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1. Imig i nazwisko: Magdalena Plotka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

2007 doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii; Miedzyuczelniany
Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego; rozprawa doktorska pt. ,,Biatkowe sktadniki
mitochondrialnego nukleoidu drozdzy Saccharomyces cerevisiae”;
promotor: Prof. dr hab. Jarostaw Marszalek

1999 mgr biotechnologii; Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego;
praca magisterska pt. ,,Brak zwigzku pomie¢dzy polimorfizmem A1/A2
genu GPllla a wystgpowaniem zawalu serca w populacji Polski
Potnocnej”; promotor: Prof. dr hab. Janusz Limon, Katedra i Zaktad
Biologii i Genetyki Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

od 2012 Katedra Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski;
stanowiska: 2012-2014 starszy specjalista, od 2014 - obecnie adiunkt

2010 — 2011 Diagnostyczne Laboratoria Medyczne Invicta, Gdanski Park Naukowo —
Technologiczny im. Hilarego Koprowskiego, Gdansk; stanowisko:
asystent w Laboratorium Biologii Molekularnej i Cytogentyki

2007-2010  Katedra Potoznictwa i Ginekologii, Szpital John Radcliffe,
Uniwersytet w Oxfordzie, Oxford, Wielka Brytania;
stanowisko: postdoctoral research assistant

2003-2007  Studium Doktoranckie Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(MWB UG-GUM); doktorantka

1999-2003 Katedra 1 Zaklad Mikrobiologii  Farmaceutycznej, Wydziat
Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Gdanski
Uniwersytet Medyczny; stanowisko: asystent

4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy:

Osiagniecie naukowe stanowi cykl 5 powigzanych tematycznie publikacji, dotyczacych
charakterystyki molekularnej enzymoéw litycznych pochodzacych z bakteriofagow
termofilnych bakterii z rodzaju Thermus oraz biatka LysC z Clostridium intestinale
URNW. Enzymy te wykazuja podobienstwo na poziomie sekwencji aminokwasowej do
eukariotycznych biatek rozpoznajacych peptydoglikan (PGRPs). Cykl zawiera 5 prac
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oryginalnych. Prace te zostaty opublikowane w latach 2014-2020. Dotyczg one zarowno
badan funkcjonalnych, jak i powigzania pomiedzy struktura, a funkcja lityczng wyzej
wymienionych bialek. Publikacje te sa rezultatem interdyscyplinarnej wspolpracy z
osrodkami naukowymi oraz firmami biotechnologicznymi w Polsce i za granica.

Laczna warto$¢ wskaznika cytowan IF dla prac sktadajgcych si¢ na osiagniecie
wynosi 19,095. .gczna liczba punktow MNiSW dla prac sktadajgcych sie na osiggniecie
wynosi 580 pkt. (zgodnie z zatgcznikiem do komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 18 grudnia 2019 r.).

a) tytul osiggniecia naukowego:

Analiza molekularna bakteriofagowych i bakteryjnych enzymow litycznych
wykazujacych podobienstwo do eukariotycznych biatek rozpoznajacych
peptydoglikan.

b) publikacje wchodzace w sklad osiagnigcia naukowego:

4.1 Plotka M., Kaczorowska A.K., Stefanska A., Morzywotek A., Fridjonsson O.F.,
Dunin-Horkawicz S., Kozlowski L., Hreggvidsson G.O., Kristjansson J.K., Dabrowski
S., Bujnicki J.M., Kaczorowski T.: Novel highly thermostable endolysin from Thermus
scotoductus MAT2119 bacteriophage Ph2119 with amino acid sequence similarity to
eukaryotic peptidoglycan recognition proteins. Applied and Environmental
Microbiology 80(3), 2014, p. 886-895. (1F2014 4,251; MNiSW2014 = 40).

4.2 Plotka M., Kaczorowska A.K., Morzywolek A., Makowska J., Kozlowski L.P.,
Thorisdottir A., Skirnisdottir S., Hjorleifsdottir S., Fridjonsson O.H., Hreggvidsson
G.O., Kristjansson J.K., Dabrowski S., Bujnicki J.M., Kaczorowski T.: Biochemical
characterization and validation of a catalytic site of a highly thermostable Ts2631
endolysin from the Thermus scotoductus phage vB_Tsc2631. PLoS One 10:e0137374,
2015. (IF2015 3,057; MNiSW2015 = 40).

4.3 Plotka M.*, Sancho-Vaello E., Dorawa S., Kaczorowska, A.K., Kozlowski L.P.,
Kaczorowski T.*, Zeth K.: Structure and function of the Ts2631 endolysin of Thermus
scotoductus phage vB_Tsc2631 with unique N-terminal extension used for
peptidoglycan binding. Scientific Reports 9:1261; 2019;
https://doi.org/10.1038/s41598-018-37417-6 1. (IF2019 4,120; MNiSW2019 = 40).

* - autor korespondencyjny

4.4 Plotka M.*, Kapusta M., Dorawa S., Kaczorowska A.K., Kaczorowski T.*: Ts2631
endolysin from the extremophilic Thermus scotoductus bacteriophage vB_Tsc2631 as
an antimicrobial agent against Gram-negative multidrug-resistant bacteria. Viruses
11(7), 657; 2019; https://doi.org/10.3390/v11070657. (1F2019 3,816; MNiSW2019 = 30;
wedlug nowej punktacji 100). * - autor korespondencyjny

4.5 Plotka M.*, Szadkowska M., Hakansson M., Kovaci¢ R., Al-Karadaghi S., Walse
B., Werbowy O., Kaczorowska A.K. and Kaczorowski T.*: Molecular characterization
of a novel lytic enzyme LysC from Clostridium intestinale URNW and its antibacterial
activity mediated by positively charged N-terminal extension. Int. J. Mol. Sci. 2020,
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21(14), 4894; https://doi.org/10.3390/ijms21144894. (1F2020 4,556; MNiSW2020 = 140).
* - autor korespondencyjny

Oswiadczenia wspotautoréw publikacji okres$lajace indywidualny wkiad kazdego
autora w powstanie poszczegolnych publikacji zamieszczono w zalaczniku nr 5.
Oswiadczenia habilitantki dotyczace wkladu w powstanie wykonanych prac znajduja
si¢ w zalaczniku nr 4, punkt I.2.

C) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

Swiatowa Organizacja Zdrowia WHO (World Health Organization) ostrzega, ze do roku
2050 bakterie oporne na antybiotyki moga by¢ przyczyng $mierci ponad 10 mln oséb, a liczba
ta, jesli nie zostang podjete zadne $rodki zaradcze w postaci rozwoju alternatywnych terapii,
bedzie wigksza niz liczba ofiar chorob nowotworowych (O’ Neill, 2016). Po raz pierwszy
terminu antybiotyk uzyt mikrobiolog Selman Waksman w 1942 roku podczas prac nad
charakterystyka substancji organicznej, wytwarzanej przez drobnoustroje i majacej zdolnos¢
zabijania lub hamowania wzrostu innych mikroorganizmoéw. Strategia dziatania zespotu
badawczego Waksmana pozwolita na odkrycie szeregu naturalnych antybiotykow
pochodzacych z bakterii glebowych Actinomycetes (promieniowce). Niestety, okazato si¢, ze
naturalne zrodto nowych grup antybiotykow zostato szybko wyczerpane, a w lecznictwie nowe
ich odmiany ukazuja si¢ niezmiernie rzadko (Lewis, 2012).

Obecnie, jesteSmy $wiadkami intensywnych poszukiwan alternatywnych dla
antybiotykow zrodet substancji o dzialaniu przeciwbakteryjnym. Oprdcz, przezywajacej swoj
renesans terapii bakteriofagowej, enzymy rozktadajace peptydoglikan $ciany komorkowe;j
mikroorganizméw wydaja si¢ by¢ obiecujacymi w zwalczaniu infekcji bakteryjnych.
Peptydoglikan wystepuje zarowno u bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych (Vollmer i
in., 2008a). U tych ostatnich ostonigty jest btong zewnetrzng, ktora stanowi efektywna bariere
dla wielu makroczasteczek. Polimer ten zbudowany jest z czgsci cukrowej: N-
acetyloglukozaminy i kwasu N-acetylomuraminowego potaczonych wigzaniem (-1,4-
glikozydowym oraz przytaczonego do kwasu N-acetylomuraminowego krotkiego tancucha
peptydowego. Najczesciej jest on utworzony z pigciu reszt aminokwasowych: L-Ala-y-D-Glu-
kwas mezo-2,6-diaminopimelinowy, DAP (lub L-Lys)-D-Ala-D-Ala. Tzw. typ DAP
peptydoglikanu wystepuje u wigkszosci bakterii Gram-ujemnych oraz u pratkéw i bakterii z
rodzajow Bacillus i Clostridium, typ Lys u wiekszo$ci bakterii Gram-dodatnich. U bakterii z
grupy Thermus wystepuje natomiast typ A3B peptydoglikanu charakteryzujacy si¢
wystepowaniem L-ornityny (L-Orn) w pozycji trzeciej tancucha peptydowego. W procesie
dojrzewania odcinana jest koncowa reszta D-Ala przez D,D-karbosypeptydaze alaninows.
Poszczegolne tancuchy cukrowe peptydoglikanu sg sieciowane w jedng trwalg strukture dzieki
tworzeniu si¢ wigzan chemicznych pomiedzy grupa karboksylowa D-Ala w pozycji czwartej, a
grupa aminowg kwasu diaminowego w pozycji 3 dwoch sasiednich terapeptydow. Moze by¢ to
wigzanie bezposrednie badz odbywac si¢ poprzez krotkie mostki peptydowe (np. u
Staphylococcus aureus jest to mostek pentaglicynowy) (Vollmer i in., 2008a). Hydrolazy
peptydoglikanu to enzymy ktére ze wzgledu na specyficzno$¢ substratowa dzielimy na: N-
acetylmuramidazy (lizozymy) oraz endo-B-N-acetyloglukozaminidazy katalizujace hydrolizg
wigzan glikozydowych, endopeptydazy tnace wigzania peptydowe pomiedzy resztami
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aminokwasowymi oraz amidazy N-acetylomuramylo-L-alaninowe tnace wigzania amidowe
pomiedzy czescig cukrowa, a tetrapeptydami (Borysowski i in., 2006). Osobng grupe stanowia
lityczne transglikozylazy (np. produkt genu R faga L) przeprowadzajace reakcje rozszczepienia
tancucha glikanowego bez udzialu wody. Ze wzgledu na rol¢ oraz pochodzenie (np.
bakteriofagowe lub bakteryjne) wszystkie te enzymy dzielimy na: endolizyny, egzolizyny oraz
autolizyny (Schmelcher i in., 2012).

Endolizyny to enzymy produkowane przez bakteriofagi (czesto w skrocie nazywane
fagami) w koncowej fazie cyklu litycznego degradujace strukture peptydoglikanu co w
rezultacie prowadzi do lizy komorki bakteryjnej i uwolnienia fagéw potomnych do srodowiska
(Young, 2014). Jednym z klasycznych uktadéw u bakteriofagdéw z genomem o strukturze
dwuniciowego DNA jest tzw. system holina-endolizyna, gdzie mate hydrofobowe biatka o
nazwie holiny tworzg w btonie wewngtrznej mikropory przez ktore przedostaja si¢ aktywne
endolizyny otrzymujac dostep do peptydoglikanu. Nazwa endolizyny pochodzi od potgczenia
przedrostka ,,endo”, czyli wewnatrz ze stowem ,,lysis” co po potaczeniu oznacza liz¢ bakterii
od wewnatrz. W 2001 roku w laboratorium Prof. Vincenta Fischetti po raz pierwszy uzyto
oczyszczonej endolizyny faga C: do zwalczania infekcji bakteryjnej myszy zakazonych
Streptococcus pyogenes aplikujac ja od zewnatrz (Nelson i in., 2001). Doswiadczenia te
zapoczatkowaly szereg badan obejmujacych terapeutyczne zastosowania tych enzymow, w
ktorych ewaluacji poddano m.in. endolizyny CF-301, SAL200, P128 i Staphefekt™ w
zwalczaniu zakazen Staphylococcus aureus, a prace te sg na etapie badan klinicznych
(Gerstmans i in., 2020). Co wazne, poniewaz celem dziatania endolizyn sg wigzania chemiczne
peptydoglikanu, a nie metabolicznie aktywne komorki, wystgpowanie bakterii opornych na ich
dziatanie jest niezwykle rzadkie (Love i in., 2018).

Problem jednak stanowig bakterie Gram-ujemne, gdyz w ich przypadku btona
zewnetrzna jest nieprzepuszczalng barierg uniemozliwiajacg endolizynom dotarcie do warstwy
peptydoglikanu, a tylko niewielkie czasteczki (<600 Da) przechodzg przez umiejscowione w
blonie zewnetrznej poryny (Gutierrez i Briers, 2021). Poniewaz, cztery z grupy tzw.
wielolekoopornych patogenéw alarmowych ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i
Enterobacter spp.) to bakterie Gram-ujemne, naukowcy postanowili rozwigzaé¢ problem
nieprzepuszczalnosci btony zewnetrznej stosujac dwa podejscia: (i) metodami inzynierii
genetycznej tworzono fuzj¢ endolizyn z peptydami majacymi zdolno$¢ penetracji blony
zewnetrznej, (i) wraz z endolizynami stosowano $rodki chemiczne lub fizyczne ostabiajace
btong zewngtrzng. Nieoczekiwanie, niektore endolizyny posiadaja naturalng zdolnosé¢
przemieszczania si¢ przez btong zewnetrzna. To rzadkie zjawisko zwigzane jest najczesciej z
wystepowaniem amfipatycznej a-helisy w C-terminalnej czeéci biatka (Thandar i in., 2016;
Peng i in., 2017). Przyktad stanowi lizozym bakteriofaga T4 (Gutierrez i Briers, 2021).

Kolejng grupa substancji antybakteryjnych sg egzolizyny (bakteriocyny). Enzymy te
wytwarzane sg przez bakterie w celu eliminacji zagrazajacych im pokrewnych gatunkow. Jedna
z najlepiej poznanych egzolizyn jest lizostafyna wydzielana przez Staphylococcus simulans
biovar staphyloliticus. Enzym ten jest endopeptydaza tngca peptydoglikan wielu gatunkow
bakterii z rodzaju Staphylococcus ze szczegdlnym uwzglednieniem Staphylococcus aureus
opornych na metycyling (MRSA, ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus) (Bastos i
in., 2010).
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Ostatnig grupg omawianych enzyméw sa autolizyny. Hydrolizuja one i modyfikuja
peptydoglikan bakterii, ktore je produkuja, bioragc udziat w takich procesach jak wzrost i
podziaty komérkowe oraz dojrzewanie peptydoglikanu. Aktywno$¢ tych enzyméw musi by¢
$cisle regulowana, aby nie spowodowac¢ $mierci (lizy) komorek gospodarza (Vollmer i in.,

2008h).

Zarowno endolizyny, egzolizyny, jak 1 autolizyny moga wykazywaé te sama
specyficznos¢ wzgledem substratu (tj. peptydoglikanu). Moga mie¢ rowniez podobng strukture
przestrzenng (Vermassen i in., 2019).

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan nad enzymami litycznymi wpisujg si¢
w ogblnoswiatowe wysitki majace na celu znalezienie alternatywnych terapii w stosunku do
infekcji wywolywanych przez grozne patogeny z grupy bakterii Gram-ujemnych.

A. Novel highly thermostable endolysin from Thermus scotoductus MAT2119
bacteriophage Ph2119 with amino acid sequence similarity to eukaryotic
peptidoglycan recognition proteins. Applied and Environmental Microbiology
80(3), 2014, p. 886-895.

W ramach projektu “Exgenome molecular enzymes” (7 Program Ramowy Unii
Europejskiej) rozpoczetego w 2012 roku, a w ktérym moja macierzysta jednostka brata udziat,
poddano analizie bioinformatycznej genomy bakteriofagéw termofilnych wyizolowanych z
goracych zrodet Islandii (wspotpraca z Instytutem Matis, Reykjavik, Islandia oraz laboratorium
prof. Janusza Bujnickiego, Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej w
Warszawie). Moja uwage zwroécit enzym lityczny o roboczej nazwie lizozym Ph2119. Wstepna
analiza sekwencji aminokwasowej tego biatka zbudowanego ze 155 reszt aminokwasowych
sugerowata podobienstwo do eukariotycznych bialek rozpoznajacych peptydoglikan. Bytam
odpowiedzialna za opracowanie technologii nadprodukcji tego biatka oraz jego charakterystyke
biochemiczna (publikacja 4.1). Zaplanowatam wszystkie praktyczne eksperymenty zawarte w
pracy. Syntetyczny gen ph2119 klonowatam do wektora pET15b, a nastepnie
zaproponowalam strategie i przeprowadzilam optymalizacje¢ nadprodukcji i oczyszczania
rekombinowanego bialka oraz charakterystyke enzymu pod wzgledem biochemicznym.
Mimo ze endolizyny sa potencjalnie toksyczne dla produkujacych je komoérek, Ph2119 jest
pierwszg endolizyng bakteriofaga Thermus oczyszczong w ilosciach miligramowych
(wydajno$¢ oczyszczania wynosita ok. 24 mg/litr hodowli bakteryjnej). Przyktadowo, jedyny
o6wczesnie czesciowo scharakteryzowany lizozym faga @IN93 Thermus aquaticus TZ2
oczyszczono w ilo$ci 0.0072 mg wychodzac z 600 ml lizatu bakteryjnego (Matsushita i Yanase,
2008).

Analiza podobienstwa enzymu Ph2119 do innych tego typu biatek znajdujacych si¢ w
bazach danych wskazata na 22% identycznos$¢ sekwencji aminokwasowej biatka z sekwencja
lizozymu bakteriofaga T7 oraz 23% identyczno$¢ z lizozymem T3. Enzym wykazywal rowniez
podobienstwo do eukariotycznych biatek rozpoznajacych peptydoglikan (PGRPS), bioracych
udziat we wrodzonej odpornosci immunologicznej, a odkrytych zarowno u insektow, jak i u
ssakow. Co ciekawe, na poziomie sekwencji aminokwasowej, enzym ten nie byl podobny
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do zadnego znanego dotychczas enzymu litycznego pochodzacego z mikroorganizmu
termofilnego (Ryc. 1).

Ts2631 A .‘
A p -

e . Clostridium mostly
Ph2119 .

T7-like phages

Ryc. 1. Podobienstwo sekwencji pierwszorz¢edowej endolizyny Ph2119 (zaznaczonej kolorem
zielonym) do dostepnych sekwencji biatek ssakow, bakterii i wirusow. Analiz¢ wykonano przy uzyciu
aplikacji CLuster ANalysis of Sequences (CLANS) (Frickey i Lupas 2004), zmodyfikowano za Prof.
Kornelius Zeth. Endolizyna Ph2119 wykazuje 74% identycznos$ci sekwencji z (opisang w publikacji
4.2) endolizyng Ts2631 (kolor czerwony) oraz podobienstwo do ssaczych biatek rozpoznajacych
peptydoglikan (PGRPs). Co ciekawe, endolizyna wykazuje podobienstwo do lizozymu bakteriofaga T7
E. coli, ale nie jest podobna do zadnych potencjalnych biatek litycznych z bakteriofagéw termofilnych.

Po analizie dostepnej literatury (Schmelcher i in., 2012) oraz sekwencji aminokwasowej
enzymu stwierdzitam jednak btedne przypisanie biatku okreslenia lizozym. Lizozym (inaczej
N-acetylmuramidaza lub muramidaza) hydrolizuje wigzanie 1,4-B-glikozydowe czesci
cukrowej peptydoglikanu. Natomiast analiza BLASTP sekwencji Ph2119 wskazatla, ze jest to
amidaza N-acetylomuramylo-L-alaninowa typu 2 (co sugeruje chociazby obecnos¢
charakterystycznego dla amidaz centrum aktywnego koordynujacego jon cynku, a sktadajacego
si¢ z dwoch histydyn i cysteiny). Dlatego tez, pomimo wstgpnego, btgdnego przypisania biatku
funkcji lizozymu, podobnie jak bledne jest nazewnictwo lizozymu T7, bedacego rowniez
amidazg N-acetylomuramylo-L-alaninowa, a nazywanego lizozymem jedynie ze wzgledow
historycznych, w dalszej czegsci pracy uzywalam poprawnego nazewnictwa okreslajac Ph2119
jako endolizyne (ze wzgledu na pochodzenie bakteriofagowe) lub jako amidazg N-
acetylomuramylo-L-alaninows. Jest to pierwsza amidaza N-acetylomuramylo-L-alaninowa
typu 2 wyizolowana z faga termofilnego. W dalszej kolejnosci zoptymalizowatam metody
badania jego aktywnos$ci 1 wprowadzitam do uzycia odpowiednie protokoly metodologiczne.
Nowoscia pracy jest eksperymentalne potwierdzenie aktywnosci litycznej potencjalnej
endolizyny Ph2119. Okreslitam optymalne warunki aktywnosci enzymu, w tym pH, stezenie
NaCl, czy optymalng temperatur¢ dziatania. Na przyktadzie endolizyny Ph2119, po raz
pierwszy udalo si¢ wykazaé dzialanie lityczne enzymu pochodzacego z organizmu
termofilnego wobec peptydoglikanu mezofilnych bakterii Gram-ujemnych. W przypadku
endolizyny Ph2119 byly to bakterie takie jak: Escherichia coli, Serratia marcescens,
Pseudomonas fluorescens oraz Salmonella enterica serovar Panama. Bakterie te
przygotowywano poprzez permeabilizacje chloroformem co umozliwiato endolizynie dotarcie
z zewnatrz do warstwy peptydoglikanu (publikacja 4.1). Udowodnilam réwniez unikatowa
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termostabilnos¢ badanego enzymu. Wyniki opisane w pracy stanowia istotny wklad w
poszerzenie wiedzy na temat funkcji dotychczas malo znanych termostabilnych enzyméw
litycznych. Pomimo znacznych wysitkéw w badaniach nad enzymami z fagéw mezofilnych,
jedynymi dotad scharakteryzowanymi termofilnymi endolizynami byty: lizozym faga ¢IN93
Thermus aquaticus TZ2 (Matsushita i Yanase, 2008) oraz enzym lityczny GVE2 z termofilnego
bakteriofaga Geobacillus sp. (Ye i Zhang, 2008). Enzymy te nie wykazuja podobienstwa na
poziomie sekwencji aminokwasowej do endolizyny Ph2119.

B. Biochemical characterization and validation of a catalytic site of a highly
thermostable Ts2631 endolysin from the Thermus scotoductus phage
vB_Tsc2631. PLoS One 10:e0137374, 2015.

Kolejnym biatkiem budzacym moje zainteresowanie byla endolizyna Ts2631
pochodzaca z bakteriofaga VvB_Tsc2631 infekujacego komorki Thermus scotoductus
MAT2631. Enzym ten na poziomie sekwencji aminokwasowej wykazuje 74% identycznosci z
endolizyng Ph2119 bakteriofaga MAT2119 réwniez infekujacego Thermus scotoductus. W
wyniku wspotpracy z Instytutem Matis z Islandii w ramach projektu Exgenomes otrzymalismy
konstrukt plazmidowy pJOE3075 zawierajacy gen ts2631 kodujacy endolizyng pod kontrola
promotora ¢10 faga T7, jednakze proby nadprodukcji biatka zakonczyty si¢ niepowodzeniem.
W kolejnym kroku wykonatam klonowanie genu ts2631 do wektora pET15b, optymalizacje¢
nadprodukcji i oczyszczania biatka. Nastepnie, stworzytam koncepcje pracy i zaplanowatam
wszystkie eksperymenty przedstawione w prezentowanej publikacji. Wykorzystujac modelowy
substrat, permeabilizowane chloroformem komarki Thermus thermophilus HB8 i testy redukcji
zmetnienia zawiesiny bakterii (ang. turbidity reduction assays) okreslitam funkcje lityczng
enzymu w zalezno$ci od wartosci pH, stezenia NaCl, oraz temperatury. Nowym elementem
uzyskanym w tej pracy bylo eksperymentalne potwierdzenie wplywu jonow metali, w
szczegolnosci jonéw Zn?* na aktywnos¢ lityczng enzymu. Endolizyna Ts2631 wykazywala
rowniez wysoka aktywnos¢ po wielogodzinnej inkubacji w 95°C, co §wiadczy o unikatowej
termostabilnosci tego bialka. Parametrem, ktory precyzyjnie opisuje stabilno$¢ termiczng
biatek jest temperatura topnienia Tm (ang. melting temperature), w ktorej 50% biatka znajduje
si¢. w postaci rozfaldowanej. Okreslenie Tm pozwala na odréznienie rzeczywistej
termostabilnosci badanego bialtka od stanu, gdy enzym ulega denaturacji w wysokiej
temperaturze, a po obnizeniu temperatury nast¢puje jego renaturacja i przywrocenie aktywnosci
(Briers i in., 2007). Parametr ten pozwala na poroéwnanie wiasciwosci biatek izolowanych z
organizmow termostabilnych i mezofilnych (Kumar i in., 2000). We wspélpracy z Dr hab.
Joanna Makowska, prof. UG z Wydzialu Chemii przy pomocy réznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC) okreslilam temperature Tm=99.82°C endolizyny Ts2631. Wynik ten
wyroznia endolizyng Ts2631 jako najbardziej termostabilne biatko sposréd dotychczas tego
typu poznanych. Oryginalnym wkladem jaki praca wnosi w badania nad endolizynami
bakteriofagdw jest rowniez okreslenie funkcjonalnosci centrum katalitycznego enzymu. W tym
celu w oparciu o analiz¢ poréwnawczg (lizozym faga T7) oraz model molekularny enzymu
wytypowatam pie¢ reszt aminokwasowych, ktorych istotno$¢ analizowatam wykorzystujac
mutageneze miejscowo-specyficzng genu ts2631. W jej wyniku uzyskatam pie¢ wariantow
substytucyjnych endolizyny Ts2631 (H30N, Y58F, H131N, T137K, C139S), ktére nast¢pnie
nadprodukowatam i oczyscitam. Wykazatam znacznie obnizong aktywnos¢ lityczna badanych
wariantow w poréwnaniu do natywnej formy biatka (wyniki czgsciowo umieszczone w pracy
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magisterskiej mgr Agnieszki Morzywotek wykonanej pod moim nadzorem). Badane warianty
endolizyny Ts2631 wykazywaty rowniez obnizong stabilno§¢ w wyzszych temperaturach.
Endolizyna Ts2631 jest pierwsza endolizyna z termofilnego bakteriofaga, ktorego
funkcjonalno$¢ centrum Katalitycznego (reszty H30, Y58, H131 i C139) zostala
eksperymentalnie potwierdzona. Budowa tego centrum wykazuje podobienstwo nie tylko do
centrum aktywnego lizozymu faga T7, ale takze do centrum aktywnego eukariotycznych biatek
PGRPs posiadajacych aktywnos$¢ katalityczng amidaz.

C. Structure and function of the Ts2631 endolysin of Thermus scotoductus phage
vB_Tsc2631 with unique N-terminal extension used for peptidoglycan
binding. Scientific Reports 9:1261; 2019.

Pod wzgledem strukturalnym endolizyny bakteriofagowe cechuje obecnos¢ dwoch domen:
katalitycznej - EAD (ang. enzymatically active domain) oraz domeny wigzacej $ciane
komorkowa bakterii - CBD (ang. cell wall-binding domain) (Schmelcher i in., 2012).
Dotychczas scharakteryzowano 24 warianty domeny EAD oraz 13 wariantow domeny CBD
opisujac biatka o r6znej kombinacji obu domen (Oliveira i in., 2013). Najcze¢sciej konformacja
,modutowa” (EAD + CBD) dotyczy endolizyn pochodzacych z bakteriofagéw infekujacych
komorki bakterii Gram-dodatnich oraz mykobakterii. Endolizyny fagow bakterii Gram-
ujemnych czesto nie posiadajg domeny CBD (Oliveirai in., 2018), dlatego interesujacym mnie
zagadnieniem bylo, jak termofilna endolizyna Ts2631 skladajaca sie tylko z domeny
katalitycznej EAD, przy braku domeny CBD wiaze peptydoglikan bakteryjny. Bylam
pomystodawca wszystkich doswiadczen opisanych w pracy. Wraz z Prof. Tadeuszem
Kaczorowskim nawigzali$my wspotprace z krystalografem Prof. Korneliusem Zeth (obecnie
Roskilde University, Roskilde, Dania) w celu zbadania struktury krystalicznej endolizyny
Ts2631. Przeprowadzitam nielatwa optymalizacj¢ oczyszczania biatka uzyskujac stezenie
wynoszace ponad 10 mg/ml w buforze bez dodatkowych substancji stabilizujacych takich jak
glicerol, czy NaCl. Badania zaowocowaly otrzymaniem, charakterystyka i
zdeponowaniem struktury krystalicznej endolizyny Ts2631 w bazie PDB (Protein Data
Bank) pod numerem akcesyjnym 6FHG. Tym samym endolizyna Ts2631 jest pierwsza
endolizyna faga termofilnego o poznanej strukturze przestrzennej. Badania
krystalograficzne okreslity konformacj¢ endolizyny Ts2631 jako dimer. Wykonane przeze
mnie saczenie molekularne SEC (ang. size exclusion chromatography) wykazaty obecno$¢ w
rozworze monomerycznej formy biatka. Dodatkowe badania z uzyciem analitycznego
ultrawirowania (dzigki nawigzanej przeze mnie wspotpracy z Dr Romanem Szczepanowskim,
Pracownia aparaturowa, Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komérkowej w
Warszawie), ostatecznie potwierdzily monomerczyng konformacje enzymu w $rodowisku
wodnym. Analizy bioinformatyczne pozwolity mi na wytypowanie 19 reszt aminokwasowych,
konserwowanych w sekwencji biatka, a majacych prawdopodobny wplyw na jego aktywnos¢
oraz specyficzno$¢ wzgledem peptydoglikanu. Przeprowadzitam mutageneze miejscowo-
specyficzng genu ts2631 uzyskujac 19 pojedynczych wariantdow substytucyjnych reszt
aminokwasowych endolizyny Ts2631 (H31A, T32A, A33G, P54A, Y60A, R64A, D65A,
R67A, Y69A, K70A, L72A, I79A, C80A, N85A, G95A, D96A, N133A, V135A, E138A). Po
nadprodukcji 1 oczyszczeniu wymienionych wariantow oraz dodatkowych 5 wariantow
substytucyjnych w centrum katalitycznym (publikacja 4.2) dysponowalam 24 wariantami
endolizyny Ts2631, ktore postuzyly do analizy specyficznosci substratowej enzymu. W
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pierwszej kolejnosci sprawdzilam funkcjonalno$¢ badanych wariantdow w poréwnaniu do
enzymu typu dzikiego. Oryginalnym wkladem pracy jest okreSlenie aminokwasow
kluczowych dla aktywnosci litycznej endolizyny Ts2631 jako przedstawiciela endolizyn
bakteriofagéw Thermus. Niezbedne do zachowania aktywnosci litycznej biatka Ts2631
oprocz aminokwasow wchodzacych w sktad centrum katalitycznego okazalo si¢ 6 reszt
aminokwasowych: H31, T32, Y60, K70, C80 oraz N85. Zamiana tych aminokwasow na
alanine, nie powoduje zmian konformacyjnych enzymu co potwierdzitam przy pomocy techniki
dichroizmu kotowego (CD, ang. circular dichroism). W kolejnym etapic badan
zoptymalizowatam procedur¢ oczyszczania peptydoglikanu bakterii Thermus thermophilus
HB8 (Desmarais i in., 2014) oraz testy wigzania peptydoglikanu wykorzystanych po raz
pierwszy do badania specyficznosci substratowej endolizyn, a zaadoptowanych na podstawie
metodyki uzywanej do badan nad eukariotycznymi biatkami PGRPs (Yoshida i in., 1996).
Testy te przeprowadzone przeze mnie oraz pod moim Kierunkiem przez magistranta Sebastiana
Dorawe wykazaty brak wigzania peptydoglikanu Thermus w przypadku dwoch wariantow
substytycyjnych: Y60A oraz K70A. Warianty te wykazywaly rowniez obnizong aktywno$¢
lityczng, natomiast mogly oddziatywaé¢ z czegscia cukrowa peptydoglikanu poprzez
oddziatywania CH-n oraz wigzania wodorowe (publikacja 4.3). Co ciekawe, zarbwno reszta
Y60 jak K70, nie znajdowatly si¢ w rowku wigzacym peptydoglikan, a po przeciwnej stronie
czasteczki bialka 1 sg pierwszymi tego typu aminokwasami wytypowanymi w przypadku
amidaz typu 2 do oddziatywania z peptydoglikanem. Regionem endolizyny Ts2631, ktory
rowniez zwrocil moja uwagg byt dodatnio natadowany N-terminalny region biatka (reszty
aminokwasowe 1-20, w obregbie ktorych znajduje si¢ 6 arginin i 1 lizyna). Wykazalam
eksperymentalnie, ze endolizyna Ts2631 ma unikatowe wlasciwosci lityczne wobec
bakterii Thermus (pomimo obecnosci blony zewnetrznej w strukturze S$ciany
komorkowej), a w aktywnosci tej posredniczy dodatnio naladowany N-terminalny
fragment enzymu. Region ten odpowiedzialny jest rowniez za oddzialywanie enzymu z
peptydoglikanem. Wizualizacje tych oddziatywan uzyskatam w wyniku wspotpracy z Dr
Lukaszem Kozlowskim (Wydziat Matematyki, Informatyki i1 Mechaniki, Uniwersytet
Warszawski) oraz otrzymujac wspétrzedne struktury peptydoglikanu w wyniku nawigzanej
wspotpracy z Prof. Shahriar Mobashery (University of Notre Dame, USA). Model
oddziatywania endolizyny Ts2631 z peptydoglikanem pokazuje wigzanie rdzenia
katalitycznego enzymu z polimerem, jak rdéwniez mozliwe potozenia elastycznego N-
terminalnego regionu biatka, ktory pomaga w dokowaniu biatka do peptydoglikanu (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Model endolizyny Ts2631 wigzacej peptydoglikan. Przedstawiono globularny rdzen
katalityczny enzymu (kolor czerwony) oraz elastyczny N-terminalny region (kolor niebieski), ktory
moze przyjmowac szereg konformacji. Obie czgséci biatka sg niezbgdne do wigzania peptydoglikanu
(mozliwe oddziatywania oznaczono kolorem z6ttym) (publikacja 4.3).

Przedstawione w pracy powiazanie badan strukturalnych endolizyny Ts2631 z
danymi eksperymentalnymi wnoszg istotny wklad w zrozumienie zaleznosci struktura-
funkcja endolizyn bakteriofagow termofilnych.

D. Ts2631 endolysin from the extremophilic Thermus scotoductus bacteriophage
vB_Tsc2631 as an antimicrobial agent against Gram-negative multidrug-
resistant bacteria. Viruses 11(7), 657; 20109.

Odkrycie wilasciwosci litycznych endolizyny Ts2631 wobec komorek Thermus
thermophilus HB8 bez ostabionej/usunigtej btony zewngtrznej Sciany komorkowej sktonity
mnie do kontynuowania tej $ciezki badan. Gtéwnym pytaniem ktére sobie postawitam byto,
czy mozliwe jest wykorzystanie termostabilnej endolizyny Ts2631 jako czynnika o dziataniu
przeciwbakteryjnym?

W kolejnych eksperymentach wykazatam zwigkszong aktywno$¢ endolizyny Ts2631
wobec komorek bakterii z rodzaju Thermus w obecnosci EDTA oraz odwrotng zalezno$¢ po
dodaniu kwasu cytrynowego oraz kwasu maleinowego. EDTA oraz kwasy cytrynowy i
maleinowy to naturalnie wystepujace zwigzki powszechnie wykorzystywane w przemysle
spozywczym, kosmetycznym, czy farmaceutycznym, a ich dodatek nie jest szkodliwy dla
zdrowia cztowieka (Oliveira i in., 2014). Ostabiaja one natomiast blong zewnetrzng bakterii
Gram-ujemnych, utatwiajac dostep do peptydoglikanu endolizynom bakteriofagowym.

W badaniach wykorzystatam dziewig¢ wielolekoopornych szczepoéw bakterii Gram-
ujemnych. Testy antybakteryjne przeprowadzone w nieoptymalnej dla funkcjonalnosci
endolizyny temperaturze 37°C wykazaty jej aktywnos$¢ bakteriobdjcza wobec dwoch groznych
patogenéw bakteryjnych Acinetobacter baumannii oraz Pseudomonas aeruginosa. W ten
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sposob wykazalam, ze endolizyna Ts2631 jest pierwsza endolizyna z bakteriofaga
termofilnego o potwierdzonej eksperymentalnie aktywnosci przeciwbakteryjnej w 37°C.
Zarowno Acinetobacter baumannii jak i Pseudomonas aeruginosa naleza do bakterii rzgdu
Pseudomonadales. Bakterie z rzedu Enterobacteriales takie jak Escherichia coli, Citrobacter
freundii, Citrobacter braakii, Klebsiella pneumoniae, czy Enterobacter cloacae nie byty
podatne na dziatanie endolizyny Ts2631. Dopiero dodatek EDTA uwrazliwit komorki tych
bakterii na dziatanie endolizyny. Wykazalam aktywnos$¢ endolizyny Ts2631 wobec
wszystkich badanych szczepéw bakterii w obecnosci EDTA, ze szczegbélnym podkresleniem
wrazliwosci C. braakii (ponad 6 jednostek logarytmicznego spadku liczebnosci). Podobne
do$wiadczenia w obecnosci kwasu maleinowego oraz cytrynowego wykonatam z pomoca
magistranta Sebastiana Dorawy (praca magisterska wykonana pod moim kierunkiem).
Podobnie jak w testach z wykorzystaniem substratu Thermus, tak w przypadku testow
antybakteryjnych przeciwko mezofilnym bakteriom Gram-ujemnym dodatek obu kwasow
tylko w niewielkim stopniu poprawit dziatanie endolizyny Ts2631. Najwigkszy logarytmiczny
spadek liczby komorek zanotowano w przypadku bakterii Acinetobacter baumannii CRAB
KPD 205 w obecnosci kwasu cytrynowego (publikacja 4.4). Dzigki nawigzaniu wspotpracy z
Dr hab. Magdaleng Narajczyk, Laboratorium Mikroskopii Elektronowej, Wydzial Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego, zastosowatam transmisyjng mikroskopig¢ elektronowa (TEM) w celu
zobrazowania dziatania antybakteryjnego endolizyny Ts2631. Stosujac komorki Thermus
thermophilus HBS8 udato si¢ uwidoczni¢ degradacje¢ warstwy peptydoglikanu bakterii Thermus,
aw przypadku bakterii A. baumanni wykonane zostaly unikatowe w przypadku endolizyn
zdjecia wyplywu zawartosci cytoplazmy komorki poprzez punktowe uszkodzenia Sciany
komérkowej. Zaprojektowatam rowniez eksperymenty z uzyciem barwnika SynapoRed C2,
specyficznego m. in. wobec bton bakteryjnych. Wspotpraca z Dr Matgorzatg Kapusta (Katedra
Cytologii 1 Embriologii Roslin, Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego) zaowocowala
wykonaniem zdje¢ z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej obrazujacych podwéjng
funkcje endolizyny Ts2631 bioracej udzial zar6wno w destabilizacji blony zewnetrznej
jak i w degradacji peptydoglikanu. Zdjecia preparatow wykonanych po dodaniu endolizyny
Ts2631 do zawiesiny bakterii zobrazowaty liz¢ wigkszosci komorek. Interesujace bylo to, ze
pomimo lizy zachowany zostat prawidtowy ksztalt wielu komorek przy obserwacji preparatow
w $wietle widzialnym, czy po barwieniu komorek barwnikiem DAPI specyficznym dla DNA.
Komorki te nie barwily si¢ SynaptoRed C2 co pozwolilo na ustalenie sekwencji zdarzen
prowadzacych do lizy bakterii, czyli poczatkowe uszkodzenie bton komérkowych, a dopiero w
drugiej kolejnosci degradacja peptydoglikanu i liza komorki. Wykorzystanie zaprojektowanego
przeze mnie, nadprodukowanego i oczyszczonego wariantu delecyjnego endolizyny Ts2631
(A2-22) pozwolito réwniez na zaobserwowanie braku lizy bakterii, w przypadku braku regionu
N-terminalnego enzymu. Wynik ten pozwolil na sformutowanie wniosku, ze N-terminalny
region biatka odpowiada za destabilizacje¢ bakteryjnych blon komoérkowych. Prowadzone
badania sa niezmiernie istotne z punktu widzenia zrozumienia funkcji endolizyn
bakteriofagowych i ich potencjalu aplikacyjnego. Poniewaz endolizyna Ts2631 jest
pierwszg ekstremofilng endolizyng o potwierdzonym Szerokim potencjale antybakteryjnym,
badania te pozwola na skierowanie uwagi na praktyczne zastosowanie dotychczas
niedocenionych endolizyn izolowanych ze §rodowisk ekstremalnych, takich jak gorace zrdodta.
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E. Molecular characterization of a novel lytic enzyme LysC from Clostridium
intestinale URNW and its antibacterial activity mediated by positively
charged N-terminal extension. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21(14), 4894.

Obie badane termofilne endolizyny Ph2119 oraz Ts2631 wykazuja podobienstwo na
poziomie sekwencji aminokwasowych do szeregu potencjalnych enzymoéw litycznych bakterii
z rodzaju Clostridium. Po konsultacji z Dr n. med. Anng Kaczorowska do dalszych badan
wybratam prawdopodobny enzym lityczny LysC (172 aa) z Gram-dodatniej bakterii
Clostridium intestinale URNW (nr akcesyjny ERK30183.1). Z uzyciem metody zymogramu
(zmieszanie bakterii z zelem rozdzielajacym w elektroforezie poliakryloamidowej)
potwierdzitam aktywno$¢ enzymu wobec komorek C. intestinale DSM 6191, jak réwniez C.
sporogenes DSM 767, B. cereus ATCC 13061, M. luteus ATCC 4698 oraz S. aureus ATCC
25923. Enzym nie byt aktywny wobec bakterii C. perfringens Cp39 oraz B. subtilis 168 DSM
23778. Niestety jednak, popularne i tatwe w analizie testy TRA (ang. turbidity reduction
assays), oceny spadku gestosci optycznej zawiesiny bakterii po dodaniu enzymu, nie przyniosty
zadowalajacych rezultatow. Ggsto$¢ optyczna zawiesiny bakterii C. intestinale DSM 6191 nie
spadala po dodaniu enzymu, niezaleznie od zmiany buforu, pH, czy ilosci NaCl w reakc;ji.
Uniemozliwiato to zbadanie w prosty sposob zaleznosci aktywno$ci enzymu od zmian pH,
stezenia NaCl, czy temperatury reakcji. Ponadto hodowla beztlenowej bakterii C. intestinale
przysparzata duzych problemow technicznych 1 niemozliwe bylo przeprowadzenie
standardowych testow antybakteryjnych, odroznienie i policzenie pojedynczych kolonii
uzyskanych na ptytkach z podtozem do hodowli tych bakterii. Poniewaz enzym lityczny LysC
byt aktywny wobec komorek S. aureus ATCC 25923 w metodzie zymogramu, postanowilam
uzy¢ tej bakterii jako substratu w testach antybakteryjnych. Otrzymanie pozytywnego wyniku
(ponad 5 wzglednych jednostek logarytmicznego spadku ilosci bakterii po dodaniu enzymu)
pozwolitlo na kontynuacj¢ badan. Bylam autorka koncepcji tych badah i zaplanowalam
wszystkie doswiadczenia praktyczne zawarte w pracy. Eksperymentalna weryfikacja
aktywnosci bialek o przypisanej bioinformatycznie (in silico) aktywnos$ci litycznej
uzyskana w tej pracy jest podstawa i punktem wyjscia w praktycznym zastosowaniu tych
enzymow. Dlatego tez, po przeprowadzeniu analiz poréwnawczych (publikacja 4.5)
postanowitam przeprowadzi¢ walidacje struktury centrum katalitycznego enzymu, w ktorego
sktad (podobnie jak w przypadku termostabilnej endolizyny Ph2119, ktorej struktura
krystaliczna zostata okreslona w niniejszej pracy), wchodzity dwie reszty histydyny (H50 i
H51), tyrozyna (Y76) oraz cysteina (C155). Do przeprowadzonej przeze mnie mutagenezy
miejscowo-specyficznej wybralam jeszcze 3 konserwowane aminokwasy lezace w poblizu
centrum aktywnego: treoning (T52), histydyne (H147) oraz treoning (T153). Duzym
zaskoczeniem byta tylko w niewielkim stopniu obnizona aktywno$¢ wariantow biatka z
mutacjami centrum Katalitycznego wobec S. aureus ATCC 25923. Dlatego tez w dalszym
etapie badan we wspotpracy z Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Wydziatu Biologii UG
wykonane zostaly zdjecia z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM do
zobrazowania dziatania biatka LysC. Zdje¢cia te wykazaly nieprawidtowe nagromadzenie i
pofatdowanie bton komérkowych w komoérkach S. aureus po traktowaniu bakterii enzymem
LysC. Otrzymany wynik wskazywal na inny mechanizm dzialania biatka LysC w poréwnaniu
do wcze$niej badanych endolizyn fagéw Thermus. Postawitam zatem pytanie, jaka cecha
enzymu LysC odpowiada za jego aktywno$¢ przeciwbakteryjng? Moja uwaga skupita si¢ na
dodatnio natadowanym N-terminalnym regionie biatka. Analiza struktury krystalicznej biatka
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LysC wykonana w ramach niniejszej pracy wykazata, ze region ten nie ma stabilnej struktury i
nalezy do tak zwanych regiondw wewnetrznie nieuporzadkowanych IDR (z ang. intrinsically
disordered regions). Analizy in silico z uzyciem aplikacji internetowej AMPA do oceny
potencjalnej obecnosci domen przeciwdrobnoustrojowych w biatkach oraz kalkulatora
peptydow antybakteryjnych APD3, wykazaly, ze region ten moze wykazywaé aktywnos¢
przeciwbakteryjng poprzez oddziatywanie z blonami bakteryjnymi. Na potwierdzenie stawianej
hipotezy badawczej wykazatam, ze biatko LysC bez N-terminalnego regionu (wariant
delecyjny pozbawiony reszt aminokwasowych 2-23) nie byto aktywne wobec komorek S.
aureus. Postanowitam nawigza¢ wspotprace z Dr hab. Elzbietg Jankowska, prof. UG (Katedra
Chemii Biomedycznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski), ktora zsyntetyzowata peptyd
odpowiadajacy 30 pierwszym resztom aminokwasowym biatka LysC. Peptyd ten okazat si¢
by¢ aktywnym czynnikiem antybakteryjnym wobec komoérek S. aureus ATCC 25923 na
poziomie odpowiadajagcym aktywnosci rekombinowanego enzymu. Ponadto doktorantka
Monika Szadkowska w ramach pracy doktorskiej wykonata pod moim kierunkiem analizy
strukturalne peptydu (nazwanego przeze mnie Intestinaling od nazwy C. intestinale) ukazujace
jego helikalng strukture w obecnosci detergentow takich jak laurylosiarczan sodu (SDS), czy
dodecylphosphocholine (DPC), strukturalnie ,,udajgcych” blony bakteryjne. Badania te zostaty
sfinansowane w ramach przyznanego mi finansowania dziatania naukowego w projekcie
MINIATURAS3 Narodowego Centrum Nauki.

W pracy po raz pierwszy eksperymentalnie potwierdzilam dzialanie
antybakteryjne enzymu litycznego LysC z bakterii C. intestinale URNW. Wykazalam
réwniez mechanizm bakteriobojczego dzialania bialka, oraz szczegélng role jego N-
terminalnego regionu. Scharakteryzowalam bakteriobdjcze dzialanie nowego
syntetycznego peptydu Intestinaliny, stanowiacego 30 pierwszych aminokwasow N-
terminalnego regionu enzymu LysC.

Za swoje najwazniejsze osiagniecia uwazam:

e Wykazanie aktywnosci trzech wytypowanych po analizie bioinformatycznej enzymow
litycznych, w tym dwoch endolizyn fagowych Ph2119 oraz Ts2631, a takze enzymu
litycznego LysC o pochodzeniu bakteryjnym

e Walidacje centrum Katalitycznego endolizyny Ts2631, pierwszej pochodzacej z
bakteriofaga ekstremofilnego (vB-Tsc2631).

e Okreslenie stabilnosci termicznej endolizyn Ph2119 oraz Ts2631, w tym ustalenie
wartos$ci temperatury topnienia Tm (ang. melting temperature) endolizyny Ts2631, jako
pierwszej endolizyny z termofilnego faga, ktorej parametr ten zostat okreslony.

e Funkcjonalno/strukturalng charakterystyke endolizyny Ts2631, w tym odkrycie reszt
aminokwasowych regionu biatka odpowiedzialnego za wigzanie peptydoglikanu.

e Wykazanie po raz pierwszy dziatania bakteriobdjczego endolizyny z faga termofilnego
w stosunku do antybiotykoopornych, mezofilnych bakterii Gram-ujemnych

e Okreslenie funkcji wysoko dodatnio natadowanych N-terminalnych regionow biatek
litycznych (na podstawie endolizyny Ts2631 (Ryc. 3) oraz biatka litycznego LysC), co
moze si¢ przelozy¢ na zrozumienie funkcji podobnych regionéw innych bialek o
aktywnosci przeciwbakteryjnej.

e Okreslenie aktywnos$ci bakteriobdjcze] syntetycznego peptydu antybakteryjnego,
Intestinaliny.
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W 2014 roku Prof. Rob Lavigne oraz Prof. Yves Briers wprowadzili pojecie Artilysin®
jako okreslenie rekombinowanych endolizyn fagowych posiadajacych zdolno$¢ penetracji
btony zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych otrzymanych w wyniku fuzji enzyméw litycznych
z (najczesciej polikationowymi) peptydami antybakteryjnymi takimi jak PCNP (polycationic
nonapeptide) (Briersi in., 2014). Ponadto, w 2020 r. zostata zaproponowana nowa metodologia
(a VersaTile-driven platform) otrzymywania tysiecy wariantow rekombinowanych endolizyn o
roznej budowie domenowej, a tym samym o réznej specyficznosci substratowej, szybkosci
dziatania, czy stabilnosci (Gerstmans i in., 2020).

Prowadzone przeze mnie analizy doskonale wpisujg si¢ w nurt tych badan. Po pierwsze
odkrycie 1 szczegotowa charakterystyka termostabilnych endolizyn o budowie globularnej
moze przyczyni¢ si¢ do wykorzystania ich w przysztosci jako cz¢sci sktadowe (cegietki) w
procesie tworzenia nowych rekombinowanych endolizyn o unikalnych wtasciwosciach (takich
jak oporno$¢ na dziatanie wysokiej temperatury). Po drugie odkrytam istnienie naturalnych
biatek, ktorych N-terminalne polikationowe regiony odpowiadaja za destabilizacje
bakteryjnych bton komoérkowych. Regiony te rowniez mogg zostaé wykorzystane w inzynierii
genetycznej fuzyjnych bialek litycznych o ulepszonych wtasciwosciach przeciwbakteryjnych.
Proponowany mechanizm dziatania takich biatek litycznych przedstawitam schematycznie na
przyktadzie aktywnosci endolizyny Ts2631 (Ryc. 3).

Ts2631
& Lipopolisacharyd
Ve g;ﬁ%‘ Poryny
c;: Bt ONA
ZEWNETRZNA
Cd: J
%’gf"
€ ) | PEPTYDOGLIKAN
BLONA
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Ryc. 3. Schemat aktywnosci litycznej endolizyny Ts2631. Poprzez dodatnio natadowany N-terminalny
region biatko oddziatluje (A) i destabilizuje (B) bakteryjng blong¢ zewnetrzng, a nastgpnie degraduje
warstwe peptydoglikanu (C) w wyniku aktywnosci katalitycznej (biatko posiada domene amidazy N-
acetylomuramylo-L-alaninowej).

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$ciag naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegoOlnosSci zagranicznej.

A. Praca naukowa
Studia rozpoczelam w 1995 roku na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Akademii Medycznej (obecnie Gdanski Uniwersytet Medyczny).

Juz w trakcie drugiego roku studidw rozpoczetam prace badawcze w zespole Prof. dr hab.
Janusza Limona w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Genetyki 6wczesnej Akademii Medycznej
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w Gdansku, ktore zaowocowaty pierwszymi doniesieniami zjazdowymi (pod panienskim
nazwiskiem Szczygiel):

o M. Perkowska, M. Szczygiel: Influence of sodium nitroprusside (NaNP) on sister chromatid
exchange frequency and cell kinetics in cultured human lymphocytes. Maj 1998, 6-th
International Students' scientific Conference, Gdansk, Poland

e M. Perkowska, M. Szczygiel: Influence of diethylenetriamnine (DETA) and sodium
nitroprusside (NaNP) on sister chromatid exchange frequency and cell kinetics in cultured
human lymphocytes. 22-25 September 1998, 13" Symposium of Polish Society of Genetics,
Warsaw, Poland

e M. Szczygiel, M. Gruchala, W. Dubaniewicz, K. Ochman, D. Ciecwierz, A. Rynkiewicz, J.
Limon: The PLA1/PLA2 glycoprotein Illa Polymorphism is not associated with increased risk
for coronary artery disease and myocardial infraction in the population of the north region of
Poland. 24-26 Maj 1999, 2" Symposium of Polish Society of Human Genetics, Poznan, Poland

oraz w 2001 roku publikacja:

e M. Perkowska, M. Szczygiel, A. Wozniak, J. Limon: Influence of diethylenetriamnine (DETA)
and sodium nitroprusside (NaNP) on sister chromatid exchange frequency and cell kinetics in
cultured human lymphocytes. J. Appl. Genet. 42(1), 2001, p. 233-235

W lutym 1998 odbytam rowniez pierwszy dwutygodniowy staz naukowy w grupie Prof. dr hab.
Jerzego Bala w Zaktadzie Genetyki Medycznej Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie. Ponadto jako
studentka czwartego roku Biotechnologii uczestniczylam w organizacji migedzynarodowego
sympozjum: 7th Symposium of the European Society for the Study of Purine and Pyrimidine
Metabolism in Man, Gdansk, Polska, uczestniczac w rejestracji uczestnikow i biorgc udziat w
organizacji wycieczek fakultatywnych.

Po ukonczeniu studiow w 1999 r., w poszukiwaniu swojej drogi badawczej rozpoczetam
prace w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceutycznego,
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Tam pod kierunkiem Dr hab. Wiadystawa Werela
prowadzitam badania nad regulacja procesu transkrypcji u bakterii zdobywajac doswiadczenie
w pracy z DNA (klonowanie gendéw) oraz przy oczyszczaniu biatek. Tam rowniez po raz
pierwszy jako nauczyciel akademicki prowadzitam ¢wiczenia z mikrobiologii dla studentow
Wydziatu Farmaceutycznego.

W 2002 r. wyjechalam na 15 miesigczny staz naukowy odbywany w zespole Prof. Lei
Sistonen, Uniwersytet Abo Akademi, Turku Centre for Biotechnology, Turku, Finlandia
otrzymujac stypendium CIMO (Centre for International Mobility) pod patronatem finskiego
Ministerstwa Edukacji i Kultury. W laboratorium Prof. Sistonen pracowatam gtéwnie z
komoérkami eukariotycznymi zajmujac si¢ badaniami nad regulacja dziatania réznorodnych
ssaczych czynnikow transkrypcyjnych HSF (ang. heat shock factors).

Po powrocie do kraju w 2003 r. zostalam sluchaczka Studium Doktoranckiego
macierzystego Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W zespole Prof. dr hab. Jarostawa Marszatka
prowadzitam badania nad rolg mitochondrialnego biatka opiekunczego Hsp40 (Mdjl) oraz
dwufunkcyjnego biatka Ilv5 (glowna rola w biosyntezie aminokwasow rozgatgzionych) w
utrzymywaniu stabilnosci mitochondrialnego DNA drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
Wyniki badan zostaly opublikowane w postaci dwoch prac w wysoko punktowanym
czasopismie Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research (punkty MNiSW2o20 =
140; Zalacznik nr 4, pkt. 4, pozycje 11 12):
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¢ M. Macierzanka*, M. Plotka*, D. Pryputniewicz-Drobinska, A. Lewandowska, R.
Lightowlers, J. Marszalek: Maintenance and stabilization of mtDNA can be facilitated by the
DNA-binding activity of 1lv5p. Biochim Biophys Acta. 1783(1), 2008, p.107-117. * réwny
wsp(')ludzial; (Ionog 4.893; MNiSWop15 = 40)

e G. L. Ciesielski*, M. Plotka*, M. Manicki*, B. A. Schilke, R. Dutkiewicz, Ch. Sahi, J.
Marszalek, E. A. Craig: Nucleoid localization of Hsp40 Mdj1 is important for its function in
maintenance of mitochondrial DNA. Biochim Biophys Acta. 1833(10), 2013, p. 2233-2243. *
rowny wspotudziat; (IF2013 5.297; MNiSWoo15 = 40)

Obrona rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,,Biatkowe sktadniki mitochondrialnego
nukleoidu drozdzy Saccharomyces cerevisiae” odbyta si¢ w grudniu 2007 r. Recenzentami byli:
Prof. dr hab. Michat Obuchowski z Mi¢dzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i
GUMed (Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) oraz Prof. dr
hab. Hanna Kmita z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu. Po zlozeniu rozprawy
doktorskiej, we wrzesniu 2007 r. rozpoczelam podoktorski staz naukowy w Katedrze
Ginekologii i Potoznictwa, Szpitala John Radcliffe Uniwersytetu w Oxfordzie, Wielka
Brytania. W zespole Prof. Joanny Poulton badalam powigzania pomigdzy wystepowaniem
wariantu mitochondrialnego DNA zwanego wariantem OriB lub wariantem 16184 (substytucja
T—C), a ryzykiem wystgpowania m. in. cukrzycy typu 2 u ludzi (publikacja Zalacznik nr 4,
pkt. 4, pozycja 10):

e Z. Ye, Ch. Gillson, M. Sims, K-T. Khaw, M. Plotka, J. Poulton, C. Langenberg, N. J.
Wareham: The association of the mitochondrial DNA OriB variant (16184-16193
polycytosine tract) with type 2 diabetes in Europid populations. Diabetologia 56(9), 2013,
p. 1907-1913. (IF2013 = 6.880; MNiSW2015 = 40)

Do Polski wrécitam z poczatkiem roku 2010 r., a nastgpnie rozpoczetam prace jako asystent
Laboratorium Biologii Molekularnej i Cytogentyki w Diagnostycznych Laboratoriach
Medycznych Invicta w Gdanskim Parku Naukowo - Technologicznym im. Hilarego
Koprowskiego. W laboratorium we wspotpracy ze srodowiskiem naukowym Uniwersytetu
Gdanskiego wdrazatam m. in. diagnostyke molekularng wirusa HCV wywolujacego zapalenie
watroby typu C, czy diagnostyke molekularng boreliozy wywotywanej przez bakteri¢ Borrelia
burgdorferi. W roku akademickim 2011/2012 prowadzitam réwniez ¢wiczenia z mikrobiologii
ze studentami Wydziatu Farmaceutycznego, Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

W 2012 r. powrdcitam na Uniwersytet Gdanski, rozpoczynajac prace w Katedrze
Mikrobiologii jako wykonawca projektu Exgenome Molecular Enzymes (EXGENOMES)
przyznanego w ramach 7 programu ramowego Unii Europejskiej. Celem projektu byta
charakterystyka enzymow izolowanych z mikroorganizméw bytujacych w goracych Zrodtach
Islandii. Potencjalna termostabilno$¢ tych enzyméw czynita je cennymi odczynnikami do
celow aplikacyjnych takich jak synteza DNA na duzg skale. Technologie oparte na pracy z
DNA s3g coraz cze$ciej] wykorzystywane w diagnostyce, przemysle farmaceutycznym, czy
pracy naukowej. Grupami enzymow wzbudzajgcych najwicksze zainteresowanie firm takich
jak Prokazyme (Islandia), czy A&A Biotechnology (Polska) bioracych udziat w projekcie byty
polimerazy DNA i RNA, ligazy, nukleazy, odwrotne transkryptazy, kinazy polinukleotydowe,
czy lizozymy. Moje zainteresowanie wzbudzila ostatnia grupa enzymow i w ramach projektu
zaje¢tam si¢ charakterystyka biatek 0 potencjalnej aktywnosci lizozymowe;j.

Rozpoczynajac projekt bytam juz doswiadczonym badaczem i posiadalam szeroki warsztat
metodologiczny. W Katedrze Mikrobiologii wdrozylam wigc i zoptymalizowalam szereg
metod pozwalajacych na badanie aktywnosci litycznej bialek. W tamtym czasie jedynym
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scharakteryzowanym biatkiem litycznym wyizolowanym z bakteriofaga infekujacego bakterie
Thermus aquaticus TZ2 byt enzym @IN93 (Matsushita i Yanase 2008). Enzym ten oczyszczono
jednak tylko w niewielkiej ilosci (0.0072 mg/600 ml lizatu bakteryjnego) co utrudniato
prowadzenie badan nad jego wtasciwo$ciami. Ponadto enzym ¢IN93 byt specyficzny tylko w
stosunku do bakterii z grupy Thermus (nie powodowat lizy bakterii mezofilnych) co czynito go
malo atrakcyjnym pod wzgledem aplikacyjnym (np. nie mogt by¢ zastosowany do zwalczania
infekcji bakteryjnych). Dlatego tez przeprowadzona przeze mnie charakterystyka dwéch
termostabilnych enzymoéw litycznych (endolizyn) pochodzacych z bakteriofagow
infekujacych komdérki Thermus stanowi istotny wklad w poznanie i wykorzystanie funkcji
enzymo6w izolowanych ze Srodowisk ekstremofilnych. Oba badane przeze mnie enzymy
wykazaly szerokg specyficzno$¢ substratowg zardéwno wobec peptydoglikanu bakterii rodzaju
Thermus, jak i mezofilnych bakterii tj. Escherichia coli, czy Pseudomonas fluorescens. Nie
powodowaty lizy bakterii Gram-dodatnich tj. Lactococcus lactis, czy Staphylococcus aureus.
Firmy biotechnologiczne zaangazowane w projekt EXGENOMES, czy kolejny projekt unijny
prowadzony w naszym laboratorium o nazwie Virus-X (Program Horyzont 2020)
zainteresowane byly szczegOlnie zastosowaniem lizozymow/enzymow  litycznych
przeznaczonych do lizy bakterii Gram-dodatnich, dlatego tez zainteresowanie firm badanymi
przeze mnie enzymami wyraznie spadto. Ja jednak postanowitam zastanowic si¢ nad szeregiem
szczegotowych zagadnien i kontynuowac¢ badania:

e W jaki sposob badane enzymy wiaza warstwe peptydoglikanu Sciany komorkowej
bakterii przy braku domeny CBD?

e Czy mozliwe jest zastosowanie badanych enzymow do zwalczania infekcji
bakteryjnych w temperaturze 37°C, czyli o co najmniej 23°C nizszej od ich
optymalnej temperatury dzialania?

e Jakie wlasciwosci maja enzymy wywodzace si¢ z mikroorganizmow mezofilnych,
podobne pod wzgledem sekwencji aminokwasowej, czy struktury przestrzennej w
porownaniu do badanych przeze mnie enzymow termostabilnych?

Wskazanie aminokwaséw kluczowych dla wigzania peptydoglikanu przez termostabilng
endolizyng Ts2631, wykazanie roli N-terminalnego regionu enzymu Ww Wwigzaniu
peptydoglikanu (publikacja 4.3), czy potwierdzenie antybakteryjnej aktywno$ci endolizyny
Ts2631 w temp. 37°C w stosunku do takich bakterii jak Acinetobacter baumannii i
Pseudomonas aeruginosa (publikacja 4.4) stanowily odpowiedz na zadawane pytania. Ponadto,
scharakteryzowatam aktywnos$¢ biatka litycznego LysC o pochodzeniu bakteryjnym
wykazujacym 34% identyczno$ci sekwencji aminokwasowej z endolizyng Ph2119 oraz 33% z
endolizyng Ts2631 (publikacja 4.5). Wsrod biatek wykazujacych podobienstwo do
termostabilnych endolizyn Ph2119 i1 Ts2631 znajduje si¢ rowniez potencjalna amidaza N-
acetylomuramylo-L-alaninowa, o nazwie LysB pochodzaca z profaga Clostridium botulinum.
Aktywnos$¢ lityczna enzymu zostala eksperymentalnie potwierdzona w ramach badan
prowadzonych wspdlnie z doktorantka mgr Agnieszka Morzywotek. Wyniki prowadzonych
eksperymentow wchodza w sktad manuskryptu: Newly identified lytic enzyme from prophage
of C. botulinum E3 strain Alaska E43, which shows activity against cells of Clostridium genus,
ktory jest na koncowym etapie przygotowania.

B. Wspoélpraca

W ramach prowadzonych badan nawigzatam wspoétprace z:

- Dr Danutg Augustin-Nowacka (Sekcja Pomiaréw Fizyko-Chemicznych, Wydziat Chemii,
Uniwersytet Gdanski) — pomiary z uzyciem dichroizmu kotowego (CD)

STRONA | 18



dr Magdalena Plotka Zatacznik nr 3
Autoreferat

- Dr hab. Elzbietg Jankowska, prof. UG (Zespdét Chemii Medycznej, Katedra Chemii
Biomedycznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski) — synteza peptydéw o dziataniu
antybakteryjnym

- Dr Malgorzatg Kapusta (Katedra Cytologii i Embriologii Ro$lin, Wydzial Biologii,
Uniwersytet Gdanski) — mikroskopia fluorescencyjna

- Dr hab. Joanng Makowska, prof. UG (Zesp6t Biologicznej Chemii Nieorganicznej, Katedra
Chemii Ogolnej i Nieorganicznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski) — analizy z uzyciem
skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC)

- prof. Shahriar Mobashery (University of Notre Dame, USA) - modelowanie peptydoglikanu

- Dr hab. Magdaleng Narajczyk, prof. UG (Laboratorium Mikroskopii Elektronowej, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Gdanski) — transmisyjna mikroskopia elektronowa

- Dr Steven M. Swift (USDA ARS NEA BARC Animal Biosciences and Biotechnology
Laboratory, Beltsville, USA) — analiza aktywnos$ci biatek litycznych wobec komorek
Clostridium perfringens

- Dr Romanem Szczepanowskim (Pracownia Aparaturowa, Miedzynarodowy Instytut Biologii
Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie) — analityczne ultrawirowanie

Ponadto w ramach dwoch projektow Unii Europejskiej nawigzalam wspotprace z
naukowcami z wielu osrodkow naukowych i firm biotechnologicznych. O$rodki te wymienione
sa w Zalaczniku nr 4, pkt 14 (Wykaz osiagni¢¢ naukowych stanowigcych znaczny wktad w
rozw0j okreslonej dyscypliny).

Jest dla mnie oczywiste, ze moje badania nie bylyby mozliwe bez statego finansowania i
znakomicie wyposazonego warsztatu pracy. Dlatego, chciatabym tu podkresli¢ bardzo istotna
role Prof. dr hab. Tadeusza Kaczorowskiego w zdobyciu $rodkow unijnych na badania w
ramach dwoch projektow miedzynarodowych: EXGENOMES oraz Virus-X (Zalacznik nr 4,
pkt. 14), nasze wspotdziatanie merytoryczne oraz zabezpieczenie organizacyjne mojej pracy w
Katedrze Mikrobiologii. Praca w tych projektach pozwolita mi na spotkanie i czerpanie wiedzy
od $wiatowej klasy ekspertow z dziedziny klonowania genéw, oczyszczania i charakterystyki
enzymow, czy krystalografii bialek i ich analizy. Wyniki wspolnie prowadzonych badan, m. in.
przy krystalografii biatek zaowocowata rozwigzaniem struktur przestrzennych trzech réznych
enzymow, zdeponowanych w bazie PDB (Autoreferat, Zatacznik nr 3, pkt. 6.C). Owocem
wielozespolowej pracy sg rowniez publikacje (Zalacznik nr 4, pkt. 4, pozycja 2, 61 8):

o A. Stefanska, A. K. Kaczorowska, M. Plotka, O. H. Fridjonsson, G. O. Hreggvidsson, S.
Hjorleifsdottir, J. K. Kristjansson, S. Dabrowski, T. Kaczorowski: Discovery and
characterization of RecA protein of thermophilic bacterium Thermus thermophilus MAT72
phage Tt72 that increases specificity of a PCR-based DNA amplification. J Biotechnol 182-183,
2014, p. 1-10. (IF2015 2.871; MNiSWa015 = 40).

e A Stefanska, L. Gaffke, A. K. Kaczorowska, M. Plotka, S. Dabrowski, T. Kaczorowski:
Highly thermostable RadA protein from the archaeon Pyrococcus woesei enhances specificity
of simplex and multiplex PCR assays. J Appl Genet 57, 2016, p. 239-249. (IF2016 = 1.655;
MNiSW2019 = 100)

e S. Freitag-Pohl, A. Jasilionis, M. Hékansson, L.A. Svensson, R. Kovac¢i¢, M. Welin, H.
Watzlawick, L. Wang, J. Altenbuchner, M. Plotka, A-K. Kaczorowska, T. Kaczorowski, E.
Nordberg, S. Al-Karadaghi, B. Walse, A. Aevarssong, E. Pohl,: Crystal structures of the
Bacillus subtilis prophage lIytic cassette proteins XepA and YomsS. Acta Crystallographica
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section D 75(11), 2019, p. 1028-1039; https://doi.org/10.1107/S2059798319013330 (IF2019 =
5.266; MNiSW2o19 = 100).

C. Plany badawcze

Praca w wymienionych projektach pomogta mi w okresleniu i rozwijaniu wtasnych
zainteresowan badawczych dotyczacych praktycznego zastosowania enzymow litycznych
izolowanych z bakterii oraz bakteriofagow.

Na szczegodlne wyrdznienie W moim odczuciu zastuguje wspolpraca nawigzana przeze
mnie z Prof. Yves Briers (Department of Biotechnology, Faculty of Bioscience Engineering,
Ghent University, Belgium). Dotyczy ona otrzymywania i charakterystyki rekombinowanych
biatek fuzyjnych o dziataniu przeciwbakteryjnym, ktorych czescig sg domeny badanych przeze
mnie endolizyn. Wspdlne badania rozpoczete w 2017 r. (m. in. w ramach miesi¢cznego stazu
naukowego odbytego przeze mnie w Gandawie, Belgia) przyniosty obiecujace wyniki wstgpne.
Beda one podstawa do napisania przeze mnie wniosku grantowego OPUS20, ktory mam
nadziej¢ ztozy¢ do 15 grudnia 2020 r.

Ponadto, wyniki badan dotyczace m. in. zaangazowania N-terminalnego regionu biatka
litycznego LysC w aktywnosci przeciwbakteryjnej sktonity mnie do zbadania wlasciwosci
przeciwbakteryjnych syntetycznego peptydu Intestinaliny zaprojektowanego na podstawie
sekwencji pierwszych 30 reszt aminokwasowych biatka LysC. Badania nad aktywnoscia
przeciwbakteryjng tego peptydu oraz jego strukturg przestrzenng prowadz¢ w ramach
przyznanego mi finansowania dzialania naukowego MINIATURA 3 (DEC
2019/03/X/NZ1/00394): Analiza struktury i funkcji syntetycznych peptydow stanowigcych N-
terminalne regiony biatek litycznych ze szczegolnym uwzglednieniem nowego peptydu
antybakteryjnego Intestinaliny. Cz¢$¢ wynikow bedacych efektem badan prowadzonych w
ramach tego projektu zostala zamieszczona w publikacji wchodzacej w sktad osiggnigcia
naukowego (publikacja 4.5). Inne uzyskane wyniki, w tym analiza struktury przestrzennej
Intestinaliny z uzyciem spektroskopii NMR (ang. nuclear magnetic resonance), beda wchodzi¢
w sktad kolejnej publikacji.

Obecnie, interesujacym mnie zagadnieniem jest rowniez, czy podobnie wysoko
dodatnio-naladowane regiony innych potencjalnych bialek litycznych réwniez biorg
udzial w ich funkcji litycznej? Wyniki wstepne tych badan uzyskatam w ramach dziatania
naukowego MINIATURA 3. W ramach projektu oczyscitam pie¢ enzymoéw, ktorych N-
koncowe domeny wykazuja podobienstwo sekwencji aminokwasowej do N-koncowej czesci
biatka litycznego LysC Clostridium intestinale URNW. Obecnie jestem na etapie wstepnej
charakterystyki oczyszczonych biatek, a badania te bede kontynuowac w przysztosci.

Kolejnym analizowanym aspektem mojej pracy eksperymentalnej jest badanie
podstaw termostabilnosci enzyméw litycznych. Punktem wyjscia jest tu fakt, ze czesto pod
wzgledem struktury bialka termostabilne przypominaja ich mezofilne odpowiedniki. Tak jest
chociazby w przypadku termostabilnej endolizyny Ts2631 i mezofilnego lizozymu T7
(publikacja 4.3, Figura 4). Jednak np. w przypadku endolizyny Ts2631 w sekwencji biatka
wystepuje znacznie wigcej reszt tryptofanowych (4.49%) niz srednia ich liczba w przypadku
biatek mezofilnych (1.27%) (Kozlowski, 2017). Zwigkszona ilo$¢ tryptofandw powoduje
zwigkszenie hydrofobowosci o0raz stabilno$ci struktury biatka poprzez zwigkszenie
oddziatywan kation-n (Dougherty, 1996; Pack i Yoo 2004). Efekt stabilizujagcy wywotuje
réwniez podwyzszona ilo$¢ reszt proliny, czy argininy (ta ostatnia moze stabilizowacé strukture
bialek poprzez oddziatywania z jonami). Niezmiernie ciekawym dla mnie zagadnieniem jest to,
czy obecnos$¢ ktory§ z wymienionych aminokwaséw ma istotny wplyw na termostabilno$é
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badanych endolizyn Ts2631 oraz Ph21197? Jesli tak, to czy zamiana odpowiednikoéw tych reszt
aminokwasowych u endolizyn (amidaz) mezofilnych spowoduje wzrost ich termostabilno$ci?
Na te pytania postaram si¢ udzieli¢ odpowiedzi w dalszych prowadzonych przeze mnie
badaniach.

D. Podsumowanie

W swoim dorobku posiadam 14 artykulow opublikowanych w czasopismach z listy
JCR, z ktorych 10 powstato po uzyskaniu przeze mnie stopnia naukowego doktora. Pig¢ z nich
stanowi przedstawione do oceny osiggnigcie. Jestem pierwszym autorem 8 publikacji (2 na
zasadzie rownorzednego wkladu pracy), oraz autorem korespondencyjnym trzech prac.
Sumaryczny wspolczynnik IF wszystkich moich publikacji wynosi 48,5, natomiast liczba
cytowan 125 (wedlug bazy Scopus), Indeks Hirscha (wedlug bazy Scopus) wynosi 8.
Sumaryczna punktacja MNiSW (wg Zalgcznika do komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 18 grudnia 2019 r.) to 1510, w tym pie¢ prac za 140 punktow.

Bratam udziat w trzech miedzynarodowych projektach badawczych, z ktérych dwa to
wieloosrodkowe granty finansowane w ramach programow Unii Europejskiej. Wyniki badan
zostaty uhonorowane w 2020 r. nagrodg zespotowa III stopnia JM Rektora Uniwersytetu
Gdanskiego za osiagniecie:  Molekularna  charakterystyka  biatek o  potencjale
biotechnologicznym na przykitadzie unikatowych endonukleaz restrykcyjnych oraz endolizyn
fagowych. Wyniki prac prezentowatam na 31 konferencjach, w tym wyglositam 8 referatow (3
jako zaproszony prelegent). Bytam cztonkiem Rady Programowej (Advisory Board Member)
dwoch konferencji miedzynarodowych: Bacteriophage 2016 oraz Bacteriophage 2017
majacych miejsce w Londynie w Wielkiej Brytanii. Recenzowalam zar6wno oryginalne, jak 1
przegladowe prace naukowe dla czasopism mi¢dzynarodowych z bazy JRC (14 recenzji). Biorg
tez aktywny wudziat w zyciu Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego bedac
przedstawicielem Katedry Mikrobiologii w Radzie Programowej Kierunku Genetyka i Biologia
Eksperymentalna, czy wyglaszajac wyklady dla uczniow pomorskich liceow w ramach
projektow ,,Zapro$ naukowca do szkoty” oraz ,InnovaBio Pomorze” pod patronatem
Pomorskiego Parku Naukowo-Technologicznego w Gdyni.
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Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

A. Osiagniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (lata 1999-2002; 2012)
Liczba godzin dydaktycznych rocznie = 240 godzin (lata 1999-2002) oraz = 65 godzin
(rok 2012) w tym:

-Mikrobiologia — ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow Farmacji, 111 rok

Katedra Biologii Molekularnej i Komoérkowej Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(lata 2003-2007)
Liczba godzin dydaktycznych rocznie w ramach Studium Doktoranckiego = 90 godzin
w tym:

- Podstawy inzynierii genetycznej dla studentow Biotechnologii I stopien, II rok

Katedra Mikrobiologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego (lata 2014-
obecnie):
Liczba godzin dydaktycznych rocznie w ramach pensum = 240 godzin w tym:

- Mikrobiologia — ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow Biologii I stopien, II rok oraz dla
studentéw Biologii Medycznej I stopien, I rok

- Elementy genetyki bakterii — ¢wiczenia laboratoryjne dla studentéw Biologii I stopnia, IIT rok
- Pracownia specjalno$ciowa z mikrobiologii dla studentow Biologii II stopnia, II rok

- Pracownia dyplomowa dla studentow Biologii i Biologii Medycznej II stopnia, II rok

- Seminarium dla studentéw Biologii II stopnia, II rok.

- Badania naukowe na wydziale — ¢wiczenia audytoryjne, studenci Biologii | stopnia, 111 rok

- Pracownia projektowa dla studentéw Biologii I stopnia, III rok

Poza tym:

Uczestnictwo w Radzie Programowej Kierunku Genetyka i Biologia Eksperymentalna
Wydziatu Biologii, 2020 — obecnie;

Wygtoszenie wyktadu dla uczniéow 7 klas licedw wojewodztwa pomorskiego w ramach
spotkan z naukowcami projektu InnovaBio Pomorze pod patronatem Pomorskiego Parku
Naukowo-Technologicznego, Gdynia, wrzesien 2020 r.

Uczestnictwo w komisji przeprowadzajacej egzamin dyplomowy dla studentow biologii
(rok 111, licencjat) w latach 2016-2020

Uczestnictwo w imprezach promujacych Wydzial Biologii, takich jak ,,Dzien
antybiotykdw” — prowadzenie warsztatow, listopad 2015 r. lub ,,Zapro$§ naukowca do
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szkoty” — wygloszenie 3 wyktadoéw pt.: Jakie sg alternatywy dla antybiotykow w
zwalczaniu infekcji bakteryjnych? dla liceow z wojewodztwa pomorskiego, lata 2019-
2020.

Uczestnictwo w roli prowadzacego serii seminariéw Katedry Ginekologii i Potoznictwa,
szpital John Radcliffe, Uniwersytet w Oksfordzie, Oxford, Wielka Brytania, lata 2008-
2009 (okoto 10 spotkan).

B. Opieka naukowa nad studentami

1. Sprawowanie opieki naukowej w charakterze opiekuna merytorycznego pracy
magisterskiej:

- Farmacja, Wydziat Farmaceutyczny, Gdanski Uniwersytet Medyczny = 1 osoba
- Biotechnologia, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii UG i GUMed = 3 osoby
- Biologia i Biologia Medyczna, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski = 2 osoby

2. Sprawowanie funkcji promotora prac dyplomowych:

- Biologia i Biologia Medyczna, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski;

w charakterze promotora pracy magisterskiej (2016-2020) = 6 0os6b
w charakterze promotora prac licencjackich =9 osob

3. Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego:

- Biologia i Biologia Medyczna, Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski;

opiekun naukowy doktorantki Agnieszki Morzywotek; przewod doktorski otwarty 16.10.2015;
tytut rozprawy doktorskiej: ,,Charakterystyka enzymoéw litycznych z bakterii z rodzaju
Clostridium wykazujacych podobienstwo do eukariotycznych bialek rozpoznajacych
peptydoglikan”

opiekun naukowy doktorantki Moniki Szadkowskiej; brak otwartego przewodu doktorskiego

4. Recenzent prac dyplomowych:

- Biologia i Biologia Medyczna, Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski;

recenzje prac licencjackich = 7 oso6b
recenzje prac magisterskich = 2 osoby

5. Sprawowanie opieki naukowej w charakterze opiekuna merytorycznego projektow
badawczych realizowanych na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego:

dwa projekty praktyczne w ramach matury migdzynarodowej: Julia Lamparska, Konrad
Drozdzewski, III Liceum Ogolnoksztatcace im. Bohateréw Westerplatte, Gdansk (2015)
projekt edukacyjny pt. ,,Jak wykaza¢ obecnos¢ mikroorganizmoéw w najblizszym otoczeniu?”’ —
uczniowie gimnazjum nr 13 im. Mikotaja Kopernika, Gdynia (2015)

Opieka naukowa podczas stazu w ramach wymiany studenckiej Erasmus p. Ivany Charuosovej
(Slovak University of Agriculture in Nitra — Faculty of Biotechnology and Food Sciences,
Slovakia); tytut projektu: Development of a simple protocol to effectively isolate plasmid DNA
from Thermus flavus and Flavobacterium okeanokoites for use in the downstream applications
including automated sequencing” (2013).
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6. Nagrody w ramach dziatalnosci dydaktycznej:

Nagroda im. Prof. Karola Taylora za najlepsza prace magisterska o charakterze
bioinnowacyjnym wykonang na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego — 26 wrzesnia
2017 dla p. Sebastiana Dorawy za prace pt: ,,Wlasciwosci przeciwbakteryjne endolizyny
bakteriofaga vB_Tsc2631 oraz analiza reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za wigzanie

substratu”. — praca wykonana pod moim kierunkiem.

C. Inne osiagniecia nie wymienione w punktach A, B.

Zdeponowanie sekwencji DNA w GenBank NCBI:
GenBank: KF408298.1

Thermus phage 2119 lysozyme gene, complete cds
GenBank: KJ561354

Thermus phage 2631 LysT endolysin gene, complete cds

Udziat w zdeponowaniu struktur krystalicznych:

PDB: 6FHG; Crystal structure of the Ts2631 endolysin from Thermus scotoductus phage with
the unique N-terminal moiety responsible for peptidoglycan anchoring

PDB: 6SU5; N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase Ph2119 from bacteriophage MAT2119
PDB: 6SSC; N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase LysC from Clostridium intestinale
URNW

Wprowadzenie jednego z enzymow litycznych do komercyjnej sprzedazy (firma Prokazyme,
Islandia):
ThermoPhageTM Lysozyme (Product number: Lys164)

Zdeponowanie w Kolekcji Plazmidow i Drobnoustrojow (KPD) Wydziatu Biologii 44
szczepOw bakterii w tym o$miu szczepow klinicznych bakterii Gram-ujemnych:

KPD 205 Acinetobacter baumannii CRAB (ang. carbapenem-resistant)

KPD 217 Escherichia coli MBL (+) (ang. metallo-beta-lactamase producing)

KPD 218 Citrobacter braakii MBL (+)

KPD 219 Citrobacter freundii MBL (+)

KPD 297 Enterobacter cloacae MBL (+)

KPD 298 Klebsiella pneumoniae KPC (+) (ang. carbapenemase producing)

D. Aktywno$¢ w kierunku podnoszenia kwalifikacji zawodowych

Kwalifikacje pedagogiczne:

1. Ukonczone czterosemestralne Studium Pedagogiczne w zakresie szkolnictwa

zawodowego przy Politechnice Gdanskiej z wynikiem bardzo dobrym (2001)

Uczestnictwo w Sympozjach oraz kursach:

1. Bioinnovation International Summit, Pomorski Park Naukowo-Technologiczny w Gdyni

(2011)
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Gdanski Uniwersytet Medyczny, kurs: Metodyka Zarzadzania Projektami, International
Project Management Association dla Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-
GUM (2006)

3. 11th Advanced Course on Digital Microscopy and Fluorescence Techniques in Cell Biology,
Heidelberg, Niemcy (2006)

4. TuBS Symposium on Genetic Engineering of Mice for Biology and Disease Models, BioCity,
Turku, Finlandia (2002)

5. Thel2™ Annual BioCity Symposium. Recent breakthroughs in drug development, BioCity,
Turku, Finlandia (2002)

E. Publikacje popularnonaukowe

1. Plotka M.: From bacteriophages to endolysins: a look at novel antibacterial agents. The
Biomedical Scientist 2016; 60 (4): 209-11, podsumowanie wystgpien konferencyjnych
EuroSciCon Bacteriophage 2016 meeting, Londyn, styczen 2016 r.

Szczegdtowy spis wszystkich moich aktywnosci naukowych, popularyzatorskich i
dydaktycznych znajduje si¢ w zalaczniku nr 4.

(podpis wnioskodawcy)
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