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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Lizozym to biatko wystepujace u zwierzat, roslin, bakterii i wiruséw. ZnaleZ¢ je mozna m.in.
w ziarnach neutrofiléw, makrofagdw, a takze w surowicy, §linie, mleku, miodzie i w biatku jaja
kurzego. Enzym dziata hydrolitycznie na wiazania $-1,4-glikozydowe znajdujace sie miedzy
kwasem N-acetylomuraminowym (MurNAc) a N-acetyloglukozaming (GlcNAc) peptydoglikanu
(PG) bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. W krélestwie zwierzat zidentyfikowano trzy
postacie muramidazy: typ c (kurzy), typ g (gesi) oraz typ i (obecny u bezkregowcéw). Lizozym
typu c z biatka jaja kurzego jest obecnie modelem do badar nad jego struktura i funkcja. Ak-
tywno$¢ bakteriobdjcza muramidaza wykazuje gléwnie wobec bakterii Gram-dodatnich. Jej
dziatanie cytolityczne na komdrki bakterii Gram-ujemnych nie jest w petni wyjasnione. Bakterie
wyksztalcity mechanizmy obronne pozwalajace im na unikniecie dziatania lizozymu. Polegaja
one m.in. na wytwarzaniu inhibitoréw enzymu lub na modyfikacji PG. Lizozym nalezy do jed-
nych z najlepiej zbadanych enzyméw, a mimo to wcigz nie wszystkie aspekty charakteryzujace
to biatko zostaly w petni poznane. Niewyjasnione kwestie dotyczace jego biologicznej funkcji
to rola muramidazy w procesie bakteriobdjczego dziatania surowicy wobec bakterii Gram-
-ujemnych. Do jej wyjasnienia jest stosowana m.in. metoda polegajaca na usunieciu lizozymu
z surowicy przez adsorpcje na bentonicie (montmorylonit, MMT). Z wykorzystaniem technik
dyfraktometrii rentgenowskiej wykazano, ze MMT po kontakcie z surowica ulega delamina-
cji. Na wyja$nienie czekaja takze zagadnienia zwigzane z faldowaniem muramidazy oraz jego
udziatem w powstawaniu amyloidoz.

lizozym - muramidaza - bakteriobéjcze dziatanie surowicy - montmorylonit

Summary

Lysozyme (LZ, muramidase, N-acetylmuramylhydrolase) is a protein occuring in animals, plants,
bacteria and viruses. It can be found e.g. in granules of neutrophils, macrophages and in serum,
saliva, milk, honey and hen egg white. The enzyme hydrolyzes the -1,4 glycosidic bonds between
N-acetylmuramic acid (NAM) and N-acetylglucosamine (NAG) of cell wall peptidoglycan (PG) in
Gram-positive and Gram-negative bacteria. In the animal kingdom, three muramidase types have
been identified: the c-type (chicken type), the g-type (goose-type) and the i-type (invertebrates).
The c-type LZ from hen egg white is a model for the study of protein structure and function. Mu-
ramidase shows bactericidal activity mainly against Gram-positive bacteria. Cytolytic activity
against cells of Gram-negative bacteria has not been proved. Bacterial cells have developed defense
mechanisms that allow them to avoid the action of LZ. They are based e.g. on the production of
enzyme inhibitors or modification of the PG. LZ is one of the most studied enzymes and yet not
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all aspects characterizing this protein are fully understood. One of the most important unresolved
issues concerning the biological function of LZ is the role of muramidase in the bactericidal action
of serum against Gram-negative bacteria. In order to clarify the function of LZ, the enzyme is e.g.
removed from the serum by adsorption onto bentonite (montmorillonite, MMT). By using X-ray
diffraction techniques it has been shown that MMT after contact with the serum is delaminated.
The problems associated with folding of muramidase and LZ participation in the development of
amyloidoses also await explanation.
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WPROWADZENIE

(ethylenediaminetetraacetic acid); GEWL - lizozym biatka jaja gesiego (goose egg white lysozyme);
GIlcNAc - N-acetyloglukozamina (N-acetylglucosamine, NAG); IUBMB - Miedzynarodowa Unia Bio-
chemiii Biologii Molekularnej (International Union of Biochemistry and Molecular Biology); HEWL
- lizozym biatka jaja kurzego (hen egg white lysozyme); HPLC - wysokosprawna chromatografia
cieczowa (high-performance liquid chromatography); LPS - lipopolisacharyd (lipopolysaccharide);
LZ - lizozym, muramidaza, N-acetylomuramylohydrolaza (lysozyme, muramidase, N-acetylmura-
mylhydrolase); MMT - bentonit, montmorylonit (bentonite, montmorillonite); MurNAc - kwas
N-acetylomuraminowy (N-acetylmuramic acid, NAM); NaCl - chlorek sodu (sodium chloride);
NSL - normalna surowica ludzka (normal human serum); NSP - - normalna surowica pepowinowa
(normal cord serum); OatA - O-acetylotransferaza (O-acetyltransferase); PCR - reakcja taricuchowa
polimerazy (polymerase chain reaction); PG - peptydoglikan (peptidoglycan); SAXS — matokatowa
dyfraktometria rentgenowska, dyfraktometria niskokatowa (small-angle X-ray scattering); T4L -
lizozym bakteriofaga T4 (bacteriophage T4 lysozyme); WAXS - szerokokatowa dyfraktometria
rentgenowska, szerokokatowe rozpraszanie rentgenowskie (wide-angle X-ray scattering); WTA
- kwasy tejchojowe (wall teichoic acid)

komorki bakterii - Bacillus spp. i Proteus spp. Juz Fleming

uwazal, ze silna bakteriolityczna substancja zdolna do

Szkocki bakteriolog, Aleksander Fleming (1881-1955) jest
znany gtéwnie z odkrycia penicyliny. Jednak w 1921 r., za-
obserwowat, ze kropla §luzu z nosa, ktéra przypadkowo
spadta na ptytke z podlozem agarowym, spowodowata lize
rosngcych na nim bakterii. To zdarzenie doprowadzito ba-
dacza do odkrycia bakteriolitycznego czynnika, ktéremu
w 1922 r. nadat nazwe: lizozym [13,30,96].

Pierwsze badania nad lizozymem (LZ, muramidaza, N-
-acetylomuramylohydrolaza) siegajg jednak jeszcze wcze-
$niejszego okresu, bo az 1909 roku, kiedy to Pavel Lascht-
schenko analizowal bakteriobdjcza aktywno$é biatka jaja
kurzego i stwierdzit, ze jest spowodowana dziataniem
enzymu [78]. Dzialanie lityczne biatka jaja na komérki Ba-
cillus subtilis ustalono pod mikroskopem, okreslono réw-
niez wptyw biatek obecnych w jajach kregowcéw na inne

wywotania szybkiej lizy komdrek gestej zawiesiny niektd-
rych bakterii, jest szeroko rozpowszechniona w naturze.
Obecnie wiadomo, ze wystepuje we tzach, $luzie nosa,
$linie, surowicy krwi, w wielu tkankach i wydzielinach
pochodzenia zwierzecego oraz w biatku jaj. Ze wszyst-
kich przebadanych materialéw to wiasnie biatko jaja ku-
rzego stanowito najbogatsze zrédto lizozymu. A. Fleming
wyizolowal takze Gram-dodatnie bakterie, ktére nazwat
Micrococcus lysodeikticus (,,wskaznik lizy”), bedace jak sie
okazato, szczegblnie wrazliwe na lityczne dziatanie lizo-
zymu. Jego badania przyczynily sie do ustalenia terminu
przyjetego obecnie dla bakteriolitycznej substancji, wnio-
sty takze wiele informacji o jej wystepowaniu w przyro-
dzie. Wynikiem badati prowadzonych przez Fleminga byto
réwniez opisanie organizmu najlepiej nadajacego sie do
badari nad lizozymem - M. lysodeikticus [78,96].
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Jednak enzym ten okazat sie w dwczesnych czasach bez-
uzyteczny leczniczo, poniewaz nie znalazt zastosowania,
jako bezposrednia substancja bakteriobdjcza przeciwko
wielu powaznym chorobom nekajacym czlowieka. Dlatego
nie byt poczatkowo uwazany za czynnik o podstawowym
znaczeniu antybakteryjnym. Po uptywie prawie 80 lat,
biatko to zaczeto stuzy¢ jako model do badan nie tylko
w mikrobiologii i medycynie, ale takze w enzymologii,
krystalografii i biologii molekularnej. Jego rola w obronie
przed bakteriami Gram-dodatnimi atakujacymi zwierzeta
zostala dobrze poznana, a zastosowanie jako srodka kon-
serwujgcego w zywno$ci nadato mu dodatkowg warto$¢
uzyteczna. Jednak nalezy wspomnied, iz wiele aspektéw
dotyczacych biologicznej funkgji lizozymu nadal nie jest
w pelni poznanych [13].

Bubowa Lizozymu

Lizozym (LZ, muramidaza, N-acetylomuramylohydrola-
za) nalezy do uktadu nieswoistej, humoralnej odpowiedzi
immunologicznej [18,27,30,73]. EC 3.2.1.17 to numer EC
(Enzyme Commission, Komisja Enzymatyczna) przypisa-
ny do LZ wedtug zasad klasyfikacji enzyméw opracowanej
przez Komitet Nazewnictwa (Nomenclature Committee)
Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekular-
nej (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, [UBMB) [25]. Muramidaza wystepuje u zwierzat,
roslin oraz wiruséw. Znalez¢ ja mozna w ziarnach neu-
trofiléw, makrofagéw i monocytéw, réwniez w osoczu
krwi, tzach, $linie oraz wydzielinach §luzowo-surowiczych
drég oddechowych. Wystepuje réwniez w mleku, miodzie
i w biatku jaja kurzego. We krwi zdrowego czlowieka ste-
zenie LZ zawiera sie w przedziale 0,5-2,0 ug/ml, natomiast
w §linie 2,0-5,0 ug/ml [27,30].

Muramidaza jest biatkiem wystepujacym w postaci po-
jedynczego taticucha peptydowego utworzonego ze 129
reszt aminokwasowych, ktérego masa czasteczkowa wy-
nosi 14,4 kDa. W swej budowie nie zawiera grupy proste-
tycznej. Cztery mostki disiarczkowe stabilizujg strukture
natywng LZ. Ksztalt czasteczki jest prawie elipsoidalny
owymiarach 4,5 x 3,0 x 3,0 nm. Wiele reszt argininy obec-
nych w taricuchu polipeptydowym muramidazy, nadaje
jej ogdlny tadunek dodatni. Struktura trzeciorzedowa
enzymu jest podzielona na dwie domeny przez gleboka
szczeline zawierajgca miejsce aktywne, wigzace substrat.
Jedna domena sktada sie gtéwnie ze struktur p, druga
natomiast zawiera helisy a. W reakcje enzymatyczne sa
zaangazowane dwie reszty aminokwasowe: kwasu gluta-
minowego (Glu35) oraz kwasu asparaginowego (Asp52).
Sa umiejscowione po przeciwnych stronach szczeliny
wiazacej substrat. Proces rozszczepiania wigzania gliko-
zydowego wymaga takze udziatu czasteczki wody. Mu-
ramidaza ma spoistg budowe dzieki zgromadzeniu grup
hydrofobowych w §rodku czasteczki, a wyeksponowaniu
grup polarnych na zewnatrz. Samo zwigzanie substra-
tu zachodzi za pomocg sit van der Waalsa i towarzyszy
mu zmniejszenie szczeliny [2,13,22,49]. Nalezy doda¢, ze
jeczmienna chitynaza, bakteryjna chitozanaza, LZ bial-
ka jaja gesiego (goose egg white lysozyme, GEWL), LZ

bakteriofaga T4 (T4L) i LZ biatka jaja kurzego (hen egg
white lysozyme, HEWL) - wszystkie hydrolizujg podobne
polisacharydy. Biatka te nie wykazuja istotnych podo-
bieristw w sktadzie aminokwasowym, ale majg struktu-
ralnie niezmienny rdzen, sktadajacy sie z dwéch helis
i trzech nici beta-kartki, ktére formuja wiazacg substrat
i katalityczng szczeline. Enzymy te reprezentuja nadro-
dzine hydrolaz, ktéra prawdopodobnie powstata na sku-
tek ewolucji dywergentnej. Na podstawie strukturalnych
kryteriéw Monzingo i wsp. podzielili te nadrodzine na
rodzine bakteryjna (chitozanaza i T4L) i eukariotyczng
(chitynaza, GEWL). HEWL jest bardziej powigzany z ro-
dzing eukariotyczng niz z rodzing bakteryjna [62]. Przed-
stawiciele obu wspomnianych rodzin majg w strukturze
biatka wspdlny rdzen, ale zawieraja rézne N- i C-termi-
nalne domeny [62].

W krélestwie zwierzat wystepuja trzy gtéwne postaci LZ:
typ c opisany jako kurzy (chicken, conventional type), typ
g opisany jako gesi (goose-type) oraz typ i obecny u bez-
kregowcéw (invertebrate type) [13,31]. Typ c LZ stwier-
dzono réwniez u bezczaszkowcéw i stawonogdw, typ g
u ostonic i mieczakdw. Natomiast typ i wystepuje u szkar-
tupni, mieczakéw, pierscienic, nicieni, stawonogéw oraz
gabek (ryc. 1). Modelem do badari nad strukturg i funk-
cja enzymatyczng jest muramidaza typu c z bialka jaja
kurzego. Ten rodzaj LZ jest wytwarzany przez wiekszo§¢
kregowcéw, w tym ssaki [13].

Marsich i wsp. opisali nowy gen bakterii Helicobacter
pylori, ktérego ekspresja prowadzi do powstania au-
tolitycznego enzymu zdolnego do degradacji $ciany
komérkowej Gram-dodatnich i Gram-ujemnych bakte-
rii [56]. Badacze nadali mu nazwe lys. Zaobserwowano
jego ekspresje u wielu niespokrewnionych szczepéw
klinicznych bakterii, co sugeruje, iz jest on konserwa-
tywny u gatunku H. pylori. Poréwnanie nukleotydowej
sekwencji lys i genu HP0339 H. pylori ATCC 26695 ujaw-
nito niemal catkowita ich identyczno$é z wyjatkiem
obecnosci 24-nukleotydowej ,,wstawki” w sekwencji
genu lys. Kodujgce sekwencje lys i HP0339 wykazaty na-
tomiast wysoki stopieri homologii z kodujaca sekwencja
genu LZ bakteriofaga T4.

Aby dane biatko mozna byto zaklasyfikowa¢, jako nowa
posta¢ muramidazy, musi spelniaé nastepujace kryteria:
« niska masa molekularna,

« stabilno$¢ w kwasnym pH,

« inaktywacja pod wptywem warunkéw zasadowych,

» powodowac lize komérek M. lysodeikticus [70,80].

LZ jest prawdopodobnie jednym z najlepiej zbadanych
enzyméw hydrolitycznych (tab. 1). Rentgenograficz-
nie oznaczona struktura molekularna HEWL ogtoszona
w 1965 r. [5] byta pierwsza strukturg 3D okreslong dla
molekuty enzymu. Od tego czasu muramidaza stuzy, jako
model do badan procesu fatdowania biatek, katalizy enzy-
matycznej, krystalografii i ewolucji enzyméw. Co wiecej,
ludzki LZ wzbudzit ostatnio znaczne zainteresowanie, jako
biatko amyloidogenne [23].
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Ryc. 1. Wystepowanie réznych typéw lizozymu w krélestwie zwierzat (na podstawie [13] zmodyfikowano)

Amyloidozy sa grupg choréb, ktére taczy wspdlna cecha:
pozakomdrkowe ztogi patologicznych, nierozpuszczalnych
biatek widkienkowych, odktadajacych sie w jednym badz
tez wielu tkankach i narzadach. Odktadajace sie biatka two-
rzace widkienka amyloidu sa wynikiem dziedziczonych au-
tosomalnie dominujaco amyloidoz rodzinnych. Najczesciej
wystepujacg postaé amyloidozy wywotuje zmutowana trans-

tyretyna (rodzinna amyloidoza transtyretynowa). Trans-
tyretyna to biatko transportujace tyroksyne oraz wigzgce
retinol. Jednak zmiany w strukturze apolipoproteiny A-I,
gelsoliny, fibrynogenu Aa i co wazne - LZ, takze sa przyczyna
amyloidozy. W przypadku mutacji dotyczacej muramidazy,
zajmowane ztogami biatek widkienkowych pozostaja nerki,
watroba i §ledziona [37].
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Tabela 1. Chronologia badan nad lizozymem

Przykfady badan nad struktura lizozymu Autorzy
Rentgenograficznie oznaczona struktura 3D HEWL [5]
Struktura krystaliczna zmutowanej czasteczki HEWL [34]
Wptyw temperatury na strukture LZ [44]
Struktura GEWL [95]
Struktura krystaliczna LZ w zaleznosci od stopnia uwodnienia enzymu [65]
Wptyw sacharozy, sorbitolu i trehalozy na strukture LZ [17]
Imiany w strukturze HEWL pod wptywem dziatajacego ciénienia [75]
Analiza krystalograficzna HEWL w obecnosci alkoholi [20]
Struktura krystaliczna biatka vy (inhibitora LZ u bakterii Gram-ujemnych) w kompleksie z HEWL [1]
Struktura LZ TIL (nalezacego do typu i) w kompleksie z trimerem N-acetyloglukozaminy [32]
Struktura krystaliczna HEWL [89]

Badania struktury enzymu sg wymagane do szczegétowego
zrozumienia wlasciwosci biatka w skali molekularnej lub
atomowej. Chemiczna synteza biatka jest waznym i przy-
datnym narzedziem, poniewaz umozliwia niemal absolutna
kontrole nad kowalencyjng struktura molekuty enzymu. Pré-
by chemicznej syntezy muramidazy o pelnej dtugosci byty
podejmowane bezskutecznie juz od 1970 r. [39,84]. Dopiero
niedawne badania [23] pozwolity na catkowitg chemiczna
synteze ludzkiego LZ. Syntetyczne biatko o duzej czystosci
i zachowanej aktywnosci enzymatycznej uzyskano w znacz-
nej ilosci. Opracowana metoda umozliwi wytworzenie uni-
kalnych chemicznych analogéw muramidazy i jak sie uwaza
znajdzie w przysztosci zastosowanie w wielu dziedzinach
badari nad LZ.

MECHANIZM DZIALANIA LIZOZYMU

Enzym dziata litycznie w stosunku do $ciany komdrkowe;j
bakterii. Jego aktywno$¢ powoduje rozszczepianie w pepty-
doglikanie (PG) wigzati p-1,4-glikozydowych znajdujacych
sie miedzy atomem C-1 kwasu N-acetylomuraminowego
(MurNAc) a atomem C-4 N-acetyloglukozaminy (GIcNAc).
LZ prowadzi wiec do rozktadu mureiny na disacharydy Gle-
NAc-MurNAc [13,22,27,30]. Aktywno$¢ bakteriobdjcza mu-
ramidaza wykazuje gtéwnie w stosunku do bakterii Gram-
-dodatnich, a jej cytolityczne dziatanie na komérki bakterii
Gram-ujemnych nie zostalo w pelni poznane [27,30,98].
Enzym hydrolizuje réwniez wigzania glikozydowe obecne
w chitynie [31].

Dodanie muramidazy do zawiesiny komérek bakterii Gram-
-dodatnich powoduje szybkie jej przejasnienie. Bakterie M.
luteus (M. lysodeikticus) sa poddaware lizie juz przy stezeniu
LZ wynoszacym 1 pg/ml. Spektrofotometryczny pomiar
zmiany absorbancji zawiesiny bakterii M. lysodeikticus w ba-
danym roztworze wykorzystuje sie do oznaczania aktywno-
$ci enzymatycznej LZ [73,85].

Tabela 2. Zakres dziatania lizozymu wobec bakterii, wiruséw i grzybéw

Przyktady organizméw, wzgledem ktorych

lizozym wykazuje aktywnos¢ Autorzy

Bacillus
Corynebacterium
Bakterie Gram-dodatnie Lac.tobaa//us [41]
Micrococcus
Sarcina

Streptococcus

Salmonella
Brucella
Klebsiella
Shigella
Neisseria
Escherichia

Wirusy HIV-1 [46]

Fusarium oxysporum
Fusarium solani
Pythium aphanidermatum
Sclerotium rolfsii
Botrytis cinerea
Candida albicans

Bakterie Gram-ujemne [41,71,79,88]

Grzyby [54,55,90]

Muramidaza dziata, wedtug doniesier literaturowych, réw-
niez wobec niektérych gatunkéw grzybdéw [54,55,90], a tak-
ze wplywa hamujgco na aktywno$¢ wirusa HIV-1 (tab. 2)
[46]. Enzym ma ponadto wlasciwosci przeciwnowotworo-
we [81]. Ostatnie badania [38,45] wskazujg natomiast, iz
LZ wystepujacy u komaréw (Anopheles gambiae, Anopheles
dirus) utatwia u tych zywicieli rozwdj pasozytniczych pier-
wotniakéw z rodzaju Plasmodium, bedacych czynnikami
etiologicznymi malarii. Lizozym typu c-1 wystepujacy u A.
gambiae wiaze sie do oocyst Plasmodium. Wyciszenie genu
LYSC-1 u tych komaréw znacznie zmniejsza intensywno$¢é
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zarazenia i czesto$¢ wystepowania pasozytniczych pier-
wotniakéw. Podobne wyniki uzyskano dla A. dirus, u ktére-
go wyciszenie genu AdLys c-1 spowodowato redukcje liczby
oocyst Plasmodium.

Na lityczne dziatanie LZ wplywaja: temperatura, pH i ste-
zenie chlorku sodu (NaCl) w $rodowisku. Zwiekszenie ak-
tywnodci litycznej enzymu odnotowano przy temperaturze
wzrastajacej do 60°C. Warto$¢ pH, przy ktérej obserwuje sie
maksymalna lize komérek M. lysodeikticus zawiera sie mie-
dzy 6,0 a 7,0. Niewielka liza komérek bakterii obserwowana
jest natomiast przy nieobecnos$ci NaCl w §rodowisku. Na
podatnos$¢ bakterii na aktywno$¢ muramidazy wptywaja
tez warunki hodowli. Kazdy czynnik dziatajacy na stabilno$é
struktury powierzchni komérki (§ciany komérkowej i btony
protoplazmatycznej) lub kazda substancja blokujaca inte-
rakcje LZ zjego substratem (np. kwasne polimery), zmienia
wynik litycznej aktywnosci enzymu [78].

O tym, ze muramidaza jest bardzo stabilna w kwasnych roz-
tworach $wiadczy to, iz ogrzewanie do temperatury 100°C
w pH nieprzekraczajacym 8,5 nie powoduje utraty aktyw-
nosci enzymatycznej. Stopniowa inaktywacja LZ wystepuje
natomiast powyzej pH 9,0. Stabilno$¢ termiczng w duzej
mierze warunkujg obecne w czasteczce cztery mostki dwu-
siarczkowe. W roztworach o niewielkiej sile jonowej i pH
w zakresie 5,0-9,0 mozliwa jest dimeryzacja enzymu, powyzej
9,0 moze nawet nastapi¢ oligomeryzacja [31].

Dziatanie muramidazy na komdrki bakterii zalezy od fazy
wzrostu hodowli bakteryjnej. Wrazliwo$¢ komérek Lacto-
bacillus fermenti na dziatanie LZ jest najwieksza podczas wy-
ktadniczej fazy wzrostu tych bakterii. Komérki L. fermen-
ti pochodzace ze stacjonarnej fazy wzrostu sg oporne na
dziatanie muramidazy. Ponadto komérki z wezesnej fazy
stacjonarnej do optymalnej aktywnosci muramidazy wy-
magaja wyzszej temperatury, niz te bedace w fazie wzrostu
wyktadniczego. Chemiczna modyfikacja PG, ktéra wystepuje
podczas przejécia bakterii Gram-dodatnich z fazy wzrostu
wyktadniczego do fazy stacjonarnej moze wyjasniaé zwiek-
szong ich opornos¢ na LZ. Modyfikacje moga by¢ réznego
typu, np. obecno$é grup O-acetylowych w PG, brak grup N-
-acetylowych w PG, przytaczenie kwaséw tejchojowych do
PG lub wystepowanie wolnych grup aminowych w czesci
peptydowej PG [66].

LZ byt dtugo uznawany za enzym, ktéry ma mate znaczenie
w odpornosci przeciwbakteryjnej, poniewaz tylko nielicz-
ne organizmy wydawaty sie bezposrednio wrazliwe na jego
dzialanie. Okazalo sie jednak, ze muramidaza, oprécz dobrze
znanej aktywnosci wobec niektérych szczepéw Bacillus i Mi-
crococcus, dziata takze na wiekszo$¢ Enterobacteriaceae. Na
komérki Gram-ujemne LZ nie dziata jednak bezposrednio,
ale sg one na niego podatne, jezeli bedg zastosowane dodat-
kowe czynniki, np. EDTA (kwas etylenodiaminotetraocto-
wy), wysokie pH czy polimyksyna. Wptyw réznych czynni-
kéw wspomagajacych dziatanie LZ, polega prawdopodobnie
na dezorganizacji lipoprotein $ciany komérkowej bakterii
Gram-ujemnych, co w rezultacie umozliwia dostep enzymu
do substratu [67,68,76,77,91,93].

Dziatanie EDTA lub LZ powoduje lize bakterii Vibrio succino-
genes, ale tylko wtedy, jesli komérki sg zawieszone w $rodo-
wisku hipotonicznym przy zasadowym pH. Dziatanie LZ na
mrozone i rozmrazane bakterie nie powoduje duzej utraty
makromolekut z komdérki. Traktowanie komérek murami-
dazg w neutralnym pH oraz w obecnosci EDTA, powoduje
tworzenie sie z nich form kulistych (protoplastéw), ktére
jednak nie traca wiele swoich komponentéw komérkowych.
Mozliwe, ze zaréwno rozmrazanie jak i zamrazanie oraz uzy-
cie EDTA przy neutralnym pH, utatwiaja dzialanie LZ na mu-
kopeptyd bakteryjny [99].

Bakteriobdjcza aktywno$¢ normalnej surowicy ludzkiej
(NSL), przypuszczalnie wymaga wspétudziatu LZ i uktadu
dopetniacza (komplementu). Uktad dopetniacza moze wiec
dziataé tak jak EDTA, przygotowywaé miejsce docelowe dla
dzialania LZ przez dezintegracje btony zewnetrznej [91].

W latach 50. XX w. Warren i wsp. przeprowadzili badania
majace na celu okre$lenie wplywu temperatury i acetonu
na dziatanie LZ wobec bakterii Pseudomonas aeruginosa [92].
Pomiar zmetnienia ogrzewanej zawiesiny komérek P. aeru-
ginosa w buforze fosforanowym (pH 7,0) zawierajacym LZ
wykazat lize bakterii, ale jej stopieri byt mniejszy w tempe-
raturze 100°C w czasie 10 min od obserwowanej w tempe-
raturze 60°C w czasie 1 godziny. Dodanie muramidazy do
zawiesiny pateczek P. aeruginosa uprzednio traktowanych
acetonem jeszcze bardziej dziatalo litycznie niz po zastoso-
waniu ogrzewania komérek bakterii. Natomiast dodanie LZ
do ogrzanych i traktowanych acetonem pateczek P. aerugi-
nosa spowodowato znacznie wieksza ich lize od obserwo-
wanej bez dodania muramidazy. Warren i wsp. uznali wiec,
ze komérki P. aeruginosa, ktére byly uprzednio ogrzane lub
traktowane acetonem ulegaja lizie spowodowanej dziata-
niem LZ [92]. Réwniez wiele innych traktowanych wezesniej
acetonem bakterii Gram-ujemnych (wlgczajac w to niektére
patogenne gatunki), ulega lizie pod wptywem dziatania LZ.
Mozliwe, Ze ogrzewanie lub stosowanie acetonu jest niezbed-
ne w procesie lizy, poniewaz sprawia, ze substrat w $cianie
komdérkowej dla enzymu staje sie bardziej dostepny. Praw-
dopodobnie aceton wptywa na zwiekszenie wrazliwosci ko-
mdrek P. aeruginosa na dziatanie muramidazy przez jego
oddziatywanie na lipidy blony zewnetrznej tych bakterii.
Badacze zaobserwowali takze, ze LZ jest aktywny w szerokim
zakresie pH - 5,0-9,0. Stwierdzili réwniez, iz enzym wykazu-
je silniejsze dziatanie w 37 lub 50°C niz w 24°C, a zadnej lizy
komérek nie odnotowuje si¢ w 4°C. Te obserwacje sa zgodne
z podobnymi wykazanymi dla bakterii M. lysodeikticus [92].

WYSTEPOWANIE LIZ0ZYMU U KREGOWCOW

Ryby

Muramidaza u ryb, podobnie jak u innych kregowcéw,
odgrywa wazng role w mechanizmach obronnych go-
spodarza przed infekcjami. LZ u tych zwierzat wystepu-
je gléwnie w tkankach bogatych w leukocyty. ZnaleZ¢ go
mozna na skérze, w skrzelach, w przewodzie pokarmo-
wym, a wiec w miejscach, gdzie ryzyko inwazji bakteryjnej
jest duze. Muramidaza ryb w odréznieniu od ssaczej ma
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istotng antybakteryjna aktywno$¢ nie tylko wzgledem
Gram-dodatnich bakterii, ale réwniez wobec Gram-ujem-
nych, nawet w przypadku braku aktywnosci uktadu do-
pelniacza. LZ moze réwniez uczestniczy¢ w zapobieganiu
pionowej (wertykalnej - z matki na potomstwo) transmisji
niektdérych patogendw ryb, chod jego dziatanie nie przy-
czynia sie do zabicia komdrek np. bakterii Renibacterium
salmoninarum, ktére wywotuja choroby nerek u tych kre-
gowcdw [102].

Aktywno$¢ enzymatyczna LZ moze sie zmienial w zalez-
nosci od plci ryb, ich wieku, pory roku, temperatury wody,
PH, wystepujacych infekcji oraz stopnia nasilenia czynni-
kéw stresowych [80]. Pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss)
w warunkach stresu wywotanego duzym zanieczyszcze-
niem wody ma zmniejszone stezenie LZ w surowicy. Zwiek-
szong aktywno$¢ enzymu w surowicy obserwowano nato-
miast u karpia (Cyprinus carpio) zainfekowanego bakteriami
Aeromonas punctata badZ narazonego na inwazje pierwot-
niakami Eimeria subepithelialis [102]. Stezenie LZ w surowicy
ujednego z gatunkéw karpia jest wyzsze w porach letnich
i deszczowych, ale nizszsze w sezonie zimowym, co wska-
zywaé moze na wieksza podatno$é tych ryb na zakazenia
w okresie zimowym [80].

Niektdre gatunki ryb zawieraja typ g muramidazy w miej-
scach narazonych na wptywy $rodowiska i/lub zaangazo-
wanych w odpowiedz immunologiczna, takich jak: skrzela,
jelito czy watroba [87].

Plazy

Lizozym u ptazéw zostal wykryty podczas badani [64] pro-
wadzonych nad etiologia jednego z nowotworéw u zab
leopardowych (Rana pipiens). Zauwazono, ze organy do-
rostych zdrowych osobnikéw tych zab zawierajg enzymy
bakteriolityczne. Po przeprowadzeniu dodatkowych te-
stéw okazalo sie, ze enzymy te stanowia osiem form LZ.
Wszystkie te izoenzymy muramidazy wykryto w nerkach
badanych zwierzat, natomiast watroba oraz §ledziona za-
wierata siedem form, skéra sze$¢, jajnik pieé, a surowica
tylko dwie. Najwieksze stezenie LZ stwierdzono w §le-
dzionie, a nastepnie w nerkach, watrobie, skérze i jajniku.
Surowica zawierata bardzo niewielkie ilo$ci enzymu. Pod
wzgledem najwiekszej aktywno$ci muramidazy w okre-
$lonym narzadzie - jajnik zajmowatl najwyzsza pozycje
[70].

Gady

Na temat LZ u gadéw zgromadzone dotychczas informacje
sa niewielkie. Wyizolowano i scharakteryzowano murami-
daze z biatka jaja, ale nie wiadomo czy jest obecna w in-
nych tkankach. Niemniej jednak enzymy te sg uwazane za
wazne czynniki uczestniczace w interakcji z bakteriami.
Zasugerowano, ze brak ich litycznej aktywnosci u gadéw
wobec komdrek Aeromonas hydrophila moze sie przyczy-
ni¢ do zwiekszonej ich zjadliwo$ci w omawianej grupie
kregowcéw. Bez bezposrednich dowodéw doswiadczal-
nych stwierdzenie to pozostaje jednak nadal tylko przy-

puszczeniem. Wérdd innych badanych szczepéw bakterii
Gram-ujemnych, Vibrio cholerae byt najbardziej podat-
ny na dziatanie LZ gadéw, a P. aeruginosa mial niewielka
wrazliwo$¢ [13]. U gadéw enzym wykryto u jaszczurek
i kilku gatunkéw zétwi. LZ zétwia Trionyx gangeticus wy-
kazuje podobne enzymatyczne wtasciwosci, co LZ kurzy.
Poréwnanie muramidaz pochodzgcych z takich gatunkéw
gaddéw jak: z6twiak chiniski (Pelodiscus sinensis), z6twiak
sundajski (Amyda cartilagenea) oraz z6tw zielony (Chelo-
nia mydas) doprowadzito do stwierdzenia, ze kazda z nich
miata rézna lityczng aktywno$é przeciwko kilku szczepom
zaréwno Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych bakterii.
Zaden z LZ nie byl natomiast skuteczny wobec szczepéw,
ktére byly patogenne dla gadéw [105].

Ptaki

LZ u ptakéw mozna znalez¢ przede wszystkim w ich jajach.
Niektdre biatka jaj tych zwierzat zawieraja tylko muramida-
ze typu g (np. u gesi rasy embden), inne tylko LZ typu c (np.
u kury), ale tez zdarza sie, ze w ich sktad moga wchodzié
oba typy enzymu (wystepujace np. u czarnego tabedzia)
[13]. Poréwnujac LZ kurzy i gesi, enzym kurzy ma kilka-
krotnie mniejszg aktywno$¢ od gesiego w swym dziataniu
litycznym na $ciany komdérek bakterii [31].

Ssaki

Sposréd ssakéw, szczegdlng uwage nalezy zwrdcic na gru-
pe przezuwaczy, u ktérych rodzina genéw kodujacych LZ
prawdopodobnie wystepowata juz 40-50 mln lat temu,
arozdziat jej dla réznych gatunkéw nastapit okoto 25 min
lat temu. Dlatego tez LZ wydaje sie jednym z najstarszych
i niezmienionych biatek w tej grupie zwierzat. Nalezy jed-
nak zaznaczy¢, ze u przezuwaczy wystepuje niewielkie ste-
zenie tego enzymu w surowicy krwi. Natomiast u takich
zwierzat jak banteng (Bos javanicus) i lama (Lama glama)
nie wykryto muramidazy w surowicy [29].

Aktywno$¢ enzymatyczna LZ u bydta jest zblizona do wy-
stepujacej u koni i jednoczesnie jest 0 50-100% wieksza niz
u psa. llo$¢ i aktywno$¢ enzymu w surowicy u wszystkich
przezuwaczy jest zalezna od pory roku, stanu fizjologiczne-
go oraz wieku zwierzat. Duze stezenie muramidazy stwier-
dzono we 1zach kéz [7,19].

Stezenie LZ w surowicy okre$lone u zubra (Bison bonasus)
zawieralo sie w zakresie 2,10-6,40 pg/ml ze $rednia war-
toscia w przedziale 3,91-4,02 pug/ml ustalong dla réznych
grup badanych zwierzat. Nigdy nie osiagneto poziomu 10
ug/ml, ktéry jest wymagany do skutecznego przeprowa-
dzania procesu lizy. Sugeruje to, ze niespecyficzna od-
porno$¢ zubra wobec patogennych bakterii oparta na
zawarto$ci muramidazy w surowicy musi by¢ uznana za
bardzo niska [29].

W odniesieniu do LZ wystepujacego w surowicy $win, psa
i bydta, LZ surowiczy koni ma dwa razy wigksza aktyw-
no$¢. Jego ilo$¢ (podobnie jak u bydta) jest zalezna od se-
zonu, rasy i stanu fizjologicznego zwierzat. W komérkach
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polimorfonuklearnych pséw, LZ wystepuje w podobnym
stezeniu jak u $wiri [7,19].

Dimitrov i wsp. oznaczyli stezenie LZ w surowicy owiec
w badaniach majacych na celu okreslenie zwiazku mie-
dzy wrazliwoscia zwierzat na stres a ilo$ciag muramidazy
w surowicy [21]. Najwyzsze stezenie enzymu wystepowato
u owiec spokojnych (0,300 mg/ml), natomiast najnizsze
stwierdzono u zwierzat zaniepokojonych, zdenerwowa-
nych (0,173 mg/ml). Wskazuje to, ze muramidaza jest obec-
na u owiec w duzej iloéci, ale na jej stezenie w surowicy
maja wpltyw rézne czynniki, takie jak np. stres, ktére moga
znacznie obnizy¢ jej zawarto$c.

Typ g LZ ma u ssakéw mniejsze znaczenie niz typ c. Eks-
presja genu postaci g LZ jest swoista tkankowo i rézni sie
miedzy zwierzetami. U cztowieka wykazano jg w komér-
kach nerki oséb dorostych zainfekowanych uropatogen-
nymi szczepami bakterii E. coli, u myszy w jezyku i skérze,
aukur w jelicie [87].

FUNKCJE LIZOZYMU ZWIAZANE Z MECHANIZMAMI NIEENZYMATYCZNYMI

Poczatkowo LZ definiowano tylko przez jego zdolno$é
do lizy komérek niektérych bakterii. Nieenzymatyczny
sposéb dziatania LZ, jaki zaobserwowano na wczesnych
etapach badan nad tym biatkiem, polegat na aglutynacji
komérek bakteryjnych. Muramidaza, wspélnie z innymi
podobnymi komponentami, moze by¢ przyciggana przez
negatywnie natadowane grupy na powierzchni komér-
ki bakterii, ktérych neutralizacja powoduje aglutyna-
cje. Ponadto wiele substancji, w tym proste syntetyczne
zwiazki powierzchniowo czynne i naturalnie wystepuja-
ce kwasowe polimery bakteryjnego pochodzenia, moga
sie taczy¢ zLZ [78].

Wedtug niektdrych autorédw czgsteczki LZ w warunkach
in vitro moga sie przedostawal przez btony biologicz-
ne zbudowane ze zwiagzkéw fosfatydyloglicerolu, fosfa-
tydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy [63,103]. Inni
badacze twierdzg [24], ze najbardziej prawdopodobny
mechanizm bakteriobéjczej aktywnosci muramidazy po-
lega na zaburzaniu struktury btony zewnetrznej bak-
terii. Whasciwo$¢ ta, wykazana dla HEWL oraz T4L, zo-
stata potwierdzona w do$wiadczeniach na bakteriach,
grzybach oraz protoplastach ziemniakéw, przy czym
nie stwierdzono jej w te$cie hemolitycznym z uzyciem
komdrek ssaczych [24].

Muramidaza ma istotne wlasciwosci przeciwzapalne [69].
Enzym hamuje chemotaksje aktywowanych leukocytéw.
Jest tez zdolny do bezpos$redniej modulacji kaskadowo
przebiegajacych reakcji dopetniacza w czasie jego akty-
wagji. LZ, niektére biatka mleka oraz ligandy o niskiej ma-
sie molekularnej (np. cytryniany, fosforany), majg miej-
sca wigzgce o duzym powinowactwie do wapnia i dlatego
moga by¢ inhibitorami komplementu. Chelatujg bowiem
dwuwarto$ciowe jony wymagane do aktywacji dopetniacza
[69]. Jony wapnia sa niezbedne do aktywacji drogi klasycz-
nej komplementu [51].

Do innych wiasciwos$ci LZ nalezy, przez uszkadzanie $cian
komérkowych bakterii i fragmentowanie PG, inicjowanie
powstawania przeciwcial, a takze wigzanie sie do DNA wi-
ruséw i tworzenie nierozpuszczalnych komplekséw, co
przyczynia sie do ich inaktywacji [48].

Niedawno LZ zostat zidentyfikowany, jako biatkowy feromon
termitéw. Stwierdza sie jego wystepowanie w jajach i gru-
czotach §linowych tych owadéw. Ta nowa funkcja murami-
dazy podkresla duzy wplyw patogennych drobnoustrojéw
na ewolucje zachowar spotecznych u termitéw [59].

ZASTOSOWANIE LIZOZYMU W PRZEMYSLE SPOZYWCZYM

Muramidaza ma wiasciwosci, ktére pozwalajg na zastoso-
wanie jej w celu konserwacji zywnosci. Stezenie LZ w biatku
jaja kurzego wynosi okoto 3,2 mg/ml, w mleku krowim pra-
wie 0,13 ug/ml, a w ludzkiej siarze okoto 65 ug/ml. Kalafior
zawiera okoto 27,6 pg/ml muramidazy, a kapusta okoto 2,3
pg/ml. Uzycie wiec takiego naturalnie obecnego w wielu
produktach spozywezych LZ, w ilo$ci zawierajacej sie w prze-
dziale 10-100 ug/ml nie moze stanowi¢ zagrozenia toksyko-
logicznego. Bakteriostatyczne i bakteriobdjcze wiasno$ci
enzymu sg dobrze zbadane, aw ciggu ostatnich lat pojawiaja
sie nowe przyklady antybakteryjnych mechanizméw dziata-
nia LZ, niezaleznych od jego aktywnosci hydrolityczne;j [58].

Komisja Ekspertéw WHO/FAO ds. stosowania dodatkéw
do zywno$ci w 1992 r. uznala muramidaze za $rodek bez-
pieczny i zezwolita na wykorzystanie jej przy produkcji
i utrwalaniu Zywnosci. Enzym jest stosowany w skali prze-
mystowej m.in. w Australii, Austrii, Belgii, Danii, Francji,
Japonii, Niemczech i Wloszech [41]. LZ moze by¢ uzyty,
jako dodatek do przetwordw, $rodek powlekajacy oraz jako
sktadnik roztworéw, ktérymi spryskuje sie lub w ktérych
moczy sie gotowe spozywcze wyroby [6].

W Japonii opatentowano procedury dotyczace utrwalania
$wiezych warzyw, owocéw, ryb i miesa przede wszystkim
za pomoca pokrycia ich powierzchni LZ. Na przyktad pa-
tent jednej z firm dotyczy sposobu przechowywania ostryg
i krewetek w niskich temperaturach po uprzednim trakto-
waniu ich wodnym roztworem muramidazy i NaCl. Sposoby
konserwacji z uzyciem LZ zostaty tez opracowane dla takich
typowych wschodnich potraw jak: sushi, satatka japoriska
czy kluski chifiskie [41].

W przemysle serowarskim prowadzono dotad najbardziej
intensywne badania wiazace sie ze stosowaniem LZ. Mu-
ramidaze uzywa sie do produkcji seréw dojrzewajacych
w celu redukcji liczby bakterii kwasu mastowego, gtéwnie
Clostridium tyrobutyricum. Enzym przyczynia sie takze do
poprawy cech sensorycznych sera, nie wplywajac na proces
produkgji i jego dojrzewanie [6,41,43,94]. LZ wykorzystano
podczas produkcji sera edamskiego, gdzie wprowadzono
go bezposrednio do uktadu jeszcze przed dodaniem pod-
puszczki. Otrzymano pozytywny wynik mikrobiologiczny
przy zastosowaniu LZ o aktywnosci 500 U/ml (co odpo-
wiada dodatkowi biatka jaja w ilo$ci okoto 0,6%). Zarédwno
czysty enzym, jak i biatko jaja kurzego wykazywaty zblizo-
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na efektywno$¢ [41]. Muramidaza jest takze wykorzysty-
wana do kontrolowania obecnosci bakterii kwasu mleko-
wego w piwie, spetniajac te sama role przy produkeji wina
[16,28]. Okazalo sie, ze LZ jest takze silnym inhibitorem
bakterii hiochia (np. Lactobacillus heterohiochi, Lactobacillus
homohiochi) w sake (20% alkoholu, pH 4,0-4,5), a po roku
przechowywania w alkoholu w temperaturze pokojowe;
jego aktywno$¢ wynosi 85% wartoéci poczatkowej [41,101].

Dla przetworéw miesnych typu kietbasy wotowe, salami
oraz kietbasy wiedetiskie, takze wykorzystano rézne pro-
cedury ich konserwacji z uzyciem LZ (dodatek biatka do
wyrobdw, $rodek powlekajacy przetwory oraz sktadnik roz-
twordw, w ktérych moczy sie ostonki i gotowe produkty).
Dla kietbasy wotowej najlepszy efekt uzyskano, kiedy do
mieszanki peklujacej zawierajacej chlorek i azotyn sodu do-
dano muramidaze [41]. Réwniez inne wyniki badaf wska-
zujg, ze dodatek enzymu do wyrobédw miesnych, korzyst-
nie wpltywa na zmniejszenie stopnia ich zanieczyszczenia
poprodukcyjnego oraz istotnie przedtuza trwato$é w czasie
przechowywania w chtodniach [53].

LZ moze w okre$lonych warunkach odznaczaé sie wiek-
szym zakresem wtaciwosci, ktére poszerzaja zakres jego
antybakteryjnej aktywnoéci. Wynikiem modyfikacji mura-
midazy, ktéra powoduje zmiane monomeru enzymu w di-
mer i wyzsze oligomery jest pojawienie sie nowych wiasci-
wosci LZ. Inkubujac jaja w skorupach lub samo biatko jaja
w temperaturze 40°C mozna doprowadzi¢ do oligomery-
zacji enzymu [47,48]. LZ w nowej postaci traci pewng cze$¢
swojej hydrolitycznej aktywno$ci, jednak wykazuje silniej-
sze dziatanie antybakteryjne na bakterie Gram-dodatnie
oraz zwieksza zakres aktywnosci na bakterie Gram-ujemne
(w tym liczne bakterie chorobotwdrcze). W wyniku dime-
ryzacji ujawnia sie nowa aktywno$¢ enzymu, ktéra wiaze
sie z odstonieciem obszaru hydrofobowego w czgsteczce.
Zwieksza to zdolno$é przenikania LZ przez membrane, co
tlumaczy wieksza skuteczno$é dziatania wzgledem bakterii
Gram-ujemnych [35,47,48].

Prowadzone prace badawcze dotyczace sposobéw modyfi-
kacji LZ maja na celu otrzymanie zwiekszonej aktywnosci
enzymu [14,15,47,48]. Wyniki wskazuja, ze niezaleznie od
sposobu modyfikacji muramidazy, uzyskane po modyfika-
cji preparaty maja wieksza biologiczng aktywno$é prze-
ciwdrobnoustrojowa i szerszy zakres dziatania antybakte-
ryjnego. Stwarza to mozliwo$¢ na lepsze zastosowanie LZ
w przemysle spozywczym [48].

ZNACZENIE LIZOZYMU W MEDYCYNIE

Muramidaza jest wykorzystywana w leczeniu zakazen
bakteryjnych, wirusowych i grzybiczych. Preparaty LZ
w postaci sztyftéw lub masci mogg by¢ aplikowane na
btony §luzowe jamy ustnej, gardta, do oczu czy na skdre.
Lecznicze gumy do zucia z dodatkiem LZ sa stosowane
w schorzeniach jamy ustnej i przyzebia. Enzym wyko-
rzystuje sie takze w leczeniu choréb nowotworowych
ze wzgledu na wlasciwosci przeciwbdlowe. Jest ponad-
to $rodkiem wspomagajacym antybiotykoterapie oraz

dziatanie antyseptykdw, kortykosteroidéw i enzyméw
proteolitycznych [31,72].

LZ w potaczeniu z antybiotykami -laktamowymi zacho-
wuje silne bakteriobdjcze dzialanie. Dlatego tez terapia
ztozona z obu tych elementéw, moze skutecznie hamowaé
bakteriemie i prowadzi¢ do unikniecia posocznicy [50].

Peptydy uzyskane z LZ, mimo braku aktywno$ci enzyma-
tycznej, dziataja bakteriostatycznie. Budza zainteresowa-
nie ze wzgledu na mata mase czasteczkowa i brak odczynu
alergicznego po zastosowaniu w preparatach leczniczych.
Odczyn alergiczny moze by¢ obserwowany w odpowie-
dzi na zastosowanie muramidazy. Mine i wsp. opracowali
peptydy, zktérych jeden hamowat rozwdj Gram-ujemnych
bakterii Escherichia coli K-12, a drugi bakterii Gram-dodat-
nich Staphylococcus aureus [31,60].

Muramidaza ma wlasciwosci, ktére mogg zostaé wykorzy-
stane w celowanym transporcie lekéw do nerek. LZ, jako
biatko niskoczasteczkowe (< 30 kDa) badZ tez w potaczeniu
z lekami: kaptopryl-LZ, naproksen-LZ, sa tatwo przesa-
czane przez ktebuszek nerkowy. Nastepnie rozpadajg sie
w lizosomach komérek kanalika blizszego. Zastosowanie
leku w postaci kompleksu z muramidaza umozliwia ma-
nipulowanie szybkoscia uwalniania leku w nerce. Biatka
niskoczasteczkowe odktadaja sie tylko w nerce, stad tez
unika sie szkodliwych nastepstw, jakie mogtyby wystapié
w wyniku oddzialywania na inne komérki organizmu czto-
wieka. Celowany transport leku do nerek moze poprawié
nie tylko terapie chordb nerek, ale takze chordb sercowo-
-naczyniowych [31,33].

1lo§¢ LZ w organizmach ludzi albo zwierzat moze by¢
wskaznikiem wystepowania zmian patologicznych. W celu
rozpoznania wirusowego lub bakteryjnego zapalenia opon
mdézgowych stosowane jest oznaczanie zawarto$ci LZ w su-
rowicy krwi. [lo§¢ muramidazy wyizolowana z katu ludzi
dorostych jest wykorzystywana, jako wskaznik wystepuja-
cych zmian chorobowych jelit, a duza zawarto$¢ u oséb po
40 roku zycia moze wskazywa¢ na nowotwér odbytu [41].

Muramidaza podobnie jak niektdre inne biatka wyizolo-
wane z jaj (gtéwnie kurzych), np. owomucyna, awidyna,
cystatyna, jest stosowana w testach immunologicznych
typu ELISA [31].

MECHANIZMY OBRONNE BAKTERII CHRONIACE JE PRZED DZIALANIEM
LIZ0ZYMU

Udzial LZ w systemie obronnym wielu taksonomicznie od-
leglych organizméw, takich jak np. rosliny, bezkregowce
czy kregowce wskazuje na jego ewolucyjny sukces, jako
czynnika bakteriobdjczego. W zwigzku z tak powszech-
nym wystepowaniem i skuteczno$cia antybakteryjna, nie
dziwi, ze bakterie wyksztalcity mechanizmy pozwalajace
im unikna¢ dziatania tego enzymu [11].

Pateczki E. coli zawieraja peryplazmatyczne biatko Ivy, be-
dace inhibitorem LZ. Dziata swoiécie w stosunku do typu c
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i g muramidazy, ktére wystepuja u kregowcéw. Jego hamu-
jaca whasciwo$é odpowiada strukturalnemu i ewolucyjne-
mu powigzaniu poszczegdlnych postaci LZ [12].

Wykryto, ze aktywnos$¢ hamujaca dziatanie muramidazy
typu ¢ ma peryplazmatyczne biatko PliC Salmonella Ente-
ritidis oraz lipoproteiny MIiC P. aeruginosa i E. coli [11,104].
Jest to nowa klasa inhibitoréw, ktérych homologi sa po-
wszechne wérdéd Proteobacteria, co wskazuje na ich udziat
w interakcji bakteria-gospodarz. Dla pateczek z rodzaju Sal-
monella taki rodzaj opornosci moze mie¢ istotne znaczenie
w przezywalno$ci mikroorganizméw wewnatrz makrofa-
g6w, ktére wytwarzajg caly zestaw antybakteryjnych sub-
stancji, w tym réwniez LZ. Nalezy doda¢, ze PliC oraz MIiC
nie s3 w zaden sposdb powiazane z biatkiem Ivy.

Mozliwe dziatanie bakteryjnych inhibitoréw muramidazy
moze wykraczaé poza ich neutralizujgce dziatanie wzgle-
dem LZ. PG jest uwazany za silny czynnik wptywajacy na
odpornos$¢ wrodzong przez interakcje ze specyficznymi
receptorami gospodarza. Szczegblne znaczenie majg frag-
menty PG powstajace w wyniku dziatania enzymdw litycz-
nych. Wplyw bakteryjnych inhibitoréw LZ na fragmentacje
PG przez muramidaze, przyczynia sie wiec do zaburzeti
w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego gospoda-
rza [11,104].

Swoiste bakteryjne inhibitory LZ wykryto réwniez dla typu
i muramidazy - biatko Plil oraz typu g - PliG. Poczatkowo
PliG wyizolowano z pateczek E. coli, ale domniemane jego
homologi mozna znalezé w 15-20 innych rodzajéw Prote-
obacteria. Wiele bakterii ma wiecej niz jeden rodzaj inhi-
bitora LZ. U np. Salmonella stwierdzono obecno$é genéw
pliC, mliC 1 pliG. Moze to by¢ zwiazane z tym, iz niektére
zwierzeta wytwarzaja dwa typy muramidazy, a bakterie
czesto majg wiecej niz jednego gospodarza, kregowca lub
bezkregowca [87].

W ostatnich latach wykazano [3,4], ze S. aureus jest opor-
ny na dziatanie LZ ze wzgledu na modyfikacje PG przez O-
-acetylowanie w pozycji C-6 MurNAc za pomoca O-acety-
lotransferazy (OatA). Badania wskazuja ponadto, iz kwasy
tejchojowe (wall teichoic acid, WTA) oraz stopieri usiecio-
wania PG réwniez przyczyniaja sie do oporno$ci gronkow-
céw na hydrolityczng aktywno$é LZ. W badaniach zastoso-
wano rézne metody, takie jak analiza genomu, PCR (reakcja
taricuchowa polimerazy), Southern blotting, badanie wraz-
liwo$ci bakterii na LZ i sprawdzenie O-acetylacji PG za po-
moca techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC), aby okresli¢, u ktérych gatunkéw gronkowcéw PG
jest zmodyfikowany. Badania wykazaty, ze kwas murami-
nowy byt O-acetylowany tylko u patogennych, opornych
na dzialanie LZ bakterii (np. S. aureus, S. epidermidis, S. lug-
dunensis). Wszystkie niepatogenne gatunki byly wrazliwe
na dziatanie LZ. Mozna wskaza¢ wrazliwe gatunki (np. S.
carnosus, S. gallinarum i S. xylosus) i nadwrazliwe gatunki
(np. S. equorum, S. lentus i S. arlettae). U wszystkich podat-
nych na dziatanie LZ gatunkéw gronkowcéw, analizowany
PG byt de-O-acetylowany. Kiedy wykonano transformacje
genu oatA od opornego na LZ szczepu S. aureus do komérek

wrazliwej bakterii S. carnosus, odpowiednie transformanty
takze staly sie oporne na muramidaze [3].

RoLa Lizozymu W PROCESIE BAKTERIOBOJCZE) AKTYWNOSCI SUROWICY
ORAZ ZNACZENIE MONTMORYLONITU, JAKO CZYNNIKA ADSORBUJACEGO
LIZOZYM Z SUROWICY

Wilson i Spitznagel badali antybakteryjne dziatanie prze-
ciwcial, komplementu i LZ przez analize zmian ultrastruk-
turalnych i biochemicznych, ktére wywoluja te sktadowe
surowicy u szczepéw gtadkich bakterii E. coli [97]. Przeciw-
ciata (przy nieobecnosci muramidazy), powodowaty wraz
z uktadem dopetniacza uwolnienie z blony zewnetrznej do
72% fosfolipidéw znakowanych fosforem *P i do 85% ma-
tych bakteryjnych komponentéw. Kwas nukleinowy zna-
kowany fosforem 32P nie zostat uwolniony. Wykazano na-
brzmienie komdrek bakterii oraz wygtadzenie prawidtowo
,pomarszczonych” zewnetrznych warstw $ciany komdrko-
wej. Blona cytoplazmatyczna byta zniszczona, a struktury
wewnatrzkomérkowe ulegly dezorganizacji. Kiedy LZ zo-
stal dodany do uktadu: przeciwciata i komplement - zna-
kowane fosforem 3?P makromolekularne sktadniki komérki
byly z niej uwalniane. Uszkodzenie struktury obejmowato
utrate sztywnosci $ciany komdrkowej oraz jej przerwanie.
Zauwazono fragmentacje mukopeptydowej warstwy $ciany
komdrkowej. Przeciwciata wraz z LZ (przy braku komple-
mentu) nie wywolywaly uwalniania znaczacej ilosci fosforu
32p 7 komérek bakterii [97].

W literaturze mozna znaleZ¢ takze badania wskazujace, ze
muramidaza surowicy ludzkiej nie jest bezposrednio zaanga-
zowana w reakcje bakteriobéjcze in vitro wzgledem szczepéw
E. coli [57]. Wynika to z obserwacji proceséw biochemicz-
nych, ktére dowodzg, ze chociaz uwolnienie komponentéw
PG i liza komérek sa opéznione i zmniejszone w odpowiedzi
na neutralizacje LZ, to wzrastajaca przepuszczalno$¢ oraz
hamowanie syntezy biatek i RNA postepuja nadal, podobnie
jak w przypadku obecnosci aktywnego enzymu. Wydaje sie
wiec, ze LZ pehni role wspomagajaca, utatwiajaca ,,wejécie”
sktadowych komplementu do lezacej gtebiej, pod bogato
usieciowang warstwa PG, blony komédrkowe;.

Schreiber i wsp. podobnie sugeruja, ze zmiany w btonie
zewnetrznej powodowane dziatalnoscia sktadowych kom-
plementu, pozwalaja na dostep LZ do warstw PG i jego en-
zymatyczng degradacje [83]. Badacze wskazujg tym samym,
iz sama muramidaza jest niewystarczajacym czynnikiem
potrzebnym do wystapienia lizy komérek bakterii Gram-
-ujemnych.

Wykazano, ze traktowanie surowicy bakteriami E. coli (dwu-
krotne, wystepujace kolejno po sobie), usuwa wiekszo$¢ jej
bakteriolitycznej aktywnosci. Zauwazono ponadto, ze hemo-
lityczny komplement nie zostat wyraznie ,,naruszony” [91].
Zaktadajac, Ze utrata bakteriolitycznego dziatania surowicy,
spowodowana kontaktem z bakteriami, byla zwigzana ze
strata przeciwcial, dodano do niej surowice podgrzana do
56°C (co powodowalo jej inaktywacje). Uzyskano wéwczas
czesciowe przywrdcenie aktywnosci. Obserwacje te uznano
poczatkowo za dowdd udziatu przeciwciat w reakcji bakte-
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riolitycznej, do czasu az zauwazono, iz krystaliczny LZ biatka

jaja dodany w ilo$ciach §ladowych, réwniez byt zdolny od-
tworzy¢ bakteriolityczna aktywno$¢ surowicy traktowanej
bakteriami. Sugerowato to, ze LZ byt waznym czynnikiem
usuwanym z surowicy podczas jej wymieszania z bakteriami.
Wykonano wiec badania z uzyciem komérek M. lysodeikticus
i stwierdzono, ze poczatkowy poziom muramidazy w su-
rowicy wynosit 5,2 ug/ml [91]. Po pierwszym traktowaniu
bakteriami spadt do 2,4 ug/ml, a po drugim do 0,9 pg/ml.
Ogrzanie surowicy przez 30 min w 56°C nie miato dostrze-
galnego wplywu na aktywno$¢ LZ. Zaobserwowano ponadto,
ze LZ biatka jaja wykazywat stabilno$¢ termiczng podczas
ogrzewania w obecnosci biatek surowicy, ktéra byta podob-
na do stabilnosci termicznej wykazywanej przez endogenny
LZ surowicy. Potwierdzono to eksperymentem, w ktérym 20
ug/mlLZ biatka jaja dodano do surowicy, w ktérej wykazano
poczatkowa aktywno$¢ LZ na poziomie 4 pg/ml. Po ogrzaniu
przez30 min w 56°C, catkowita aktywno$¢ muramidazy w te-
stowanej surowicy wyniosta 20 ug/ml, wskazujac, ze mniej
niz 20% aktywnosci zostato utracone. Wykazano dodatkowo,
ze EDTA bez muramidazy nie dziatato litycznie [91].

Badania prowadzone juz w latach 60 XX w. wskazywaty
na udziat endogennego LZ w bakteriobdjczej aktywnosci
surowicy. Dowiedziono tego przez adsorpcje surowicy na
bentonicie (montmorylonit, glina smektyczna), ktéry w za-
tozeniu, jakie poczyniono usuwa ten enzym z surowicy. Su-
rowica traktowana bentonitem ma tylko niewielkg aktyw-
no$¢ bakteriobdjcza wzgledem bakterii E. coli, ale stawata
sie bardzo aktywna, kiedy dodano do niej LZ biatka jaja [91].

Gliny smektyczne, takie jak montmorylonit, s réwniez na-
zywane bentonitami. Dlatego tez w nomenklaturze uzywa
sie czesto zamiennie okreslenia montmorylonit i bentonit
[9,73,86]. Montmorylonit (MMT) nalezy do krzemiandw war-
stwowych i jest gtéwnym sktadnikiem bentonitu. Bentonit
jest skalg ilastg (item peczniejacym) [52,73,86]. MMT ma
zdolno$¢é pochtaniania duzych ilosci wody, a wraz z nig takze
pierwiastkéw biogennych i substancji chemicznych. Na zdol-
noéci adsorpcyjne MMT wplywa jego pakietowa struktura
oraz obecno$¢ stabych oddzialywar van der Waalsa [27,73].

Niektdrzy badacze sadza [9], ze najskuteczniejszy przebieg
procesu zabijania bakterii wystepuje wtedy, kiedy wszystkie
elementy surowicy wspétpracuja ze sobg. Do badania roli tej
kooperacji pomocna jest wspomniana wyzej metoda, w kté-
rej usuwa sie muramidaze z surowicy w wyniku jej adsorpcji
na bentonicie [9,26]. Przy jej zastosowaniu wykazano, iz LZ
moze by¢ brany pod uwage, jako wazny czynnik w bakte-
riobdjczej aktywnosci normalnej surowicy bydlecej oraz
NSL dla wiekszo$ci badanych serowaréw Salmonella 048 [9].

MMT, oprécz LZ, usuwa z surowicy réwniez inne jej kom-
ponenty. Sugeruje sie, ze sa to: sktadowe C1q i C3 uktadu
dopetniacza, immunoglobulina IgG, properdyna oraz jony
wapnia. Moze to ttumaczy¢ utrate wlasciwosci bakteriobdj-
czych surowicy po kontakcie z MMT [9,36].

Za pomocg metod WAXS (wide-angle X-ray scattering, sze-
rokokatowa dyfraktometria rentgenowska, szerokokgtowe

rozpraszanie rentgenowskie) i SAXS (small-angle X-ray
scattering, matokgtowa dyfraktometria rentgenowska, dy-
fraktometria niskokatowa) udato sie wykazaé, ze MMT po
kontakcie z surowicg ludzka i bydlecg, zmienia swojg struk-
ture przestrzenng [9,10,27].

MMT ma regularng, tworzacg warstwy budowe. Prze-
strze miedzywarstwowa wyznaczona wedlug prawa
Bragga wynosi 1,1 nm. Najprostszym sposobem zbada-
nia mechanizmu adsorpcji biatek surowicy przez MMT
jest kontrolowanie rozmiardéw tej przestrzeni za pomoca
wspomnianych technik dyfraktometrii rentgenowskiej
(X-ray diffraction). Okazato sie, ze struktura mineratu
po kontakcie z surowica (eksfoliacji surowica) ulega de-
laminacji i traci uporzadkowana budowe [8,9,10]. Aby do-
wiedzie( sie, jakie biatko powoduje wspomniang zmiane
struktury, MMT potraktowano roztworem albuminy, roz-
tworem LZ oraz dla poréwnania, roztworem zawierajacym
mieszanine obu tych waznych biatek surowicy. Nie zaob-
serwowano jednak w zadnym przypadku procesu dela-
minacji. Wskazuje to, ze zmiany struktury przestrzennej
MMT sa spowodowane przez niezidentyfikowane jeszcze
biatko lub przez synergistyczng adsorpcje kilku kompo-
nentéw surowicy, w tym LZ. Bardziej prawdopodobny
wydaje sie drugi mechanizm. W przypadku surowicy po-
zbawionej jonéw wapnia nie obserwuje sie delaminacji
struktury mineratu, co wskazuje na decydujacy wptyw
tych kationéw na caty proces adsorpcji [9].

W celu ustalenia, jaka role LZ odgrywa w zjawisku delami-
nacji MMT, uzyto powszechnie dostepnego zrédta enzymu,
jakim jest biatko jaja kurzego. Przypuszcza sie, ze dodatni
tadunek muramidazy, utrzymujacy sie w szerokim zakresie
pH, powinien nie tylko wspomagad wigzanie sie innych bia-
tek jaja kurzego do MMT, ale réwniez wptywaé stabilizujaco
na zaadsorbowane molekuty. Roztwér pochodzacy z biatka
jaja kurzego wykorzystany w eksperymentach zawierat
cztery najwazniejsze jego biatka: LZ (o masie czasteczkowej
14,4 kDa), owomukoid, owoalbumine oraz owotransferyne
[42]. Owoalbumina jest proteing o masie czasteczkowej 44,5
kDa i stanowi 54% wszystkich protein jaja kurzego. Owo-
transferyna stanowi 12% wszystkich protein biatka jaja
kurzego. Owomukoid natomiast to glikoproteina o masie
28 kDa stanowigca 10-11% protein biatka jaja [31].

Wykazano [42], ze w pierwszych sekundach proces adsorp-
¢ji na MMT zachodzi najbardziej efektywnie dla transfe-
ryny i albumin. Adsorpcja LZ jest o wiele mniejsza, a owo-
mukoid prawie wcale nie odktada sie na ptytkach MMT.
Po uplywie 40 s od poczatku procesu zaobserwowano nie-
znaczny wzrost w przebiegu adsorpcji muramidazy, zwiek-
szenie adsorpcji owomukoidu, a takze spadek pochtaniania
albumin. Po 60 s adsorpcja wszystkich biatek z wyjatkiem
transferyny niemal ustaje, za$ po okoto 300 s nastepuje
gwalttowny wzrost w przebiegu adsorpcji owomukoidu.
Razem z tym biatkiem zwieksza sie takze adsorpcja LZ.
Po uptywie 900 s proces ustaje i zadne z bialek nie jest juz
adsorbowane przez MMT. Wynika stad wniosek, ze zjawi-
sko adsorpdji jest zwigzane z sekwencyjnym, zaleznym od
czasu przylaczaniem sie kolejnych biatek do MMT [42].
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Jedynie muramidaza (ze wszystkich czterech wspo-
mnianych biatek) ma tadunek dodatni, co powinno
sprzyjaé jej wiazaniu przez MMT. Omdwione jednak
wyzej wyniki wskazuja, ze na poczatku procesu adsorp-
cji (0-20 s), na MMT ,,0sadzaja” sie gtéwnie owoalbu-
mina i owotransferyna, mimo ich ujemnego tadunku.
Swiadczy to, iz wytworzenie pierwszej warstwy biatek
na powierzchni mineratu nie zalezy od elektrostatycz-
nych interakcji miedzy biatkami a MMT. Na tym etapie
mozna przypuszczal, ze wspomniane proteiny wigza
sie na powierzchni MMT przez pewne specyficzne inte-
rakcje. Badacze doszli do wniosku, ze za dezintegracje
warstwowej struktury mineratu odpowiada gtéwnie
adsorpcja owotransferyny i owoalbuminy. Wydaje sie,
ze LZ nie bierze udzialu podczas delaminacji, a jego
ilo§¢ zaadsorbowana przez MMT jest niewielka [42].
Dzieki metodom WAXS i SAXS pojawiaja sie nowe moz-
liwo$ci badani nad interakcjg LZ z innymi biatkami, np.
biatkami obecnymi w jajach kregowcéw lub biatkami
uktadu dopetniacza.

Rola LZ w procesie bakteriobdjczej aktywnosci surowicy
wobec bakterii Gram-ujemnych jest niewyjasniona i budzi
wciagz wiele kontrowersji [9].

Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych przez Mo-
kracka-Latajka i wsp. [61] wskazuja, ze 60% badanych
szczepdw Salmonella byto zabijanych tylko w surowicy,
w ktérej dopetniacz byt aktywowany na drodze klasycznej
oraz obecny byt LZ. 20% szczepéw bakterii byto wrazli-
wych, kiedy w surowicy aktywna byta $ciezka klasyczna
uktadu dopetniacza bez udzialu muramidazy, a pozosta-
te 20% wykazywalo podatno$é na dziatanie surowicy, w
ktérej aktywowane byty niezalezne mechanizmy: komple-
ment aktywowany na drodze klasycznej bez udziatu LZ
oraz komplement aktywowany na drodze alternatywnej
w obecnosci LZ. Badacze Ci wykazali réwniez, iz szczepy
bakterii Gram-ujemnych typu gtadkiego, majace komplet-
ny lipopolisacharyd (LPS) - postaci S byly wrazliwe tylko
na kompletna ludzka surowice, co oznacza, ze wszystkie
jej bakteriobdjcze czynniki (facznie z LZ) sg potrzebne do
wywotania spadku przezywalnosci tych bakterii w suro-
wicy. Aby zabi¢ komdérki bakterii o skréconym LPS (typu
R, postaci szorstkie), konieczna byta aktywacja réznych
mechanizméw antybakteryjnych [61].

Wolska i wsp. stwierdzili, Ze obecno$¢ muramidazy w su-
rowicy $winskiej i bydlecej petni wazna funkcje w ich
reakcji bakteriobdjczej, poniewaz usuniecie enzymu wy-
wotato 69% obnizenie aktywno$ci surowicy $wiriskiej wo-
bec komérek bakterii P. aeruginosa i 78% spadek dziatania
surowicy bydlecej wobec komdrek tych bakterii [100].
Wplywu LZ na komdrki P. aeruginosa nie zauwazono na-
tomiast w 50% surowicy ludzkiej [100].

Bardzo ciekawe sa wyniki wykazujace, iz wptyw LZ na
proces bakteriobdjczy surowicy ujawnia sie w niskich
stezeniach surowicy ludzkiej, poniewaz w 1% NSL, z kté-
rej usunieto LZ odnotowano bardzo wyrazne obnizenie
bakteriobdjczego dziatania surowicy. Natomiast 10% NSL

pozbawiona enzymu byta tak samo bakteriobdjcza wo-
bec komérek bakterii jak przed usunieciem z niej LZ [82].

Stwierdzono, ze jednorazowa adsorpcja surowicy na ben-
tonicie (z uzyciem 5 mg MMT na mililitr surowicy), obni-
za stezenie LZ z 2,5 pg/ml do mniej niz 0,12 pg/ml [91].
Miano komplementu byto przy tym nieznacznie zmniej-
szone. Jednak aktywno$¢ lityczna wzgledem komérek E.
coli wyraznie sie obnizyta, a dodanie LZ do 2 ug/ml przy-
wrdcito aktywno$é surowicy do pierwotnego stanu. Sama
muramidaza na poziomie 5 pg/ml nie wykazywata bakte-
riolitycznego dziatania na komérki E. coli [91].

Badania prowadzone przez Jankowskiego potwierdzaja,
iz LZ jest usuwany z surowicy po kontakcie z MMT, ale
wskazuja takze, Ze pewna jego cze$¢ nadal w niej pozosta-
je [36]. Autor zaobserwowal, ze w surowicy pepowinowej
poddanej procesowi adsorpcji na bentonicie wystepuje
mniejsze stezenie muramidazy w poréwnaniu z surowi-
ca wyjsciowa. We wspomnianych badaniach uzyto pule
sktadajgca sie z trzech surowic pepowinowych (NSP - nor-
malna surowica pepowinowa). Nalezy doda¢, ze w zasto-
sowanej przez autora metodzie, uzyto 5 mg bentonitu na
1 ml surowicy. By¢ moze mniejsza ilo§¢ MMT nie byta wy-
starczajaca do catkowitego usuniecia LZ z surowicy [36].

Wyniki badat wlasnych (dane niepublikowane) wykazaty,
ze po procesie adsorpcji na MMT surowica koriska oraz
owcza tracg antybakteryjna aktywnos$¢ wobec bakterii
Salmonella enterica subsp. enterica serowar Dahlem oraz
S. enterica subsp. salamae serowar Erlangen. Jednak po
zwiekszeniu objeto$ci surowicy owczej (do 4 lub 8 ml),
ktdéra miata kontakt ze stalg iloscig MMT (10 mg), ob-
serwowano spadek przezywalno$ci pateczek S. Erlangen
w surowicy. Po traktowaniu MMT, w obu wspomnianych
surowicach zwierzecych nie wykryto aktywno$ci enzyma-
tycznej LZ, a stezenie biatka catkowitego w tak modyfiko-
wanych surowicach zmniejszyto sie, cho¢ obie surowice
réznia sie pod wzgledem ilo$ci zaadsorbowanych przez
bentonit biatek. Wyniki uzyskane z elektroforezy SDS-
-PAGE biatek surowiczych wskazuja natomiast, ze MMT
z dwdch badanych surowic kregowcdw usuwa biatko, kté-
rego masa czasteczkowa zawiera sie w przedziale 93,8-
96,2 kDa. W podanym zakresie mas mieszcza sie czynnik
B i sktadowa C6 uktadu dopetniacza.

Celem obecnie prowadzonych badan nad procesem ad-
sorpcji biatek jaja kurzego na MMT jest opracowanie me-
tody stuzacej do otrzymywania stabilnych hybrydowych
komplekséw: eksfoliowany montmorylonit-molekuty bia-
tek, ktéra nie wymagataby zastosowania modyfikacji che-
micznych [42]. Natomiast celem badati prowadzonych nad
zjawiskiem delaminacji MMT w surowicy jest uzyskanie
nanonapetniacza kompozytéw polimerowych majacego
bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne wtasciwosci [40].
Nasuwa¢ sie moze jeszcze pytanie czy proces adsorpcji
jest odwracalny i czy istnieje mozliwo$é odzyskania zwia-
zanych przez MMT protein. Je$li desorpcja okazataby sie
skuteczna, bentonit méglby znalez¢ zastosowanie, jako
materiat do separacji biatek [73].
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PobsumowaNIE

Przedstawione w pracy informacje maja na celu zwrdce-
nie uwagi na wielo$¢ i ztozono$¢ aspektéw charaktery-
zujgcych LZ. Rozlegte i szczegbtowe badania prowadzo-
ne nad enzymem, nie wyjasnity dotychczas wszystkich
jego funkcji i proceséw, w ktére biatko to jest zaangazo-
warne. Oprécz podstawowego dziatania litycznego LZ na
$ciany komdérek bakteryjnych, podawane sa inne liczne

PismienNICTWO

whasciwoséci muramidazy. Rézne sposoby modyfikacji
enzymu stwarzaja mozliwo$¢ lepszego wykorzystania
tego biatka w przemysle spozywczym i medycynie. Za-
interesowanie badaczy skupia sie réwniez wokét mecha-
nizméw obronnych bakterii, pozwalajacych im uniknaé
dziatania LZ oraz udzialu muramidazy w procesie bakte-
riobdjczej aktywnosci surowicy. Ta wielo$¢ i réznorod-
no$¢ wiasciwo$ci LZ czyni z biatka wcigz interesujacy
przedmiot badan.
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