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UZASADNIENIE

W obliczu kryzysu zwigzanego z opornos$cia mikroorganizméw na antybiotyki

przedtozone osiaggniecie naukowe idealnie wpisuje sie w nurt badan bioinnowacyjnych
dotyczacych funkcji enzymow litycznych, pochodzacych z bakterii oraz z bakteriofagéw
(wiruséw infekujacych bakterie), pod katem zwalczania patogen6w bakteryjnych.
Opornos¢ bakterii na $rodki przeciwdrobnoustrojowe jest naturalnym procesem
obserwowanym od czasu odkrycia penicyliny przez Sir Alexandra Fleminga w 1928 r.
Naduzywanie $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych zwiekszyto tempo rozwoju opornosci.
Wzrost liczby bakterii wielolekoopornych jest szczeg6lnie niepokojacy w przypadku bakterii
Gram-ujemnych, w tym Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
i Acinetobacter baumannii, ktére sa czynnikami etiologicznymi szerokiego spektrum zakazen
szpitalnych.

Jednym z mozliwych rozwigzan problemu opornosci na antybiotyki jest uzycie enzymow
pochodzacych z bakteriofagbw, zwanych endolizynami, ktére degraduja warstwe
peptydoglikanu (PG) $ciany komoérkowej bakterii w celu uwolnienia potomstwa faga pod koniec
cyklu litycznego. Odkad w laboratorium Prof. Vincenta Fischetti, zaczeto stosowa¢ endolizyny
jako S$rodki przeciwbakteryjne, coraz czeSciej moéwi sie o mozliwosci zastgpienia nimi
antybiotykow.

W ramach badan zostaty odkryte dwa biatka pochodzenia bakteriofagowego, endolizyna
Ph2119 oraz endolizyna Ts2631 z bakteriofagdw infekujacych komorki Thermus scotoductus. Po
raz pierwszy udato sie wykazac¢ dziatanie bakteriobdjcze enzymu Ts2631 pochodzacego
z organizmu termofilnego wobec mezofilnych bakterii Gram-ujemnych, w tym bakterii
patogennych opornych na antybiotyki. W serii pomystowych doswiadczen wykazano, Ze
zastosowanie endolizyny Ts2631 w potaczeniu ze zwigzkami destabilizujgcymi btone
zewnetrzng podnosi jej wtasciwosci antybakteryjne. Najwyzsza skuteczno$¢ takiego dziatania
zaobserwowano wobec Kklinicznych izolatéw bakterii Citrobacter braakii oraz Acinetobacter
baumanii. Testowane szczepy bakterii wyizolowano od pacjentow Szpitala Klinicznego w
Gdansku. Charakteryzowaty sie one wieloraka lekoopornoscia i stad wywotane infekcje byty
bardzo trudne w leczeniu. Wyniki opisane w pracy stanowig istotny wktad w poszerzenie wiedzy
na temat funkcji dotychczas mato znanych termostabilnych enzymow litycznych.

Co niezwykte, odkryte biatka wykazuja wysoka termostabilno$é. Chociaz
rozpuszczalno$¢ i oporno$¢ na dziatanie wysokiej temperatury maja rowniez duze znaczenie
w badaniach nad endolizynami, prawie nie istniejg projekty badajgce to zjawisko w kontekscie
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enzymoéw litycznych. Bezsprzecznie, biatka termostabilne majg przewage nad ich mezofilnymi
odpowiednikami zaréwno w procesach medycznych jak i biotechnologicznych, chociazby ze
wzgledu na odpornos$¢ na denaturacje w podwyzszonej temperaturze i proteolize. Problem
stabilno$ci i opornosci preparatéw medycznych na dziatanie wysokiej temperatury ma rowniez
szerszy kontekst w dobie problemu jakim jest epidemia SARS-CoV-2. Szczepionka mRNA firmy
Pfizer wymaga temperatury -70 °C. W takich warunkach musi by¢ transportowana
i przechowywana, co znacznie ogranicza mozliwo$¢ dystrybucji i transportu takiego preparatu.
Dlatego niezwykle waznym jest, aby preparaty stosowane w leczeniu infekcji bakteryjnych byty
tatwe w transporcie i przechowywaniu.

Kolejnym waznym aspektem jest powigzanie pomiedzy strukturg, a funkcjg badanych

enzymoéw litycznych. Badania w ramach osiggniecia naukowego zaowocowaty otrzymaniem,
charakterystyka i zdeponowaniem struktury krystalicznej endolizyny Ts2631 w bazie PDB
(Protein Data Bank) pod numerem akcesyjnym 6FHG. Tym samym endolizyna Ts2631 jest
pierwsza endolizyng faga termofilnego o poznanej strukturze przestrzennej. Oryginalnym
wktadem pracy jest okreslenie aminokwaséw kluczowych dla aktywnosci litycznej endolizyny
Ts2631 jako przedstawiciela endolizyn bakteriofagbw Thermus. Endolizyna Ts2631 jest
pierwsza endolizyng z termofilnego bakteriofaga, ktorego funkcjonalno$¢ centrum
katalitycznego (reszty H30, Y58, H131 i C139) zostata eksperymentalnie potwierdzona.
Obie badane termofilne endolizyny Ph2119 oraz Ts2631 wykazujg podobienstwo na poziomie
sekwencji aminokwasowych do eukariotycznych biatek rozpoznajacych peptydoglikan oraz do
szeregu potencjalnych enzymoéw litycznych pochodzacych z bakterii z rodzaju Clostridium. W
osiggnieciu naukowym po raz pierwszy eksperymentalnie potwierdzono dziatanie
antybakteryjne enzymu litycznego LysC z bakterii C. intestinale URNW. Zbadano rowniez
mechanizm bakteriobdjczego dziatania biatka oraz szczeg6lng role jego N-terminalnego regionu.
W pracy sktadajacej sie na przedstawione osiggniecie naukowe wykazano bakteriobojcze
dzialanie nowego naturalnego peptydu antybakteryjnego Intestinaliny, stanowigcego
30 pierwszych aminokwaséw N-terminalnego regionu enzymu LysC.

Podsumowujac, prowadzone badania byly niezmiernie istotne z punktu widzenia
zrozumienia powigzania pomiedzy strukturg, a funkcja termostabilnych endolizyn
bakteriofagowych oraz bakteryjnych biatek litycznych, o potencjalnym zastosowaniu
w zwalczaniu infekcji bakteryjnych.



