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Walka ludzi z patogenami trwa od wielu wiekéw. Odkrycie antybiotykow i
bakteriofagdw przyczynito sie do poprawy jakosci zycia, jednak kazdy organizm, w tym
bakterie, wyksztatca mechanizmy przetrwania. Ludzkos$¢ coraz bardziej doswiadcza kryzysu
zwigzanego z lekoopornoscig bakterii. Dlatego wyznaczenie nowych strategii w ich zwalczaniu
jest tak potrzebne. Jedng z pozgdanych cech odpowiedniego leku jest jego stabilnos$¢. Dlatego
enzymow bakteriolitycznych warto szukaé w organizmach termostabilnych, ktére cechuja sie
wysokg opornoscig na denaturacje chemiczng, czy proteolize. W biezgcej pracy zbadatam
mechanizm stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631. Temperatura topnienia (Tm) tego biatka
wyznaczona w buforze 20 mM MES pH 6,0 wynosita 99,82°C, jednak w buforze sktadajgcym
sie z 20 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM NaCl i 10% glicerolu zostata okreslona na 104,73°C. W
wyniku przeprowadzonych analiz dowiodtam, ze reszty W102, W109, W145 i P140 sg istotne
dla stabilnosci termicznej endolizyny Ts2631. Poza tym zaburzenie koordynacji Zn2+
skutkowato znacznym obnizeniem temperatury topnienia (Tm). W trakcie badan wykazatam
takze, ze inne biatka pochodzace z termofili podobne do Ts2631 posiadaja tryptofany oraz
proline w tej samej pozycji, co sugeruje ze mechanizm stabilnosci termicznej moze by¢
podobny u tych biatek. Postawitam sobie za cel sprawdzenie, czy mozna podnies¢ stabilnos¢
termiczng biatek mezofilnych o strukturalnej homologii do endolizny Ts2631 bez wptywu na
ich aktywnos¢ lityczng, poprzez zamiane aminokwaséw w biatku mezofilnym na te, ktore
odpowiadajg za stabilnos¢ termiczng endolizyny Ts2631. Przebadatam endolizyne K11gp3.5
pochodzacg z bakteriofaga K11, ktdry infekuje Klebsiella pneumoniae oraz domene
amidazowa biatka LytO, ktdra pochodzi z Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325. W

przypadku wariantu N91W_Q137W endolizyny K11gp3.5, Tm ulegta zmniejszeniu o okoto 6°C.

W przypadku wariantu substytucyjnego Q115W_F179W domeny amidazowej biatka
LytO Tm udato sie podnies¢ 0 9,7°C w porédwnaniu do biatka typu dzikiego. Uzyskane wyniki
pokazujg, ze samo podstawienie reszt aminokwasowych nie wystarczy, aby poprawic
stabilnos¢ termiczng biatka, a potrzebna jest jeszcze analiza otoczenia reszt, ktére chce sie
zamieni¢. Nie ma zatem uniwersalnej procedury badawczej, a kazdy przypadek wymaga

indywidualnej analizy.



