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Fagowe enzymy lityczne produkowane sq podczas replikacji bak-
teriofagow w komaorkach bakteryjnych. Powodujqc lize scian komorek
bakteryjnych, umozliwiajq uwolnienie sie czqstek fagowych na zewnqtrz.
Enzymy bakteriofagow wykazujq wysokq swoistos¢, dzieki czemu mogq
niszczy¢ wybrane gatunki bakterii, takze oporne na antybiotyki, dzieki cze-
mu stwarzajq nowe mozliwosci w walce z zakazeniami bakteryjnymi.
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WSTEP

W 1896 r brytyjski bakteriolog Ernest Hankin zaobserwowal przeciwbakteryjne wtasci-
wosci wody z rzek Ganges i Junna w Indiach wobec Vibrio cholerae, a w 1898 r. Rosjanin
Gamaleya wykryt podobne zjawisko w przypadku Bacillus subtilis. Po dwudziestu latach
Twort postawit hipotezg istnienia bakteriofagdw, w dwa lata pozniej D 'Herelle czynniki te
nazwat fagami, sugerujac, ze sa one Zywymi wirusami, a nie enzymami, i po raz pierwszy
uzyt fagow przy leczeniu czerwonki bakteryjnej (1). Pierwsza publikacja na temat leczenia
fagami gronkowcowych schorzen skory ukazata sig w 1921 r. W tym czasie uruchomiono
w Paryzu produkcje pigciu fagowych preparatow przeciwko chorobom bakteryjnym: Bac-
te-coli-phage, Bacte-rhino-phage, Bacte-intestini-phage, Bacte-pyo, Bacte-staphy-phage.
W 1940 r. w Eli Lilly Company (Indianapolis) podj¢to produkcje fagowego lizatu przeciwko
gronkowcom, paciorkowcom i pateczkom okreznicy. Terapeutyczne fagi bedace w czystych
lizatach, moga zawierac jeszcze wiele zanieczyszczen wlaczajac endotoksyny, powodujac
wystepowanie niekorzystnych efektow ubocznych (1).

Trudno$ci z otrzymaniem czystych preparatdOw oraz pojawienie si¢ antybiotykow
wptynglo ujemnie na rozwdj badan nad bakteriofagami. Natomiast problemy zwiazane
z narastaniem anybiotykooporno$ci spowodowatly ponowne zainteresowanie si¢ bakterio-
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fagami. Dzi$ terapia fagowa interesuje si¢ NATO, czego przyktadem jest preparat zwany
PhageBioDerm, ktory ma zastosowanie w profilaktyce zakazen ran oparzeniowych.

Bakteriofagi lityczne powoduja lizg¢ komdrki gospodarza, dzigki specyficznym enzymom
destabilizujacym $ciany komorkowe bakterii, dla uwolnienia z niej potomnych wiruséw. Inne
bakteriofagi musza zdegradowac lub ostabi¢ peptydoglikan dla zabicia komorki. Bakteriofag
dla rozpoczgcia infekcji, musi potaczy¢ sig ze specyficznym receptorem umiejscowionym
na powierzchni komorki bakteryjnej (2). Bakteriofagowe enzymy lityczne produkowane
sa podczas normalnego cyklu replikacji fagow. Sa one biatkami, ktérych domena na koncu
aminowym, wykazuje aktywnos¢ enzymatyczna (hydroliza wiazania peptydoglikozydowe-
g0), podczas gdy domena na koncu karboksylowym, odpowiada za specyficzne wiagzanie
do weglowodanowego epitopu w $cianie bakterii. Przy wyborze fagéow litycznych nalezy
pamigta¢ o mozliwosci horyzontalnego transferu genow toksyn bakteryjnych i genow
antybiotykoopornosci lizogenicznych fagow.

ENZYMY LITYCZNE BAKTERIOFAGOW

Enzymy lityczne dzieli si¢ na dwie grupy. Do pierwszej z nich nalezy lizozym, ktéry
hydrolizuje wiazania N-acetylmuraido-1,4-B-N-acetylglukozaminowe. Druga grupeg re-
prezentuja amidazy N-acetylmuramido—L—alaninowe, hydrolizujace wiazania pomigdzy
kwasem N-acetylmuraminowym a L-alaninag (2). Fagowe lizyny reprezentuja t¢ sama grupg
wysoce specyficznych enzymow jak autolizyny gospodarza (3). Muramidaza jest enzymem
fagowym, otrzymywanym z kolifaga y, amidaza jest produktem kolifaga T7, aminopep-
tydaza i endopeptydaza, pochodza z faga vy phis, ktérego gospodarzem jest Pseudomonas
phaseolicola.

Lityczne enzymy bakteriofagdw do degradacji sciany komdrkowej potrzebuja dodatko-
wego biatka btonowego — choliny, co wiaze si¢ z tym, ze wigkszo$¢ endolizyn nie posiada
sekrecyjnych sekwencji sygnalnych. Cholina, umozliwiajac endolizynom dostgp do mureiny
kontroluje lizg¢ komorki bakteryjnej (3). W pewnych przypadkach produkowane sa rowniez
cholinowe inhibitory, zapewniajace rownowage catego procesu lizy (2). Zachodzace na
siebie geny (Rz oraz Rz/) fagdw zakazajacych bakterie Gram ujemne koduja pomocnicze
proteiny lizujace Rz i Rz1, ktérych funkcja nie jest jeszcze doktadnie poznana. By¢ moze
wspotdziataja one w interakeji z zewngtrzna btona lub z jej potaczeniami ze §ciang komorko-
wa (2). Geny choliny i endolizyny (odpowiednio S i R) u faga A, ulokowane sa na poczatku
grupy gendéw poznej transkrypceji, uruchamianych okoto 8 minut po rozpoczeciu replikacji
i produkowanych od tej pory konstytutywnie. Endolizyna gromadzi si¢ w cytozolu komorki,
do czasu, kiedy cholina powoduje permeabilizacjg¢ blony komérkowej, zatrzymujac procesy
metaboliczne, co umozliwia endolizynie dostgp do mureiny. Cholina moze takze powodowac
aktywacj¢ enzymu muralitycznego na zewnatrz komorki, co opisano w przypadku enzymu
LytA (amidaza pochodzaca ze Streptococcus sp.) (2).

BAKTERIOFAGOWE ENZYMY PRZECIWKO PACIORKOWCOM

Streptococcus pyogenes (B-hemolityczne Streptococcus grupy A) jest czynnikiem etio-
logicznym m. in. paciorkowcowego zapalenia gardta, goraczki reumatycznej i zapalenia
kigbuszkowego nerek u ludzi. W Stanach Zjednoczonych na bakteryjne zapalenie gardta
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zapada 2,5 miliona ludzi rocznie, z czego ponad 80% przypada na dzieci ponizej 15 roku
zycia. U 35% pacjentow leczonych na paciorkowcowe zapalenie gardta, penicylina jest
nieskuteczna. Nosicielstwo tych bakterii u ludzi, dochodzace nawet do 50% przypadkow,
powoduje dalsze rozprzestrzenianie si¢ zakazen. Terapia antybiotykowa w przypadku no-
sicielstwa moze powodowac wzrost opornosci bakterii na antybiotyki, co jest zjawiskiem
niepozadanym (4, 5).

Bakteriofag C, zdolny do swoistej infekcji Streptococcus grupy C produkuje enzym,
ktéry po izolacji i oczyszczeniu powoduje lizg §ciany komorek tych bakterii (takze u grupy 4
i E Streptococcus). Enzym ten o masie 50 kDa wystepuje jako dimer. Wykazano mozliwo$¢
uzycia enzymu faga C, w przypadkach zapalenia gardta wywotanego przez Streptococcus
C dla celéw profilaktycznych i terapeutycznych (4).

Bakteriofagowa lizyna C, niszczy paciorkowce grupy A (réznych typow serologicz-
nych) juz po 5 minutach ekspozycp a do perforacji oston komorki wystarczy zaledwie kilka
czasteczek enzymu. Takze bakterie z grupy C oraz E, sa podatne na dziatanie tego enzymu,
jednak w mniejszym stopniu. Paciorkowce z grup B, D, F, G, L oraz N sa niewrazliwe
na lizyng C, co $wiadczy o swoisto$ci dziatania enzymu. Patogeny jamy ustne;j takie jak:
S. oralis, S. mtermedms S. mutans 1 inne takze nie sa podatne na dziatanie enzymu. Jedy-
nie w przypadkach S. gordoni, wykazano niewielka aktywno$¢ lizyny C . Dla poréwnania
przebadano takze bakterie Gram — dodatnie, czgsto znajdywane wsrdd flory jamy ustnej
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis), oraz Gram - ujemne (Escherichia
coli, Neisseria lactamicus, Pseudomonas aeruginosa). Mimo podobienstwa w budowie pep-
tydoglikanu wszystkich wspomnianych bakterii, byly one niewrazliwe na lityczne dziatanie
enzymu faga C, (4). Bakteriofagowa lizyna otrzymana z faga C, paciorkowcow — PlyC jest
wyjatkowa wérod enzymodw litycznych bakteriofagéw. Wszystkie bowiem znane lizyny sa
biatkami syntetyzowanymi jako monomer, podczas gdy PlyC jest biatkiem multimerycz-
nym. Charakterystyka molekularna operonu PlyC wykazuje, ze koduje on dwa oddzielne
polipeptydy PlyCA i PlyCB. Wykazano, ze aktywno$¢ katalityczna wykazuje holoenzym
sktadajacy si¢ z o$miu podjednostek PlyCB przypadajacych na jedna podjednostke PlyCA.
Za aktywno$¢ enzymatyczna PlyC odpowiedzialna jest podjednostka PlyCA, natomiast
PlyCB tworzy oktamer, ktory z kolei moze wiazac si¢ ze §ciang komdrkowa (6).

W doswiadczeniach in vitro wykazano, ze 1000 U lizyny powoduje zniszczenie okoto
107 komorek Streptococcus sp., juz po 5 sekundach od ekspozycji. Badania mikroskopem
elektronowym wykazaty, ze po 15 sekundach dziatania lizyny nastepuje wyrazna degradacja
Sciany komoérkowej, prowadzaca do $mierci bakterii (4).

Streptococcus sp., grupy B (GBS) lub Streptococcus agalactiae sa gtéwna przyczyna
posocznicy i zapalenia opon mézgowych u noworodkow, natomiast GBS cechuje sig¢ takze
wysoka zachorowalnoscia i $§miertelnoscia u ludzi dorostych z obnizona odpornoscia im-
munologiczna. Otrzymano zrekombinowany enzym PlyGBS, zdolny do degradacji
Streptococcus grupy B, a pojedyncza dawka enzymu podana myszom znaczaco
redukowata bakteryjng kolonizacj¢ w pochwie, jamie ustnej i gardle (7).

Zrekombinowany PlyGBS poréwnano do lizyny Cpl-1 oraz Plyl87, wskazujac, ze
PlyGBS posiada trzy rézne domeny. Domena N-koncowa wykazuje 27% podobiefistwo
do domeny Ply187, funkcjonujacej jako endopeptydaza. Domena $rodkowa jest w 46%
identyczna z domena N-koncowa Cpl-1 o funkcji muramidazy. Trzecia, C-koncowa dome-
na PlyGBS nie wykazuje natomiast podobienstwa do innych enzymoéw litycznych. Dalsze
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badania wykazaly, ze domena SH3b odpowiedzialna jest za wigzanie enzymu do $cian
komdrkowych (8). Domena pierwsza jest aminohydrolaza/peptydaza zalezna od cysteiny/
histydyny (CHAP, cysteine histidine-dependent aminohydrolase/peptidase). Natomiast druga
jest acetylomuramidaza. Kazda domena hydrolazowa degraduje peptydoglikan, niezaleznie
od innych domen hydrolazowych. Endopeptydaza CHAP tnie specyficzne wigzania pepty-
dowe migdzy D-alaning i L-alaning znajdujacymi si¢ mi¢dzy peptydami rdzenia peptydo-
glikanu a mostkami poprzecznymi (9). Donovan i wsp. (2006) przeprowadzili badania nad
poznaniem funkcyjnych domen aktywnosci hydrolaz peptydoglikanu poprzez seri¢ mutacji
delecyjnych i okreslenia ich wplywu na aktywno$¢ lityczna. Wszystkie badane konstrukty
pochodzity z petnej dtugosci genu endolizyny faga B30, uprzednio wklonowanego do
plazmidu pET21a, z dodaniem markera histydynowego na koncu C. Wykonano seri¢ mu-
tacji delecyjnych wykorzystujac metod¢ PCR. Zmutowane plazmidy byly wprowadzane
do Escherichia coli w celu scharakteryzowania i ekspresji genéw. Badania wykazaty, ze
domena CHAP zachowuje swoja aktywno$¢ przy dlugosci 125-156 aminokwasow (sama
domena CHAP sktada si¢ 107 aminokwasdw), czyli az do 50 aminokwasow pozostaje poza
konserwatywna sekwencja domeny. Ten dodatkowy odcinek moze by¢ niezbgdny dla wtas-
ciwego ksztattowania domeny CHAP. Jednocze$nie udowodniono, ze CHAP nie wymaga
obecnosci domeny SH3b do prawidlowego utrzymania aktywnosci litycznej. Podobna
metodg zastosowano w badaniach nad okresleniem C-konca domeny o funkcji glikozydazy,
w ktorych wykazano, ze domena C-konca enzymu SH3Db jest niezbgdna do prawidtowego
dziatania domeny $rodkowej — muramidazy. Dodatkowe badania nad koncem N endolizyny
potwierdzity t¢ hipoteze (10).

Aktywno$¢ PlyGBS in vitro okre$lono na 40 jednostek PlyGBS w 37°C przez 60
min; aktywno$¢ enzymu mierzy si¢ przy uzyciu spektrofotometru przy dtugosci fali OD
600, obserwujac szybkos¢ spadku adsorbeji. Enzym PlyGBS wykazuje znaczna aktyw-
no$¢ lityczna wobec Streptococcus grup: A, C, G i L oraz brak lub niewielka aktywnos$¢
w przypadku grupy D, E, N. Aktywnos$¢ $rednia do niskiej, zaobserwowano wobec
S. salivarius, S. gordonii i S. mutans, a catkowity brak dzialania przy B. cereus i S. aureus,
L. acidophilus, L. crispatus oraz pochwowych komensalach bakteryjnych. Do wizualizacji
efektow litycznych bakteriofagowych enzymow stosowano mikroskop fazowo-kontrastowy
lub mikroskop elektronowy. Planuje si¢ wykonanie badan nad mutacjami PlyGBS w celu
zwigkszenia specyficznosci 1 aktywnosci enzymu, a nastgpnie jego zastosowanie w terapii
zakazen paciorkowcami (7).

Lys K-BAKTEROFAGOWY ENZYM LITYCZNY PRZECIWKO GRONKOWCOM

Bakteriofagowa lizyna LysK wykazuje szerokie spektrum aktywno$ci litycznej wobec
gronkowcow, lacznie z metycylinoopornymi szczepami S. aureus. Ze wzgledu na nabywa-
nie przez gronkowce opornosci na stosowane antybiotyki, stwarzaja one wiele problemow
zdrowotnych. Flaherty i wsp. (2005) przeprowadzili doswiadczenie oparte na klonowaniu,
a nastgpnie ekspresji LysK ekstrahowanej z faga K z Lactococcus lactis. Juz w 1950 r.
wyekstrahowano z lizatéw fagowych enzym, nazwany virolizyna, ktéry byl skuteczny
jedynie przeciwko martwym komoérkom. Enzym Pal (Phage Associated Lysin) wykazuje
niszczace dziatanie zarowno wobec zywych jak i martwych komoérek S. aureus. LysK po-
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czatkowo byta klonowana do E. coli tak, by gen dla biatka LysK znajdowatl si¢ pod kontrola
promotora T7 i byla zwigzana z innym biatkiem, oraz markerem his-tag. Powstajace biatko
byto nierozpuszczalne i tworzyto ciato inkluzyjne w komoérce. Z tego powodu gen enzymu
wprowadzono do L. lactis (NZ9800), a ekspresj¢ biatka indukowano nizyna. Lizaty Lacto-
coccus sp zawierajace zrekombinowana LysK, hamowaty wzrost Staphylococcus sp., m.in.
szczepow wywotujacych mastitis u bydta, szczepoéw vankomycynoopornych i opornych na
targocid oraz szczepow MRSA izolowanych od pacjentéw w szpitalach. LysK moze by¢
potencjalnym lekiem przeciwko gronkowcom opornym na stosowane antybiotyki (11).

Wall i wsp. (12) prowadzili badania nad zastosowaniem lizostafiny w walce z gronkow-
cowym zapaleniem gruczotu mlekowego u krow. Dzigki ekspresji hydrolazy peptydoglikanu
gronkowcow, lizostafiny, jako transgenu w gruczotach klonowanego bydta, uzyskano odpor-
no$¢ na zakazenie gruczotu mlekowego bakteriami S. aureus wprowadzonych bezposred-
nio do kanatu gruczotow mlecznych. Lizostafina tnie specyficznie most pigcioglicynowy
w peptydoglikanie gronkowcow. Co wigeej, jest aktywna przeciwko wielolekoopornym
szczepom S. aureus oraz wykazuje aktywnos¢ lityczna przeciwko innym bakteriom powo-
dujacym zakazenia gruczotow mlekowych (13).

Gen endolizyny bakteriofaga B30 zostat ostatnio sklonowany, po czym stwierdzono, ze
endolizyna wykazuje aktywnos¢ lityczna wobec gatunkow S. agalactiae i S. disagalactiae.
powodujacych zapalenie gruczotu mlekowego. Ta 443-aminokwasowa hydrolaza zawiera
domeng endopeptydazowa (CHAP) oraz domeng lizozymowa (Acm), z ktorych kazda moze
funkcjonowac niezaleznie od drugiej. Endolizyna GBS B30 nie posiada zdolnosci litycznej
wobec S. aureus (9).

Poniewaz domeny endolizyn fagowych moga dziala¢ niezaleznie zachowujac specyficz-
no$¢, fuzja réznych domen moze stworzy¢ nowe mozliwos$ci w walce z patogenami odpo-
wiedzialnymi za zakazenie gruczolu mlekowego. Bialko fuzyjne zbudowane z lizostafiny
i endolizyny faga B30 powstato dzigki potaczeniu 443-aminokwasowej wersji endolizyny
B30 (pozbawiona His-tag) z dojrzata forma lizostafiny (aminokwasy 235 do 480) (13, 14),
ktéra z kolei zostata zmodyfikowana w celu wyeliminowania potencjalnych miejsc przyta-
czenia oligosacharydow. Tak powstata koncowa fuzja 443-Lyso, a skrocone biatko B30-182
zostalo potaczone z takq sama lizostafing tworzac 182-Lyso. Oba konstrukty aktywnie lizuja
S. aureus 1 te same gatunki paciorkowcdow, co macierzysta lizyna B30 (13).

Jest to pierwszy przypadek chimerycznej hydrolazy peptydoglikanu posiadajacej aktyw-
no$¢ lityczna przeciwko dwu bakteriom. Biatko fuzyjne endolizyna-lizostafina moze by¢
produkowane w hodowlach komorek ssakow, jako faza poczatkowa pozniejszego tworzenia
transgenicznych zwierzat (13).

BAKTERIOFAGOWE LITYCZNE ENZYMY PRZECIW BACILLUS ANTHRACIS

Bacillus anthracis jest potencjalnym czynnikiem ataku biologicznego, zaklasyfikowa-
nym do grupy A broni biologicznej (15). Przetrwalniki laseczek waglika po dostaniu si¢ do
pluc sa transportowane przez makrofagi do weztow chtonnych otaczajacych ptuca, gdzie
kietkuja, po czym namnazajac si¢, wytwarzaja toksyny, co moze prowadzi¢ do $mierci 99%
zakazonych organizméw. Oporne na antybiotyki laseczki waglika zwigkszaja zagrozenie
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w przypadku intencjonalnego uzycia tej bakterii jako broni biologicznej. Stwarza to koniecz-
no$¢ poszukiwania nowych, skuteczniejszych metod walki z tym zarazkiem (16).

Lizyng PlyG otrzymuje si¢ z faga y, swoistego dla B. anthracis, ktory zostal wybrany
do izolacji ze wzgledu na jego wysoka specyficznos¢ i mozliwos¢ zastosowania do iden-
tyfikacji metoda typowania fenotypowego (17).

Badania nad rekombinowana lizyna PlyG wykazaly, Ze jest to biatko monomeryczne
o przypuszczalnej masie wzglednej ok. 27000 Da. W celu okres$lenia aktywno$ci oraz
specyficznoséci enzymu badano wiele szczepdw z grupy B. cereus pochodzacych z réznych
kolekcji na §wiecie. Oporny na streptomycyng szczep B. cereus ATCC 4342 (oznaczony
jako RSVF1) wykazywat wrazliwo$¢ na PlyG, podobnie jak szczepy z gatunku B. anthracis.
Na dziatanie enzymu podatny byt takze, chociaz w matym stopniu szczep B. cereus ATCC
10987, blisko spokrewniony z B. anthracis. Wszystkie bakterie z innych gatunkow uzyte
w tym doswiadczeniu, byly oporne na dziatanie enzymu. W obecnosci 20U PlyG, w ciagu
15 minut dochodzito do niemal catkowitego zniszczenia szczepu RSVF1, a miano szczepu
ATCC 10987 zostato obnizone stukrotnie. Warto podkresli¢, ze mikrokapsutkowanie niektd-
rych szczepow laseczki waglika nie zapobiega dostepowi enzymu do $ciany komorkowe;j
bakterii (16). W wyniku dziatania enzymu litycznego u bakteriofaga y, PlyG, dochodzi do
uwolnienia niektérych komponentdéw bakteryjnych, takich jak ATP — komdrkowego zrodta
magazynowanej energii. Uwolnienie ATP ma miejsce juz po 10 sekundach od dodania 2U
do 1 x 10* komoérek RSVF1. Reakcja powyzsza moze by¢ wykorzystana do identyfikacji
B. anthracis (16).

Mimo, ze teoretycznie mozliwe jest uodpornienie si¢ bakterii na dziatanie faga, to
bakterie RSVF1 pozostaja ciagle wrazliwe na dzialanie enzymu PlyG. Mutanty tych bak-
terii, oporne na dzialanie antybiotykow, byty wrazliwe na ten enzym. Takze mutageneza
z zastosowaniem takich $rodkow, jak ester etylowy kwasu metanosiarkowego (EMS), nie
wplywata na dziatanie PlyG. Nabycie przez patogeny opornosci na fagowe enzymy lityczne
wydaje si¢ w chwili obecnej mato prawdopodobne (16).

Peptydoglikan przetrwalnikow jest chroniony przed lizozymami i amidazami przez
biatkopodobna ostong, jednakze w czasie 10 minut po wzbudzeniu procesu kietkowania,
wzrasta porowatos$¢ oston i enzym zdolny jest do destrukcji komorek bakteryjnych RSVF1.
Dzigki wykorzystaniu sekwencji genu PlyG do poszukiwan innych lizyn przez pordéwna-
nie homologii, odnaleziono sekwencj¢ lizyny nazwanej PlyPH, ktdérej nazwa pochodzi od
szerokiego zakresu pH, w ktorym enzym zachowuje aktywno$¢. Poréwnanie sekwencji
nukleotydowej tych lizyn wskazuje na niewielkie podobiefistwo w czgsci N-koncowej en-
zymow, co pozwala wnioskowac o roznicach wystepujacych w domenach katalitycznych.
Wysoki stopieni podobiefistwa w domenach C-koncowych, przemawia za tym, ze PlyPH
rozpoznaje ten sam epitop, co PlyG. Podobnie jak PlyG, PlyPH jest wysoce specyficzny dla
B. anthracis szczepu Sterne oraz B. cereus RSVF1. Duza zaleta PlyPH jest takze zdolnos¢
do selektywnej lizy bakterii RSVF1 w mieszaninie roznych komorek bakteryjnych (18).
Niedawno odkryty gen lizyny PlyL w genomie laseczki waglika wykazuje 93% podobien-
stwa do PlyG w regionie katalitycznym, oraz 60% podobiefistwa w regionie wigzacym do
$ciany komorki bakterii. Enzym ten, w przeciwienstwie do wysoce specyficznych PlyG oraz
PlyPH, jest aktywny w stosunku do licznych szczepow z rodzaju Bacillus (19).
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BADANIA IN VIVO

Lizyny fagowe, tak jak kazdy potencjalny terapeutyk, wymagaja wielu testow w celu
okreslenia ich specyficznosci, skutecznos$ci, bezpieczenstwa, nieszkodliwos$ci czy trwatosci.
Pozytywne wyniki badan nad zastosowaniem fagowych enzymow litycznych wobec szeregu
bakterii in vitro sktonity badaczy do rozpoczecia eksperymentow in vivo. Wykazano skutecz-
no$¢ enzymu PlyGBS w walce z bakteriami grupy B. Streptococcus (GBS), kolonizujacymi
drogi rozrodcze u myszy. Zakazenie dootrzewnowe myszy niektérymi szczepami B. cereus
(RSVF1) moze prowadzi¢ do szybkiej $§mierci zwierzat. Stwierdzono, ze podanie 50U enzymu
litycznego w 5 minut po iniekcji wptywa korzystnie na przebieg choroby, przy czym uzyta
lizyna PlyGBS nie wywoluje efektu mutagennego u badanych zwierzat (7).

Bardzo podobne badania nad mozliwo$cia zastosowania PlyPH w celach terapeutycz-
nych przeprowadzono u myszy zakazanych szczepem RSVF1 wykazujac, ze okoto 40%
zwierzat przezywalo infekcje, a enzym PlyPH nie wywierat przy tym zadnego negatywnego
wplywu na badane zwierzgta (18).

Uzyskano takze korzystne efekty leczenia myszy zakazonych zjadliwym szczepem B.
anthracis, ktorym podano PlyG po 15 minutach od zakazenia. Po 12 dniach 10% zwierzat
zakazonych padto, podczas gdy 90 % zostalo wyleczonych (16, 20). Jado i wsp. (21) zaka-
zali myszy opornym na antybiotyki szczepem 6B S.pneumoniae i w 1 godzing po infekcji
podawano im Pal i Cpl-1. Zwierzgta leczone przezyty infekcjg, a miano bakterii we krwi
zwierzat bylto znacznie nizsze w pordwnaniu z grupa kontrolna- nie leczona. Obserwowano
takze synergistyczne dziatanie uzytych enzymoéw w terapii zwierzat. W dalszych doswiad-
czeniach badano wplyw réwnoczesnego stosowania gentamycyny i enzymow fagowych
na bakterie, wykazujac synergistyczne dziatanie obu sktadnikéw, uzaleznione od stopnia
opornosci bakterii na antybiotyki.

W badaniach in vivo nie wykazano ujemnego wptywu fagowych enzymow na organizm.
Stwierdzono ponadto, Ze otrzymane w sztuczny sposob przeciwciala przeciwko enzymom
nie wptywaja na aktywnos$¢ lityczna samych enzymow, co jest obserwacja niezwykle
istotng (16, 18).

PODSUMOWANIE

Bakteriofagowe enzymy lityczne sa niezbedne w procesie replikacji bakteriofaga przy
infekcji Gram - dodatnich bakterii. Dzigki swym wyjatkowym wilasciwosciom, wysokiej
specyficznosci i aktywnosci katalitycznej, moga stac si¢ skutecznym narzedziem w walce
z infekcjami. Ich wysoka specyficzno$¢ pozwala na dobor enzymu w zaleznosci od rodzaju
patogenu bedacego przyczyna choroby. Nie wykazuja one przy ich stosowaniu efektow
ubocznych. (16, 18)

Fagowe enzymy lityczne moga stac si¢ takze skutecznym lekiem przeciwko bakteriom
opornym na antybiotyki, stanowiac nowa formg terapii. Dzigki swojej specyficznos$ci wobec
konkretnych bakterii, enzymy nie oddziatuja na inne drobnoustroje, co daje im przewage
nad antybiotykami (22). Nowe mozliwo$ci terapii z uzyciem fagowych enzymow w sy-
tuacji zmierzchu ery antybiotykowej wydaja si¢ niezwykle cenne (2). Terapia fagowymi
enzymami znajduje zastosowanie na polu walki, jako skuteczny lek w przypadku zakazen
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ran zohierzy, jednocze$nie preparaty tego typu moga znalez¢ swoje miejsce w domowych
apteczkach (1). Fagowe enzymy lityczne moga okaza¢ si¢ niezwykle pomocne przy zwal-
czaniu czynnikow broni biologicznej. Wigkszo$¢, naturalnie wystgpujacych szczepow B.
anthracis jest wrazliwa na antybiotyki, jednakze czas konieczny dla podjgcia skutecznego
leczenia zakazen sporami waglika jest krétki (nie przekracza 48 godzin). Enzymy bakte-
riofagowe, w potaczeniu z terapia antybiotykowa, moga wydtuzy¢ ten okres i hamowac
rozwoj zakazenia. Moga one zosta¢ uznane za alternatywna formg leczenia w przypadkach
opornosci szczepdw B. anthracis na antybiotyki (16).

Poniewaz bakteriofagi znajdowane sa u niemal wszystkich patogennych bakterii jak
np. Clostridium botulinum, Yersinia pestis, Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella Typhi, Borrelia burgdorferi 1 inne., nalezy sadzi¢, ze mozliwe bedzie odkrycie
dalszych enzyméw skutecznych przeciwko wymienionym patogenom.

J S Niczyporuk, M Bartoszcze
PHAGE LYTIC ENZYMES — NEW HOPE IN BATTLE AGAINST BACTERIAL INFECTIONS
SUMMARY
Bacteriophage lytic enzymes are produced during phage replication cycle in bacterial cells. Lysis
of bacterial cell wall enables release of virus particles. Bakteriophage enzymes activity are highly

specific, therefore they are able to destroy selected bacterial species, also resistant to antibiotics. This
creates new possibilities in therapy of bacterial infections.
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