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Prezentowane badania koncentrujgc sie na analizie struktury i funkcji enzymow
produkowanych przez wirusy bakteryjne (fagi) aktywne wobec patogendéw z grupy ESKAPE.
ESKAPE to skrot nazw bakterii (Enterococcus, Staphylococcus, Klebsiella, Acinetobacter,
Pseudomonas, Enterobacter), sposrod ktérych izoluje sie najczesciej wielooporne szczepy
kliniczne.

W ramach niniejszego projektu planujemy uzyskanie rekombinowanych biatek pochodzenia
fagowego, degradujacych cukry powierzchniowe bakterii wchodzgce w sktad ich otoczek lub/i
lipopolisacharydow (LPS). Celem jest poznanie witasciwosci i struktury nowych enzymoéw
fagowych - depolimeraz oraz efektéw ich dziatania. Pierwszym zadaniem na drodze do
osiggniecia celu jest ustalenie odpowiednich warunkdw na rdznych etapach produkcji biatek
rekombinowanych z uzyciem procedur inzynierii genetycznej. Przebadana zostanie réwniez
aktywnosc i specyficznos¢ hydrolityczna uzyskanych enzymdw wobec bakteryjnych polimeréw
cukrowych takich jak EPS (egzopolisacharyd) i LPS (lipopolisacharyd) przy zastosowaniu metod
biochemicznych i biofizycznych.

Zamierzamy poznac ich strukture na podstawie uzyskanych krysztatéw biatkowych oraz
okresli¢ aktywnosé w zaleznosci od cech Srodowiska, w ktorym sie znajdujg. Dzieki analizom
strukturalnym bedziemy w stanie zidentyfikowac¢ centra aktywne otrzymanych enzymow, co
pozwoli na zaprojektowanie zmodyfikowanych biatek o zmienionej specyficznosci
substratowej. Takie rekombinowane enzymy zostang zbadane pod katem aktywnosci
przeciwbakteryjnej i anty-wirulentnej, jako potencjalne srodki lecznicze.

Niniejszy projekt dotyczy nowej, podstawowej wiedzy pozwalajgcej na lepsze zrozumienie
mechanizmow dziatania enzymow fagowych, ich aktywnosci hydrolitycznej wobec bakterii
oraz zakresu dziatania wobec bakteryjnych wielocukrow réznego pochodzenia. Wyniki
projektu pozwolg odpowiedzie¢ na pytanie czy egzopolisacharydazy pochodzenia wirusowego
mogg skutecznie degradowac i usuwac struktury biofilmu bakteryjnego, ogranicza¢ wirulencje
najgrozniejszych patogendéw cztowieka, a co za tym idzie stanowi¢ alternatywe lub dodatek
wspomagajgcy standardowg terapie antybiotykowa.

W literaturze mozna znalez¢é potwierdzenie skutecznosci depolimeraz w zwalczaniu infekcji na
modelach zwierzecych, jak rowniez umozliwienia penetracji antybiotykow w gtab biofilmu na
skutek dziatania tych enzymoéw. Cho¢ zaproponowany projekt ma charakter czysto poznawczy,
odpowiedzi na postawione pytania mogg pomac rozwia¢ przynajmniej cze$¢ watpliwosci
zwigzanych z hipotetycznym zastosowaniem depolimeraz w zwalczaniu pateczek z gatunku
Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa, wsréd ktdérych zaréwno izolaty
pochodzenia szpitalnego jak i srodowiskowego sg w takim samym stopniu niebezpieczne.
Badania nad depolimerazami fagowymi specyficznymi wzgledem tych dwdch przedstawicieli
grupy ESKAPE, nie s3 jeszcze szeroko rozpowszechnione, dlatego tez zdecydowaliSmy sie
zgtebic ten temat.



