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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Uwalnianie z zainfekowanej bakterii namnozonych w niej bakteriofagéw jest warunkiem rozprze-
strzeniania sie zakazenia. Tylko fagi filamentoksztattne sa wydzielane z komérki, nie powodujac
jej destrukeji. Uwalnianie pozostatych wigze sie z lizg i §miercig bakterii. Wazne jest wiec poznanie
fagowych funkcji litycznych w celu ich wykorzystania w walce z patogennymi bakteriami. Bakte-
riofagi o matych genomach w postaci RNA lub DNA koduja pojedyncze biatka zwane amurynami,
powodujgce lize przez inhibicje syntezy $ciany komdérkowej. Dominujgce w Srodowisku bakterio-
fagi ogonkowe, o genomach w postaci dwuniciowego DNA, koduja enzymy zwane endolizynami,
przyczyniajace sie do lizy przez trawienie peptydoglikanu $ciany. Endolizyny niemajace sekwencji
sygnatowych nie moga samodzielnie przedosta¢ sie przez blone cytoplazmatyczng. Dostep do pep-
tydoglikanu, przez tworzenie duzych poréw w blonie, tzw. ,,dziur”, umozliwiaja im biatka blonowe
zwane holinami. Niekt6re endolizyny do transportu przez btone nie wymagaja holin, dzieki obec-
no$ci na N-koricu tzw. sekwencji SAR. Umozliwia ona ich transport z udziatem bialek bakteryjnego
systemu sec. Nie jest jednak odtrawiana, przez co endolizyny te w postaci nieaktywnej pozostaja
uwiezione w bfonie. Ich uwolnienie skorelowane z aktywacja zachodzi w wyniku depolaryzacji blony
i zalezy od biatek zwanych pinholinami. Pinholiny tworzg w btonie pory zbyt mate do transportu
przez nig endolizyn, ale wystarczajace do jej depolaryzacji. Biatka zwane antyholinami precyzyjnie
regulujg czas rozpoczecia lizy przez blokowanie dziatania holin do czasu zakoriczenia morfogenezy
fagéw. W uwalnianiu z komérek bakteriofagdéw bakterii Gram-ujemnych uczestnicza nowo ziden-
tyfikowane biatka zwane spaninami. Powodujg destrukcje zewnetrznej blony komérkowej przez jej
polaczenie z bona cytoplazmatyczna. Jest to mozliwe po uszkodzeniu peptydoglikanu dzielacego
obie blony przez endolizyne i zapewnienie szybkie zakoticzenie lizy.

bakteriofag - sekwencja SAR - endolizyna - holina - liza komérkowa

Summary

The release of phage progeny from an infected bacterium is necessary for the spread of infec-
tion. Only helical phages are secreted from a cell without causing its destruction. The release
of remaining phages is correlated with bacterial lysis and death. Thus, the understanding of

* Praca przygotowana w ramach realizacji Zadania 7 projektu POIG.01.03.01-00-003/08 oraz badan z funduszu
statutowego Samodzielnego Zaktadu Biologii Mikroorganizméw Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW.
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phage lytic functions is crucial for their use in the fight with bacterial pathogens. Bacterio-
phages with small RNA or DNA genomes encode single proteins which are called amurins and
cause lysis by the inhibition of cell wall synthesis. Bacteriophages of double-stranded DNA
genomes, which dominate in the environment, encode enzymes that are called endolysins and
contribute to lysis by the cleavage of cell wall peptydoglycan. Endolysins that do not contain
signal sequences cannot pass the cytoplasmic membrane by themselves. Their access to pep-
tidoglycan is provided by membrane proteins - holins, which can form in the membrane large
pores, that are called “holes”. Some endolysins do not require holins for their transport, owing
to the presence of the so called SAR sequence at their N-terminus. It enables their transport
through the membrane by the bacterial sec system. However, it is not cleaved off, and thus
these endolysins remain trapped in the membrane in an inactive form. Their release, which
is correlated with the activation, occurs as a result of membrane depolarization and depends
on proteins that are called pinholins. Pinholins form in membrane pores that are too small for
the passage of endolysins but sufficient for membrane depolarization. Proteins that are called
antiholins regulate the timing of lysis, through the blockage of holins action until the end of
phage morphogenesis. Additionally, newly identified lytic proteins, spanins, participate in the
release of progeny phages from Gram-negative bacteria cells. They cause the destruction of
outer cell membrane by its spanning with the cytoplasmic membrane. This is possible after
the endolysin-mediated destruction of peptidoglycan, which separates both membranes, and
ensures the fast completion of lysis.

Key words: | bacteriophage - SAR domain - endolysin - holin - cell lysis
Full-text PDF: | http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1137496
Word count: | 4623
Tables: | -
Figures: | 4
References: | 78
Adres autorki:  dr hab. Matgorzata B. tobocka, Zaktad Biochemii Drobnoustrojéw, Instytut Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk, ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa, e-mail: lobocka@ibb.waw.pl
Wykaz skrotow:  CBD - domena wigzaca $ciane komorkowa; GlcNAc - N-acetyloglukozamina; MurNAc - kwas N-

Wsrtep

-acetylomuraminowy; PG - peptydoglikan; PMF - gradient protonowy btony komaérkowej; SAR
- N-terminalna sekwencja sygnatowa.

sktada sie z kilku etapéw zachodzacych w $cisle okres$lo-

nych przedziatach czasowych: replikacji genomu oraz

Odkryte niezaleznie przez trzech badaczy: Ernesta Han-
kina (1896), Fredericka Tworta (1915) i Félixa d’'Hérelle
(1917) bakteriofagi to wirusy infekujgce bakterie i nie-
grozne dla komérek eukariotycznych. Ich nazwa wzieta
sie z dostownego ttumaczenia greckich stéw phagein i bak-
térion, co znaczy ,,zjadacze bakterii” [48]. Bakteriofagi,
w zalezno$ci od sposobu przebiegu infekcji, dzieli sie na
fagi obligatoryjnie lityczne (nazywane inaczej wirulent-
nymi lub zjadliwymi) i fagi tagodne (inaczej lizogenne)
[29]. Fagi wirulentne po infekcji namnazajg sie w komér-
ce wylacznie przez rozwdj lityczny, doprowadzajac do
jej lizy - uszkodzenia oston komérkowych i uwolnienia
zawierajacej potomne fagi zawarto$ci. Rozwdj lityczny,
rozpoczynajacy sie po adsorpcji faga do komérki i wpro-
wadzeniu do jej wnetrza fagowego kwasu nukleinowego,

syntezy transkryptéw i biatek fagowych, dojrzewania
i sktadania wiriondéw, lizy komdrki bakteryjnej i uwol-
nienia wirionéw potomnych. Fagi tagodne, oprécz na-
mnazania sie przez rozwdj lityczny, moga inicjowaé stan
lizogenii. W komdrkach lizogendw fag egzystuje w postaci
DNA, zwanego profagiem. Wiekszo$¢ bakteriofagéw ta-
godnych (np. fag M) lizogenizuje komdrki przez integra-
cje DNA (profaga) do chromosomu. Mniej liczne (np. fag
P1) moga egzystowaé w komérkach w postaci plazmidu.
Oba typy profagéw sa powielane w cyklu komérkowym,
odpowiednio wraz z replikacjg chromosomu lub przez
replikacje inicjowang z rejonu ,,origin” replikacji plazmi-
du-profaga. Lizogenia moze trwaé przez wiele generacji,
tak dtugo jak wewnatrzkomérkowe stezenie aktywnej
postaci represora funkgji litycznych faga wystarcza do
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Ryc. 1. Schemat dziatania systemu holina — endolizyna (wg [72] zmodyfikowano)

hamowania transkrypcji wezesnych genédw zwigzanych
z rozwojem litycznym. Zmniejszenie stezenia aktywnej
postaci represora zapoczatkowuje rozwdj lityczny, ktéry
przebiega podobnie jak u fagéw obligatoryjnie wirulent-
nych i koriczy sie liza komérki.

Liza komérki bakterii, w procesie uwalniania fagéw po-
tomnych, prowadzi do jej $mierci. Dlatego biatka fagowe
odpowiedzialne za proces lizy sa postrzegane jako przy-
szta alternatywa dla innych $rodkéw przeciwbakteryjnych,
szczegblnie w zwalczaniu antybiotykoopornych bakterii.
Poznanie mechanizméw ich dziatania przybliza chwile, w
ktérej beda mogty wejsé w sktad powszechnie wykorzysty-
wanych $rodkéw odkazajacych lub leczniczych.

STRATEGIE LIZY KOMORKI BAKTERYINEJ Z UDZIALEM BIALEK FAGOWYCH

Uwolnienie sie z komdrki namnozonych w niej bakte-
riofagéw jest niezbedne do zakazenia przez nie nastep-
nych bakterii. Gtéwna bariera do pokonania jest warstwa
peptydoglikanu - mocna, stabilna struktura, ktéra prze-
ciwdziata panujagcemu w cytoplazmie ci$nieniu, chroniac
komérke przed lizg osmotyczna i uszkodzeniami mecha-
nicznymi [77]. W ewolucji bakteriofagéw rozwinely sie
dwie strategie prowadzace do uwolnienia z komdrki na-
mnozonych w niej fagéw [58]. Fagi filamentoksztattne
(w tym M13) ze wzgledu na swoja unikalng morfologie
i morfogeneze sa zdolne do przechodzenia przez ostony
bakteryjne, nie powodujac ich destrukcji zagrazajacej zy-
ciu komérki. Wszystkie pozostate fagi koduja biatka powo-
dujace lize komérki bakteryjnej [77]. Zaleznie od rodzaju
faga liza jest wynikiem inhibicji syntezy peptydoglika-
nu lub jego uszkodzenia przez enzymatyczne ciecie [11].

Mate bakteriofagi lityczne (np. Microviridae, Leviviridae, Al-
loleviridae), ktérych genom stanowi jednoniciowe (ss) RNA

lub DNA do okoto 6 tys. par zasad, koduja pozbawione ak-
tywno$ci muralitycznej, pojedyncze biatka lityczne zwane
amurynami i zdolne do inhibicji syntezy peptydoglikanu
[5,6]. Przyktadem jest biatko lityczne E faga X174 (ssDNA
Microvirus). Wywotuje ono lize przez inhibicje aktywnosci
MraY, enzymu katalizujacego synteze prekursora mureiny
[78]. Wedtug analogicznego modelu dziataja najprawdo-
podobniej biatka lityczne pozostatych fagéw z tej grupy,
powodujace inhibicje aktywno$ci enzymdéw uczestnicza-
cych w réznych etapach syntezy peptydoglikanu [5].

Wieksze bakteriofagi, o genomie w postaci dwuniciowego
DNA, koduja co najmniej dwa biatka lityczne konieczne
do wywotania lizy komérki bakteryjnej: holine (od hole
- dziura) i endolizyne (biatko o aktywnosci muralitycz-
nej) [16,57,77]. W koficowym etapie rozwoju litycznego
faga holina powoduje permeabilizacje btony komdrkowej,
umozliwiajgc w ten sposdéb endolizynie przedostanie sie
z cytoplazmy do peryplazmy i uszkodzenie $ciany ko-
moérkowej. Wiekszo$¢ endolizyn jest bowiem pozbawiona
sekwencji sygnatowej, ktéra umozliwitaby transport en-
zymu przez btone cytoplazmatyczng (ryc. 1) [69].

Niektére dsDNA bakteriofagi koduja endolizyny wypo-
sazone w specyficzne N-terminalne sekwencje sygna-
lowe, zwane sekwencjami SAR [15]. Przemieszczanie sie
tych endolizyn do peryplazmy nie wymaga udziatu holin,
chociaz podczas ich nieobecno$ci liza zachodzi mniej wy-
dajnie. By¢ moze dlatego bakteriofagi kodujace tego typu
endolizyny koduja tez holiny [74].

System holina-endolizyna, przez dtugi czas byt uznawa-
ny za uniwersalny i wystarczajacy do zajécia lizy bakterii
w procesie namnazania faga. Wedtug klasycznego para-
dygmatu, stworzonego gtéwnie na podstawie badati nad
fagiem A, zaréwno holiny jak i endolizyny ulegaja eks-
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presji w koricowym etapie namnazania faga [13]. Funkcje
tych biatek sg jednak $cisle kontrolowane.

Najwazniejszym momentem podlegajacym regulacji
w rozwoju litycznym faga jest czas, w ktérym dochodzi
do zapoczatkowania lizy komdrki gospodarza [77]. Zbyt
wczesna liza, zapoczatkowana przed zakoticzeniem mor-
fogenezy fagdw, moze prowadzi¢ do uwolnienia wirionéw
niekompletnych, a wiec niezdolnych do infekcji. Jednak
zbyt dlugie przetrzymywanie dojrzatych wirionéw w ko-
mdrce opdznia proces infekowania przez nie nowych go-
spodarzy, zwiekszajac mozliwo$¢ porazki w konkurencji
z innymi fagami. Istnieje zatem presja ewolucyjna w kie-
runku optymalizacji czasu lizy [68]. Warunkiem optymali-
zacji jest réwniez to, by liza byta szybka. Dtugi czas miedzy
zapoczatkowaniem a zakoriczeniem lizy ,,upo$ledzatby”
ewolucyjnie fagi w stosunku do ich konkurentéw, podob-
nie jak opdznienie poczatku lizy [77].

Precyzyjna regulacja czasu lizy jest mozliwa dzieki bial-
kom pelniacym role negatywnych regulatoréw holin (tzw.
antyholin) oraz - w przypadku fagéw bakterii Gram-ujem-
nych - czynnikom destabilizujacym zewnetrzna btone
komérkowa [69]. Ich funkcje najlepiej poznano na przy-
ktadzie bakteriofaga A.

Kaseta lityczna bakteriofaga A sktada sie z czterech ge-
néw: R, S, Rz i Rzl, transkrybowanych z pojedynczego,
pdznego promotora pR’ [28]. Geny kodujace holine i en-
dolizyne, odpowiednio S i R, stanowig w warunkach la-
boratoryjnych minimum konieczne do wywotania lizy,
adodatkowy produkt kodujagcego holine genu S, antyholi-
na, zapewnia zapoczatkowanie lizy w zaprogramowanym
czasie [28]. Okazuje sie jednak, ze dalsze geny operonu,
Rz Rzl, sa wymagane do przerwania ciggtosci btony ze-
wnetrznej, co ujawnia sie, gdy btona jest stabilizowana
przez kationy dwuwarto$ciowe, uniemozliwiajac komérce
zuszkodzong btona cytoplazmatyczna i $ciang komdrko-
wa rozpad [7,28,69]. Geny: Rz i znajdujacy sie w obrebie
jego sekwencji gen Rz1, koduja odpowiednio biatko bto-
ny cytoplazmatycznej i lipoproteine btony zewnetrznej
[9,20]. W razie ich braku, w obecnoci kationdw dwuwar-
tosciowych, komérki nie lizuja, lecz tworza ograniczone
zewnetrzng blong formy sferyczne [7]. Sg one jednak tak
delikatne, ze mogg rozrywa¢ sie spontanicznie, np. po
wstrzg$nieciu hodowli. Dlatego w badaniach nad lizg ko-
mdrek prowadzonych standardowo w wytrzasanych ho-
dowlach bakterii udziat tych biatek w procesie lizy przez
dtugi czas pozostal niezauwazony.

Podczas rozwoju litycznego faga A, biatka Rz i Rz1 aku-
muluja sie odpowiednio w btonie cytoplazmatycznej
oraz blonie zewnetrznej i dzieki interakcji C-terminal-
nych domen tworza kompleksy [9]. Powoduje to fuzje
obu bton i zaktéca ich strukture. Ze wzgledu na funkcje
taczacg blony, biatka te oraz ich analogi okre$la sie w li-
teraturze mianem spanin (span - faczy¢, spinad), z wy-
réznieniem, Rz jako i-spaniny, a Rz1 jako o-spaniny [8,9].
Utworzenie fuzji miedzy nimi jest mozliwe dopiero po
przerwaniu struktury peptydoglikanu uniemozliwiaja-

cego kontakt miedzy obydwiema btonami [75]. Dzieki
uszkodzeniu struktury btony zewnetrznej synchronicz-
nie z rozerwaniem $ciany komdrkowej spaniny gwaran-
tuja zajscie lizy w optymalnym czasie. Zwykle podczas
wzrostu bakterii w naturalnych srodowiskach brak funk-
cji spanin powoduje zablokowanie lizy przez uwiezienie
dojrzatych wirionédw w sferycznych pozostato$ciach ob-
umartych komérek ograniczonych zewnetrzng btong
komérkowa. Dlatego od niedawna uwaza sie spaniny za
biatka niezbedne do zajscia lizy poza warunkami labo-
ratoryjnymi.

Analiza dostepnych w 2007 r. kompletnych sekwencji ge-
nomdw fagowych ujawnita w przypadku wiekszosci z nich
pary genéw mogacych kodowaé odpowiednio i-spanine
i o-spanine [75]. Réznorodnos$é sekwencji kodowanych
przez nie par biatek pozwolita na ich klasyfikacje az do
8. rodzin. U niektdrych bakteriofagéw, np. u faga T1, za-
miast pary genéw mogacych kodowac i-spanine i o-spani-
ne wykryto pojedyncze geny kodujace lipoproteine blony
zewnetrznej o C-terminalnej domenie zdolnej do wbudo-
wywania sie do blony cytoplazmatycznej. Okazalo sie tez,
ze geny te komplementujg defekt lizy mutanta faga A po-
zbawionego gendéw RzRz1. Kodowane przez nie biatka dla
odréznienia od i-spanin i 0-spanin nazwano u-spaninami
(unimolecular spanins). Najprawdopodobniej u-spaniny
w nieuszkodzonych komérkach funkcjonuja jako biatka
btony zewnetrznej i dopiero uszkodzenie poptydoglikanu
przez endolizyne umozliwia wbudowanie sie ich C-termi-
nalnych domen do btony cytoplazmatycznej, powodujgc
w ten sposdb potgczenie obu bton.

ENDOLIZYNY — STRUKTURA | AKTYWNOSC

Termin endolizyny uzyto po raz pierwszy w 1958 r. do
okreslenia kodowanych przez bakteriofagi hydrolaz pep-
tydoglikanu, ktére sa syntetyzowane w bakteriach za-
infekowanych fagiem, w péZnym etapie rozwoju faga
i umozliwiajg uwolnienie namnozonych fagéw w wyni-
ku lizy [31,36]. Powinny sie zatem rézni¢ od lizyn ptytki
podstawowej bakteriofagéw - enzymoéw, ktdre stanowia
integralna cze$¢ wirionu i miejscowo nadtrawiajg pepty-
doglikan podczas etapu penetracji oston komdrkowych
przez infekujacego faga [11]. Rzeczywiscie, u wiekszo$ci
fagéw funkcje endolizyn i lizyn ptytki podstawowej pet-
nig rézne biatka [12,40,41]. Znane sg jednak bakteriofagi,
np. gronkowcowy fag MR11, w przypadku ktérych funkcje
endolizyny i enzymu litycznego plytki podstawnej pelni
jedno biatko [54].

Prawie wszystkie endolizyny sg syntetyzowane jako poje-
dyncze polipeptydy, wlaczajac endolizyny fagéw Strepto-
coccus i Staphylococcus, ktérych geny czesto sa przerwane
przez samowycinajace sie introny grupy I [3,25,44]. Wy-
jatkiem jest multimeryczne (wielopodjednostkowe) biatko
PlyC (endolizyna faga C1, infekujacego szczepy Streptococ-
cus grupy C), bedace produktem dwéch réznych gendw,
plyCA i plyCB [43]. Co wiecej, holoenzym PlyC sktada sie
z o$miu podjednostek PlyCB przypadajacych na pojedyn-
czg podjednostke PlyCA.
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Organizacja strukturalna endolizyn fagowych

Warstwa peptydoglikanu bakterii Gram-ujemnych, ktéra
lezy w przestrzeni peryplazmatycznej otoczona zewnetrz-
na btong komérkowa, jest stosunkowo cienka i pozbawio-
na biatek powierzchniowych czy weglowodandéw [64].
W wyniku tego lizyny fagéw infekujacych Gram-ujem-
nych gospodarzy sa w wiekszosci prostymi, globularnymi
biatkami o masie 15-20 kDa, na ktdre typowo sktada sie
jedynie domena katalityczna [44]. Sg jednak wyjatki, na
przyktad dwie endolizyny fagéw Pseudomonas aeruginosa
(KZ144 i EL188) wykazuja strukture modutowg. Sktadaja
sie z N-konicowej domeny wigzgcej substrat i C-koricowej
domeny katalitycznej. Cecha ta poczgtkowo byta zarezer-
wowana dla endolizyn fagéw bakterii Gram-dodatnich i to
wylacznie w odwrotnym uktadzie, ale wystepuje réwniez
w kilku bakteryjnych enzymach muralitycznych [14,15].

W odréznieniu od bakterii Gram-ujemnych, bakterie
Gram-dodatnie nie maja ochronnej, zewnetrznej btony
komdrkowej [64]. Zamiast tego ich §ciana komdrkowa jest
gruba, ztozona z wielu warstw peptydoglikanu (do 40),
wysoce usieciowana i udekorowana przez powierzchnio-
we weglowodany i biatka [44]. Przypuszcza sie, ze dlatego
endolizyny fagdw bakterii Gram-dodatnich zazwyczaj wy-
kazuja budowe modutowa. Oprécz domeny katalitycznej,
ktéra tnie wigzania w obrebie peptydoglikanu, zawieraja
tzw. domene wigzgca, umozliwiajaca swoiste gatunkowo
wigzanie do weglowodanowego epitopu w §cianie komdr-
kowej bakterii [30].

Wysokie powinowactwo domeny wigzacej do bakteryjne-
go peptydoglikanu moze mie¢ znaczenie podczas kontroli
tempa dyfuzji endolizyn w §rodowisku. Komérki, ktére nie
sa jeszcze zainfekowane fagiem, moga by¢ bowiem zabite
przez uwolnione w wyniku lizy sasiadujgcych komérek
czasteczki endolizyny [36]. Mogtoby to ograniczaé nastep-
ne zakazenia, przebiegajace z udzialem fagéw potomnych.

Dla fagéw bakterii Gram-ujemnych, ze wzgledu na obec-
no$¢ zewnetrznej btony komdrkowej chroniacej pepty-
doglikan ich gospodarzy, nabycie specyficznej domeny
wiazacej nie jest warunkiem koniecznym, aby zapobiec
przedwczesnej lizie potencjalnych, nowych komdérek go-
spodarza. Mogtoby to ttumaczyé mniejszg presje ewolu-
cyjna w kierunku powstania tej domeny. Ponadto, zdecy-
dowanie mniej ztozona warstwa peptydoglikanu bakterii
Gram-ujemnych moze nie wymagac tak dobrego zakotwi-
czenia enzymu, jak wielowarstwowy peptydoglikan $cia-
ny komérkowej bakterii Gram-dodatnich [14].

Aktywno$¢ muralityczna endolizyn fagowych

Endolizyny muszg spetnia¢ dwie podstawowe funkcje:
rozpoznanie substratu i enzymatyczna hydroliza wigzan
peptydoglikanu. W przypadku endolizyn fagéw bakte-
rii Gram-dodatnich oraz niektérych endolizyn bakterii
Gram-ujemnych polaczenie wysokiej specyficznosci roz-
poznawania substratu z wysoka aktywno$cig enzymatycz-
na jest mozliwe dzieki potgczeniu odrebnych struktural-

nie domen biatkowych, zaangazowanych w te funkcje [36].
W niektdrych przypadkach, szczegblnie u lizyn fagéw
gronkowcowych, dwie, a nawet trzy odmienne domeny
katalityczne moga by¢ potaczone z pojedyncza domeng
wigzaca [42]. Zazwyczaj domene katalityczng od domeny
wiazacej oddziela krétka, elastyczna sekwencja taczniko-
wa (ryc. 2) [24].

Domena katalityczna Domena wiazaca

Ryc. 2. Struktura endolizyn fagéw bakterii Gram-dodatnich; N — koricowa
domena katalityczna (réznymi kolorami oznaczono dwie, odmienne
domeny katalityczne), L — sekwencja facznikowa, C — koricowa domena
wigzaca $ciane komérkowa (CBD) (wg [24] zmodyfikowano)

Peptydoglikan (PG) jest zbudowany z naprzemiennie
wystepujacych reszt N-acetyloglukozaminy (GlcNAc)
i kwasu N-acetylomuraminowego (MurNAc), potaczo-
nych wigzaniem p-1,4-glikozydowym [19]. U wiekszosci
bakterii grupy aminowe tych cukréw ulegaja acetyla-
¢ji, natomiast grupy mleczanowe przy weglu C3 w kwa-
sie muraminowym umozliwiaja przytaczenie bocznych
taticuchéw peptydowych. Z tych elementéw powstaje
wielkoczgsteczkowy polisacharydowo-peptydowy po-
limer, odgraniczajacy od $rodowiska komdérki bakterii
Gram-dodatnich lub umiejscowiony w przestrzeni pe-
ryplazmatycznej bakterii Gram-ujemnych. Jego grubosé
u E. coli wynosi 1-3 nm. Ze wzgledu na zakonserwowana
strukture bakteryjnego peptydoglikanu, liczba typdw
wigzan kowalencyjnych mogacych stanowié¢ cel endo-
lizyn lub innych enzymdw trawiacych PG jest ograni-
czona. Domena katalityczna tych enzyméw wykazuje
zdolno$¢ rozszczepiania jednego z czterech gtéwnych
wigzan w PG. Ze wzgledu na te aktywno$¢ endolizyny po-
dzielono na cztery gtéwne grupy: glikozydazy (1), ami-
dohydrolazy (2), endopeptydazy (3) i lityczne transgli-
kozylazy (4) (ryc. 3) [1,44].

Glikozydazy trawia wigzania miedzy kwasem N-acetylo-
muraminowym i N-acetyloglukozaming w weglowoda-
nowych faricuchach PG. Dziela si¢ na dwa typy. Enzymy
pierwszego typu, okre$lane jako N-acetyloglukozaminida-
zy, hydrolizuja wigzanie B-1,4-glikozydowe peptydoglika-
nu, za koricem GlcNAc [23,44]. Ten rodzaj aktywnosci jest
czesto spotykany wéréd bakteryjnych autolizyn i, z wyjat-
kiem endolizyny faga LambdaSaz2, nie jest zwigzany z en-
dolizynami fagowymi [44,53]. Drugim typem glikozydaz sa
N-acetylomuramidazy, hydrolizujace wigzania glikozydo-
we na koticu MurNAc. Enzymy te, okre$lane réwniez jako
‘muramidazy’ lub ‘lizozymy’ wystepujg zaréwno wéréd
lizyn pochodzenia bakteryjnego, jak i wiréd endolizyn
fagowych, np. w endolizynie faga B30, infekujacego pa-
ciorkowce B-hemolityczne z grupy A, B, C, E i G czy en-
dolizynie Cpl-1 fagéw zakazajacych pneumokoki [1,26].
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Ryc. 3. Docelowe miejsca dziatania na peptydoglikan endolizyn o réznej aktywnosci enzymatycznej: 1a) N-acetyloglukozaminidazy; 1b) N-acetylomuramidazy;
2) amidohydrolazy; 3) endopeptydazy; 4) lityczne transglikozylazy. Na przykfadzie struktury peptydoglikanu Streptococcus pneumoniae (wgq [30]

zmodyfikowano)

Druga grupe hydrolaz peptydoglikanu stanowia ami-
dohydrolazy (amidazy) - enzymy trawigce wiazania
amidowe miedzy MurNAc, a resztg peptydowa (L-ala-
ning) bakteryjnego peptydoglikanu [38]. Aktywnosé
ta znacznie cze$ciej wystepuje w przypadku endoli-
zyn fagowych niz lizyn pochodzenia bakteryjnego [44].
By¢ moze hydroliza tych wigzan (oddzielenie taticucha
polisacharydowego od bocznych taficuchéw peptydo-
wych) powoduje wieksza destabilizacje PG w poréwna-
niu do hydrolizy innych jego wigzan, a wiec moze by¢
ewolucyjnie faworyzowana przez bakteriofagi w celu
osiagniecia szybszej lizy. Aktywno$¢ amidazy wykazuja
m.in, endolizyny fagéw gronkowcowych, w tym endoli-
zyna faga ¢p11 czy endolizyna LysK faga K [4,42].

Endopeptydazy (inaczej endoproteazy), nalezace do trze-
ciej grupy hydrolaz peptydoglikanu, hydrolizujg wigzania
peptydowe miedzy resztami aminokwasowymi peptydéw
rdzeniowych przytaczonych bezposrednio do reszt kwasu
N-acetylomuraminowego lub miedzy peptydami tworza-
cymi mostki poprzeczne taczace te peptydy i w ten sposéb
sieciujacymi strukture peptydoglikanu [23]. Rézne spe-
cyficznosci endolizyn tej grupy odzwierciedlajg zapew-

ne zréznicowanie liczby i typu reszt aminokwasowych
peptydéw wchodzacych w sktad peptydoglikanu bakte-
rii nalezacych do okre$lonych taksondw [62]. Aktywnos¢
peptydazowa endolizyny w hydrolizie wigzania miedzy
resztg alaniny w pozycji 1 a resztg kwasu glutaminowego
w pozycji 2, zakonserwowanego w peptydach przytaczo-
nych bezpo$rednio do reszt kwasu N-acetylomuramino-
wego u wiekszosci bakterii, stwierdzono jedynie u fagéw
Listeria [36]. Opisano natomiast kilka endolizyn o aktyw-
noéci endoproteaz, przystosowanych do trawienia pepty-
doglikanu konkretnego rodzaju lub gatunku gospodarza.
Na przyktad endopeptydaza faga ¢11 infekujacego S. au-
reus, ktérego peptydoglikan charakteryzuje sie swoistym,
pentaglicynowym mostkiem peptydowym, hydrolizuje
wigzanie peptydowe miedzy D-alaning obecna w rdzeniu
peptydoglikanu a glicyng mostka poprzecznego [42]. En-
dopeptydaza faga 30 infekujacego Streptococcus agalactiae,
ktérego peptydoglikan jest usieciowany za pomoca most-
kéw sktadajacych sie z dwéch reszt alaniny, hydrolizuje
wigzania miedzy reszta D-alaniny rdzenia peptydoglikanu
a resztg L-alaniny mostka poprzecznego [52]. Podobng
aktywno$¢ wykazuje endolizyna PlyPy kodowana przez
profaga S. pyogenes [39].
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Czwartg i ostatnig grupg enzyméw litycznych sg transgli-
kozylazy. Zgodnie z definicja enzymy te nie sg ‘prawdzi-
wymi’ hydrolazami, poniewaz do katalizy rozpadu wigzan
peptydoglikanu nie wymagaja wody. Podobnie jak murami-
dazy trawia wigzania B-1-4-glikozydowe miedzy resztami
kwasu N-acetylomuraminowego i N-acetyloglukozaminy,
ale mechanizm tej reakgji jest inny; produktem po$rednim
jest N-acetylo-1,6-anhydro-muramyl, dzieki czemu energia
przerwanego wigzania jest zachowana [35,44]. Destrukcyj-
na aktywno$¢ endolizyn o aktywno$ci transglikozylaz jest
mniejsza niz destrukcyjna aktywno$¢ muramidaz.

Sposréd wszystkich zbadanych dotad endolizyn wiekszo$é,
na podstawie badan aktywnosci lub homologii z endolizy-
nami o znanej funkgji, przyporzadkowano do amidaz i mu-
ramidaz [36].

Rozpad wigzath peptydoglikanu, wynikajacy z dziatania en-
dolizyn, prowadzi do powstania poréw w $cianie komdrko-
wej, przez ktére wysokie wewnatrzkomdrkowe cisnienie
osmotyczne (~3 atm) wypycha blone cytoplazmatyczng, co
ostatecznie skutkuje lizg hipotoniczng (osmotyczng) komd-
rek bakteryjnych [11,24].

Chociaz endolizyny o pojedynczej domenie katalitycznej
sg zdolne do wywotania lizy, wiele z nich ma dwie krétkie
domeny katalityczne (100-200 reszt aminokwasowych),
o odmiennej aktywnosci enzymatycznej. Naleza do nich
m.in. lizyny fagéw Staphylococcus (LysK i ¢11) oraz Strep-
tococcus (B30 i LambdaSa2), a takze wiele endolizyn miko-
bakteriofagdw [44,51,52,53]. Endolizyna faga LambdaSaz2,
infekujacego Streptococcus agalactiae, zawiera N-terminalna
domene endopeptydazy, ktéra wydaje sie odpowiedzial-
na za prawie catg aktywno$¢ hydrolityczng enzymu oraz
niemal pozbawiong aktywno$ci C-terminalna domene N-
-acetyloglukozaminidazy [21]. Podwdjng domene katali-
tyczng, endopeptydazy i amidazy ma réwniez endolizyna
faga gronkowcowego K (LysK). W jej przypadku aktyw-
no$¢ endopeptydazy petni gtéwna role w lizie z zewnatrz,
powodowanej przez zewnatrzkomérkowe dziatanie endo-
lizyny fagowej na komérke bakteryjna, przy niewielkiej
w tym przypadku (jesli nie zadnej) aktywnosci amidazy. Ta
ostatnia natomiast moze by¢ niezbedna endolizynie do jej
pierwotnej roli, a wiec uwolnienia potomnych czgstek fago-
wych z komdérki bakteryjnej. Mozliwe réwniez, ze domena
amidazowa do osiggniecia maksymalnej aktywno$ci wy-
maga produktéw trawienia peptydoglikanu przez domene
o aktywno$ci endopeptydazy badz tez innych kofaktoréw
powstatych podczas rozwoju litycznego faga [3]. Podobna
kombinacje, wysoce aktywnej N-terminalnej domeny pep-
tydazowej i niemal bezfunkcyjnej domeny amidazowej, wy-
kryto w przypadku endolizyny gronkowcowego faga ¢11
[59]. To, ze kombinacja ta powtarza sie w biatkach pozornie
ze sobg niepowigzanych nasuwa pytanie o sens ewolucyj-
nego podtrzymywania nieaktywnej domeny. Najbardziej
prawdopodobnym wyja$nieniem, wydaja sie niepoznane
dotad réznice miedzy lizg z zewnatrz (przy okazji ktérej
zidentyfikowano pozornie bezfunkcyjne domeny), a tg za-
chodzaca od wewnatrz komérki bakteryjnej w przebiegu
rozwoju litycznego faga [44].

Specyficznos¢ endolizyn fagowych

W wyniku ewolucji endolizyny nabyty wysoka specyficznosé
substratowg [36]. Oddziatuja selektywnie z potencjalnym
substratem, jakim jest warstwa peptydoglikanu $ciany ko-
mdrkowej danego gatunku czy rodzaju bakterii. Jak wcze-
$niej wspomniano, to wysokie powinowactwo enzymu do
substratu jest zwykle uwarunkowane obecno$ciag domen
wigzacych $ciane komdrkowa (cell wall binding domain,
CBD), typowo umiejscowionych na C-koricu biatka. CBD roz-
poznaja i wigza sie do swoistych ligandéw (zwykle weglowo-
dandw lub kwaséw tejchojowych) obecnych w bakteryjnej
$cianie komérkowej, umozliwiajac tym samym utworzenie
kompleksu enzym-substrat [22,36,37]. Zdolno$¢ ta zapewnia
endolizynom wysoka specyficzno$¢ wzgledem rozpoznawa-
nych gatunkéw, serowaréw czy nawet szczepdw bakterii
[37,43]. W kilku przypadkach rozpoznawane przez CBD epi-
topy sa analogiczne do rozpoznawanych przez widkienka
fagowe receptoréw powierzchniowych, jak np. w przypadku
endolizyny Cp-1, wiazacej choline obecna w $cianie komér-
kowej pneumokokdéw [44]. W wielu jednak przypadkach spe-
cyficznos¢ fagéw wzgledem ich gospodarzy jest wezsza niz
kodowanych przez nie endolizyn. Skrajnym przykladem jest
endolizyna faga Acinetobacter baumannii, AB2, zdolna do lizy
zaréwno Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych bakterii [34].

Ogdlnie, poréwnanie miedzy endolizynami nalezacymi do
tej samej klasy enzymdéw wykazuje duze podobienistwo se-
kwencji aminokwasowych w N-koricowym katalitycznym
regionie, a mate w C-koricowym regionie wigzacym substrat
[24]. Wskazuje to na szczegdlnie duzg réznorodnoéé domen
wigzacych $ciane komérkowa (co wynika z wysokiej specy-
ficzno$ci domeny wigzacej wzgledem ligandéw waskiego
zakresu gospodarzy), w poréwnaniu do silnie zakonserwo-
wanej domeny katalitycznej.

Endolizyny zawierajace sekwencje SAR

W wiekszoéci przypadkédw endolizyny nie maja sekwencji
sygnatowych, ktére pozwolityby na transport enzymu z cy-
toplazmy do przestrzeni peryplazmatycznej, zapewniajac
mu tym samym dostep do peptydoglikanu [24]. Klasyczne
endolizyny wytwarzane jako w petni aktywne enzymy sa
gromadzone w cytoplazmie. Oddzielone od peptydoglika-
nu blong cytoplazmatyczng gospodarza nie mogg sie prze-
dosta¢ do $ciany komérkowej w nieobecnosci biatek po-
mocniczych - holin [36]. Jednak wsréd endolizyn, ktére sa
homologami endolizyny faga T4 i hydrolizuja wigzanie gli-
kozydowe miedzy reszta kwasu N-acetylomuraminowego
iN-acetyloglukozaminy jest wiele takich przyktadéw, ktére
majg na N-koricu sekwencje sygnatowe i moga sie przedo-
stawad przez blone cytoplazmatyczng z udziatem bakteryj-
nego systemu sekrecyjnego - sec [13,33,72,75]. N-terminalna
sekwencja sygnatowa SAR (signal-anchor-release) umozli-
wia uwolnienia do peryplazmy enzymu, poczatkowo zako-
twiczonego z jej udzialem w blonie [33]. Zdolno$¢ ta wynika
prawdopodobnie z duzej zawarto$ci stabo hydrofobowych
i polarnych reszt aminokwasowych, tj. Gly, Ala, Ser i Thr
[71]. Poniewaz domena SAR nie jest odcinana przez pepty-
daze sygnalowa, pierwotnie nieaktywny enzym pozostaje
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Ryc. 4. Schemat proponowanych mechanizméw aktywacji endolizyn SAR
réznych klas: a) endolizyny LyzP1 (klasa I); b) endolizyny R21 (klasa
I1); ¢) endolizyny Lyz103 (klasa I1l); gwiazdka zaznaczono rejony
aktywowanych centréw katalitycznych poszczegdlnych endolizyn.
Btone cytoplazmatyczng oznaczono szarym prostokatem

uwieziony w membranie, podczas gdy jego cze$¢ katalitycz-
na jest juz obecna w peryplazmie. Dopiero spontaniczna
lub zalezna od holin depolaryzacja blony doprowadza do
ostatecznego uwolnienia enzymu i przeksztatcenia go w ak-
tywng, rozpuszczalng forme [33]. Ta funkcjonalna regulacja
jest niezbedna do unikniecia przedwczesnej lizy zakazonej
komdrki gospodarza [66].

Endolizyny mozna zatem podzieli¢ na dwie podstawowe
grupy, przyjmujac jako kryterium podziatu autonomicz-
no$¢ ich dziatania: endolizyny holinozalezne, czyli te bez
N-terminalnej sekwencji SAR oraz endolizyny te sekwencje
majace, potencjalnie niezalezne od typowych holin [71].
W przeciwieristwie do typowych endolizyn, takich jak en-
dolizyna R faga A (RY), endolizyny z sekwencja SAR sa po-
czatkowo utrzymywarne jako enzymatycznie nieaktywne
biatka zakotwiczone w membranie [71]. Réznice w budo-
wie ich centrum katalitycznego oraz samej sekwencji SAR
pociagaja za sobg odmienne mechanizmy aktywacji, a wiec
uwolnienia ich do peryplazmy i zapoczatkowania procesu
hydrolizy peptydoglikanu, prowadzace do lizy komdrki go-
spodarza. Na tej podstawie wydzielono trzy klasy endolizyn
z sekwencjg SAR (ryc. 4).

Endolizyny SAR klasy I - na przyktadzie Lyz"

Pierwsza poznana endolizyna klasy I jest biatko Lyz faga
P1, ktére zawiera reszte cysteiny w sekwencji SAR oraz
w centralnej cze$ci triady katalitycznej (tworza jg Glu42-
-Cys51-Thr57) [71]. Gtéwnym elementem regulujacym ak-
tywnos¢ Lyz™ jest katalityczna reszta cysteinowa (Cys, )
polozona w centralnej pozycji tej triady [33]. Zwigzana
z blong forma Lyz"! jest nieaktywna z dwéch przyczyn.
Po pierwsze cata domena katalityczna jest Zle sfaldowana,
a miejsce aktywne enzymu zmienione; po drugie katali-
tycznareszta Cys,  jest zwigzana wigzaniem dwusiarczko-
wym z inng resztg cysteiny biatka (Cys,,), blokujac w ten
sposéb dziatanie enzymu. Na podstawie tych informacji
zaproponowano model aktywacji endolizyny Lyz"!, wedlug
ktérego reszta cysteinowa (Cys,,) obecna w sekwencji SAR,
uwolnionej uprzednio z blony, wywotuje izomeryzacje
wigzania dwusiarczkowego i wigzac sie z Cys,, doprowadza
do wyzwolenia katalitycznej reszty Cys,, [33,66]. Ponad-
to cata domena katalityczna ulega reorganizacji konfor-
macyjnej, co powoduje prawidtowe sfaldowanie miejsca
aktywnego enzymu. Uwolniona sekwencja SAR pozostaje
w bliskim kontakcie z resztg enzymu ze wzgledu na wigza-
nie dwusiarczkowe faczace Cys, , zuwolniona resztg Cys,,
Pozwala to na ciggle utrzymanie enzymu w jego aktywnej
formie [71]. Zgodnie z tym modelem sekwencja SAR bial-
ka Lyz®™* spetnia dwie funkcje. Po pierwsze, posredniczy
w asocjacji endolizyny z btona komérkowa, dziatajac jako
sekwencja sygnalowa i domena transmembranowa. Po
drugie, po uwolnieniu z btony, jej reszta cysteinowa dopro-
wadza do izomeryzacji wigzan, niezbednych do przyjecia
przez enzym aktywnej konformacji. Wydaje sie wiec, ze
LyzP! ulega aktywacji przez zniesienie ograniczen topo-
logicznych, kowalencyjnych i konformacyjnych biatka.

Typ regulacji charakterystyczny dla endolizyny faga P1
nie jest powszechny w przypadku wiekszo$ci endolizyn
SAR. Mimo ze 58 genoméw fagowych koduje endolizy-
ne z triadg katalityczng i wiekszo$¢ z nich ma N-korico-
wa sekwencje transmembranowa SAR (43/58), to jedynie
9 z nich ma reszte cysteinowa wewnatrz sekwencji SAR
i dodatkowo cysteine w triadzie katalitycznej enzymu.
Aktywnos¢ pozostatych 34 endolizyn jest wiec regulowa-
na odmiennie [66].

121



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2015; tom 69: 114-126

Endolizyny SAR klasy II - na przyktadzie R*

Wiekszo$¢ endolizyn z sekwencja SAR nalezy do drugiej
klasy, reprezentowanej przez biatko R?!, pochodzace z lam-
doidalnego faga 21. Enzymy te charakteryzuje kanoniczna
triada katalityczna Glu-(X),-Asp-(X),-Thr z centralng resz-
ta Asp i brak reszty cysteinowej w sekwencji SAR [33]. Pod-
czas gdy endolizyna Lyz™ jest utrzymywana w nieaktyw-
nej formie dzieki dwupoziomowej negatywnej regulacji
- przez kowalencyjna inaktywacje cysteiny w centrum ak-
tywnym enzymu oraz nieprawidtowosci konformacyjne N-
-koricowej domeny katalitycznej, endolizyna R?! pozostaje
nieaktywna jedynie dzieki niewtadciwemu umiejscowieniu
reszty glutaminianu w centrum aktywnym enzymu [71].
Jej aktywno$¢ jest zablokowana przez sasiedztwo z btong
komdrkowa, w ktdrej jest osadzona sekwencja SAR [33,66].
Sekwencja SAR po uwolnieniu z membrany zostaje wlaczo-
na do hydrofobowego rdzenia enzymu, powodujac konfor-
macyjng przebudowe jego domeny C-koticowej. Zmiana ta
umozliwia wlasciwe utozenie reszty glutaminianu (Glu,,),
aw konsekwencji odtworzenie miejsca aktywnego enzymu
[33]. Zgodnie z tym modelem nowo uwolniona sekwencja
SAR aktywuje endolizyne R* przez przestrzenne wpaso-
wanie sie w strukture C-koficowej domeny biatka [66].

Endolizyny SAR klasy IIl - na przykladzie Lyz'®

Wyodrebnione wyzej modele aktywacji endolizyn SAR
wzbogacono niedawno o trzeci, odrebny, wykorzystywany
przez endolizyne faga ERA103 (Lyz'®®) infekujacego Erwinia
amylovora. Endolizyny klasy Il wydaja sie taczy¢ cechy en-
dolizyn klasy I111. Endolizyna Lyz!% faga ERA103 ma reszte
cysteinowa w hydrofobowej sekwencji SAR przy zachowa-
niu kanonicznej reszty Asp w triadzie katalitycznej [33].
N-koricowa domena katalityczna Lyz'® zawiera dodatkowo
dwie reszty cysteiny. W sumie obecno$¢ trzech reszt cy-
steiny, w tym jednej w sekwencji SAR, sugeruje mozliwo$¢
wystepowania enzymu w dwéch formach izomerycznych
réznigcych sie organizacja wewnatrzczgsteczkowych wia-
zan dwusiarczkowych. Mimo ze Lyz!% nie zawiera cysteiny
w triadzie katalitycznej, przypuszcza sie, ze jest ona akty-
wowana (podobnie jak Lyz") przez izomeryzacje wigzan,
wywotana przez uwolniona cysteine obecng w sekwencji
SAR (Cys,,). W tym przypadku wigzanie dwusiarczkowe
hamujgce aktywno$¢ enzymu tworzy sie miedzy resztami
cystein okalajacymi katalityczng reszte glutaminianu [33].

Réznorodno$é strategii regulujacych aktywno$é endo-
lizyn z sekwencjg SAR potwierdza jak wazna jest opty-
malizacja czasu lizy [71]. Montaz wirionéw potomnych,
poprzedzony ekspresja pdznych gendéw litycznych faga,
jest w tym przypadku etapem kulminacyjnym, a zwiaza-
ny z tym wybdr najbardziej optymalnego momentu lizy
warunkiem koniecznym dla jej skutecznoéci [49,76]. Bio-
logiczne znaczenie sekwencji SAR endolizyn nie jest do
kotica wyjasnione, tym bardziej ze bakteriofagi kodujace
takie endolizyny koduja tez holiny. Utrzymujace sie na ni-
skim poziomie, spontaniczne uwalnianie endolizyny SAR
z membrany do peryplazmy doprowadza ostatecznie do
lizy komérki bakteryjnej bez udziatu klasycznych holin,

jednak dopiero depolaryzacja btony cytoplazmatycznej
umozliwia szybkie zaj$cie tego procesu [49,72].

Hoviny

Holiny sg jedng z najbardziej zréznicowanych grup biatek.
Znanych jest ponad 150 genéw kodujacych holiny, ich pro-
dukty pogrupowano w obrebie 52 rodzin biatek [27,55,70].
Prawie wszystkie holiny sa matymi biatkami, ktére aku-
mulujg sie w blonie cytoplazmatycznej bez szkody dla ko-
mérki, podczas ekspresji péznych gendw faga [20,27,70].
W $ci$le zaprogramowanym czasie powodujg powstawa-
nie letalnych uszkodzen lub ,,dziur” w membranie. Zapo-
czatkowuje to lize bakterii, przez umozliwienie przej$cia
endolizynom niemajacym sekwencji SAR z cytoplazmy
do przestrzeni peryplazmatycznej, w ktérej znajduje sie
peptydoglikan, lub aktywacje endolizyn z sekwencja SAR
(ryc. 1) [20,32,56,70,75].

Mimo ze sekwencje aminokwasowe holin sg silnie zrézni-
cowane, wiekszo$¢ charakteryzuje sie wspSlnymi cechami
strukturalnymi: stosunkowo maty rozmiar (60-155 reszt
aminokwasowych), obecnos¢ od jednej do trzech domen
transmembranowych oddzielonych tagcznikami miedzydo-
menowymi, hydrofobowy N-koniec oraz polarny, dodatnio
natadowany C-koniec biatka [56]. Holiny nie sa biatkami
specyficznymi w stosunku do endolizyn, a transport bia-
tek przez utworzone z udziatem holin ,,pory” ograniczony
jedynie przez rozmiar poréw [70].

Na podstawie pierwszorzedowej struktury biatka, holiny
sg podzielone na trzy gtéwne klasy [65,77].

Do klasy I zalicza sie holiny o dtugosci ponad 95 reszt ami-
nokwasowych, zawierajace trzy domeny transmembrano-
we. N-koniec biatka znajduje sie w peryplazmie, a C-koniec
w cytoplazmie (np. holina S faga A, Y faga P2).

Do klasy 11 wtaczono holiny o dtugosci 50-90 reszt ami-
nokwasowych, majace dwie domeny transmembranowe.
Zaréwno ich N-, jak i C-koniec znajduja sie w cytoplazmie
(np. holina $?! faga S, gp17.5 faga T7).

W obrebie klasy 111 zgrupowano holiny o duzej zawarto-
$ci reszt hydrofilowych, zawierajace tylko jedng domene
transmembranowg. Ich C-koniec znajduje sie w perypla-
zmie, a N-koniec w cytoplazmie (np. holina T faga T4) [73].

Najlepiej poznang holing jest biatko gpS105 sktadajace sie
ze 105 reszt aminokwasowych i majace trzy domeny trans-

membranowe. Jest ono kodowane przez gen Sbakteriofaga .

ANTYHOLINY

Antyholiny to biatka antagonistyczne w stosunku do ho-
lin [69,73]. Moga by¢ dodatkowym produktem genu ho-
liny lub produktami osobnych genéw [70]. Poznano co
najmniej pie¢ odrebnych typéw antyholin. Trzy z nich sg
reprezentowane przez biatka blonowe. Dwa pozostate to
biatka cytoplazmatyczne lub wystepujace w peryplazmie
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[73,74]. Antyholiny regulujg czas wystapienia lizy komér-
ki bakteryjnej [75]. W razie nieobecnosci tych biatek liza
nastepuje za wczesnie w rozwoju faga, a to uniemozliwia
dokoriczenie proceséw morfogenezy.

»Votyw podwéjnego startu”

Geny kodujace holiny czesto zawieraja tzw. ,,motyw po-
dwdjnego startu”, dzieki czemu w wyniku ich ekspresji
powstaja dwa odmienne biatka, réznigce sie obecnosciag
kilku aminokwaséw na N-koricu. Krétszy produkt petni
funkgcje holiny, natomiast dtuzszy - antyholiny. Wéréd do-
datkowych aminokwaséw prawie zawsze wystepuje argi-
nina lub lizyna. Ich dodatni tadunek, przez reorientacje
N-korica biatka, w stosunku do holiny, ma dramatyczny
wplyw na jego funkcje [2,17,56,63,65,70]. W przypadku
biatek bakteriofaga A antyholina jest biatko $107, ktére-
go N-koniec, ze wzgledu na dodatkowy dodatni tadunek,
jest umiejscowiony w cytoplazmie, podczas gdy N-koniec
holiny S105 znajduje sie w peryplazmie [56].

ZEGAR LITYCZNY

Aktywnos$¢ holin w systemie holina-endolizyna jest nie-
zbedna do wystgpienia procesu lizy komdrki bakteryjnej
[32,70]. Moment, w ktérym holiny umozliwiajg endoli-
zynom dostep do peptydoglikanu jest zoptymalizowany
w wyniku ewolucji. Maja na to wptyw warunki srodowiska,
kondycja komdrki gospodarza, a takze antyholiny lub same
holiny akumulujace sie w blonie cytoplazmatycznej[32,73].

Zaproponowano kilka mozliwych mechanizméw regulacji
czasu lizy w powigzaniu z mechanizmami dziatania holin i/
lub antyholin. Wedtug jednej propozycji (tzw. model ,,death
raft”) holiny akumulujg sie w blonie cytoplazmatycznej
w postaci rozproszonych w niej réwnomiernie homodi-
merdw, co nie zaburza funkcji blony. W chwili osiagniecia
pewnego stezenia holin w btonie (tzw. ., krytycznej koncen-
tracji”), biatka te zaczynajg agregowa¢, grupowaé sie w tzw.
Jtratwy”, charakteryzujgce sie ciasno upakowanymi dome-
nami transmembranowymi. Utworzenie tratw z rozproszo-
nych holin trwa krécej niz minute. W miejscach powstania
Htratw”, dzieki interakcjom miedzy transmembranowymi
domenami holin, dochodzi do wyparcia lipidéw buduja-
cych btone i otwarcia niewielkich kanatéw wodnych. Powo-
duje to miejscowa depolaryzacje blony, zmiane konforma-
cyjna w czasteczkach holiniich przegrupowanie w obrebie
tratw [18,67,70]. W wyniku przegrupowania powstajg wiek-
sze otwory otoczone czasteczkami holin, ktérych hydrofi-
lowa powierzchnia jest zorientowana w kierunku $wiatta
otworu, natomiast hydrofobowa w kierunku lipidéw blony
[20,70]. W jednej komdrce bakteryjnej wystepuje kilka sku-
pisk holin o zréznicowanych rozmiarach. Dowodéw na ich
istnienie dostarczyly liczne badania [60,61,70]. Najwieksze
poznane , tratwy” sktadaja sie z 1000-3000 czgsteczek ho-
lin, a najmniejsze z 50; $rednica powstatych ,,dziur” moze
przekracza¢ 300 nm.

W drugim modelu, zaproponowanym dla bakteriofaga A,
w regulacji czasu lizy uwzgledniono aktywno$¢ antyholin.

W tym przypadku wystapienie lizy zalezy od stosunku ste-
zenia holiny (S105) do antyholiny (5S107) w blonie cytopla-
zmatycznej oraz od bezwzglednego stezenia homodimeréw
holiny. Proporcje syntezy obu tych biatek sa regulowane.
W poblizu 5’-korica mRNA genu S stwierdzono obecno$é
drugorzedowej struktury mRNA nazwanej sdi (site-direc-
ted initiation). Petni ona funkcje kontrolna, $cile regulujac
czesto$¢ inicjacji translacji od kodonu metioninowego Met,
w stosunku do czesto$ci inicjacji od kodonu metioninowego
Met, [28]. W komérkach E. coli typu dzikiego stosunek obu
biatek wynosi 2,5:1 [73]. Wedlug proponowanego modelu
holina S105 wystepuje w btonie w postaci heterodimeréw
z antyholing (S107) lub w postaci homodimerdw, ale hete-
rodimery sa tworzone preferencyjnie. Odmienno$¢ antyho-
liny od holiny, spowodowana wystepowaniem na jej N-koti-
cu pozytywnie natadowanej reszty Lys, oraz reszty Met,,
jest wystarczajaca zaréwno dla jej niezdolnosci do tworze-
nia ,,dziur” w blonie, jak i do blokowania tworzenia,,dziur”
przez heterodimery [69,73]. Zblokowanie czesci czasteczek
holiny przez tworzenie heterodimeréw z antyholing prze-
ciwdziata tworzeniu pordw, ale tylko do czasu osiggniecia
tzw. ,.krytycznej koncentracji” przez gromadzace sie jed-
nocze$nie w komérce homodimery holiny. Dochodzi wtedy
do powstania pierwszej ,,dziury”, co wywotluje cze$ciowa
depolaryzacje btony [70,73]. Zgodnie z tym modelem czas
zapoczgtkowania lizy w komérkach zainfekowanych fagiem
A jest odwrotnie proporcjonalny do nadmiaru holiny S105
wzgledem antyholiny $107. Dochodzi do niej przy stezeniu
$105 wynoszacym 1-3 x 10° czasteczek na komérke [69].

Wytwarzanie antyholiny opdznia nie tylko czas lizy, co
umozliwia zakoficzenie procesu morfogenezy fagéw, ale
tez zwieksza efektywno$¢ powstawania ,,dziur”. Wynika
to z tego, ze inhibicyjna aktywno$¢ antyholin ujawnia sie
jedynie w przypadku nienaruszonej polarnosci blony [28].
Natomiast w sytuacji zachwiania polarnosci nastepuja
konformacyjne zmiany w czasteczce antyholiny, ktéra jest
przeksztatcana w aktywng holine przez ,,przeskoczenie” N-
-korica biatka z cytoplazmy do peryplazmy [56,69,77]. W ta-
kiej sytuacji pierwotne heterodimery sa réwniez zdolne do
tworzenia ,,dziur” i dochodzi do catkowitej depolaryzacji
btony [56,73].

Tworzenie dimeréw biatek S moze by¢ wynikiem powsta-
wania mostkéw dwusiarczkowych z udziatem reszty cyste-
inowej Cys, | znajdujacej sie w drugiej domenie transmem-
branowej holiny. Badania wykazaty jednak, ze obecnosé
tych wigzan nie jest niezbedna do petnego funkcjonowania
holiny. Wiekszos$¢ holin tworzy dimery nie tgczac sie ze soba
kowalencyjnie [28].

Otwory w blonie komdrkowej bakterii tworzone przez ho-
line S105* s bardzo duze jak na kanaty blonowe. Osiagaja
rozmiary od 88 nm do 1,2 um, $rednio ~340 nm [20,60]. Sa
wystarczajaco duze, by umozliwié przejscie catkowicie sfat-
dowanej endolizynie, ktérej rozmiar to 18 kDaw przypadku
endolizyny faga A i nawet ponad 70 kDa w przypadku en-
dolizyn innych fagéw [28]. Maja nieregularny ksztatt, nie
sa skupione w jakims$ specyficznym miejscu membrany,
ale sa rozproszone przypadkowo. Stwierdzono w przybli-
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zeniu obecno$¢ dwéch ,,dziur” na komérke [20]. Zdolnosé
do tworzenia mikronowych ,,dziur” podobnych do two-
rzonych przez holine S105 faga A przedstawiono niedawno
réwniez w przypadku holiny Y faga P2 i holiny T faga T4
[61]. W badaniach z wykorzystaniem komdrek E. coli udo-
wodniono, Ze sita protonomotoryczna btony komérkowej
w czasie ekspresji genéw litycznych nie ulega zmianie az
do kilku-kilkunastu sekund przed liza bakterii (okoto 19 s
w przypadku dziatania holiny $105%) [27].

Oczyszczona holina S105 faga A okazata sie réwniez zdolna
do destabilizacji btony liposoméw. Mozliwos¢ tworzenia li-
posoméw o strukturze btony identycznej ze struktura btony
cytoplazmatycznej pozwala na odniesienie otrzymanych
wynikéw do komdérki bakteryjnej i badanie mozliwosci two-
rzenia ,,dziur” w blonie cytoplazmatycznej w razie obecno-
$ci w komérce samej holiny 105 [65].

W przypadku fagéw, ktérych antyholiny nie zawieraja do-
men transmembranowych zaproponowano alternatywny
model dzialania systemu holina-antyholina, w ktérym an-
tyholina zakltdca stabilno$¢ holiny lub transkryptu koduja-
cego holing, przez co reguluje stezenie komplekséw moga-
cych tworzyé ,,dziury” [64].

Pinholiny

U fagéw kodujacych endolizyny SAR okreslone biatka btono-
we sa wymagane jedynie do zaburzenia gradientu protono-
wego blony (PMF), dzieki czemu kontrolujg czas lizy. Biatka
te zwane pinholinami, tworzg mate uszkodzenia w btonie,
prowadzac do jej depolaryzacji, w odréznieniu od duzych
,dziur” wytworzonych przez typowe holiny [49]. Przypusz-
czasie, ze depolaryzacja zaburzajgca jonowe interakcje mie-
dzy pozytywnie natadowanym regionem N-terminalnym
endolizyny SAR a negatywnie natadowana wewnetrzng
powierzchnig btony komdrkowej moze by¢ wystarczajaca
zmiang, umozliwiajaca uwolnienie endolizyny SAR do pe-
ryplazmy [13,49]. Najlepiej poznang pinholing jest biatko
S% lambdoidalnego faga 21 sktadajace sie z 68 reszt amino-
kwasowych; zawiera ono dwie domeny transmembranowe
[10,45,46,49,50]. Zamiast kilkumikronowej wielkosci ,,dziur”
S?! tworzy w btonie E. coli okoto 1000 heptamerycznych ka-
naléw o $rednicy zaledwie ~2 nm, zwanych z angielskiego

PismiennicTwo

»pinholes”, co mozna by przettumaczy¢ jako ,,dziurki” [47].
Tworzenie, dziurek” przez biatko $* powoduje depolary-
zacje blony. Wystarcza to do gwattownego uwolnienia do
peryplazmy aktywnej formy endolizyny SAR faga 21. Nie
jest natomiast wystarczajace do pokonania bariery btony
cytoplazmatycznej przez endolizyny pozbawione domeny
SAR, co wskazuje, ze rola pinholin ogranicza sie do precyzyj-
nej regulacji czasu lizy i nie ma nic wspdlnego z eksportem
endolizyn przez blone cytoplazmatyczng [49,75]. Wydaje
sie zatem, ze jedyna analogia miedzy rolg pinholin, a rolg
holin wraz z antyholinami w procesie lizy dotyczy kontroli
momentu rozpoczecia lizy przez synchronizacje czasu ak-
tywacji zgromadzonych w komérce czasteczek endolizyn.

PobsumowaNIE

Proces lizy zainfekowanej komdrki bakterii zwiazany
z uwalnianiem namnozonych w niej bakteriofagdw jest
badany od wielu lat w warunkach laboratoryjnych. Mimo
to wiele jego aspektdéw, szczegdlnie tych istotnych dla lizy
komérek w naturze, wciaz czeka na wyjasnienie. Chociaz
kanoniczny model lizy, zaktadajacy wspétdziatanie trawig-
cej $ciane komérkowa endolizyny i zapewniajacej endoli-
zynie dostep do peptydoglikanu $ciany holiny, jest w wielu
przypadkach aktualny, wyniki ostatnich badati wskazujg, ze
nie jest ani uniwersalny ani wystarczajacy do wyjasnienia
wszystkich aspektéw lizy. Wiele endolizyn nie wymaga ho-
lin do transportu przez btone, a zwane pinholinami biatka
powodujace depolaryzacje blony sg niezbedne jedynie do
ich aktywacji. Rola w tym procesie antyholin, negatywnych
regulatoréw lizy nie jest znana. Chociaz w przypadku bakte-
rii Gram-ujemnych aktywnos¢ fagowej endolizyny i holiny
wystarcza do lizy w warunkach wytrzasanych hodowli la-
boratoryjnych, naturalnie w lizie uczestnicza biatka zwane
spaninami. Sg one niezbedne do szybkiej destrukgji blony
zewnetrznej przez jej polaczenie z btona cytoplazmatyczna
zaraz po zniszczeniu przez endolizyne dzielacej obie btony
$ciany komédrkowej. Mimo ze same endolizyny fagowe ze
wzgledu na specyficzno$¢ w trawieniu $ciany komérkowej
bakterii sg postrzegane jako potencjalne narzedzie w wal-
ce z bakteryjnymi patogenami, poznanie warunkéw ich
aktywagji i dzialania oraz funkcji biatek wspomagajacych
proces lizy, stwarza szanse skuteczniejszego wykorzystanie
endolizyn jako $rodkéw przeciwbakteryjnych.
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