rozowo i N-koncu biatka, domena wigzgca choling na bezowo wystepuje na srodku, a amidaza znajduje si¢ na
C-koncu pokolorowana na pomaranczowo. Domeny potaczone sa ze sobag linkerami oznaczonymi czarnym
kolorem. B — zblizenie na miejsca aktywne wystgpujace w dwoch domenach katalitycznych LytA 27. W proteazie
cysteinowej sg to: Q49, C55, H199 i N215 (po lewej) a w amidazie zaznaczone sg reszty koordynujgce Zn>" (H413,
H514, C522, po prawej stronie).
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Ostatnia domena, znajdujgca si¢ na C-koncu to amidaza, ktora jest strukturalnym
homologiem endolizyny Ts2631. Strukturalnie najblizszym homologiem tej domeny jest
amidaza LysC Clostridium intestinale URNW (PDB: 6SSC)!*? i biatko to z C-koficowa domena
LytA 27 dziela podobienstwo sekwencji aa w 38% (wedlug DALI). Miejsce aktywne domeny
skomponowane jest z reszt: H413, Y442, H514, S520 1 C522, z czego obie histydyny i cysteina
koordynuja jon Zn?* (Ryc. 45B). Reszty, ktore mogg by¢ zaangazowane w wigzanie PGNu, to
z kolei: E416, D428, Y481, D482, T483, R484, T485, Q486, M487, S520, E521, C522, Y526,
F527, P528 1 K531. Mozliwe tez, ze dochodzi do interakcji z sodem, w ktore moga by¢ z kolei
zaangazowane takie reszty jak: [415, T423,1427,Y445, D449, S451, H514, R515, E516, G518,
S5201Y453.

A
Ts2631 L SSSNEERN SSANREEEE WEEREEESEE SRR e EREES MR 2
LytA 27 351 NWYYLDIDKG YCYVNCTILI DGKNYSFDSN GAWIKNTTEN CICVGLDF.. 398

Ts2631 3 ILEEWNRWYR QKRA.YRVR. LTPIHYVV TAGPEN. KR E 49
LytA 27 398 ...ccvceee oo GSMNMIN . .NPSISI IEAEGSN EN N 433

Ts2631 S0 A P VY T VPI CVREENEVSI CVAA ESA 99
LytA 27 434 E A YIR G IGA HCQGANINSL GIBFEGNYDT 483
Ts2631 99 .G DCAPG WRAL GA ZAKAXPKALF V) NLVP .RL. 146
LytA 27 484 RT . .EAQ SWC AY EWNKEGNMEV Y KGS. KYFP. 530

Ts2631 147 LE..QRKGGG GQ 156
LytA 27 531 KEKNA..... .. 535

Ryc. 46. Porownanie sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631 i biatka LytA 27. A — Por6éwnanie
sekwencji aminokwasowych obu bialek z wyrdéznionymi na czerwono aminokwasami, odpowiadajacymi
u endolizyny Ts2631 odpowiadaja za stabilnos$¢ termiczng i ich odpowiednikami w sekwencji LytA 27. Prostokaty
w szarym odcieniu pokazuja podobienstwo aminokwasow (prog dla zacieniowania: 100%). B — Natozone na siebie
modele przestrzenne biatlek z zaznaczonymi aminokwasami, ktore odpowiadaja sobie w sekwencji i begda

zamienione w sekwencji biatka LytA 27.
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Po przeanalizowaniu, ktore reszty moga by¢ istotne z punktu funkcjonalno$ci biatka
zajetam si¢ pordwnaniem sekwencji aa biatek: LytA 27 1 Ts2631. W ten sposob
zidentyfikowatam aminokwasy, ktére mozna podstawi¢ na te, ktére u endolizyny Ts2631
odpowiadajg za stabilno$¢ termiczng. Kolejno W102, W109 1 P140 odpowiadaty: M487, Y492,
P523. Reszta W145 nie pokrywata si¢ z zadng resztg biatka LytA 27 (Ryc. 46). Porownatam
tez sekwencje aminokwasowe samej domeny amidazowej biatka LytA 27
z sekwencja endolizyny Ts2631 i pokrycie sekwencji wyniosto 78%, z czego identyczno$¢ na

poziomie 31,40% (NCBI Blastp), co jest niskim podobienstwem.

Przeprowadzitam jeszcze analiz¢ predykcji mutacji (Materiaty 3.11.2), w ktorej metody,
z ktorych korzystalam niejednoznacznie okreslity wplyw zamiany zar6wno metioniny, jak
1 tyrozyny na biatko. W przypadku M487W potowa predykcji wykazala pozytywny wpltyw na
stabilizacje biatka, z kolei druga potowa odwrotnie. W przypadku Y492W, tylko jeden program
wskazal na pozytywny wptyw substytucji tyrozyny na tryptofan, jeden brak wptywu a pozostate
cztery destabilizacje biatka (Tab. S1). Bioragc pod uwage cala analize bioinformatyczng
zdecydowatam si¢ na wykonanie wariantu LytA 27-M487W _Y492. Tym razem wykonalam
mutagenez¢ miejscowo-specyficzng. Zanim skupie si¢ na wariancie, to najpierw opisz¢

przebieg nadprodukcji, oczyszczania i analizy biochemicznej biatka LytA 27 typu dzikiego.
5.11.2.2 Nadprodukcja i oczyszczanie biatka

Tak jak w przypadku kazdego innego biatka, po otrzymaniu konstruktu plazmidowego, na
ktorym znajdowat si¢ gen kodujacy biatko LytA 27 najpierw przystapitam do transformacji
komorek kompetentnych, a nastgpnie do nadprodukcji w systemie prokariotycznym E. coli
BL21(DE3). Nadprodukcja biatka byta efektywna, co mozna zobaczy¢ na Ryc. 47A. Pojawily
si¢ jednak problemy z oczyszczaniem biatka, poniewaz znajdowalo si¢ ono w warstwie

z osadem, w formie nierozpuszczalne;.

Tak jak w przypadku pozostatych biatek rozpocze¢tam od optymalizacji nadprodukcji biatka
obnizajac temperaturg¢ do 18°C 1 30°C oraz wykorzystujac rozne stgzenia IPTG (0,1, 0,5 1 1
mM w stezeniu koncowym). Nadprodukcja bialka okazata si¢ zadowalajaca (Ryc. 47B), jednak
przeprowadzenie sonikacji 1 rozdzialu supernatantu od osadu poprzez wirowanie pokazato, ze

biatko dalej znajduje si¢ w formie nierozpuszczalne;.
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Ryec. 47. Optymalizacja nadprodukcji i oczyszczanie bialka LytA 27. Nadprodukcja rekombinowanych biatek
w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) badz E. coli C41(DE3), E. coli C43(DE3) po indukcji 0,1, 0,5 lub 1
mM IPTG przez 4 godzinach w 30°C, albo 37°C badZ przez 16 godzin w 18°C wedlug oznaczen na rycinie.
Oczyszczanie metoda chromatografii powinowactwa jonow metali. M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180
kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegdlnych etapow
nadprodukcji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz
niezwiagzanych ze ztozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 — plukanie buforem z 20 mM
imidazolem, 9 — elucja biatka ze ztoza, 10 — dializa do buforu. A — nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego
biatka, czerwong strzalkg wskazany jest prazek odpowiadajacy wielkosci LytA 27. B — optymalizacja
nadprodukcji w 18°C i 30°C, nad prostokatami znajduje si¢ stgzenie, jakie wykorzystano przy danej nadprodukcji
oraz przy nastepujacej po niej sonikacji i wirowaniu lizatu. C — Nadprodukcja, gdzie bezposrednio przed indukcja
hodowli bakteryjnej inkubowana byta przez 20 minut w 42°C. D — Nadprodukcja w systemie ekspresyjnym E. coli
C41(DE3) i E. coli C43(DE3), stezenie IPTG 1 mM. E — Optymalizacja nadprodukcji z dodanie 1 mM ditiotreitolu
(DTT) podczas indukcji. Nad prostokatami wskazane jest stezenie IPTG, jakie dodano podczas nadprodukcji. F —
oczyszczanie biatka z wigzaniem ztoza na kolumnie ze ztozem kobaltowym przez 20 minut. G — wigzanie biatka

ze ztozem przez noc.
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Postanowilam zmieni¢ nieco podejscie 1 spréobowa¢ wyindukowac naturalne biatka
opiekuncze, ktore znajduja si¢ w E. coli. Biatka opiekuncze (ang. chaperone proteins)
odpowiadajg za poprawne faldowanie biatek. Najbardziej rozpowszechnione systemy w E. coli
to GroEL-GroES oraz DnaK-Dnal. GroEL wigze si¢ z nienatywnym biatkiem, ktére jest
nieprawidlowo, albo czgsciowo sfaldowane, co dzieje si¢ w obecnosci adenozynotrifosforanu
(ATP). Ko-opiekuncze biatko GroES w formie pierscienia otacza jame¢ GroEL, co tworzy
srodowisko sprzyjajace fatldowaniu si¢ substratu. Po zakonczeniu faldowania GroES

oddysocjowuje od GroEL, a poprawnie sfaldowane biatko substratowe moze sie uwolni¢?%.

Kiedy hodowla bakteryjna osiggneta ODesoo ~0,35 zwigkszylam temperature¢ do 42°C
(indukcja biatek opiekunczych) i prowadzilam inkubacj¢ przez 20 minut, by nast¢pnie
schtodzi¢ hodowle, doda¢ IPTG do stezenia koncowego 1 mM 1 przenie$¢ ja do 18°C, gdzie
pozostawilam jg na 16 godzin. Po odwirowaniu hodowli przystapitam do sonikacji osadu, ktory
nastgpnie odwirowatam. Po przygotowaniu probek przeprowadzitam elektroforeze SDS-PAGE
w celu weryfikacji skutecznosci nadprodukeji w wyzej wymienionych warunkach. Tutaj takze
nie zaobserwowalam zadnego efektu, ktory przyczynitby si¢ do obecnos$ci biatka w formie

rozpuszczalnej (Ryc. 47C).

Tym razem postanowilam wykorzysta¢ inne szczepy bakteryjne, zostajac przy tym samym
systemie ekspresyjnym. Wykorzystatam E. coli C41(DE3) oraz E. coli C43(DE3). Oba szczepy
sa pochodnymi E. coli BL21(DE3), ktére zostaly wyizolowane w warunkach selekcji
nadprodukcji biatka opartym o bakteriofagowa polimeraze RNA T7 (tzw. ,,Walker strains”)?"’.
W obu szczepach wystepuja mutacje w obregbie promotora /acUVS, ktory reguluje poziom
ekspresji genu polimerazy RNA T7. Mutacje te przyczynity si¢ do stabszej aktywnosci tego
promotora a w konsekwencji mniejszej ilo§ci produkowanej polimerazy RNA T7, niz u E. coli
BL21(DE3). W efekcie prowadzi to do zmniejszonej nadprodukcji oczekiwanego biatka, co
zmniejsza obcigzenie zwigzane z systemami faldowania biatka oraz zmniejsza toksycznosc.
Biatka trudne w ekspresji, np. blonowe bardziej prawdopodobnie pozostang we frakcji
rozpuszczalnej niz w ciatkach inkluzyjnych?®®. Idac tym tropem stwierdzitam, Ze biatko bedzie
miato wigcej czasu na poprawne sfatdowanie i1 tym samym podczas oczyszczania powinnam je
zaobserwowac we frakcji z supernatantem. Po przeprowadzeniu transformacji prowadzitam
nadprodukcje biatek w 18°C 1 indukowatam 1 mM IPTG w stezeniu koncowym. Tutaj rowniez
nie zaobserwowalam biatka w supernatancie. Zrezygnowalam z tego podejscia i wrocitam do

zastosowania E. coli BL21(DE3).
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Przyjrzatam si¢ blizej sekwencji biatka 1 zauwazytam, ze jest tam az 13 cystein. Reszty
cysteiny zawierajg grupe tiolowa (-SH). Tworza mostki disulfidowe, ktére powstaja podczas
utleniania. Podczas nadprodukcji, gdzie metabolizm komorki jest zaburzony tworzy si¢
srodowisko, ktore sprzyja tworzeniu si¢ wigzan disulfidowych. Podczas nadprodukcji biatek
komorka produkuje niesamowicie duzo biatka w krotkim czasie. Nowe tancuchy
polipeptydowe, ktore jeszcze nie sg zwinicte a znajduja si¢ blisko siebie 1 majg wystawione
reszty cysteiny na wierzchu mogg tworzy¢ przypadkowe mostki disulfidowe. Jesli jedno biatko
stworzy wigzanie z innym biatkiem, to nie powstanie wtasciwy produkt, ktory moze si¢
poprawnie sfaldowac¢. Powstaja wtedy agregaty, cialka inkluzyjne, ktére nie sg rozpuszczalne
1 obserwujemy je w postaci osadu, po przeprowadzeniu sonikacji i rozdzielenia frakcji biatek
poprzez wirowanie. DTT jest $rodkiem redukujacym i dzigki niemu reszty cystein moga
pozosta¢ w stanie zredukowanym, zapewniajac poprawne tworzenie si¢ mostkow a tym samym
sfatldowanie si¢ bialka. Dzigki dodaniu DTT prawdopodobnie bedzie mozna zaobserwowac

biatko we frakcji rozpuszczalnej (w supernatancie)®”.

Przeprowadzitam nadprodukcje i w momencie dodawania IPTG dodalam takze DTT do
stezenia koncowego 1 mM. Tutaj indukcj¢ prowadzitam w r6znych warunkach, dodatam IPTG
w 3 réznych stezeniach. Po przeprowadzeniu sonikacji i rozdziale osadu od supernatantu na
zelu poliakrylamidowym z elektroforezy SDS-PAGE ujrzatam prazek odpowiadajacy wielkosci
biatka LytA 27 w supernatancie (Ryc. 47E). Tym samym uznatam, ze udalo mi si¢ uzyskac

forme rozpuszczalng biatka 1 moge przystapi¢ do oczyszczania.

Najpierw powtornie nadprodukowatam biatko, gdzie podczas indukcji zastosowatam IPTG
o stezeniu 0,5 mM 1 1 mM DTT. Pierwsze oczyszczanie zakonczylo si¢ niepowodzeniem, gdyz
biatko nie zwigzato si¢ ze zlozem kobaltowym w kolumnie. Moglo to by¢ spowodowane
obecno$é DTT, ktéry dodawatam do nadprodukeji. DTT redukuje jony Co®" i powoduje ich
odrywanie si¢ od ztoza, co mozna obserwowac jako bragzowy osad, ktory pojawia si¢ na
kolumnie. Nie zaobserwowalam zmiany koloru kolumny, natomiast 20 minut wigzania biatka
ze ztozem mogto w tym przypadku nie wystarczy¢. Postanowitam wigc wydtuzy¢ czas wigzania
biatka ze ztozem przez noc. Po wykonaniu tego kroku z sukcesem udato mi si¢ wyeluowac
biatko (Ryc. 47G) 1 po przedializowaniu do odpowiedniego buforu mogtam przejs¢ do

okreslenia warunkow aktywnosci litycznej tego biatka.
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5.11.2.3 Charakterystyka funkcjonalna bialka LytA 27

Do zbadania aktywnosci biatka wykorzystatam TRZ. Ze wzgledu na to, iz biatko LytA 27
pochodzi z C. beijerinckii DSM 791, najpierw przygotowatam substrat z tej bakterii (metode
przygotowania opisatam szczegélowo w podrozdziale Metody 4.15.1. Rozpoczgtam od
przetestowania aktywnos$ci biatka w stezeniach: 5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL
1 75 pg/mL w buforze 20 mM HEPES, pH 7,4. Eksperyment prowadzitam przez 30 minut
w 37°C. W stezeniu 5 pg/mL biatko dziatato najmniej efektywnie, a w pozostatych stezeniach
na podobnym poziomie, cho¢ przy stezeniu 10 pg/mL najwolniej. W 25 pg/mL, 50 pg/mL
175 pg/mL obserwowalam spadek ODsoo ponizej 0,2 juz po 15 minutach, dlatego do kolejnych
etapow doswiadczen wykorzystalam stezenie 25 pg/mL i1 skrécitam czas do 15 minut (Ryec.

48A).

Nastepnym krokiem byta optymalizacja warunkéw do prowadzenia do§wiadczen, dlatego
zaczetam od sprawdzenia pH. W tym celu zawieszalam substrat bakteryjny z C. beijerinckii
w buforach o pH od 3 — 12 (sktad buforow znajduje si¢ w podrozdziale Materialy 3.7.4).
Przebieg doswiadczenia opisatam w podrozdziale Metody 4.15. Optymalne pH, w ktorym
biatko wykazywatlo aktywno$¢ lityczng miescito si¢ w zakresie od 7 — 8 (Ryc. 48B).

W kolejnym etapie wykorzystatam bufor 20 mM HEPES, pH 8,0 i dodawatam do niego
NaCl, by w koncowym stezeniu zawierat s61 w stezeniu od 0 — 1000 mM. W ten sposob
przetestowalam wpltyw soli na aktywnos¢ bialka. Okazalo sig, ze biatko LytA 27 ma wysoka
tolerancj¢ na sol, bo przy 1 M NaCl nadal wykazywato aktywno$¢ na poziomie 65,16% (Ryc.
48C). Tak wysoka tolerancja na zasolenie moze wynika¢ z budowy biatka. LytA 27 posiada
domen¢ wigzaca choling, ktoéra opiera si¢ gldéwnie na oddzialywaniach aromatycznych.
Wysokie stezenie soli nie powinno zakltdocié¢ dziatania tej domeny®'’. S61 ma takze role
stabilizujaca biatka. Zauwazylam, ze bez dodatku NaCl biatko wykazuje duzo nizsza
aktywnos$¢. SOl moze np. wplywac na poprawne sfatldowanie si¢ biatka i przyjecie odpowiedniej
konformacji jego aktywnej formy?!!. Zdecydowatam si¢ wybra¢ 200 mM NaCl do ostatniego
testu, gdyz warunki te wydawaly si¢ by¢ najbardziej optymalnymi dla aktywnosci litycznej

biatka.
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Ryec. 48. Analiza aktywnoSci bialka LytA 27 w réznych warunkach. Pierwszy test (A) byl prowadzony przez
30 minut w 37°C, przy zastosowaniu biatka o r6znym stezeniu w buforze: 20 mM HEPES, pH 7.,4. Do pozostatych
testow (B — D) uzyto biatko w stezeniu 25 pg/mL i reakcj¢ prowadzono przez 15 minut oraz korzystano z réznych
buforow. Substrat jaki zastosowano to: Clostridium beijerinckii DSM 791. A — testowanie réznych stezen biatka;
B — test aktywnosci w zaleznosci od pH buforu; C — test aktywnosci w zaleznosci od stgzenia NaCl w 20 mM
HEPES, pH 8,0; D — test aktywno$ci w buforze 20 mM HEPES, pH 8,0, 200 mM NaCl w zaleznosci od
temperatury.

W ostatnim te$cie sprawdzitam optymalng temperatur¢ dzialania enzymu. Biatko
z substratem inkubowatam przez 15 minut w temperaturach od 4°C do 70°C w buforze 20 mM
HEPES, pH 7,4 z dodatkiem 200 mM NaCl. Biatko wykazato aktywno$¢ juz w 4°C na poziomie
54,68% w porownaniu do najbardziej optymalnej temperatury, jaka okazato si¢ by¢ 37°C.
W temperaturze 60°C 1 70°C aktywnos$¢ ta spadata ponizej 20%. W zwigzku z otrzymanymi
wynikami bufor: 20 mM HEPES, pH 7,4 z dodatkiem 200 mM NaCl wykorzystatam do
zbadania T, wariantu biatka: LytA 27-M487W_Y492W.

Zbadalam jeszcze spektrum aktywnosci litycznej biatka LytA 27 wobec kilku wybranych
szczepow bakteryjnych (Tab. 9). Prawdopodobna autolizyna LytA 27 ma waskie spektrum
aktywnos$ci. Wzgledem S. enterica serowar Panama wykazuje aktywno$¢ na poziomie 40,82%
przyjmujac aktywnos$¢ lityczng wobec C. beijerinckii jako 100%. Enzym wykazuje tez nikla
aktywnos$¢ wobec P. aeruginosa (14,61%) oraz K. pneumoniae (16,1%).
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Tab. 9. Spektrum aktywnosci bakteriolitycznej bialka LytA 27.

Relatywna
Szczep
aktywnos¢ [%] £ SD
Pseudomonas aeruginosa KPD 430 14,61 + 3,43
Bakterie Gram- Salmonella enterica serowar Panama 40,82 + 14,03
ujemne Acinetobacter baumannii KPD 735 0
Klebsiella pneumoniae KPD 298 16,10 + 4,05
Clostridium beijerinckii DSM 791 98,13 +£2,34
Clostridium sporogenes sp. 0
Bakterie Gram-
] Bacillus subtilis DSM 23778 0
dodatnie
Bacillus megaterium ATTC 14581 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0

LytA 27 nie wykazuje aktywnosci bakteriolitycznej w stosunku do szczepow:
A. baumannii, C. sporogenes, B. subtilis, B. megaterium oraz S. aureus. Prawdopodobna
autolizyna LytA 27 w swojej budowie zawiera domen¢ wigzaca choling oraz dwie domeny
katalityczne: peptydaze cysteinowg oraz amidazg. Cholina jest kowalencyjnie zwigzania
z kwasami tejchojowymi. W aktywnosci bakteriolitycznej u C. beijerinckii bierze udzial cate
biatko, poniewaz cholina wystepuje w Scianie komdrkowej tej bakterii, z ktérg domena CBD
moze si¢ wigza¢. Natomiast w przypadku pozostatych wymienionych gatunkéw bakterii
cholina nie wystepuje. Prawdopodobnie dwie pozostale domeny katalityczne czesciowo wigza
si¢ z odstonietym peptydoglikanem wymienionych bakterii Gram-ujemnych (z wyjatkiem
A. baumannii). U bakterii z rodzaju Pseudomonas 1 Klebsiella peptydoglikan moze posiadaé
modyfikacje, jak np. O-acetylacje i byé gorzej dostepny od bakterii z rodzaju Salmonella®'?.

Z kolei A. baumannii czgsto posiada zmodyfikowane reszty w peptydoglikanie, przez co dla

obcych hydrolaz pod wzgledem chemicznym jest nierozpoznawalny?!>.

S. aureus ma zupetnie inny typ peptydoglikanu (L-lizyna w trzeciej pozycji), stad brak
aktywnosci nie powinien dziwi¢. Natomiast w przypadku pozostatych bakterii Gram-dodatnich
nawet jesli peptydoglikan jest podobny, to mogg istnie¢ specyficzne modyfikacje 1 rdézne

proporcje wigzan krzyzowych, przez co do$¢ specyficzna autolizyna LytA 27, bez wsparcia
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domeny wigzacej nie ma jak wchodzi¢ w interakcj¢ z substratem ani rozpoznawaé miejsc

ciecia?!,

5.11.2.4 Mutageneza miejscowo-specyficzna, nadprodukcja i oczyszczanie LytA 27-

M487W_Y492W

Synteze starteréw do przeprowadzenia mutagenezy miejscowo-specyficznej zlecitam
firmie Genomed S.A. Nastepnie przeprowadzilam mutagenez¢ miejscowo-specyficzng
(Metody 4.6). Do reakcji wykorzystalam matryce (plazmid pET-15b z genem kodujacym
LytA 27) oraz startery, ktore 10-krotnie rozcienczytam. Niestety pierwsze proby mutagenezy
si¢ nie powiodly, poniewaz po weryfikacji otrzymania produktu na zelu agarozowm pojawito
si¢ dlugie biale pasmo. Oznaczalo to prawdopodobnie degradacje matrycy. W reakcji kontrolne;j
nie dodatam matrycy i tam, tak jak w zalozeniu, nie obserwowatam zadnego produktu. Problem
moga stanowi¢ inhibitory polimerazy, czy matryce bogate w pz GC. W takim przypadku
dodatek BSA moze zwigkszy¢ wydajnos¢ reakcji PCR, m. in. przez oddziatywanie inhibitoréw
i stabilizacje polimerazy oraz matrycy DNA?!>21¢ Podjetam probe optymalizacji reakcji PCR.
Przygotowatam matryce nierozcienczong oraz rozcienczona, do ktoérej dodatam BSA w stezeniu
koncowym 50 pg/mL. Po przeprowadzeniu reakcji PCR zweryfikowatam jej przebieg poprzez
elektroforeze w zelu agarozowym. Okazalo si¢, Ze przy rozcienczeniu matrycy, tam gdzie
dodatam BSA biate pasmo, jakie wczesniej obserwowatam si¢ nie pojawito (Ryc. S6B,C). BSA
wplyneto pozytywnie na stabilno$¢ matrycy. Z drugiej jednak strony tam, gdzie uzylam
nierozcienczonej matrycy takze nie obserwowatam rozmazania. Przy mutagenezie lepiej jednak
uzy¢ nizszego stezenia matrycy, poniewaz zanieczyszczenie nig moze by¢ na tyle duze, ze
enzym Dpnl nie zdegraduje jej w cato$ci. Moze to zakldci¢ pozniejsze etapy eksperymentalne.

Dlatego zdecydowatam si¢ uzy¢ 10-krotnie rozcienczonej matrycy suplementowanej BSA.

Wykonatam transformacj¢ chemiczng komorek E. coli DH5a, by nastgpnie wyizolowaé
plazmid, ktory wystatam do sekwencjonowania. Po uzyskaniu wyniku, ktory potwierdzit, ze
udalo mi si¢ uzyska¢ wariant z oczekiwanymi mutacjami przystgpitam do transformacji
chemicznej komoérek E. coli BL21(DE3) i1 nadprodukcji rekombinowanego biatka LytA 27-
M487W_Y492W. Nadprodukcje prowadzitam w tych samych warunkach, w ktérych udato mi
si¢ nadprodukowa¢ i1 z sukcesem oczy$ci¢ biatko typu dzikiego (indukcja w 18°C,
I mM IPTG z dodatkiem 1 mM DTT przez 16 godzin). W tym przypadku niestety nie

zachowatam zelu po oczyszczaniu, ktory mogtabym przedstawi¢ w pracy.

144|Strona



5.11.2.5 Okreslenie Tm bialka LytA_ 27 i wariantu LytA_27 M487TW_Y492W

W przypadku wynikow z testow aktywnos$ci wariantu nie pokazuj¢ TRZ, gdyz wyniki sg
niepelne 1 musze je powtdrzy¢ w celu weryfikacji otrzymanych wynikow. Natomiast
prawdopodobnie wariant LytA 27-M487W_Y492W nie jest aktywny litycznie. Mimo to
zdecydowatam si¢ przeprowadzi¢ analiz¢ nanoDSF. Tym razem przygotowatam biatko tylko
w buforze, w ktorym analizowatam aktywnos¢ biatka typu dzikiego. Wartosci Tm dla obu bialek
sg podobne: 56,94°C +/- 0,12 (LytA 27 typu dzikiego) oraz 58,55°C +/- 0,32 (LytA 27-
M487W_Y492W). Wynik przebiegu wykonanej analizy nanoDSF zaprezentowatam na Ryc.
49. W obu przypadkach wida¢ drugi pik prawdopodobnie ze wzgledu na niejednorodna
mieszaning biatkowa. Moglo dojs¢ do agregacji biatka i ponownego rozfaldowania. W takim
przypadku przeprowadza si¢ SEC, tak jak zrobitam to z LytO. Jednak podczas przeprowadzania
SEC nie zaobserwowalam charakterystycznego piku, ktory by §wiadczyt o elucji biatka. SEC
prébowatam wykona¢ dwukrotnie i za kazdym razem efekt byt ten sam. Niektore biatka tez
trzeba rozcienczy¢, poniewaz zbyt wysokie stezenie moze by¢ powodem agregowania biatek.
W moim przypadku stezenie to wynosito 0,71 mg/mL dla wariantu substytucyjnego 1 0,4
mg/mL dla biatka typu dzikiego, dlatego tez mato prawdopodobne jest, ze w tym przypadku

jest to wina stezenia, a raczej niejednorodnej populacji czasteczek w zawiesinie?! 18,

Roéznica w Tm to zaledwie 1,61°C na korzy$¢ wariantu LytA 27-M487W_Y492W.
Metionina jest czgéciej spotyka u mezofilnych organizmow, natomiast u termofiléw jest jej

mniej. Dlatego tez zamiana jej na tryptofan powinna promowac¢ wzrost stabilnosci termiczne;.
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Ryc. 49. Wynik nanoDSF okreslony dla prawdopodobnej autolizyny LytA_27 oraz jej wariantu LytA 27-

M487W _Y492W. Okreslona zostata temperatura topnienia bialka przy wykresleniu pierwszej pochodnej
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z fal o dlugosci 350/330 nm, ktorej odczyt zmieniat si¢ wraz z wzrostem temperatury. Dla poprawy czytelno$ci
wykresu wartosci z pierwszej pochodnej zostaty pomnozone przez -1. Czarng linig oznaczony jest wynik dla biatka
typu dzikiego (WT) a czerwong wariant (M487W_Y492W).

W teorii substytucja tyrozyny znajdujacej si¢ na a-helisie na tryptofan powinna sprzyjac
stabilizacji biatka ze wzgledu na wigksza powierzchni¢ oddzialywan jaka tryptofan moze
zaoferowac¢ dzigki pierscieniowi indolowemu. Wprowadzenie tryptofanu mogto przyczynic si¢
do stworzenia bardziej hydrofobowego s$rodowiska i zmniejszeniu lokalnej dynamiki
konformacyjnej. Zamiana metioniny, ktora znajdowatla si¢ na petli na tryptofan takze mogta
ograniczy¢ lokalng dynamike konformacyjng. Wariant M487W mogt wejs¢ w interakcje
z resztg Y481, ktora znajduje si¢ kilka aa dalej na petli, albo z Y492W. Mogloby to bardzo
ograniczy¢ dynamike konformacyjng wplywajac na cata domeng i nieznacznie podnies¢ Tm

bialka.
5.11.3 Lyc2

Biatko Lyc2 to prawdopodobnie enzym autolityczny o dtugosci 256 aa, masie molekularne;j
28,26 kDa 1 teoretycznie wyznaczonym pl 8,36, ktory pochodzi z C. felsineum DSM 794.
Bakteria, z ktorej pochodzi biatko to anaerob, ktéory odgrywa role w rozkladzie

pektynolitycznym materiatu rolinnego?!®.
5.11.3.1 Analiza bioinformatyczna

Podczas moich pierwszych poszukiwan strukturalnych homologéow endolizyny Ts2631
o pochodzeniu mezofilnym znalaztam biatko pod nazwa Lyc2 (GenBank: O0L92448). Podczas
kolejnych poszukiwan 1 wglebianie si¢ w histori¢ biatka okazalo sig¢, ze wystepuje ono pod
jeszcze dwoma numerami akcesyjnymi, o dwdch innych nazwach: CLFE 0289 (GenBank:
URZ16849), oraz PGRP C. felsineum (GenBank: WP _(077892889). Prawdopodobnie podczas
pierwszego dodania sekwencji tego biatka do bazy popetniono blad. W kolejnym dodanym
zestawie danych w GenBanku podczas przegladania sekwencji genomu C. felsineum natknetam
si¢ na nazwe biatka Lyc2 z inng sekwencja aminokwasowa, dluzsza niz prawdopodobna
auolizyna jaka si¢ zajmuje¢. Natomiast biatko, ktore w tej pracy przedstawiam bylo nienazwane.
Ze wzgledu na to, ze poczatkowo przy przeszukiwaniach natknelam sie na nazwe ,,Lyc2”, juz

przy niej zostatam.

Biatko Lyc2. Jest zbudowane z dwoch domen. Na N-koncu znajduje si¢ amidaza N-
acetylomuramylo-L-alaninowa, homolog strukturalny egzaminowanej endolizyny Ts2631.

W sktad centrum katalitycznego tej domeny u Lyc2 wchodzg H27, H53, H124, T130 1 C132,
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z czego H27, H124 i C132 koordynuja jon Zn** (Ryc. 50B). W rowku wigzacym PGN, znajduja
si¢ reszty: H28, A29, A49,Y53,R67,A74, H75, N80, H124, Y128, T130,S131 1 C132. Domena
amidazowa biatka Lyc2 strukturalnie najbardziej jest podobna do biatka LysC (RMSD 1,3),
tego samego, co domena amidazowa biatka LytA 27, a sekwencja aa domeny amidazowej Lyc2

wykazuje troche wyzsze podobienstwo aa do LysC niz LytA27, bo 40%.

Druga domeng Lyc2 znajdujaca si¢ na C-koncu biatka jest domena wigzaca
peptydoglikan hydrolaz peptydoglikanowych, ktéra nachodzi na siebie z transpeptydaza
YcbB/YkuD. Fragment PGRP wystepuje miedzy V164 a Q218. Kolejny fragment, ktory
wskazuje si¢ jako transpeptydaze miesci si¢ pomiedzy Q191 a K256. D-D-transpeptydazy biorg
udziat w dojrzewaniu peptydoglikanu, gdzie koncowym etapem reakcji jest utworzenie nowego
wigzania peptydowego migdzy D-Ala w czwartej pozycji a grupa aminowa mDAP innej
podjednostki peptydowej w trzeciej pozycji. Tutaj zaangazowane sa biatka wigzace
peptydoglikan (ang. Peptidoglycan Binding Protein, PBP). Wymieniona tutaj transpeptydaza
nalezy do rodziny L,D-transpeptydaz, ktore katalizujg powstawanie wigzan, gdzie D-Ala jest
usuwana 1 nastepuje potaczenie dwoch reszt m-DAP sgsiadujacych tancuchéw
peptydowych??%22! Bioragc pod uwage wszystkie dane, biatko wyglada na autolizyne, ktora

przebudowuje peptydoglikan w trakcie wzrostu komorki.
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A Transpeptydaza
PGRP/ transpeptydaza lityczna lityczna

Amidaza / /

Ryc. 50. Model przestrzenny Lyc2. A — zaznaczone sa domeny wystepujace w biatku. B — ZbliZenie na centrum

katalityczne biatka Lyc2 w domenie amidazy.

Strukturalnie najbardziej podobnym biatkiem dla cze$ci domeny, ktora jest rozpoznana
jako biatko wigzace peptydoglikan to N-koncowa domena biatka SleB (PDB: 6 TCI; RMSD 1,6
wedtug DALI). Podobienstwo w sekwencji to 34%, ale biatko to nie jest opisane w literaturze.
Najlepiej dopasowanym biatkiem wedtlug DALI, ktore jest opisane w literaturze byto AmpDh2
(PDB: 4BPA), ktore pochodzi z P. aeruginosa, a podobienstwo sekwencji wyniosto 22%.
Podobienstwo to takze dotyczyto fragmentu domeny PGRP. Przeszukujac za pomoca DALI,
Foldseek, jak i BLASTp nie znalaztam, zadnej podobnej struktury, czy sekwencji we
fragmencie K219 — K256, jest to unikalny fragment.

Nastgpnie poroOwnatam ze soba sekwencje biatka Lyc2 oraz endolizyny Ts2631.
W wyniku tego porownania zauwazytam, ze aminokwasom W102, W109 1 P140 z sekwencji
endolizyny Ts2631 odpowiadaja kolejno: M97, K102 1 P133 z sekwencji Lyc2. Z kolei reszcie
W145 nie pokrywat si¢ z zadnym aa. Poréwnanie sekwencji endolizyny Ts2631 z domena

amidazowg biatka Lyc2 pokazato, ze sekwencje pokrywaja si¢ w 74%, ale ich podobienstwo
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tez jest niskie, jak w przypadku pozostalych badanych przeze mnie biatek 1 wynosi 32,76%
(NCBI BLASTD).

A

P82631 1 ..csneieas e MRILEEW NRWYRQKRAY RVR.LTPIHY TAGPE 36
Lyc2 1 MGINIIDVGL KFK....... ........ PL SYGN..TPKF AEASH 33

Ts2631 37 NQTPEAEKRY zsa PHI VPICVRE 86
Lyc2 33 .CSIQDIHSW AGC nc IGAHCPS, 81
Ts2631 rsnc DDA p AIAK A LEVLEENIVP 136
Lyc2 8 mcz zucq L EIGGHRQYYS 129

Ts2631 137 .RL.T o RPRRGEEEQL: LuLnEENae sedkisiEEE 156
Lyc2 130 DKYPL RNBVNG p_S—— NISV NYGGVCMONT VLTIQRQINA 173

(=]
N~

Ryec. 51. Porownanie sekwencji endolizyny Ts2631 i prawdopodobnej autolizyny Lyc2. A — Poréwnanie
sekwencji aminokwasowych endolizyny Ts2631 i biatka Lyc2. Szare prostokaty pokazuja podobienstwo
aminokwasow (prog dla zacieniowania: 100%). B — Model przestrzenny Lyc2 (na niebiesko) oraz struktura
przestrzenna endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG, na pomaranczowo), gdzie zaznaczone sa dwie reszty
odpowiadajace za stabilnos¢ termiczna u endolizyny Ts2631 (W102, W109) oraz odpowiadajace im w sekwencji

reszty biatka Lyc2 (M97, K102).

Po przeanalizowaniu krytycznych miejsc dla aktywnos$ci biatka, wiedzac, ze reszty,
ktére moge zamieni¢ to: M97 i K107 przesztam do predykcji wptywu mutacji na stabilnos$¢
biatka. Dwa narzg¢dzia do predykcji pokazaty, ze zmiany te pozytywnie wplyna na stabilno$¢
biatka, a 4 pokazaty efekt destabilizujacy (Tab. S1). W zwiazku z takim wynikiem za pomoca
analizy bioinformatycznej nie moge stwierdzi¢, czy wariant Lyc2 M97W _KI102W bedzie

stabilnym biatkiem.
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5.11.3.2 Oczyszczanie bialka

Po otrzymaniu konstruktu plazmidu z genem /yc2 przeprowadzitam transformacj¢ komorek
E. coli BL21(DE3) oraz E. coli DH5a, by kolejno méc przeprowadzi¢ nadprodukcje oraz
przechowa¢ plazmid. W przypadku bialkka Lyc2 nie napotkalam problemow
z nadprodukcja ani z oczyszczaniem, co bylo milg odmiang po problemach z wcze$niej
oczyszczanymi biatkami. Zdjecie zelu poliakrylamidowego reprezentujacy kolejne etapy
nadprodukcji i oczyszczania zaprezentowatam na Ryc. 52. Stezenie biatka po tym oczyszczaniu
byto bardzo wysokie, bo wyniosto 11,84 mg/mL. Musz¢ jednak doda¢, ze stgzenie bialka

okreslitam po dializie do buforu, ktéry zawierat 50% glicerol.

M 1 2 M 3 4 5 6 7 8 9 10
— R =
= =B
30— [ —_— -
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15 — [
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Ryc. 52. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego bialka Lyc2. Rozdzial bialek za pomoca
elektroforezy SDS-PAGE (zZel rozdzielajacy 12.5%). Nadprodukcja w systemie ekspresyjnym E. coli po indukcji
1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C oraz oczyszczanie biatka metodg chromatografii powinowactwa jonow metali
wedtug zalecen producenta w kolumnie z przeptywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker
Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje
z poszczegodlnych etapéw nadprodukeji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 —
supernatant, 6 — przesgcz niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — plukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 —

ptukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja bialka ze ztoza, 10 — dializa do buforu.

5.11.3.3 Charakterystyka funkcjonalna bialka Lyc2

Po oczyszczeniu biatka przesztam do wyznaczenia optymalnych warunkow aktywnosci
litycznej biatka Lyc2. Rozpoczatem od sprawdzenia stezenia biatka, jakie powinnam
wykorzysta¢ do dalszych doswiadczen. W tym celu najpierw przygotowatam substrat
bakteryjny (zgodnie z procedurg umieszczong w podrozdziale 4.15.1) z komorek C. felsineum
DSM 794, czyli bakterii, z ktérej to biatko pochodzi. Do doswiadczenia wykorzystatam biatko
w przedziale stezen od 5 — 125 pg/mL. Reakcje musialam prowadzi¢ przez 2 godziny, aby

zaobserwowac efektywng liz¢ komorek bakteryjnych, czyli ODegoo W okolicy 0,2. Wyniki
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zaprezentowane s3 na Ryc. 53A. W przypadku stezen 100 1 125 pg/mL biatko wykazato
najbardziej efektywne dzialanie, a do dalszych eksperymentéw wybratam stezenie 100 pg/mL.
Dwie godziny to do$¢ diugi okres dzialania. Jednak spodziewam si¢, ze wynika to
z mechanizmu dziatania tego biatka. Prawdopodobnie biatko Lyc2 najpierw hydrolizuje
wigzania miedzy resztg cukrowg a pierwszym aminokwasem w peptydzie, co robi N-koncowa
amidaza typu 2 a nastgpnie biatko mocniej kotwiczy si¢ w peptydoglikanie za pomocg domeny

wigzacej, by nastgpnie zadziatata transpeptydaza, ktora tworzy wigzania krzyzowe typu 3-3.
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Ryc. 53. Analiza optymalnych warunkow aktywnosci litycznej bialka Lyc2. Aktywnos¢ byta mierzona za
pomocg testu redukceji zmgtnienia, za pomocg ktorego mierzy si¢ spadek gestosci optycznej przy dtugoscei fali 600
nm. Zastosowanym substratem byty komorki bakteryjne C. felsineum DSM 794. Test prowadzono w 37°C przez
2 godziny. A — Aktywno$¢ biatka w zalezno$ci od stezenia w buforze 20 mM HEPES, pH 7,4. B — Wptyw pH na
aktywnos$¢ bakteriolityczng Lyc2. C — Wptyw NaCl na biatko Lyc2. D — Optymalna temperatura dla aktywno$ci
bakteriolitycznej biatka.

W kolejnym kroku sprawdzatam wptyw pH na aktywno$¢ biatka. Biatko wykazato dos¢
szerokie spektrum dziatania, gdzie najwyzsze zachowato w pH 9,0, potem w pH 8,5 oraz §,0.
Im kwasniejsze pH, tym nizsza aktywnos¢, gdzie w pH 3,0 byto to zaledwie 11,27% relatywnej
aktywnosci (porownujac do pH 9,0, jako 100% aktywnosci biatka). Biatko zachowato swoja
aktywnos$¢ relatywnie wysoko w pH zasadowym, gdzie w pH 12,0 wyniosto ono 60,58%
aktywnosci (Ryc. 53B). Z racji, ze w pH 8,0 biatko nadal utrzymato aktywno$¢ na poziomie
73,04% 1 w laboratorium standardowo uzywatam buforu 10 mM KPi, pH 8,0 do TRZ, to

zdecydowatam si¢ wykorzysta¢ ten bufor do dalszych analiz.
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Kolejno zbadalam wptyw sity jonowej na aktywno$¢ biatka. W tym celu korzystajac
z buforu 10 mM Kpi, pH 8,0 dodatam NaCl o réznych stezeniach. Biatko Lyc2 tracito
aktywno$¢ wraz ze wzrostem stezenia soli zaczynajac juz od 25 mM, gdzie poréwnujac
aktywno$¢ tego biatka do dziatania bez NaCl, wynosito ono juz zaledwie 42,22%. W 300 mM
biatko juz nie wykazato zadnej aktywnosci (Ryc. 53C).

Nastepnie sprawdzitam, jaka jest optymalna temperatura dla dziatania biatka. Okazato sie,
ze jest to 20°C, ale juz w 4°C biatko wykazywato 59,62% aktywnosci porownujac do 20°C. W
37°C byto to juz 85,26% 1 aktywno$¢ spadata wraz z wzrostem temperatury, gdzie w 70°C byto
to juz zaledwie 27,62% aktywnosci (Ryc. 53D). Do przeanalizowania spektrum dziatania
enzymu postanowitam wybra¢ temperature 37°C, jako ze skupitam si¢ na zbadaniu aktywnos$ci
litycznej wobec bakterii mezofilnych, a biatko w tej temperaturze zachowato wysoki poziom

aktywnosci.

Zaobserwowatam, ze biatko to jest aktywne wobec A. baumannii i Clostridium sporogenes
nawet w wyzszym stopniu niz C. felsineum. Bialko Lyc2, bylo jeszcze aktywne w 62,18%
wobec B. megaterium (jako 100% przyjetam aktywno$¢ wobec 4. baumannii, gdzie spadek
ODeoo byt najwyzszy), w 49,0% i 40,6% kolejno przeciw K. pneumoniae 1 P. aeruginosa.
W stosunku do B. subtilis byto to juz zaledwie 15,2% a na S. aureus nie zadziatalo wcale (Tab.
10). Wspominatam juz, ze autolizyny sa specyficzne, co do gatunku bakterii, jednak biorac pod
uwagg analiz¢ bioinformatyczna, jakag wykonatam dla biatka Lyc2 oraz budoweg peptydoglikanu
bakterii, wobec ktorych biatko jest aktywne mozna to zjawisko szerszego spektrum dziatania

sprébowac wytlumaczyc¢.

Wszystkie z wymienionych bakterii posiadaja ten sam typ peptydoglikanu, czyli Aly,
z wyjatkiem S. aureus o typie A3a. Aly posiadaja m-DAP w trzeciej pozycji peptydu
macierzystego, natomiast w A3a w peptydzie wystepuje r-lizyna 1 obecny jest mostek
peptydowy sktadajacy si¢ z 2 do 7 reszt aa. U S. aureus jest to mostek pentaglicynowy.
Peptydoglikan B. subtilis od B. megaterium rdzni si¢ tym, ze u B. megaterium m-DAP Zadna
z grup karboksylowych nie ulega amidacji. Natomiast u B. subtilis wigkszo$¢ podjednostek
peptydowych w obrebie grupy karboksylowej zwigzanej z atomem wegla o konfiguracji D
w m-DAP."! Na dodatek B. subtilis posiada bardzo usieciowany peptydoglikan oraz duze
zageszczenie kwasow tejchojowych, co moze utrudnia¢ dostgp enzymu do peptydoglikanu.
W przypadku bakterii K. pneumoniae oraz P. aeruginosa w budowie ich peptydoglikanu
wystepuje wiece] modyfikacji typu O-acetylacja, czy deaminacja m-DAP, albo tez duze
zréznicowanie w muropeptydzie?!>??2. Z kolei wyzsza aktywno$¢ lityczna w stosunku do
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A. baumannii moze wynika¢ z obecno$ci wigzan katalizowanych przez L,D-transpeptydazy
z domeng YkuD??*. Podobnie jest u C. sporogenes, gdzie zdecydowana wiekszo$¢ wigzan to
moga by¢ wlasnie wigzania poprzeczne 3-3 tworzone przez L,D-transpeptydazy (nie znalaztam
badan wskazujacych na udziat transpeptydacji w tym gatunku, natomiast jest on dobrze
zbadany u Clostridium difficile, gdzie L,D-transpeptydacja zdecydowanie przewaza nad D,D-
transpeptydacja)***. Skoro bialko posiada domene transpeptydazy, to PBP moze rozpoznawaé
region potrzebny dla transpeptydazy. Biatko potrzebuje do dziatania az 2 godzin.
Przypuszczam, ze amidaza tnie wigzania pomiedzy pierwszych aa w peptydzie a resztg cukrowa
rozluzniajac strukture PGNu i biatko wydajniej kotwiczy si¢ PGNie za pomoca domeny
wigzacej. Nastepnie transpeptydaza dzialajac jak klej tworzy wigzania poprzeczne. To opoznia
caly proces lizy, ale poniewaz biatko dodawane jest z zewnatrz do substratu, martwych
komorek 1 system ten nie moze by¢ w zaden sposdb regulowany, to hydroliza wigzan nastgpuje
szybciej a ostatecznie dochodzi do lizy. Dzialajac na zywych komorkach bakteryjnych
mogltabym sprawdzié, jak ten proces zachodzi. Moje przepuszczenia opieram tez na tym, ze
zbadano mechanizm regulacji wielu autolizyn, co prawda transglikozylaz, u Vibrio cholerae
poprzez L,D mostki poprzeczne. Nawet niewielka ilo§¢ utworzonych wigzan poprzecznych
skutecznie hamowala dziatanie autolizyn*®. Obecna w Lyc2 domena transpeptydazy moze by¢é
takim regulatorem. W celu otrzymania bialka, ktory faktycznie moglby by¢ zastosowany jako
substancja bakteriolityczna nalezy rozwazy¢ usunigcie czeSci domeny transpeptydazy

zostawiajac tylko domen¢ amidazowa 1 PGRP.

Tab. 10. Spektrum aktywnosci bialka Lyc2 wobec Kkilku przedstawicieli bakterii

mezofilnych.

Relatywna aktywnos$¢

Szczep (%] £ SD

Klebsiella pneumoniae KPD 298 49,00 £+ 1,44

Bakterie Gram-
) Pseudomonas aeruginosa KPD 430 40,61 + 2,52
ujemne

Acinetobacter baumannii KPD 735 95,55+ 4,74
Clostridium felsineum DSM 794 83,19+ 1,72
Bakterie Gram- Clostridium sporogenes sp. 91,00 = 5,69

dOdamieStaphylococcus aureus ATTC25923 0

Bacillus subtilis DSM 23778 15,20 + 3,94
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Bacillus megaterium ATTC 14581 62,18 £ 8,77

5.11.3.4  Lyc2 okreslenie Tm

Do okreslenia wartosci Tm wykorzystatam nanoDSF. W tym celu przygotowatam biatko
wedhug procedury opisanej w podrozdziale Metody 4.20. Bialka Lyc2 poczatkowo nie
rozcienczatam, tylko wykonatam pomiar przy st¢zeniu 1,86 mg/mL. Poczatkowo wynik jaki
otrzymatam byl niejasny, nie wskazywal, gdzie wystepuje moment, ktory mozna okresli¢ jako
Tm. Tym razem nie przeprowadzitam SEC, ale od razu przesztam do rozcienczenia biatka,
najpierw 2-krotnego, a nastgpnie 4-krotnego. Po wykonaniu pomiaréw zauwazytam istotne
réznice. Widma, ktéore mogly wskazaé, w ktorym momencie biatko jest w 50% w formie
rozfatdowanej z dwoch kolejnych pomiaréw naktadaty si¢ ze soba. Temperatura topnienia dla
biatka Lyc2 zgodnie z analiza nanoDSF to 45,04°C + 0,02 (Ryc. 54), ktora wyznaczylam na

podstawie 4-krotnego rozcienczenia.
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Ryec. 54. Analiza nanoDSF bialka Lyc2. Kazdy eksperyment byt przeprowadzony przy wykorzystaniu 4 kapilar.

Biatka byty zawieszone w 10 mM buforze fosforanowo-potasowym, pH 8,0 z dodatkiem 10% glicerolu.

Zaobserwowalam, ze wraz ze wzrostem rozcienczenia poziom szumow wycisza si¢. Moze
to by¢ spowodowane tym, ze przy zbyt wysokim stezeniu biatka tworza si¢ agregaty. Najpierw
biatko si¢ rozfatdowywato, potem tworzylo agregaty, ktére znéw ulegaly rozfatdowaniu wraz

ze wzrostem temperatury, co jest szczegdlnie widoczne przy nierozcienczonym biatku (Ryec.
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54, czarna linia). Przy st¢zeniu 0,46 mg/ mL (Ryc. 54, niebieska linia) mozna zauwazy¢, ze
przej$cia pomigdzy stanem, gdzie biatko jest w potowie rozfatldowane a mozliwymi artefaktami

jest wyraznie odcigte i jest ich mniej nawet niz w przypadku 2-krotnego rozcienczenia.
5.11.4 Mutageneza miejscowo specyficzna Lyc2

Mutageneze miejscowo specyficzng przeprowadzilam zgodnie z instrukcja zawarta
w podrozdziale Metody 4.6. Syntezg starterow zlecitam firmie Genomed. Wynik reakcji PCR
w celu weryfikacji sprawdzitam poprzez elektroforeze agarozowa. Na zel naniostam 10 pL
z 50 uL z probki, w ktorej zachodzita reakcja (Ryc. S6D). Widzac pomys$iny wynik przesztam
do dalszych etapow i po inkubacji proby z enzymem Dpnl przeprowadzitam transformacje
chemiczng komorek E. coli DH5a, by nastgpnie wyizolowa¢ plazmid, ktéry wystalam do
sekwencjonowania. Po otrzymaniu pomyslnego wyniku wykonatam transformacj¢ chemiczna

komorek E. coli BL21(DE3), by nastepnie przeprowadzi¢ nadprodukcjg.
5.11.4.1 Nadprodukcja i oczyszczanie bialka Lyc2 M97W_K102W

Nadprodukcje biatka przeprowadzitam w 37°C przez 4 h po indukcji hodowli
bakteryjnej 1 mM IPTG. Nadprodukcja przebiegla z wysoka wydajnoscia. Przesztam do
oczyszczania, jednak po weryfikacji efektywnos$ci tego procesu zauwazytam, ze bardzo duza
ilos¢ biatka znajduje si¢ we frakceji z osadem i biatko nie zwigzalo si¢ ze zlozem w kolumnie,
poniewaz znajdowato si¢ we frakcji z przesaczem biatek. W zwigzku z tym sprawdzitam, czy
wydtuzenie wigzania przez noc pomoze, tak jak bylo to w przypadku biatka LytA 27. Jednak
w tym przypadku ta praktyka zawiodla. Reprezentacyjny zel znajduje si¢ na Ryc. 55.
Upewnilam si¢, czy w wyniku z sekwencjonowania fragmentu plazmidu z genem kodujagcym
interesujagce mnie bialko na pewno znajduje si¢ znacznik histydynowy. Wynik byt

jednoznaczny, znacznik byt obecny na N-koncu bialka.

Czasem dzieje si¢ tak, ze biatko podczas nadprodukeji falduje si¢ w taki sposob, ze
zwija znacznik histydynowy do $rodka biatka??®. Wtedy nalezatoby prawdopodobnie oczyscié
biatko z frakcji z osadem poprzez wykorzystanie mocznika, gdzie biatko ulegnie denaturacji,
a nastgpnie ponownie si¢ je renaturuje. Nie wiem jednak, czy proces ten nie wplynatby znacznie
na aktywnos$¢ biatka. Potrzebne sg dalsze etapy pracy eksperymentalnej, ktore przyczynig si¢

do oczyszczenia wariantu biatka Lyc2 1 mozliwe bedzie zbadanie jego aktywnosci oraz Tn.

I55|Strona



M 1 2 M 3 4 5 6 7 8 9 10
N— === =
25— == - e - —
15 — - ==

—

Ryec. 55. Nadprodukeja i oczyszczanie wariantu M97W_K102W rekombinowanego bialka Lyc2. Rozdziat
bialek za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%). Nadprodukcja rekombinowanego biatka
w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C oraz oczyszczanie
biatka metoda chromatografii powinowactwa jonéw metali wedtug zalecen producenta w kolumnie z przeptywem
grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegolnych etapoéw nadprodukcji i oczyszczania:
1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz niezwigzanych ze zlozem
biatek, 7 — plukanie buforem z 10 mM imidazolem, § — ptukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja biatka
ze ztoza, 10 — dializa do buforu. Czerwong strzatka wskazany jest prazek odpowiadajacy wielkosci wariantu biatka

Lyc2-M97W_K102W.

5.12 Podsumowanie analizy dotyczacej strukturalnych homologow endolizyny

Ts2631

Zatozeniem drugiej czesci projektu byla poprawa stabilno$ci termicznej strukturalnych
homologdéw endolizyny Ts2631, ktére pochodzg z organizméw mezofilnych. Chcac podniesé
stabilno$¢ termodynamiczng bialka, ktorej potwierdzenie obserwowatam oceniajac T biatka,
jednocze$nie zamierzatam podnie$¢ stabilno$¢ kinetyczna, dokonujac pomiaru aktywnos$ci
biatka w okreslonej temperaturze. Wymienione zatozenie udalo mi si¢ dokonaé tylko
w przypadku domeny amidazowej biatka LytO, gdzie w wariancie LytO-Q115W_F179W T,
podniostam o0 9,7°C. Zaobserwowalam tez wyzszg aktywnos$¢ biatka w 60°C w poréwnaniu do
biatka typu dzikiego (22% vs 7%, Ryc. 42). Mimo, ze aktywnos$¢ jest nikta, to jednak

statystycznie istotnie wyzsza.

W przypadku endolizyny K11gp3.5 stabilno$¢ termodynamiczna zostata zaburzona 1 biatko
ulegto destabilizacji. W przypadku kolejnych trzech bialek napotkatam na szereg probleméw
zwigzanych z oczyszczaniem ich, badz wariantow. Biatka O3I do tej pory nie udalo si¢
oczysci¢. W przypadku biatka LytA 27 1 wariantu LytA 27-M487W _Y492W okreslitam T,
bez potwierdzenia, czy wariant tego biatka jest aktywny litycznie. Tutaj obserwowatam

niewielka réznicg, bo 1,6°C, na korzy$¢ wariantu biatka LytA 27-M487W_Y492W. Dla biatka
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Lyc2 okreslitam T (45,0°C), natomiast wcigz stoi przede mng wyzwanie oczyszczenia jego
wariantu Lyc2-M97W_K102W. Podsumowanie dotyczace wynikow z pomiaru Tn oraz

informacja, dla ktorych biatek zostala okreslona aktywno$¢ znajduje si¢ w Tab. 11.

Tab. 11. Podsumowanie charakterystyki strukturalnych homologow endolizyny Ts2631

pochodzenia mezofilnego — temperatura topnienia (Tm) oraz aktywnos¢ lityczna. ,,*” — T,

okreslona w buforze PBS, pH7.4; ,,+” — biatko aktywne; ,,-” — biatko nieaktywne; no — nie
okreslono.
Wariant bialka Tn Aktywno$é
Kl11gp3.5* 63,00°C +
K11gp3.5-
MI0IW N9IW QI37W no -
K11gp3.5-N91W QI37W* 56,77°C  +
K11gp3.5-F96W L136W no no
LytO amidaza* 47,89°C  +
LytA amidaza-Q115W _F179W* 57,62°C +
031 no no
LytA 27 56,94°C  +
LytA27 M487TW_Y792W 58,55°C  no
Lyc2 45,04°C  +
Lyc2 M97W _KI102W no no

6. Wnhnioski

Badacze od wielu lat starajg si¢ rozwigza¢ zagadke, jaka stanowi stabilno$¢ termiczna
biatek. W dobie coraz wigkszego nacisku na otrzymanie efektywnych i stabilnych lekow
zwalczajacych patogeny (i nie tylko) badania nad tym zagadnieniem zyskuja coraz wigksze
znaczenie. Na podstawie badan, takich jak te dotyczace Paliferminu'®, wida¢, ze da sie
wplyna¢ na stabilno$¢ substancji biatkowej zwiekszajac jej stabilno$¢ termiczng 1 skutecznie
poprawi¢ jego uzytkowos¢. WHO takze wskazuje na to, ze szczegdlnym problemem jest
przechowywanie lekow, szczeg6lnie w miejscach, gdzie jest wysoka temperatura

i wilgotno$é®*.

Do badan nad termostabilnos$cia stosuje si¢ rézne podejscia. Mozna skupi¢ si¢ na sekwencji
nukleotydowej, gdzie mowi sie o tym, ze termostabilne bialka sa bogate w pz GC'°, jednak
wielu badaczy skupia sic wokot aminokwasow i ich roli w stabilno$ci®’. Poréwnanie sekwencji
aminokwasowej migdzy mezofilami, termofilami 1 psychrofilami pomaga nam lepiej zrozumie¢
biologi¢ biatek. Wydaje si¢ jednak, Ze znaczenie ma ich ustawienie w strukturze biatka, to jakie

oddziatywania moga zachodzi¢ pomiedzy poszczegdlnymi aminokwasami. Na poczatku
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skupiano si¢ na sekwencji aa i1 porownywano bialka mezofilne z termofilnymi, czy
hipertermofilnymi. Sprawdzano tez strukture biatka, jego wielkos$¢, ilos¢ oraz dhugosé petli.
W biatkach termofilnych wskazuje si¢ na ograniczong dynamike strukturalng oraz bogactwo
reszt, ktore moga wprowadzi¢ wiele oddzialywan stabilizujacych w  okreslonych
regionach’®!%+7 Dlatego wskazuje sie na istotng role aminokwaséw aromatycznych, reszt
naladowanych i tych, ktore moga ograniczy¢ dynamike konformacyjna, jak proliny. Niektore
aminokwasy sg uwazane za termolabilne. Nie oznacza to jednak, ze w ogodle nie beda
wystepowa¢ w biatkach termostabilnych, bo w niektorych regionach tez beda petni¢ istotng
funkcje, np. na rzecz aktywnos$ci. Takie aminokwasy to przede wszystkim seryna 1 kwas

asparaginowy'3.

Mozna powiedzie¢, ze im biatko bardziej przystosowane do niskich
temperatur, tym bardziej nieuporzadkowane (wicksza dynamika konformacyjna), a im bardziej
przystosowana do temperatur wysokich, tym bardziej zwigksza si¢ jego organizacja (nizsza

dynamika konformacyjna).

W pierwszej czgsci pracy, staralam si¢ pokazaé, ktore aminokwasy sa najbardziej istotne
w stabilno$ci termicznej endolizyny Ts2631. Szczegdlna uwage przykuty tryptofany, duze
aromatyczne aminokwasy, gdzie az 3 z 7 petnily istotng funkcje w stabilno$ci termicznej biatka.
Co wigcej, okazato sig, ze strukturalne homologi tego biatka pochodzenia termofilnego, ktore
tak jak endolizyna Ts2631 s3 amidazami typu 2, takze posiadaly w tym samym miejscu
tryptofan, w przeciwienstwie do mezofilnych (innych eukariotycznych, bakteryjnych
1 wirusowych homologéw strukturalnych), ktore w tym miejscu posiadaty inny aminokwas
(LysC bylo wyjatkiem, tam wystgpowala fenyloalanina). Tryptofany, cho¢ nie wszystkie,
prawdopodobnie majg istotne znaczenie w stabilno$ci termicznej biatek termofilnych, ktore sa
amidazami typu 2. Reszty te znajduja si¢ blisko C-konca biatka, wigc mozliwe, ze ich

umiejscowienie takze ma duze znaczenie.

Poza tym, ze niektore aa maja znaczenie w stabilnoéci termicznej bialka, to takze jon Zn**
stanowi istotny aspekt stabilnos$ci termicznej. Zaburzenie koordynacji tego jonu skutkuje
obnizeniem Tm nawet o okoto 20°C. Jest to tylko potwierdzenie juz wcze$niej opisywanych
zatozen, gdzie wskazuje si¢ na to, ze obecnos$¢ jondw metali wplywa na stabilnos$¢ termiczng
biatek. Koordynacja takiego jonu wymaga zaangazowania kilku reszt, ktore sg czesto
zlokalizowane na réznych przeciwlegtych strukturach II- i IlI-rzedowych. Taka ilo$¢ oraz typ
wigzan moze obniza¢ dynamike konformacyjng takiego ukladu podnoszac stabilnos¢

termodynamiczng biatka??S.
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Co ciekawe uwaza si¢, ze takze proliny i argininy petnig istotng role w stabilnosci

termicznej®®*’

, ale ich pojedyncze zmiany w przypadku endolizyny Ts263 1 nie maja znaczenia.
Jedynie wariant P140A wykazal obnizong stabilno$¢ termiczng. P140 znajduje si¢ blisko
centrum aktywnego i wigzania Zn?', wiec substytucja proliny alaning mogla zaburzy¢
koordynacj¢ jonu, a tym samym wptyng¢ na stabilno$¢ kinetyczna, jak i termodynamiczng
biatka. W endolizynie Ts2631 znajduje si¢ 13 prolin i 14 arginin, dlatego brak gwaltownego
spadku stabilno$ci biatka byt na poczatku niematym zaskoczeniem. Mozliwe, ze zamiana kilku

prolin, badz arginin na alaning mogtaby pokaza¢ ich istotnosc.

Na podstawie wynikow, jakie otrzymatam badajac endolizyne Ts2631 wywnioskowatam,
ze reszty W102, W109, W145 i P140 to aminokwasy, ktore sa gtownie odpowiedzialne za
utrzymanie stabilnosci termicznej w endolizynie Ts2631. Chciatam zweryfikowa¢, czy uda si¢
zwigkszy¢ stabilno$¢ termiczng biatek o pochodzeniu mezofilnym bazujac tylko na
podstawieniu aminokwaséw po pordéwnaniu sekwencji bialek ze sobg. Warunkiem bylo
znalezienie strukturalnych homologéw endolizyny Ts2631 oraz nie zaburzenie aktywnos$ci
litycznej bialek. Czg¢sciowo udato mi si¢ potwierdzié, ze istnieje mozliwos$¢ podniesienia T

biatek mezofilnych przy takim podejsciu, ale wymaga ono kilku poprawek.

W przypadku endolizyny K11gp3.5, gdzie utworzytam wariant K11gp3.5-N91W_Q137W
prawdopodobnie doszto do zaburzenia stabilnosci a-helisy w miejscu, gdzie glutamina zostata
zastgpiona tryptofanem. W efekcie tej zamiany doszto do obnizenia Tm w poréwnaniu do biatka
typu dzikiego. Zmiana aminokwasu we wilasciwym miejscu moze pozytywnie wplyng¢ na
stabilnos¢ termiczng biatka. Pokazatam to na przyktadzie domeny amidazowej biatka LytO,
gdzie zwigkszytam T bialka o niemal 10°C. W wariancie Q115W_F179W zostatlo spetnionych

kilka istotnych warunkow.

Po pierwsze nie mozna bra¢ pod uwage reszt istotnych z punktu widzenia aktywnosci
biatka, czy reszt konserwowanych. Ich zamiana moze przynies¢ odwrotny skutek i nawet
obnizy¢ Tm oraz zaburzy¢ jego aktywnos¢. Po drugie aa musi mie¢ w swoim otoczeniu partnera
do interakcji. Bez tego zmiana aminokwasu na inny nie przyniesie zadnych korzysci. Po trzecie,
nawet jesli interakcja moze zachodzi¢, to trzeba przyjrzec si¢ temu, czy w danym miejscu moze
on przynies¢ pozytywny efekt. Wprowadzenie aa do petli, ktora znajduje si¢ blisko centrum
katalitycznego moze wptyna¢ na zachwianie dynamiki konformacyjnej, jaka potrzebna jest dla

aktywnosci biatka.
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Badania nad pozostalymi biatkami pozwolily na okreslenie ich wtasciwosci 1 uzytecznosci.
Duze nadzieje wiaze z biatkiem Lyc2, gdyz jego szerokie spektrum dziatania sprawia, iz jest
potencjalnym narzedziem do walki z patogenami bakteryjnymi i z pewnoscia bedzie obiektem

kolejnych analiz.

Powyzsze badania sg rozwinigciem zrozumienia tego, jak mozna zaprogramowaé
w biatkach stabilno$¢ termiczng zachowujac ich aktywnos¢ lityczng. Nie bez znaczenia jest tu
analiza bioinformatyczna, ktéra pomaga w szybszym 1 lepszym zrozumieniu uktadu biatek,
a rozw0j technologii moze przyspieszy¢ realizacj¢ badan. Jednak do tego, by narzedzia
pomogly nam w pracy, najpierw potrzebna jest duza ilos¢ danych eksperymentalnych, takze
tych negatywnych, ktore sg jeszcze przed nami do uzyskania. Wydaje sie¢, ze porownywanie ze
sobg strukturalnych homologow, to dobra metoda na to, by analizowa¢ miedzy sobg biatka, ale
wymaga doglebnej analizy struktury i1 oddzialywan zachodzacych w biatku, aby moc

efektywnie wptyna¢ na podniesienie stabilnosci biatek.
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8. Suplement

Ryc. S1. Struktura przestrzenna endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG) z zaznaczonymi resztami seryny S88 i

S98.

Ts2631

Tyr 5,8
Arg9,0

Trp4,5

Ser1,3 Asp 2,6

Pro8,3

PhiKo

Tyr3,5

Trp 5,3

Ser2,3

Pro 8,2

Ph2119

Tyr5,2 Arg5,8

Trp 3,9
Asp 3,9

Ser1,9

Pro9,0

MDM7323587.1

Tyr4,2
Arg7,7
Trp 4,8
Ser2,4 Asp 4,2
Pro6,5

Ryec. S2. Rozklad aminokwaséw w poszczegolnych sekwencjach bialek termofilnych.
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Ts2631

Tyr 5,8
Arg9,0

Trp4,5

Ser1,3 Asp 2,6

Pro8,3

Bakterie Wirusy

Trp1,3 Trp 1,4 Arg5,3
Arg6,2

Ser5,7 Asp5,7 Ser6,5 Asp6,2

Pro4.8 Pro4,2

Ryc. S3. Przedstawienie rozkladu procentowego poszczegélnych aminokwaséow wystepujacych w

endolizynie Ts2631 oraz wirusach (518 140 bialek) i bakteriach (30 290 647 bialek).
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Ts2631_WT

Ryc. S4. Oczyszczanie endolizyny Ts2631 oraz jej wariantow substytucyjnych. Rycina przedstawia zdjgcie
zelu poliakrylamidowego po elektroforezie SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 10%). Po lewej stronie oznaczono masg
bialka (kDa) odpowiadajaca wielkos$ci prazka w biatkowym wzorcu masowym. M — marker, 1 — lizat, 2 — osad, 3

— supernatant, 4 — przesacz biatek niezwigzanych ze ztozem, 5 — ptukanie kolumny, 6 — elucja.
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Ryc. S5. Optymalizacja nadprodukcji i oczyszczania rekombinowanego bialka O3I. Rozdzial biatek za
pomocg elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%). Nadprodukcja rekombinowanego biatka O31 w
systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) przedstawione s3 w panelach A oraz C, natomiast w panelu B
przedstawiona jest nadprodukcja w szczepach E. coli C41(DE3) oraz E. coliC43 (DE3). A — hodowlg¢ bakteryjna
indukowano 1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C i oczyszczano metodg chromatografii powinowactwa jonow
metali wedlug zalecen producenta w kolumnie z przeptywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja); B —
hodowlg bakteryjng indukowano 1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C; C — hodowle¢ indukowano 0,1, 0,51 1 mM
IPTG w 18°C przez 16 godzin. Wraz z IPTG dodano takze ImM DTT w stgzeniu koncowym. M - marker Page
Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentujg frakcje z
poszczegolnych etapow nadprodukeji i nastgpujacego po nim etapu sonikacji, a w przypadku panelu A pozostatych
etapow oczyszczania; 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji hodowli IPTG, 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6-
przesacz biatek niezwigzanych ze ztozem, 7 — ptukanie kolumny buforem z 10 mM imidazolem, 8 — ptukanie

buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja biatka ze zloza, 10 — dializa do buforu.
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Ryc. S6. Mutageneza miejscowo-specyficzna IytA_27 i lyc2. Na rycinie przedstawione sg zele z elektroforezy
w zelu agarozowym. Po lewej stronie kazdego zelu znajduja si¢ oznaczenia wielko$ci prazkow dla markera
GeneRuler 1 kb DNA Ladder. A — nieudana proba uzyskania wariantu genu lyt4_27; M — marker, 1 — probka
z reakcji PCR, 2 — matryca; B — proba optymalizacji reakcji PCR poprzez dodatek BSA w stezeniu koncowym 50
pg/mL do matrycy; M — marker, 1 — Kontrola bez dodanej polimerazy do reakcji, 2 — probka z 10-krotnie
rozcienczong matryca z dodatkiem BSA, 3 - probka z 10-krotnie rozcienczong matrycg bez BSA, 4 — probka
z nierozcienczong matrycg i dodatkiem BSA, 5 — probka z nierozcienczona matrycg bez BSA; C — M — marker, 1
— proba po mutagenezie, z rozcienczong matryca i dodatkiem BSA, 3 —kontrola z niedodang polimeraza do reakc;ji,
4 — kontrola z niedodang matryca do reakcji; D — mutageneza miejscowo-specyficzna /yc2, M — marker, 1 — probka

po reakcji PCR, 2 — Kontrola bez dodanej polimerazy do reakcji.

Tab. S1. Predykcja wplywu mutacji na stabilnos¢ bialka. ,.” — brak wplywu; ,+” —

stabilizacja; ,,-” — obnizenie stabilnosci.

Nazwa bialka Program do predykeji mutacji

Wariant
DDMut DDGUN mCSM DynaMut2 MuPro I-Mutant
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NI1W . + - + - -

M101W  + + = 5 - -
Kl11gp3.5 QI37W  + + - - - -
Fo6wW - - - - - -
L136W - - - - - -
F314W - - - - - -
031 1321W - - - - - -
V372w - + o = - -
Q288W  + . - - - -

LytO
F352wW - - - - - -
M97TW + + - - - -

Lyc2
K102W  + + - - - -
M487W  + + - - - +

Lyt-A27

Y492W  + - - - +

Tab. S2. Punkty izoelektryczne bialek okreslone za pomoca ProtParam.

Bialko teoret. pl
K11gp3.5 8,48
LytO 8,62
LytO-
domena 9,32
Ami_2
LytA 27 4,97
Lyc2 8,36
031 4,86
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie niektorych mechanizmow opornosci bakterii. A —
enzymy, ktore produkuje bakteria doprowadzaja do inaktywacji, badz zmniejszonego dziatania
leku. Pompy efflux odpowiadajg za transport lekow poza komoérke; poryny odpowiadajg za
zmniejszong przepuszczalno$¢ substancji; dochodzi do inaktywacji leku poprzez jego
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podzielone ze wzgledu na miejsce oddziatywania z peptydoglikanem......cccueeee. (Strona 28)

Ryec. 5. Schemat regulacji autolizyny MepS przez system NlpI-Prc w E. coli. Aktywno$¢
endpeptydazy MepS (kolor turkusowy) jest regulowana przez kompleks biatka adaptorowego
NIpI (kolor ciemno-niebieski) z proteaza Prc (kolor jasno-niebieski). Podczas wzrostu
peptydoglikanu (PGN) wysylany jest sygnat (linia przerywana) pochodzacy z blony
zewnetrznej (BZ), ktory reguluje aktywnos$¢ proteolityczng Nlpl-Prc, dzigki czemu autolizyna
MepS hydrolizuje wigzania PGN. W przypadku braku sygnatu powstaje kompleks NIpI-Prc,
ktory degraduje autolizyne¢ MepS 1 zapobiega hydrolizie wigzan w PGN. BW — btona

wewnetrzna [rycina pochodzi z publikacji i zostala edytowana’]......ceueeeuneennnns (Strona 30)

Ryc. 6. Schemat przedstawiajacy czynniki wplywajace na stabilnos¢ termiczna bialek.
................................................................................................... (Strona 35)

Ryc. 7. Struktura przestrzenna endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG). Klamrg zaznaczono
dodatnio natadowany fragment biatka, ktéory migdzy innymi bierze udzial w wigzaniu
peptydoglikanu. N — N-koniec bialtka, C — C-koniec biatka. Na szaro zaznaczony jest jon Zn?",
Kolorem czerwonym zaznaczono dodatnio natadowane reszty aminokwasowe: argining (R) 1

51721 1 L (Strona 38)

Ryc. 8. Regiony endolizyny Ts2631 odpowiadajaca za wiazanie z peptydoglikanem (PGN).
Na r6zowo zaznaczone sg N-koncowe wydluzenie, reszty Y60 1 K70. Po prawej stronie widaé
przednig czes¢ rowka wiazacego PGN z zaznaczonymi resztami, ktore wigza fragment PGN
oznaczony  kolorem  zielonym  [rycina  wzorowana na  publikacji  zostala

ZMOdY IKOWANA Y7 e e e erieieiiieeieiiee et eeeeeeeeeeteere et eeneeenesereesnnsnnennnn (Strona 39)
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Ryc. 9. Drzewo filogenetyczne wykonane na podstawie sekwencji endolizyny Ts2631
odpowiadajacej domenie rozpoznajacej peptydoglikan (PGRP). Zielonym kolorem
zaznaczono klad obejmujacy sekwencje bialek najbardziej spokrewnionych z endolizyng
Ts2631, ktore sg biatkami termofilnymi. Kolorem r6zowym zaznaczono lizozym faga T7, ktory
jest strukturalnym homologiem endolizyny Ts2631 i reprezentantem biatek mezofilnych.
Niebieskimi liniami wyrdzniono klad zawierajacy biatka eukariotyczne; 10 z nich o podanych
numerach PDB stanowi najblizsze eukariotyczne homologi strukturalne endolizyny

L8203 L e (Strona 72)

Ryec. 10. Porownanie czesto$ci wystepowania aminokwasow oraz struktur przestrzennych
endolizyny Ts2631 i lizozymu T7. A — natazone na siebie struktury endolizyny Ts2631 (kolor
pomaranczowy) oraz lizozymu faga T7 (kolor niebieski). W nawiasach obok nazw biatek
znajdujg si¢ numery PDB. Po natozeniu struktur uzyskano warto$¢ $redniokwadratowego
odchylenia (ang. Root Mean Square Deviation, RMSD) réwng 0,853 A dla rdzenia biatka (103
pary Ca po odfiltrowaniu par atoméw przekraczajacych proég dopasowania), natomiast dla
calego dopasowania (137 par) RMSD wyniosto 4,425 A. Prostokatami zaznaczono wyraznie
roznigce si¢ od siebie petle wystepujace w strukturach obu biatek. B — struktury tych bialek z
naniesionymi warto$ciami czynnika B. Regiony o nizszych warto$ciach tego czynnika
oznaczono kolorem czerwonym, natomiast wyzszych kolorem niebieskim. Warto$ci czynnika
B zostaly znormalizowane do wspolnej skali w celu ich poréwnania. C — pordéwnanie
wystepowania  poszczegdlnych  aminokwasow w  sekwencji  endolizyny  Ts2631

THZOZYMU T71ueininiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiitietietiecnetasiecnecneeacnsne (Strona 75 - 76)

Ryec. 11. Schemat przedstawia wzory strukturalne tryptofanu, tyrozyny, fenyloalaniny i
histydyny. Niebieskim kotkiem zaznaczono pierscien indolowy oraz grupg -NH tryptofanu i
grupe hydroksylowa tyrozyny, ktéra znajduje si¢ w pierscieniu benzenowym (rycina stworzona

w programie BiOReNder)...ouvvuiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiciniinieaees (Strona 77)

Ryc. 12. Reprezentacja powierzchni endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG). A - Reszty argininy,
gdzie po lewej stronie przedstawione sg R2, R9, R18, R45 i R82, po srodku R51, R64, R67,
R142 i R150 a po prawej R12, R15, R20 i R110; B - Reszty prolin, gdzie od lewej strony
widoczne sa, P6, P23, P54, P78 i P86, po $rodku P35, P103, P124, P136 1 P140 a po prawe;j
P40, P73 1 P107; C - Reszty tryptofanéw z widokiem po lewej stronie na W7, W10 1 W53 a po
prawej W102, W109, W113 1 W145; D — Sekwencja aminokwasowa endolizyny Ts2631
z zaznaczonymi w kwadratach resztami konserwowanymi. Czerwonymi trojkatami zaznaczone

sa reszty wchodzace w skiad centrum aktywnego...eeeeeeiiiiiieiiiiiiiiniiiiiiniininen (Strona 83)
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Ryc. 13. Trzy przykladowe wyniki przedstawiajace przebieg oczyszczania endolizyny
Ts2631_WT, wariantu R2A oraz wariantu P54A metoda chromatografii powinowactwa
jonow metali. Na rycinie ukazane sg zele poliakrylamidowe po rozdziale metoda SDS-PAGE
(zel rozdzielajacy 10%) probek zebranych z poszczegdlnych etapdw oczyszczania. Po lewej
stronie kazdego zelu oznaczono mas¢ biatka (kDa) odpowiadajgcg wielkosci prazka w
biatkowym wzorcu masowym. M — marker, 1 — lizat, 2 — osad, 3 — supernatant, 4 — przesacz

biatek niezwigzanych ze ztozem, 5 — ptukanie kolumny, 6 — elucja......eceveuinrnnen. (Strona 84)

Ryc. 14. Analiza nanoDSF endolizyny Ts2631 w dwoch buforach. Czerwona linia
reprezentuje przebieg pomiaru w buforze MES (20 mM MES, pH 7,4, 25 mM NaCl i 10%
glicerol) a czarna linia w buforze HEPES (20 mM HEPES, pH7,4 25 mM NaCl, 10% glycerol).
W tabeli znajduja si¢ okreslone wartoSci temperatury topnienia dla biatka w obu

003 o] o T (Strona 86)

Ryc. 15. Wynik analizy nano Réznicowej Fluorymetrii Skaningowej (nanoDSF) reszt
konserwowanych na powierzchni bialka Ts2631 oraz jego centrum Kkatalitycznego. Za
pomoca nanoDSF zmierzono temperatur¢ topnienia biatka oraz jego wariantow. Pomiaru
dokonano w zakresie temperatur od 20°C do 110°C (maksymalna temperatura urzadzenia). Na
wykresie oraz w danych z tabeli znajduja si¢ $rednie wyniki z czterech pomiarow.
A — wykresy prezentujace przebieg reakcji i wskazujace moment, w ktorym polowa biatka
znajdowala si¢ w formie rozfaldowanej. Kazdy kolor linii odpowiada poszczegdlnemu
wariantowi biatka. Pogubieniem wyszczegdlniono najnizsze wartosci Tm. B — tabela
przedstawiajace  wartosci  Tm  poszczegdlnych — wariantdéw  endolizyny  Ts2631.
C — Widok na centrum katalityczne endolizyny Ts263 1, wewnatrz ktorego znajduje sie¢ Zn** (na
szaro) koordynowany bezposrednio przez H30, HI131 1 C139 oraz przez Y58 poprzez

czgsteczke WOdy (N2 CZETWONO).uetuutiureieiintereeinreiessatenssssssssssssssssnssesssnsons (Strona 88)

Ryc. 16. Analiza stabilnoSci termicznej oraz aktywnosci wariantow prolinowych
endolizyny Ts2631. A — wykres reprezentujacy wyniki z pomiaréw nanoDSF. Biatka
analizowano w temperaturze od 20°C do 110°C. Kazdy kolor reprezentuje inny wariant biatka.
Kazdy eksperyment zostat powtdrzony 4-krotnie. Pogrubiona linia na wykresie wskazuje na
wariant o najnizszej temperaturze topnienia (Tm). B — wyniki pomiarow Tm otrzymanych za
pomoca nanoDSF; najwyzszy spadek AT zaznaczono kolorem czerwonym. C — test redukcji
zmetnienia (TRZ) przeprowadzony w 60°C przez 15 minut, przy stezeniu biatka 5 pg/mL.
Biatka inkubowano w 90°C przez 15 minut (czerwone stupki), badz nie (czarne stupki) i

dodawano do substratu, jakim byly komorki bakteryjne Thermus themophilus HB§ DSM 579 z
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permeabilizowang blong. Aktywnos¢ zostata wyrazona jako procent [%] relatywnej aktywnosci
porownanej do endolizyny Ts2631, ktora nie byta poddana inkubacji w 90°C. Eksperyment
zostat powtdrzony trzykrotnie, stupki bledow wskazuja na odchylenie standardowe; * p <0.01;
¥t p <0.001, *** p < 0.0001; Test # Studenta. D — fragment rdzenia endolizyny Ts2631 z
przyblizeniem na wigzanie migedzy C139 a P140 w pozycji cis. E — porownanie sekwencji
endolizyny Ts2631 z natozonymi 13 najblizszymi homologami strukturalnymi z bazy PDB,
ktdre znaleziono za pomoca Foldseek. 6FHG — endolizyna Ts2631; 6SUS — endolizyna Ph2119;
6SSC — LysC; 1YCK — ludzkie PGRP-S; 5XZ4 - PGRP-SA trzmiela; 4Z81 - Branchiostoma
belcheri tsingtauense BbtPGRP3; 2RKQ — Drosophila melanogaster PGRP-SD; 7TNSX — D.
melanogaster PGRP-LB; 2APH — ludzkie PGRP-1aC; 2F2L — D. melanogaster kompleks
ektodomeny PGRP-LCa i PGRP-LCx; 5XZ3 — Apis mellifera PGRP-SA; 1LBA — lizozym T7;
TNTO — D. melanogaster PGRP-LB; 2EAX — ludzkie PGRP-IBC. Pozycja konserwowanej

proliny jest zaznaczona czerwonym prostoKatemM...eeeeeeeeeeeierieceenriecnennn (Strona 92 — 93)

Ryec. 17. Analiza aktywnosSci litycznej i temperatury topnienia wariantéw tryptofanowych
endolizyny Ts2631. A — wykres reprezentujacy wyniki z pomiaréw nanoDSF. Kazdy
eksperyment zostat powtdrzony 4-krotnie. B — wyniki pomiaréw Ty, otrzymanych za pomoca
nanoDSF. C — Test redukcji zmetnienia; czarne shupki wskazuja na eksperyment prowadzony
w 60°C przez 15 minut, przy st¢zeniu biatka 5 pg/mL. Czerwone stupki wskazuja na
eksperyment, gdzie biatka byty inkubowane w 90°C przez 15 minut przed dodaniem do
substratu, jakim byty komorki bakteryjne Thermus themophilus HB8 DSM 579 traktowane
chloroformem. Aktywno$¢ endolizyny Ts2631, ktéra nie byla poddana inkubacji w 90°C
wskazuje na 100% aktywnosci biatka. Eksperyment zostal powtorzony trzykrotnie, shupki
btedow wskazujg na odchylenie standardowe; * p < 0.01; ** p <0.001, *** p <0.0001; Test ¢
Studenta. D — Fragmenty poréwnania sekwencji endolizyny Ts2631 z innymi termofilnymi
biatkami. Czerwonymi trdjkatami wskazano na pozycje W53, W102, W109, WII3 i
W S et iiiiiiiiiiiiieetteieaettesesstessnsscosesssosnsassossssssssnsssossssssosnnsscsnnases (Strona 94)

Ryc. 18. Analiza aktywnoSci litycznej i temperatury topnienia wariantow argininowych
endolizyny Ts2631. A — wyniki z pomiaréw nano Roéznicowej Fluorymetrii Skaningowej
(nanoDSF). Kazdy wariant byt mierzony w 4 powtorzeniach, w zakresie temperatur od 20°C
do 110°C. B — wyniki pomiaréw Temperatury topnienia (Tm) otrzymanych za pomoca
nanoDSF, AT, wskazuje na roznice T, migdzy wariantem a Ts2631 WT. C — test aktywnosci
prowadzono w 60°C przez 15 minut (st¢zeniu biatka 5 pg/mL). Warianty byly inkubowane w

90°C przez 15 minut (czerwone stupki), badz nie (czarne stupki). Aktywnos$¢ zostata wyrazona
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jako procent [%] relatywnej aktywnosci porownanej do biatka typu dzikiego (Ts2631 WT),
ktoéra nie byla poddana inkubacji w 90°C. Eksperyment zostat powtdrzony trzy razy, stupki
btedow wskazuja na odchylenie standardowe; * p < 0.01; ** p <0.001, *** p <0.0001; Test ¢
StUACNTA. e tiiiaeteiieteerensteeseeseesensscssssscessnsscssnsscosensscssnsscsssnsscsnnsses (Strona 95 — 96)

Ryc. 19. Wynik spektroskopii dichroizmu kolowego endolizyny Ts2631 i jej wariantow
substytucyjnych: R20A, RS1A, W53A i R82A. Bialka zostaty przygotowane w st¢zeniu 7,41
uM (0,15 mg/mL) i zawieszono je w 10 mM potasowo-fosforanowym buforze o pH 8,0 z
dodatkiem 150 mM siarczanu amonu i 10% glicerolem. Pomiaru widm absorbancji dokonano
w temperaturze pokojowej. Widma pokrywaja si¢ ze sobg, co moze §wiadczy¢ o braku wplywu

danej mutacji na strukture II-rzedowa bialka...c.ocevvuiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiniennnnn. (Strona 97)

Ryc. 20. Przyklady mozliwych mostkéow solnych, jakie wystepuja w endolizynie Ts2631.
Zblizenie na mostki solne, ktore tworzone sa przez argining. Odlegto$¢ pomig¢dzy tancuchami

bocznymi natadowanych reszt wyrazona jest w Angstremach......cueeeeneeenneennnn (Strona 98)

Ryc. 21. Nalozone na siebie struktury przestrzenne endolizyny Ts2631 i trzech
homologicznych PGRP. Wskazane sg pozycje R51,W53 i R82 endolizyny i odpowiadajace im
reszty biatlek homologicznych strukturg: A — ludzkie PGRP-IaC (na niebiesko, PDB: 2APH),
B — ludzkie PGRP-IBC (na ciemno zielono, PDB: 2EAX), C — ektodomena Drosophila
melanogaster PGRP-LCx (na ré6zowo, PDB: 2F2L). D — endolizyna Ts2631 (PDB: 6FHG).
Endolizyna Ts2631 ma tancuch pokolorowany na pomaranczowo. Peptydoglikan o typie Lys

jest zaznaczony zo6ttym kolorem, natomiast o typie DAP kolorem zielonym.......... (Strona 99)

Ryc. 22. Testy wigzania peptydoglikanu. A — Wynik testu wigzania po przeprowadzonym
rozdziale bialek SDS-PAGE w zZelu trycynowym. Warianty endolizyny Ts2631 dodano do
peptydoglikanu wyizolowanego z 7. thermophilus HB8, inkubowane i rozdzielone na dwie
frakcje. U — wskazuje na frakcje supernatantu, czyli biatka niezwigzanego z peptydoglikanem
(PGN) natomiast B — to frakcja osadu, gdzie znajduje si¢ biatko zwigzane z substratem. CA —
anhydraza weglowa (kontrola negatywna). Prostokatami zaznaczono biatka, ktore
w wigkszosci znajdowaty si¢ we frakcji nie zwigzanej z PGN. M — marker PageRuler prestained
proein lader. B — densytometria przeprowadzona w programie Image] wskazujaca na gestos¢
prazka wskazujacego na obecnos¢ biatka w czesci zwigzanej z PGN, osadem (czarny stupek),
badz w czegsci niezwigzanej z PGN, supernatantem (szary stupek); wynik przedstawiono w
postaci procentowej. Srednia zostata wyznaczona z dwoch lub trzech powtérzen (shupki btedow

wskazuja odchylenie standardowe). C — Po lewej stronie struktura przestrzenna endolizyny
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Ts2631 z zaznaczonym kolorem zo6ttym 20-aminokwasowym regionem i resztg R20. Po prawej
zblizenie na reszt¢ R20 oraz K70 1 Y60 (oznaczone kolorem rézowym), o ktérych wiadomo, ze

wchodzg w interakcje W PGNuuuiiieiiiiiiiiniiiiiiniiniineiieiiienecinieneenses (Strona 100 — 101)

Ryc. 23. Struktura endolizyny Ts2631 ze zblizeniem na reszty, ktorych podstawienie
skutkowalo znacznym obnizeniem temperatury topnienia. Na czerwono zaznaczono:
W102, W109, P140 i W145. Na r6zowo: H30, H131, C139, ktore bezposrednio koordynuja
wigzanie jonu Zn** (szara kula) a ciemno niebieskim reszte Y58, ktora koordynuje ten jon przez

H20 (czerwona Kulka).eeeeeeeseieiueeiieisearesneissaresnresesossscssssssssssnsssnssssnsons (Strona 102)

Ryc. 24. Fragmenty poréwnanych sekwencji bialek po naloZeniu na siebie struktur
endolizyny Ts2631 i jej strukturalnych homeologéw. Szarym kolorem zaznaczono R20,
W102, W109, P140 i W145 z sekwencji endolizyny Ts2631 i identyczne aminokwasy bialek
10380 10) (0 4 10774 1) ] PN (Strona 103)

Ryec. 25. Schematyczne przedstawienie domen strukturalnych homologéw pochodzenia
mezofilnego endolizyny Ts2631. A — K11gp3.5; B — O31 029140; C — LytO; D — Lyc2; E-
LytA 27. Na zo6tto oznaczone sg domeny wigzace substrat, na szaro domeny katalityczne, na
niebiesko o mozliwie dwojakiej funkcji a na zielono o nieznanej funkcji (ang. Domain

Unknown Function, DUF). Linie pomi¢dzy nimi oznaczajg linkery.........c.c.ueen. (Strona 105)

Ryc. 26. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego bialka K11gp3.5. Nadprodukcja
rekombinowanego biatka K11gp3.5 w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji
I mM IPTG przez 4 godziny w 37°C oraz oczyszczanie biatka metoda chromatografii
powinowactwa jonow metali wedhug zalecen producenta
w kolumnie z przeplywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker Page
Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi
reprezentuja frakcje z poszczegolnych etapoéw nadprodukcji 1 oczyszczania: 1 — przed indukcja,
2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz niezwigzanych ze ztozem
biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20 mM imidazolem,
9 — elucja bialka ze ztoza, 10 — dializa do buforu PBS, pH 7,4. Preparaty biatkowe rozdzielono
za pomocg elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%).ccceeiiniinninnnnne. (Strona 107)

Ryec. 27. Test aktywnosci endolizyny K11gp3.5 wobec dwdch réoznych gatunkow bakterii.
Do eksperymentu wykorzystano przygotowane substraty bakteryjne z permeabilizowang btong
zewngetrzng. Test wykonano w zakresie stezen od 0,5 pg/mL do 37,5 pg/mL w buforze PBS pH
7,4 przez 30 minut w 37°C. A — test wykonany na substracie P. aeruginosa PAO1. B - test
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wykonany na substracie K. pneumoniae KPD 298. Eksperyment wykonano w trzech

powtdrzeniach a shupki btgdu wskazuja na odchylenie standardowe......... (Strona 108 — 109)

Ryc. 28. Poréwnanie sekwencji endolizyn Ts2631 i K11gp3.5. Zacieniowane reszty wskazuja
na podobienstwo aminokwasow. Czerwonymi prostokgtami zaznaczono aminokwasy, ktore
zaangazowane sg w stabilno$¢ termiczng endolizyny Ts2631 i odpowiadajg sekwencji

endolizyny K11 gp3.5.cueiiuiiiiieiiiiiiiiniiiiieiiniinessatiniossssnsonscssssnssnssnses (Strona 109)

Ryec. 29. Optymalizacja nadprodukcji i oczyszczanie wariantu rekombinowanego bialka
Kl11gp3.5 N91W_M101W_Q137W. Nadprodukcja rekombinowanego bialtka w systemie
ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 0,1 mM IPTG (A), 0,5 mM IPTG (B) oraz 1 mM
IPTG (C) przez 16 godzin w 18°C oraz oczyszczanie biatka metoda chromatografii
powinowactwa jondéw metali wedlug zalecen producenta w kolumnie z przeptywem
grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180
kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z
poszczegblnych etapéw nadprodukeji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 —
lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz niezwigzanych ze ztozem bialek, 7 — ptukanie
buforem z 10 mM imidazolem, 8 — elucja biatka ze ztoza, 9 — dializa do buforu PBS, pH 7.4.
Preparaty biatkowe rozdzielono za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy
S T (Strona 110)

Ryc. 30. Porownanie aktywnosci endolizyny K11gp3.5 i jej wariantu
K11gp3.5 N91W_M101W_Q137W. Wariant endolizyny dodatkowo zostal poddany 15-
minutowej inkubacji w 50°C, schlodzony w lodzie i nastgpnie poddany testowi redukcji
zmetnienia. Aktywno$¢ lityczna wariantu substytucyjnego w stopniu znacznym odbiega od

endolizyny typu dZIKI€Z0..eeereeueerreeinerrinrernersserssnrsseesssasosnsssssssnsssnssonnss (Strona 111)

Ryec. 31. Trojwymiarowy model endolizyny K11gp3.5. Na powi¢kszeniu zaznaczono centrum
katalityczne w sklad ktorego wchodzi triada koordynujaca jon Zn?": His18, His123, Cys131.

Jon Zn** zaznaczony jest SZarym KOIOT€M.uu.uueeneenruneuerneeneeneenernernerneennsnnnns (Strona 112)

Ryc. 32. Porownanie struktury przestrzennej endolizyny Ts2631 i modelu endolizyny
K11gp3.5 oraz ich sekwencji aminokwasowych. A — NatoZone na siebie modele endolizyn
Ts2631 (na pomaranczowo) oraz Kllgp3.5 (na niebiesko). Na powiekszeniu zaznaczono
aminokwasy odpowiadajace sobie w sekwencjach obu biatek, ktére nie sg identyczne. S to
W102, W109 i W145 w sekwencji endolizyny Ts2631 oraz F96, M101 i L136 w sekwencji

endolizyny K11gp3.5. B — Poréwnanie sekwencji aminokwasowych obu endolizyn za pomoca
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ClustalO z zaznaczonymi resztami odpowiadajagcymi sobie w sekwencji, ktore u endolizyny

Ts2631 sg istotne z punktu widzenia stabilno$ci termicznej...eeeeeeecneeneenennennnns (Strona 113)

Ryc. 33. Nadprodukcja i oczyszczanie wariantow rekombinowanego biatka K11gp3.5. A —
K11gp3.5 N9IW QI137W; B — Kl11gp3.5 F96W L136W. Nadprodukcja rekombinowanych
wariantoOw biatka K11gp3.5 w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 0,5 mM
IPTG przez 16 godzin w 18°C oraz oczyszczanie ich metoda chromatografii powinowactwa
jonow metali. M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific).
Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegdlnych etapéw nadprodukcji i
oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 —
przesacz niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 —
elucja biatka ze ztoza, 9 — dializa do buforu PBS, pH 7,4, 10 — elucja, 11 — dializa do buforu 20
mM HEPES, pH, 7,4, 10% glicerol. Preparaty bialkowe rozdzielono za pomocg elektroforezy
SDS-PAGE (Zel 10zdzielajacy 15%0).ceeeeieiieiiiiiniiiiiieiiiiieiiniiiieieiinienecnnns (Strona 114)

Ryc. 34. Optymalizacja nadprodukcji wariantu rekombinowanego bialka
K11gp3.5 F96W_L136W. Nadprodukcja rekombinowanego biatka w systemie ekspresyjnym
E. coli BL21(DE3) A — po indukcji 0,1 mM, 0,5 mM i I mM IPTG w 30°C; B — po indukcji
0,111 mM IPTG w 18°C. M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegdlnych etapow
nadprodukcji 1 poczatkowych etapow oczyszczania: 1, 3 1 5 — przed indukcja, 2, 4 1 6 — po
indukcji, 7, 101 13 — lizat, 8, 11 1 14 — osad, 9, 12 1 15 — supernatant. Preparaty biatkowe
rozdzielono za pomocg elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 15%).......... (Strona 115)

Ryec. 35. Test aktywnosci endolizyny K11gp3.5 i wariantu K11gp3.5 N91W_Q137W. Do
testu redukcji zmetnienia wykorzystano substrat bakteryjny K. prneumoniae. Bialko
doprowadzono do st¢zenia 5 pg/mL w buforze PBS, pH 7,4 a eksperyment przeprowadzono w

37°C Przez 30 MINULeueeueeerieieineierietieeeieriecieesteasseceecacssssscscscssssscnsense (Strona 116)

Ryc. 36. Test aktywnoS$ci oraz analiza nanoDSF endolizyny K11gp3.5 i wariantu
K11gp3.5 N91W_Q137W w dwoch roznych buforach i temperaturach. A — W tescie
redukcji zmetnienia (TRZ) biatka doprowadzono do stezenia 5 pg/mL i dodawano do substratu
z komorek K. pneumoniae. Reakcje prowadzono przez 30 minut w 37°C w buforze HEPES (20
mM HEPES, pH 7,4, 25 mM NaCl) oraz PBS (PBS, pH 7,4); B — wykres przedstawiajacy
krzywa okreslajaca temperature topnienia (Tm) uzyskanej po przeprowadzeniu nanoDSF; C —

tabela porownujaca wyniki z testu aktywnos$ci w zalezno$ci od temperatury, w jakiej biatko
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byto inkubowane przed TRZ oraz przedstawiajgca Tm wariantéw biatka w poszczegdlnych

DUTOTACH. ttteitiieeieitiiintiieetiiatetsteatesnscsessosnscssssssnscsnsssnssosnsssnasonnsne (Strona 118)

Ryc. 37. Model przestrzenny autolizyny LytO. A — Model biatka z zaznaczonymi
poszczegdlnymi domenami. Kolorem s$liwkowym zaznaczono domen¢ CHAP, kolorem
zielonym domen¢ N-acetylo-muramylo-L-alaninowg, kolorem niebieskim domen¢ SH3 a na
czarno zaznaczone sg linkery. B—W modelu biatka LytO wyrdzniono centra katalityczne biatek
oraz miejsca wigzania jondw niezbednych do aktywnosci biatka. Kolorem zielonym oznaczono

(O R W -1 3 11 14 | (Strona 121)

Ryc. 38. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631 i domeny amidazy
bialka LytO. A — Szare prostokaty wskazuja podobienstwo aminokwasow (prog dla
zacieniowania: 100%). Czerwonymi prostokgtami oznaczono reszty, ktore sg istotne w
stabilnos$ci termicznej endolizyny Ts2631 1 odpowiadaja sekwencji domenie amidazy biatka
LytO. B — NalozZone na siebie struktura endolizyny Ts2631 (na pomaranczowo) oraz domeny
amidazy autolizyny LytO (na =zielono). Na powigkszeniu zaznaczono aminokwasy
odpowiadajace sobie w sekwencjach obu biatek, ktore nie sg identyczne. Sg to W102, W109 i
W145 w sekwencji endolizyny Ts2631 oraz N107, Q115 1 F179 w sekwencji domeny amidazy
52 (Strona 123)

Ryc. 39. Nadprodukcja i oczyszczanie autolizyny LytO. Nadprodukcja rekombinowanego
biatka LytO w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po indukcji 1 mM IPTG przez 16
godzin A — w 25° i w B — 18°C oraz oczyszczanie ich metoda chromatografii powinowactwa
jonow metali. M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific).
Sciezki oznaczone cyframi reprezentujg frakcje z poszczegdlnych etapéw nadprodukcii i
oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukeji. 3 — lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 —
przesacz niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM imidazolem, 8 —
ptukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja bialka ze ztoza, 10 — dializa do buforu.
Preparaty biatkowe rozdzielono za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy
12,5%). Strzatka wskazany jest prazek odpowiadajacy masie molekularnej biatka.(Strona 124)

Ryc. 40. Analiza aktywnoS$ci bialka LytO w réznych warunkach. Wszystkie testy byty
prowadzone przez 30 minut w 37°C, przy zastosowaniu biatka o stezeniu 62,5 pg/mL. Substrat
jaki zastosowano to: S. aureus KPD 425 (MRSA). A — testowanie rdznych st¢zenie biatka; B —
test aktywnos$ci w zaleznos$ci od pH buforu; C — test aktywnosci w zaleznosci od stezenia NaCl
w 10 mM buforze fosforanowo-potasowym (Kpi), pH 8,0; D — test aktywnosci w buforze Kpi,
PH 8,0Z500 MM NaCluueiuuiiniiiniiiiiiiiiiiiiiaiiiiiieiiniiieesatiniossssnssnsssnsanses (Strona 125)
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Ryc. 41. Nadprodukcja i oczyszczanie domeny amidazy autolizyny LytO oraz jej
wariantu. Nadprodukcja rekombinowanych bialek w systemie ekspresyjnym FE. coli
BL21(DE3) po indukcji 1 mM IPTG przez 16 godzin w 18°C oraz oczyszczanie metoda
chromatografii powinowactwa jonéw metali. M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa
(Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegdlnych
etapow nadprodukeji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5
— supernatant, 6 — przesacz niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM
imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja biatka ze ztoza, 10 — dializa
do buforu. A — nadprodukcja i oczyszczanie domeny amidazowej biatka typu dzikiego; B —
nadprodukcja i oczyszczanie domeny amidazowej wariantu Q115W _F179W. Preparaty
biatkowe rozdzielono za pomocg elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%). Strzatka
wskazany jest prazek odpowiadajagcy masie molekularnej bialka.............. (Strona 127 — 128)

Ryc. 42. Test aktywnoS$ci oraz analiza nanoDSF domeny amidazy bialka LytO oraz
wariantu Q115SW_F179W. A - Test redukcji zmg¢tnienia (TRZ) przeprowadzono z
wykorzystaniem biatka o st¢zeniu 125 pg/mL, w buforze 10 mM Kpi, pH 8,0 przeciw S. aureus
KPD 425. Test prowadzono w temperaturze 37°C , a biatko w 40, 50 1 60°C bylo wstgpnie
inkubowane przez 15 minut, po czym poddane TRZ. Czarny stupek wskazuje na wynik TRZ
biatka typu dzikiego a czerwony wskazuje na wariant. Do analizy statystycznej wykorzystano
test ¢ Studenta, gdzie p <= 0,01 *. Kazdy pomiar wykonano w trzech powtorzeniach. Wyniki sg
przedstawione w postaci relatywnej aktywnosci, gdzie 100% stanowil spadek gestosci
optycznej biatka typu dzikiego w 37°C. B — wynik pomiaru temperatury topnienia obu bialek.
Wykres wskazuje na jako§ciowy pomiar a w tabeli zestawione sg wyniki pomiaru Tr, w dwéch

1T072 107761 1T 001 101 2T o (Strona 129 — 130)

Ryc. 43. Model przestrzenny bialka O31 _029140. A — Model biatka z zaznaczonymi
poszczegdlnymi domenami. Na szaro zaznaczona jest hydrolaza glikozydowa, a ciemno-
pomaranczowo domena N-acetylo-muramylo-L-alaninowa, ktore potaczone s3 ze sobg
czarnym linkerem. B — W modelu biatka zaznaczone i powigkszone sg centra aktywne obu

domen. W domenie amidazy =zostaly zaznaczone reszty koordynujace Zn>* (szara

KUIA) 4t teeaienneinnateserernntosnecsstosascsnssosascsnssssasosnscssssosssosnsssnnsosnsssnassnes (Strona 132)

Ryc. 44. Porownanie sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631 z O31_029140. A —
Prostokaty w szarym odcieniu pokazuja podobienstwo aminokwasow (prég dla zacieniowania:
100%). Czerwonymi prostokatami oznaczono reszty, ktore sg istotne w stabilnosci termiczne;j

endolizyny Ts2631 i odpowiadaja sekwencji domenie amidazy biatka O31 029140. B- Na
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rycinie pokazany jest model domeny amidazy biatka O31 029140 natozony na strukturg
endolizyny Ts2631 (jasny pomaranczowy). Na powigkszeniu zaznaczone s3 aminokwasy
odpowiadajace sobie w sekwencjach obu biatek, ktore nie sg identyczne. Sg to W102, W109 i
W145 w sekwencji endolizyny Ts2631 oraz F314, 1321, V372 w sekwencji biatka pochodzenia
00572703 61417 o (Strona 133)

Ryc. 45. Model przestrzenny bialka LytA 27. A — na rycinie zaznaczone sg domeny biatka:
Proteaza cysteinowa na rézowo i N-koncu bialka, domena wigzaca choling na bezowo
wystepuje na Srodku, a amidaza znajduje si¢ na C-koncu pokolorowana na pomaranczowo.
Domeny potaczone sg ze sobg linkerami oznaczonymi czarnym kolorem. B — zblizenie na
miejsca aktywne wystepujace w dwoch domenach katalitycznych LytA 27. W proteazie
cysteinowej sg to: Q49, C55, H199 i N215 (po lewej) a w amidazie zaznaczone sg reszty
koordynujace Zn2+ (H413, H514, C522, po prawej Stroni€).eeeeeeeeseeeeeeeeenceneens (Strona 135)

Ryc. 46. Porownanie sekwencji aminokwasowej endolizyny Ts2631 i bialka LytA 27. A —
Porownanie sekwencji aminokwasowych obu biatek z wyréznionymi na czerwono
aminokwasami, odpowiadajacymi u endolizyny Ts2631 odpowiadaja za stabilno$¢ termiczng i
ich odpowiednikami w sekwencji LytA 27. Prostokaty w szarym odcieniu pokazuja
podobienstwo aminokwasow (prog dla zacieniowania: 100%). B — Natozone na siebie modele
przestrzenne bialek z zaznaczonymi aminokwasami, ktore odpowiadaja sobie w sekwencji i

beda zamienione w sekwencji biatka LytA 27...ccciiiiiieiiiiiiiiniiiiiieiinienennnns (Strona 136)

Ryc. 47. Optymalizacja nadprodukcji i oczyszczanie bialka LytA 27. Nadprodukcja
rekombinowanych biatek w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) badz E. coli C41(DE3),
E. coli C43(DE3) po indukcji 0,1, 0,5 lub 1 mM IPTG przez 4 godzinach w 30°C, albo 37°C
badZz przez 16 godzin w 18°C wedlug oznaczen na rycinie. Oczyszczanie metoda
chromatografii powinowactwa joné6w metali. M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa
(Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegodlnych
etapow nadprodukcji 1 oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 — lizat, 4 — osad, 5
— supernatant, 6 — przesacz niezwigzanych ze ztozem biatek, 7 — ptukanie buforem z 10 mM
imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja biatka ze ztoza, 10 — dializa
do buforu. A — nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego biatka, czerwona strzatkg
wskazany jest prazek odpowiadajacy wielkosci LytA 27. B — optymalizacja nadprodukcji w
18°C 1 30°C, nad prostokatami znajduje si¢ stezenie, jakie wykorzystano przy danej
nadprodukcji oraz przy nastgpujacej po niej sonikacji 1 wirowaniu lizatu. C — Nadprodukc;ja,

gdzie bezposrednio przed indukcja hodowli bakteryjnej inkubowana byta przez 20 minut w
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42°C. D — Nadprodukcja w systemie ekspresyjnym E. coli C41(DE3) i E. coli C43(DE3),
stezenie IPTG 1 mM. E — Optymalizacja nadprodukcji z dodanie 1 mM ditiotreitolu (DTT)
podczas indukcji. Nad prostokatami wskazane jest st¢zenie IPTG, jakie dodano podczas
nadprodukcji. F — oczyszczanie biatka z wigzaniem ztoza na kolumnie ze ztozem kobaltowym

przez 20 minut. G — wigzanie biatka ze zlozem przez NoC....cevvevereinreinnrennnnn (Strona 138)

Ryc. 48. Analiza aktywnoSci bialtka LytA 27 w réznych warunkach. Pierwszy test (A) byt
prowadzony przez 30 minut w 37°C, przy zastosowaniu biatka o r6znym stezeniu w buforze:
20 mM HEPES, pH 7.4. Do pozostatych testow (B — D) uzyto biatko w stezeniu 25 pg/mL 1
reakcje prowadzono przez 15 minut oraz korzystano z roznych buforéw. Substrat jaki
zastosowano to: Clostridium beijerinckii DSM 791. A — testowanie réznych st¢zen biatka; B —
test aktywnos$ci w zaleznosci od pH buforu; C — test aktywno$ci w zaleznosci od stezenia NaCl
w 20 mM HEPES, pH 8,0; D — test aktywno$ci w buforze 20 mM HEPES, pH 8,0, 200 mM
NaCl w zaleZno$ci 0d teMPEratury.ueeeeeeeeeeeierieeiereneeiesinreneeisssncenssammennses (Strona 142)

Ryc. 49. Wynik nanoDSF okreslony dla prawdopodobnej autolizyny LytA 27 oraz jej
wariantu LytA 27-M487W_Y492W. Okreslona zostala temperatura topnienia biatka przy
wykresleniu pierwszej pochodnej z fal o dlugosci 350/330 nm, ktorej odczyt zmienial si¢ wraz
z wzrostem temperatury. Dla poprawy czytelno$ci wykresu wartosci z pierwszej pochodne;j
zostaly pomnozone przez -1. Czarng linig oznaczony jest wynik dla biatka typu dzikiego (WT)
a czerwong wariant (M487W_Y402W).uueiiieiiiiiiiniiinniiinicnnnisnnrcnnens (Strona 145 — 146)

Ryc. 50. Model przestrzenny Lyc2. A — zaznaczone sg domeny wystepujace w biatku. B —

Zblizenie na centrum katalityczne biatka Lyc2 w domenie amidazy................. (Strona 148)

Ryec. 51. Porownanie sekwencji endolizyny Ts2631 i prawdopodobnej autolizyny Lyc2. A
— Poréwnanie sekwencji aminokwasowych endolizyny Ts2631 i biatka Lyc2. Szare prostokaty
pokazuja podobienstwo aminokwaséw (proég dla zacieniowania: 100%). B — Model
przestrzenny Lyc2 (na niebiesko) oraz struktura przestrzenna endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG,
na pomaranczowo), gdzie zaznaczone s3 dwie reszty odpowiadajace za stabilno$¢ termiczng u
endolizyny Ts2631 (W102, W109) oraz odpowiadajace im w sekwencji reszty biatka Lyc2
(M7, KT02)uueuteierineiiarineiieiietineeieeiacenecsassacesscsscssscssssssssccsscsasenscsnss (Strona 149)

Ryc. 52. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego bialka Lyc2. Rozdzial biatek za
pomoca elektroforezy SDS-PAGE (Zel rozdzielajacy 12.5%). Nadprodukcja w systemie
ekspresyjnym E. coli po indukcji 1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C oraz oczyszczanie biatka

metoda chromatografii powinowactwa jonow metali wedtug zalecen producenta w kolumnie z
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przeplywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker Page Ruler prestained,
10 do 180 kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentujg frakcje z
poszczegblnych etapéw nadprodukcji i oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 —
lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz niezwigzanych ze zlozem biatek, 7 — ptukanie
buforem z 10 mM imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja biatka

ze ztoza, 10 — dializa do BUufOrU.e.eeeeieeeieieiiieieieeiiiareieieneternscreesocascnnscnnass (Strona 150)

Ryec. 53. Analiza optymalnych warunkéw aktywnosci litycznej bialka Lyc2. Aktywno$¢
byta mierzona za pomocg testu redukcji zmetnienia, za pomocg ktéorego mierzy si¢ spadek
gestosci optycznej przy dlugosci fali 600 nm. Zastosowanym substratem byly komorki
bakteryjne C. felsineum DSM 794. Test prowadzono w 37°C przez 2 godziny. A — Aktywnos$¢
biatka w zalezno$ci od stezenia w buforze 20 mM HEPES, pH 7,4. B— Wptyw pH na aktywnos¢
bakteriolityczng Lyc2. C — Wplyw NaCl na biatko Lyc2. D — Optymalna temperatura dla
aktywnosci bakteriolitycznej bialka..c.eeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinan. (Strona 151)

Ryc. 54. Analiza nanoDSF bialka Lyc2. Kazdy eksperyment byt przeprowadzony przy
wykorzystaniu 4 kapilar. Biatka byly zawieszone w 10 mM buforze fosforanowo-potasowym,

pH 8,0 z dodatkiem 10% glicerolU...cuiiuiiieiiniiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiieiininnenn (Strona 154)

Ryec. 55. Nadprodukcja i oczyszczanie wariantu M97W_K102W rekombinowanego bialtka
Lyc2. Rozdziat biatek za pomoca elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%).
Nadprodukcja rekombinowanego biatka w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) po
indukcji 1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C oraz oczyszczanie biatka metoda chromatografii
powinowactwa jonow metali wedlug zalecen producenta w kolumnie z przeplywem
grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja). M — marker Page Ruler prestained, 10 do 180
kDa (Thermo Fisher Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z
poszczegolnych etapow nadprodukeji 1 oczyszczania: 1 — przed indukcja, 2 — po indukcji. 3 —
lizat, 4 — osad, 5 — supernatant, 6 — przesacz niezwigzanych ze zlozem biatek, 7 — ptukanie
buforem z 10 mM imidazolem, 8 — ptukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja biatka
ze zloza, 10 — dializa do buforu. Czerwona strzalka wskazany jest prazek odpowiadajacy

wielko$ci wariantu biatka Lyc2-M97W _KI102W..icieiiiiiiiiniiniiiiiiniinieinnnien (Strona 156)

Ryc. S1. Struktura przestrzenna endolizyny Ts2631 (PDB: 6FHG) z zaznaczonymi
resztami seryny S88 i S98.....ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiricr e (Strona 184)

Ryc. S2. Rozklad aminokwaséow w  poszczegolnych sekwencjach  bialek

termofilnyCh...cocuiiiniiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiietotatcsnessnnsosnsnnn (Strona 184)
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Ryc. S3. Przedstawienie rozkladu procentowego poszczegélnych aminokwasow
wystepujacych w endolizynie Ts2631 oraz wirusach (518 140 bialek) i bakteriach
(RIUIPA L1 N 1) ;1 (=) 1§ Tt (Strona 185)

Ryc. S4. Oczyszczanie endolizyny Ts2631 oraz jej wariantéw substytucyjnych. Rycina
przedstawia zdjecie zelu poliakrylamidowego po elektroforezie SDS-PAGE (zel rozdzielajacy
10%). Po lewej stronie oznaczono mas¢ biatka (kDa) odpowiadajaca wielkosci prazka w
biatkowym wzorcu masowym. M — marker, 1 — lizat, 2 — osad, 3 — supernatant, 4 — przesacz

biatek niezwigzanych ze ztozem, 5 — ptukanie kolumny, 6 — elucja............(Strona 186 — 189)

Ryc. S5. Optymalizacja nadprodukcji i oczyszczania rekombinowanego bialka O3l.
Rozdzial biatek za pomocg elektroforezy SDS-PAGE (zel rozdzielajacy 12.5%). Nadprodukcja
rekombinowanego biatka O31 w systemie ekspresyjnym E. coli BL21(DE3) przedstawione s3
w panelach A oraz C, natomiast w panelu B przedstawiona jest nadprodukcja w szczepach E.
coli C41(DE3) oraz E. coliC43 (DE3). A —hodowle bakteryjng indukowano 1 mM IPTG przez
4 godziny w 37°C i oczyszczano metoda chromatografii powinowactwa jonéw metali wedtug
zalecen producenta w kolumnie z przeptywem grawitacyjnym (Takara Bio Europe, Szwecja);
B — hodowle bakteryjna indukowano 1 mM IPTG przez 4 godziny w 37°C; C — hodowlg
indukowano 0,1, 0,51 1 mM IPTG w 18°C przez 16 godzin. Wraz z IPTG dodano takze 1mM
DTT w stezeniu koncowym. M - marker Page Ruler prestained, 10 do 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific). Sciezki oznaczone cyframi reprezentuja frakcje z poszczegdlnych etapow
nadprodukcji 1 nastgpujacego po nim etapu sonikacji, a w przypadku panelu A pozostalych
etapow oczyszczania; 1 — przed indukcjg, 2 — po indukcji hodowli IPTG, 3 — lizat, 4 — osad, 5
— supernatant, 6- przesacz biatek niezwigzanych ze ztozem, 7 — ptukanie kolumny buforem z
10 mM imidazolem, 8 — plukanie buforem z 20 mM imidazolem, 9 — elucja biatka ze ztoza, 10

— dializa do BUTOTU.ceiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei i etettiteteenatsaeeasane (Strona 190)

Ryc. S6. Mutageneza miejscowo-specyficzna lyt4_27ilyc2. Narycinie przedstawione sg zele
z elektroforezy w zelu agarozowym. Po lewej stronie kazdego zelu znajdujg si¢ oznaczenia
wielkosci prazkow dla markera GeneRuler 1 kb DNA Ladder. A — nieudana proba uzyskania
wariantu genu /yt4 27; M — marker, 1 — probka z reakcji PCR, 2 — matryca; B — proba
optymalizacji reakcji PCR poprzez dodatek BSA w stezeniu koncowym 50 pg/mL do matrycy;
M — marker, 1 — Kontrola bez dodanej polimerazy do reakcji, 2 — prébka z 10-krotnie
rozcienczong matrycg z dodatkiem BSA, 3 - probka z 10-krotnie rozcienczong matryca bez
BSA, 4 — probka z nierozcienczong matrycg i dodatkiem BSA, 5 — prébka z nierozcienczong

matrycg bez BSA; C — M — marker, 1 — proba po mutagenezie, z rozcienczong matrycg i
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dodatkiem BSA, 3 — kontrola z niedodang polimerazg do reakcji, 4 — kontrola z niedodang
matrycg do reakcji; D — mutageneza miejscowo-specyficzna /yc2, M — marker, 1 — probka po

reakcji PCR, 2 — Kontrola bez dodanej polimerazy do reakcjice.eeeeeenieneenrenenens (Strona 191)
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