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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest aktywna forma biatka AurR, bedaca hydrolaza peptydoglikanowa
zdolng do trawienia Scian bakterii Gram(+) posiadajacych mostki sieciujace w peptydoglikanie zbudo-
wane z glicyny i/lub glicyny i seryny, kompozycje ja obejmujace, ich zastosowania oraz sposob hydrolizy
peptydoglikanow jg wykorzystujacy. Aktywna forma biatka AurR, przetamuje opornosc¢ bakterii Gram(+)
wobec znanych enzymdéw zdolnych jedynie do hydrolizy scian komoérkowych z glicynowymi mostkami
sieciujacymi w peptydoglikanie.

STAN TECHNIKI

Infekcje spowodowane bakteriami z rodzaju Staphylococcus, w szczegdblnosci Staphylococcus
aureus, sa coraz trudniejsze do leczenia ze wzgledu na szeroko rozpowszechniong lekoopornosc.
Z tych wzgleddw coraz wazniejsze jest opracowanie nowych terapii zwalczajacych zakazenia gronkow-
cowe i eliminacja nosicielstwa, szczegdlnie wsrdd personelu medycznego, lecz takze opracowanie bar-
dziej skutecznych sposobdéw eliminaciji tej bakterii ze srodowiska, w tym szpitalnego. Bakterie z rodzaju
Staphylococcus (gronkowce) sa odpowiedzialne za caty szereg zakazen u ludzi i zwierzat, a wiele ga-
tunkow Staphylococcus jest opornych na antybiotyki; szacuje sie, ze 30-50% ludzi jest nosicielami tych
bakterii. Choroby dermatologiczne i zapalne moga byé powodowane przez rézne gatunki bakterii, w tym
gronkowce. Moga wystepowac spontanicznie lub np. w ranie, wrzodzie lub oparzeniu. Zakazone rany
moga stanowié zagrozenie dla zycia. Dodatkowo, bakterie tworzace biofilm moga by¢ obecne w zaka-
zonych ranach lub rany moga byé nimi zakazone wtérnie. Szczegdlnie niebezpieczne sa zakazenia
szczepami Staphylococcus aureus opornymi na antybiotyki, takimi jak szczepy MRSA (oporne na me-
tycyline Staphylococcus aureus). Zakazenia gronkowcowe sg szczegolnie czeste w przypadku stopy
cukrzycowej, odlezyn i oparzen.

Wiadomo, ze gronkowce, w szczegodlnosci S. aureus, sa czesto przyczyng zatru¢ pokarmowych,
gdyz wytwarzaja peptydowe, termostabilne enterotoksyny wywotujace intoksykacje. Ze wzgledu na wiel-
kotonazowy charakter produkcji przemystu spozywczego, mozliwe jest w nim zastosowanie enzymow
niszczacych gronkowce do poprawy mikrobiologicznej jakosci zywnosci, jedynie przy niedrogiej i duzej
dostepnoéci takich enzyméw. Wiadomo réwniez, ze bakterie z rodzaju Staphylococcus, rowniez S. si-
mulans, sa patogenami zwierzat takich jak krowy, owce, kozy czy konie. Podobnie jak S. aureus,
S. simulans powszechnie wigzany jest z zapaleniem gruczotu mlekowego u bydta (mastitis). Mimo, ze
zakazenia cztowieka przez S. simulans sa rzadkie, sg spotykane u oséb zajmujacych sie zwierzetami
hodowlanymi. S. simulans zwiazany jest tez z infekcjami kostno-stawowymi, zapaleniem wsierdzia czy
cukrzycowym zapaleniem kosci [8].

Jednym z nowatorskich podej$¢ eliminowania patogennych bakterii, szczegdlnie tych opornych
na antybiotyki, jest lizowanie komoérek bakteryjnych z wykorzystaniem enzyméw litycznych. Znane sa
metody lizy komoérek bakteryjnych lub uszkadzania $cian komoérek bakteryjnych wymagajace narusze-
nia struktury $ciany przy pomocy specyficznych wobec niej enzyméw bakteriolitycznych — hydrolaz pep-
tydoglikanowych. Szczegdinie dotyczy to bakterii Gram(+), ze wzgledu na specyficzng budowe ich $cian
komodrkowych. Wiadomo, ze sciany komorkowe bakterii Gram(+) réznia sie miedzy soba rodzajem
i iloscia aminokwasow wystepujacych w mostkach wigzacych tancuchy peptydoglikandéw. Hydrolazy
peptydoglikanowe dla swojej aktywnosci moga wymagaé wystepowania okreslonej kompozycji amino-
kwasowej i minimalnej ilosci aminokwaséw w mostkach sieciujacych peptydoglikanéw. W przypadku
wiekszosci gronkowcdw mostek sieciujacy peptydoglikanu sktada sie z pieciu glicyn i jest on substratem
dla enzyméw litycznych. Znane sa hydrolazy peptydoglikanowe, jak lizostafyna i LytM, ktére tna mostki
piecioglicynowe charakterystyczne dla peptydoglikandéw Staphylococcus np. S. aureus, i dzieki tej wia-
sciwosci sa one interesujace, jako potencjalne srodki przeciwgronkowcowe.

Rola biologiczna lizostafyny jest dobrze poznana. Lizostafyna jest bakteriocyna wydzielana przez
Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus. Dojrzate biatko jest nieaktywne w stosunku do produ-
kujgcego go organizmu, ale jest bardzo efektywne w cieciu $cian Staphylococcus aureus. Dojrzata lizo-
stafyna jest biatkiem monomerycznym, dla ktérego optymalna temperatura dziatania enzymu wynosi
okoto 37-40°C, pH 7,5 a punkt izoelektryczny pl wynosi 9,5 [1, 2]. Lizostafyne stosowano do niszczenia
biofiiméw S. aureus i S. epidermidis na sztucznych powierzchniach i testowano do pokrywania cewni-
kow [3]. W modelu mysim, lizostafyna byta uzywana do usuwania biofilméw z cewnikowanych zyt szyj-
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nych i do leczenia zakazen systemowych [4]. W modelu szczurzym (bawetniak) krem z lizostafyna efek-
tywnie eliminowat S. aureus z noséw zakazonych szczuréw [5]. U ludzi lizostafyna byta uzywana tylko
na poziomie eksperymentalnym do leczenia zapalenia zastawki aortalnej serca spowodowanego przez
gronkowca zfocistego opornego na metycyline [6].

Inny, komercyjnie dostepny enzym, Aurezyna, bedacy domena katalityczna autolizyny LytM
z gronkowca ztocistego ma specyficznos¢ i mechanizm dziatania podobne do lizostafiny [7]. Aurezyna
jest endopeptydaza zdolna do trawienia wiazah w mostkach pentaglicynowych scian komérkowych
gronkowcow. Posiada unikalne wtasciwosci — jest aktywna w warunkach niskiej sity jonowej (nawet
w wodzie) i w niskiej temperaturze. Z powodzeniem jest stosowana do lizy komérek gronkowcow pod-
czas izolacji DNA, RNA i biatek. Dzieki zdolnosci do szybkiej lizy, zaréwno Aurezyna, jak i inne enzymy
moga by¢ stosowane w testach diagnostycznych do identyfikacji i oznaczania gronkowcow.

Niektére bakterie wytworzyty jednak mechanizm oporno$ci na te enzymy, np. Staphylococcus
simulans biovar staphylolyticus na produkowana przez siebie lizostafyne [9, 10]. Jest to bardzo powazne
ograniczenie we wprowadzeniu lizostafyny na rynek i wciaz poszukiwane sa sposoby pokonania tego
problemu [11]. Gen kodujacy lizostafyne zlokalizowany jest na plazmidzie pACK1. Na tym samym pla-
zmidzie kodowany jest gen opornoéci (endopeptidase resistance gene, epr lub lysostaphin immunity
factor, lif). Obecnos¢ genu Iif, rbwniez u innych gatunkéw gronkowcow, powoduje zwiekszenie zawar-
tosci seryny i zmniejszenie zawartosci glicyny w scianie komoérkowej bakterii. Uwaza sig, ze podstawie-
nie jednej lub kilku glicyn resztami serynowymi w mostku pentaglicynowym determinuje opornosé¢ na
dziatanie lizostafyny [12, 13]. Podobnie jak w przypadku antybiotykoéw, geny warunkujace oporno$¢ na
lizostafyne kodowane sa na ruchomych elementach genetycznych. W zwiazku z tym, istnieje mozliwosé
rozprzestrzeniania sie opornosci. Badania dowiodty, Zze gatunki gronkowcédw wrazliwe na dziatanie lizo-
stafyny, po przyjeciu konstruktu zawierajacego gen opornosci stawaty sie mniej wrazliwe lub catkowicie
oporne na dziatanie tego enzymu [16, 17]. Pojawienie sie potencjalnej opornosci na lizostafyne i inne
enzymy lityczne o takiej samej specyficznosci jest jednym z gtéwnych czynnikéw ograniczajacych wy-
korzystanie tych enzyméw w zwalczaniu gronkowcow. Z tego wzgledu, wyjatkowo istotne staje sie po-
szukiwanie nowych enzymow bakteriolitycznych, ktére cechowatyby sie poszerzona specyficznoscia
dziatania i byty réwnie efektywne w lizowaniu gronkowcow takze ze zmodyfikowanymi mostkami sieciu-
jacymi. Bakterie, ktére zamiast typowych mostkéw pentaglicynowych, wyksztatcity mostki z podstawiona
seryng sg oporne na powszechne stosowane lizostafyne czy tez rézne formy hydrolaz M23, w tym wo-
bec LytMCD opisanej w W02012/144912 czy tez réznych form LytMCD_LssCWT opisanych jako Chi-
mery A i Chimery B w W0O2021/0759888. Lizostafyna nie jest aktywna wzgledem szczepdw posiadaja-
cych seryne w mostkach wigzacych takich jak: S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. haemoly-
ticus czy S. warneri czy S. aureus z wprowadzong do mostkéw sieciujacych seryna.

Enzym uzywany do zwalczania infekcji gronkowcowych u ludzi i zwierzat powinien mieé szerokie
spektrum dziatania wzgledem bakterii posiadajacych mostki sieciujace w peptydoglikanie i wykazywaé
aktywnos$é hydrolazy peptydoglikanowe] wzgledem glicynowych mostkéw sieciujacych, jak réwniez
wzgledem mostkow, w ktérych jedna lub dwie glicyny zostaly podstawione przez seryne, tj. rowniez
mostki glicynowo-serynowe — jak te wystepujace u S. simulans. Ani lizostafyna ani Aurezyna nie sa
jednak aktywne wzgledem szczepdéw gronkowcdow posiadajacych seryne w mostkach sieciujacych.
Takze chimery opisane w W0O2021/0759888, ktére sktadaja sie z domeny katalitycznej LytM i domeny
wiazacej Sciany komoérkowe lizostafyny, cho¢ sa aktywne w warunkach fizjologicznych, nie maja zdol-
nosci lizowania gronkowcow z serynami w mostkach sieciujacych. Dlatego poszukiwane i niezwykle
potrzebne sa enzymy, ktére miatyby zdolnos¢ ciecia nie tylko mostkoéw glicynowych, ale takze mostkow
glicynowych z podstawiong seryna/serynami (mostki glicynowo-serynowe).

UJAWNIENIE WYNALAZKU

W Swietle opisanego stanu techniki celem niniejszego wynalazku jest przezwyciezenie wskaza-
nych niedogodnosci i dostarczenie enzymu litycznego o aktywnosci endopeptydazy dziatajacego wzgle-
dem $cian bakterii Gram(+) zawierajacych zaréwno mostki piecioglicynowe, jak réwniez substytucje
reszt glicynowych przez reszty serynowe w mostkach sieciujacych tancuch peptydoglikanéw, w szcze-
golnosci wzgledem S. aureus opornego na dziatanie dostepnych endopeptydaz glicylo-glicynowych,
ktéry to enzym bedzie wytwarzany w sposob wydajny, bedzie stabilny, zapewni wysoka specyficznosé
dziatania wzgledem substratu oraz wysoka aktywno$¢, jak réwniez bedzie dziataé efektywnie w szero-
kim zakresie pH.

Gen, KXA44996, kodujacy biatko AurR o dtugosci 410 aminokwaséw z Staphylococcus simulans,
DSM20322 zostat zidentyfikowany w genomie Staphylococcus simulans, DSM20322 [18], wyizolowany,
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sklonowany i zsekwencjonowany przez twércow niniejszego wynalazku. Biatko AurR o petnej dtugosci
sktada sie z trzech domen funkcjonalnych (Fig. 1): (1) N-terminalnej domeny regulatorowej, (2) domeny
katalitycznej AurR tj. CDA'R o sekwencji charakterystycznej dla biatek z rodziny M23 réznej od lizosta-
fyny, oraz (3) domeny CWTAYR — C-terminalnej domeny wiazacej sciane komdérkowa bakterii (CTW od
Cell Wall Targeting). SP — jest 36 aminokwasowym peptydem sygnalnym, L — linkerem umieszczonym
miedzy CDAYR a CWTAUR,

Nieoczekiwanie okazato sie, ze aktywna forma AurR jest hydrolaza peptydoglikanowa o rozsze-
rzonej aktywnosci substratowej, ktéra nie tylko podobnie jak LytM czy lizostafyna tnie glicynowe mostki
sieciujace w Scianie komorek gronkowcédw prowadzac do lizy komorek bakteryjnych, ale w przeciwien-
stwie do w/w enzymdw aktywna forma AurR ma zdolno$ci przecinania takze mostkow, w ktérych jedna
lub dwie glicyny zostaty podstawione przez seryne/y (mostkéw glicynowo-serynowych). Hydrolaza pep-
tydoglikanowa w postaci aktywnej formy AurR przetamuje wiec mechanizm opornosci bakterii na hydro-
lazy glicylo-glicynowe, gdy mostki sieciujace w peptydoglikanie zbudowane sa z glicyny i seryny.

Tworey wynalazku nieoczekiwanie stwierdzili, ze stabilna i aktywna forma biatka AurR ze Staphy-
lococcus simulans, zawierajaca domene katalityczng CDAR przezwycieza wskazane niedogodnosci,
gdyz lizuje zaréwno $ciany bakterii zawierajace pentaglicyne, jak rowniez te zawierajace seryne lub
dwie seryny w mostku sieciujacym. Aktywna forma AurR jest w stanie efektywnie degradowaé sciany
bakterii Gram(+), szczegdlnie S. aureus i S. simulans w szerokim zakresie warunkoéw, w tym w $rodo-
wisku podobnym do warunkéw fizjologicznych zaréwno o niskiej jak i wysokiej konduktywnosci, w sze-
rokim zakresie stezenia soli, w tym w wysokim stezeniu soli, jak réwniez dziata efektywnie w szerokim
zakresie pH.

Tworcy wynalazku nieoczekiwanie stwierdzili, ze aktywna forma biatka AurR z Staphylococcus
simulans zawierajaca domene katalityczna CDAYR lizuje zaréwno bakterie zawierajace pentaglicyne, jak
i te z seryna/serynami w mostku sieciujacym i jest w stanie efektywnie degradowac Sciany bakterii
Gram(+), szczegdlnie S. aureus i S. simulans. Aktywne formy biatka AurR wedtug wynalazku wykazuja
réwniez wysoka stabilnosc.

Istota niniejszego wynalazku opiera sie wiec na znalezieniu aktywnej formy biatka AurR kodowa-
nego przez KXA44996 z Staphylococcus simulans wykazujacego nowe nieznane dotychczas whasciwo-
8ci enzymatyczne i wykazaniu, ze mozliwe jest wykorzystanie aktywnej formy AurR do prowadzenia
proteolizy substratu peptydowego przyktadowo $cian bakterii Gram(+) zawierajacego reszte serynowg
oprécz reszt glicynowych.

Wynalazek dotyczy hydrolazy peptydoglikanowej zdolnej do trawienia $cian bakterii Gram(+) po-
siadajacych mostki sieciujace w peptydoglikanie zaréwno glicynowe jak i glicynowo-serynowe zawiera-
jacej aktywna forme biatka AurR, ktéra to zawiera jako domene katalityczna CDAYR, przy czym sekwen-
cja aminokwasowa domeny katalitycznej CDAR jest w co najmniej 80% identyczna z sekwencja amino-
kwasowa przedstawiong w SEQ ID NO: 1, korzystanej sekwencja CDA“R jest w co najmniej 85%, 90%,
korzystniej 95%, najkorzystniej na poziomie 98% lub wiecej identyczna z sekwencjg aminokwasowg
przedstawiong w SEQ ID NO: 1; przy czym mostki sieciujace sktadaja sie z co najmniej trzech glicyn
lub glicyn i seryny/seryn.

W korzystnej hydrolazie peptydoglikanowej aktywna forma biatka AurR jest w postaci jednodo-
menowej aktywnej formy AurR zawierajacej domene katalityczna CDAYR, ale nie zawierajacej domeny
wiazacej $ciane komérkowa bakterii CWTAUR,

W korzystnej hydrolazie peptydoglikanowej aktywna forme AurR w postaci jednodomenowe;j sta-
nowi domena katalityczna AurR"582% o SEQ ID NO: 1.

W korzystnej hydrolazie peptydoglikanowej ze aktywna forme AurR w postaci jednodomenowe;j
stanowi AurR- o SEQ ID NO: 4.

W korzystnej hydrolazie peptydoglikanowej aktywna forma biatka AurR jest w postaci dwudome-
nowej aktywnej formy AurR zawierajacej domene katalityczna CDAYR oraz domene wiazaca $ciane ko-
morkowa bakterii CWTA'R przy czym sekwencja aminokwasowa domeny wiazacej $ciane komérkowa
bakterii CWTAYR jest w co najmniej 80% identyczna z sekwencja aminokwasowa przedstawiona w SEQ
ID NO: 2, korzystanej sekwencja CWTAYR jest w co najmniej 85%, 90%, korzystniej 95%, najkorzystniej
na poziomie 98% lub wiecej identyczna z sekwencja aminokwasowa przedstawiong w SEQ ID NO: 2.

W korzystnej hydrolazie peptydoglikanowej sekwencja aminokwasowa domeny Kkatalitycznej
CDAYR potaczona jest z sekwencja domeny wiazace] $ciane komérkowa bakterii CWTA'R poprzez se-
kwencje aminokwasowa linkera, przy czym korzystna sekwencje linkera stanowig aminokwasy 139-159
z SEQ ID NO: 3.
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W korzystnej hydrolazie peptydoglikanowej aktywna forme AurR w postaci dwudomenowe;j sta-
nowi AurR'58-410 o SEQ ID NO: 3.

W korzystnej hydrolazie peptydoglikanowej aktywna forme AurR w postaci dwudomenowej sta-
nowi AurR+o SEQ ID NO: 5.

Wynalazek réwniez dotyczy konstruktu genetycznego kodujacego hydrolaze peptydoglikanowa
wedtug wynalazku.

Wynalazek dotyczy réwniez kompozycji do proteolizy $cian komorkowych bakterii Gram(+), ktéra
zawiera hydrolaze peptydoglikanowa wedtug wynalazku oraz noénik, przy czym kompozycja przezna-
czona jest do proteolizy $cian komérkowych bakterii Gram(+) posiadajacych w peptydoglikanie mostki
sieciujace glicynowe i/lub glicynowo-serynowe.

Wynalazek dotyczy réwniez kompozycji farmaceutycznej zawierajacej hydrolaze peptydoglika-
nowa wedtug wynalazku oraz farmaceutycznie dopuszczalna substancje pomocnicza do zastosowania
jako lek do leczenia choréb i/lub standw zapalnych wywotanych bakteriami Gram(+) posiadajacymi gli-
cynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki sieciujgce w peptydoglikanie, przy czym korzystnie bakterie
Gram(+) sa wybrane z rodzaju Staphylococcus, korzystnie S. aureus, S. simulans, S. epidermidis,
S. intermedius, S. haemolyticus, S. warneri.

Wynalazek dotyczy réwniez kompozycji kosmetycznej lub pielegnacyjnej do zastosowan kosme-
tycznych, pielegnacyjnych i higienicznych u ludzi i/lub zwierzat, ktéra zawiera hydrolaze peptydoglika-
nowa wedtug wynalazku, przy czym kompozycja zawiera dodatkowo co najmniej jeden nosnik dopusz-
czony w zastosowaniach kosmetycznych, pielegnacyjnych, higienicznych u ludzi i/lub zwierzat i jest
przeznaczona do stosowania zewnetrznego.

Wynalazek dotyczy réwniez kompozycji zawierajacej hydrolaze peptydoglikanowa wedtug wyna-
lazku oraz nosnik do zastosowania jako srodek antyseptyczny, Srodek przeciwbakteryjny, srodek do
odkazania powierzchni stosowany wobec bakterii Gram(+) posiadajacych glicynowe i/lub glicynowo-
serynowe mostki sieciujace w peptydoglikanie, przy czym korzystnie kompozycja stosowana jest wobec
bakterii Gram(+) z rodzaju Staphylococcus, korzystnie S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. inter-
medius, S. haemolyticus, S. warneri.

Korzystnie kompozycja do zastosowania jako srodek antyseptyczny, Srodek przeciwbakteryjny,
srodek do odkazania powierzchni, jest w postaci ptynu, emulsji, Zelu, ptynu do rozpylania, lotionu, na-
wilzonej chustki lub opatrunku, korzystnie opatrunek jest w postaci plastra z opatrunkiem, plastra z hy-
droZelem, gazy z naniesiona kompozycja, opatrunku hydrokoloidowego, opatrunku hydrowtéknistego,
opatrunku alginianowego, bandaza z naniesiona kompozycja.

Wynalazek dotyczy réwniez niemedycznego zastosowania hydrolazy peptydoglikanowej wedtug
wynalazku i/lub kompozycji do proteolizy $cian komdrkowych bakterii Gram(+) wedtug wynalazku do
proteolizy scian komdrkowych bakterii Gram(+) posiadajacych glicynowe i/lub glicynowo-serynowe
mostki sieciujace w peptydoglikanie, przy czym korzystnie bakteriami Gram(+) sa bakterie z rodzaju
Staphylococcus, korzystnie S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus,
S. warneri.

Wynalazek dotyczy réwniez niemedycznego zastosowania hydrolazy peptydoglikanowej wedtug
wynalazku i/lub kompozycji do proteolizy $cian komérkowych bakterii Gram(+) wedtug wynalazku jako
$rodka bakteriostatycznego lub bakteriobodjczego przeciwko bakteriom Gram(+), szczegdlnie z rodzaju
Staphylococcus, korzystnie S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus,
S. warneri, posiadajacych glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki sieciujgce w peptydoglikanie, przy
czym korzystnie srodek stosowany jest w przemysle spozywczym, szczegdlnie jako dodatek do zywno-
&ci dla ludzi i/lub zwierzat lub do odkazania powierzchni i pomieszczen, ktére maja kontakt z zywno$cia
lub potproduktami zywnosciowymi, korzystniej srodek stosowany jest w przemysle mleczarskim i prze-
tworach mlecznych.

W korzystnym niemedycznym zastosowaniu hydrolazy peptydoglikanowej wedtug wynalazku
i/lub kompozycji do proteolizy scian komdrkowych bakterii Gram(+) wedtug wynalazku jako $srodka bak-
teriostatycznego lub bakteriobdjczego przeciwko bakteriom Gram(+), Srodek stosowany jest w przemy-
Sle kosmetycznym, korzystnie jako dodatek do kosmetykdw polepszajacy ich jakosé mikrobiologiczna,
jako dodatek do ptynéw, kremow, mleczek, lotiondw.

W korzystnym niemedycznym zastosowaniu hydrolazy peptydoglikanowe] wedtug wynalazku
i/lub kompozycji do proteolizy scian komdrkowych bakterii Gram(+) wedtug wynalazku jako $srodka bak-
teriostatycznego lub bakteriobdjczego przeciwko bakteriom Gram(+), Srodek stosowany jest w ochronie
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zdrowia, do odkazania powierzchni narzedzi i przyrzadéw stosowanych w medycynie i diagnostyce,
oraz innych powierzchni, w szczegdlnosci powierzchni szpitalnych i laboratoryjnych.

W korzystnym niemedycznym zastosowaniu hydrolazy peptydoglikanowej wedtug wynalazku
i/lub kompozycji do proteolizy scian komérkowych bakterii Gram(+) wedtug wynalazku jako srodka bak-
teriostatycznego lub bakteriobdjczego przeciwko bakteriom Gram(+), Srodek stosowany jest jako srodek
bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy w postaci ptynu, emulsji, Zelu, ptynu do rozpylania, lotionu, nawil-
zonej chustki.

Wynalazek dotyczy rowniez sposobu hydrolizy peptydoglikanéw posiadajacych glicynowe i/lub
glicynowo-serynowe mostki sieciujace, przy czym sposob obejmuje etapy, w ktérych

a) w srodowisku wodnym kontaktuje sie aktywna forme AurR wedtug wynalazku z substratem

peptydowym posiadajacych glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki sieciujace w pepty-
doglikanie;

b) hydrolizuje sie substrat peptydowy posiadajacy glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki

sieciujace w peptydoglikanie.

W korzystnym sposobie hydrolizy peptydoglikanéw hydrolizowane sa peptydoglikany $cian ko-
morkowych bakterii Gram(+), korzystnie z rodzaju Staphylococcus, korzystnie S. aureus, S. simulans,
S. epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus, S. warnetri.

W korzystnym sposobie hydrolizy peptydoglikandw etap b) prowadzi sie w temperaturze od 4°C
do 45°C.

SZCZEGOLOWE PRZEDSTAWIENIE WYNALAZKU

Termin ,aktywna forma AurR” zgodnie z niniejszym opisem oznacza biatka, polipeptydy, peptydy
lub rekombinowane biatka, polipeptydy i peptydy o aktywnosci hydrolazy peptydoglikanowej zdolnej do
trawienia $cian bakterii Gram(+) posiadajgcych mostki sieciujgce w peptydoglikanie zaréwno glicynowe,
jak i glicynowo-serynowe, ktére to obejmujg domene katalityczng CDAYR o sekwencji aminokwasowe;j
identycznej lub wykazujacej wysoka identyczno$é do sekwencji aminokwasowej zawierajacej amino-
kwasy od pozycji 158 do 295 w wyjsciowym biatku AurR kodowanym przez KXA44996 (co odpowiada
SEQ ID NO: 1, oraz aa 1-138 SEQ ID NO: 2), korzystnie na poziomie co najmniej 80%, 85%, 90%,
korzystniej 95%, najkorzystniej na poziomie 98% lub wiecej identycznosci.

Przyktadowe, opisywane w niniejszym opisie w przyktadach wykonan, aktywne formy AurR doty-
czace AurR™8-2%5 (SEQ ID NO: 1), AurR8-410 (SEQ ID NO: 3), AurR- (SEQ ID NO: 4), AurR+ (SEQ ID
NO: 5) wykazuja aktywnos$¢ proteolityczng endopeptydazy wzgledem mostkéw sieciujacych ztozonych
z glicyny, jak rowniez z substytucja seryny/seryn. Jest oczywistym, ze pewne zmiany w sekwencji ami-
nokwasowej polipeptydu aktywnej formy AurR czy tez w sekwencji nukleotydowej kodujacej taki poli-
peptyd skutkujace zmiana w sekwencji aminokwasowej nie beda wptywaty na zmiane aktywnosci poli-
peptydu, szczegdlnie jesli zmiany te nie dotycza centrum aktywnego biatka.

Aktywna forma AurR moze by¢ (i) jednodomenowa aktywna forma AurR, gdy posiada jedynie
domene katalityczng CDA'R — korzystnie na poziomie co najmniej 80%, 85%, 90%, korzystniej 95%,
najkorzystniej na poziomie 98% lub wiecej identycznosci z SEQ ID NO: 1, przyktadowo jednodomenowa
aktywna forma AurR sa AurR'582% o SEQ ID NO: 1, AurR- o SEQ ID NO: 4, lub (ii) dwudomenowa
aktywna forma AurR, gdy posiada zaréwno domene katalityczng CDA“R wykazujaca na poziomie ami-
nokwasowym co najmniej 80%, 85%, 90%, korzystniej 95%, najkorzystniej na poziomie 98% lub wiecej
identycznosci z SEQ ID NO: 1 jak i domene wiazaca sciane komoérkowa bakterii CWTAYR o sekwencji
wykazujaca na poziomie aminokwasowym co najmniej 80%, 85%, 90%, korzystniej 95%, najkorzystnie;
na poziomie 98% lub wiecej identycznosci z SEQ ID NO: 2, lub stanowiaca AurR3'7-410 SEQ ID NO: 2,
przyktadowa dwudomenowa aktywna forma AurR jest AurR'8-410 o0 SEQ ID NO: 3, AurR+ o SEQ ID
NO: 5.

Dwudomenowa aktywna forma AurR dzieki domenie CWTAYR zachowuje aktywnos$¢ w szerszym
zakresie pH czy sity jonowej w poréwnaniu do lizostafyny czy aktywnej formy AurR pozbawionej domeny
CWTAUR_ Z kolei jednodomenowa aktywna forma AurR jest bardziej stabilna podczas przechowywania
w temperaturze 37°C.

Jako warunki o niskiej konduktywno$ci nalezy rozumie¢ konduktywnos$é ponizej 10 mS/cm, jako
warunki o wysokiej konduktywnos$ci nalezy rozumie¢ konduktywno$¢ powyzej 10 mS/cm.

Jako ,substrat peptydowy” czy ,substrat biatkowy” dla aktywnej formy AurR, zgodnie z niniejszym
opisem nalezy rozumiec¢ peptyd, polipeptyd czy biatko zbudowane z co najmniej trzech glicyn lub glicyn
i seryny/seryn, ktére sa rozpoznawane i ciete przez aktywna forme AurR. Substratem peptydowym dla
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aktywnej formy AurR beda wiec w szczegdlnosci mostki glicynowe lub glicynowo-serynowe w peptydo-
glikanach bakterii Gram(+) — S. simulans, S. epidermidis, S. aureus jak réwniez zawierajace seryne
w mostkach sieciujacych, Staphylococcus hominis, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus hae-
molyticus i inne.
Do bakterii Gram(+), ktore zawieraja glicyny i ewentualnie seryny w mostkach sieciujacych zali-
czane sa niektore bakterie z rodzaju Staphylococcus, do ktérych nalezg gatunki S. aureus, S. epidermi-
dis, S. roseus, S. carnosus, S. lactis, S. saprophyticus oraz z rodzaju Micrococcus takie jak M. caseoly-
ticus, M. candidans, M. naucinus, M. vernae.
Analiza biochemiczna wykazata, Ze petnej dtugosci biatko AurR nie jest aktywne. Aktywnos¢ wy-
kazuje jedynie aktywna forma biatka AurR czyli formy enzymu
(i) zawierajace domene katalityczng CDAYR z dotaczona domena CWTAYR wiazaca $ciany ko-
moérkowe bakterii, przyktadowo AurR™58-410 AurR+, ktory jest aktywny w warunkach reakciji
w srodowisku o wysokiej konduktywnosci; jak i w warunkach niskiej konduktywnosci

(i) aktywne formy biatka AurR zawierajace jedynie domene katalityczna CDAYR, przyktadowo
AurR8-29  Ayr-, ktére to sg najbardziej aktywne w warunkach niskiej konduktywnosci. Pre-
ferowang aktywna forma biatka AurR jest polipeptyd AurR™58-295 AurR'%8-410 AurR-, AurR+.

Zgodnie z wynalazkiem w sposobie proteolizy, zwlaszcza $cian komorek bakteryjnych Gram(+),
kontaktuje sie aktywna forme biatka AurR z substratem peptydowym, korzystnie ze Scianami bakterii
Gram(+), w srodowisku wodnym o zréznicowanej konduktywnos$ci. W korzystnym sposobie proteolizy
kontaktowanie prowadzone jest w temperaturze w zakresie od okoto 0°C, korzystniej od okoto 4°C do
okoto 45°C, korzystniej w zakresie 21°C — 37°C. Ponadto pH $rodowiska reakcji korzystnie miesci sie
w zakresie odpowiadajacym pH od okoto 6 do okoto 9, zwtaszcza miesci sie w zakresie od okoto 7 do
okoto 9. Korzystnie bakteriami Gram(+) sg bakterie nalezace do rodzaju Staphylococcus, korzystnie
gatunki wybrane z grupy obejmujacej: S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. roseus,
S. haemolyticus, S. warneri.

Zgodnie z wynalazkiem kompozycja z aktywna forma biatka AurR stosowana jest jako $rodek
bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy, zwtaszcza przeciwko bakteriom Gram(+), szczegdlnie z rodzaju
Staphylococcus, zawierajacym mostki piecioglicynowe, jak i takie z substytucja serynowa. Korzystna
kompozycja jest przeznaczona do odkazania powierzchni, korzystnie jest w postaci ptynu, emulsji, Zelu,
ptynu do rozpylania, lotionu lub nawilzonej chustki. Kompozycja moze by¢ uzupetniona o odpowiedni
nosnik, srodek konserwujacy, srodek zapachowy, bufor, jak réwniez inne sktadniki uzyteczne w elimi-
nacji bakterii w szczegélnosci detergenty, rozpuszczalniki, antybiotyki, bakteriocyny.

Zgodnie z wynalazkiem kompozycja z aktywna forma biatka AurR stosowana jest jako $rodek
bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy w przemysle spozywczym. Srodek stosowany jest szczegdlnie jako
dodatek do zywno$ci dla ludzi i zwierzat lub do odkazania powierzchni.

Zgodnie z wynalazkiem kompozycja z aktywna forma biatka AurR stosowana jest jako srodek
bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy w ochronie zdrowia. Srodek stosowany jest szczegdlnie do odka-
zania powierzchni narzedzi i przyrzadéw stosowanych w medycynie i diagnostyce, oraz innych po-
wierzchni, w szczegdlnosci powierzchni szpitalnych i laboratoryjnych, korzystnie stosowany jest prze-
ciwko bakteriom Gram(+), szczegdlnie nalezacym do rodzaju Staphylococcus, zawierajacych zaréwno
mostki piecioglicynowe jak réwniez substytucje reszt glicynowych przez reszty serynowe w mostkach
sieciujacych tancuchy peptydoglikandw.

Zgodnie z wynalazkiem aktywna forma biatka AurR stosowana jest do izolacji struktur komaérko-
wych z bakterii Gram(+). Taka izolacja struktur komdrkowych mozliwa jest m.in. dla bakterii z rodzaju
Staphylococcus, zawierajacych zaréwno mostki piecioglicynowe jak réwniez substytucje reszt glicyno-
wych przez reszty serynowe w mostkach wiazacym fancuch peptydoglikanéw, zwlaszcza z gatunkéw
wybranych z grupy obejmujacej: S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. roseus,
S. haemolyticus, S. warneri.

Zgodnie z wynalazkiem aktywna forma biatka AurR stosowana jest w diagnostyce bakterii
Gram(+) zwtaszcza bakterii nalezacych do rodzaju Staphylococcus.

Zgodnie z wynalazkiem aktywna forma biatka AurR stosowana jest do impregnacji lub pokrycia
powierzchni narazonych na kontakt z bakteriami Gram(+).

Zgodnie z wynalazkiem aktywna forma biatka AurR wchodzi w zestaw do lizy bakterii Gram(+).
Liza bakterii prowadzona jest w celu izolacji struktur komorkowych z bakterii Gram(+), w szczegolnosci
DNA, RNA, biatek, peptydow, glikopeptyddw, lipidéw lub uzytecznych metabolitéw.
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Aktywna forma AurR moze by¢ stosowana jako srodek bakteriostatyczny lub bakteriobodjczy
w medycynie, weterynarii i diagnostyce. Srodek bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy obejmujacy ak-
tywna forme AurR bedzie stosowany przeciwko bakteriom Gram(+), korzystnie nalezacym do rodzaju
Staphylococcus, zawierajacych zardwno mostki piecioglicynowe jak réwniez substytucje reszt glicyno-
wych przez reszty serynowe w mostkach sieciujacych tancuchy peptydoglikanéw. Taki srodek bakterio-
statyczny lub bakteriobdjczy stosowany bedzie do odkazania powierzchni narzedzi i przyrzadéw stoso-
wanych w medycynie, weterynarii i diagnostyce, powierzchni szpitalnych i laboratoryjnych oraz jako
srodek powierzchniowo czynny na powierzchnie, ktére moga by¢ zanieczyszczone bakteriami. Taki $ro-
dek moze by¢ stosowany sam albo w kombinacji z innymi sktadnikami uzytecznymi w eliminacji bakterii
w szczegdblnosci detergentami, rozpuszczalnikami, antybiotykami, bakteriocynami lub innymi enzymami.
Stosowany srodek moze obejmowaé odpowiedni nosnik, stabilizator, bufor lub inne dodatki. Aktywna
forma moze byé stosowana jako srodek bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy w postaci ptynu, emulsiji,
zelu, ptynu do rozpylania, lotionu, nawilzonej chusteczki i im podobnych.

Aktywna forma AurR moze by¢ stosowana jako srodek do diagnostyki okreslonych gatunkéw
bakterii Gram(+), korzystnie nalezacych do rodzaju Staphylococcus szczegdlnie gatunkéw takich jak
przyktadowo: S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. roseus, S. haemolyticus,
S. warneri. Aktywna forma AurR moze by¢ stosowana jako narzedzie do prowadzenia specyficznej pro-
teolizy bakterii w celu bezposredniej diagnostyki gatunkéw lub szczepdw bakteryjnych jak réwniez
w etapie wstepnej lizy komoérek w celu dalszej diagnostyki przyktadowo metodami takimi jak PCR, hy-
brydyzacja kwaséw nukleinowych, metodami immunologicznymi, i immunofluorescencyjnymi, ELISA
i metodami opartymi na zawartosci komoérek bakteryjnych jak oceny enzymatyczne i inne.

Aktywna forma AurR moze byé stosowana jako narzedzie do naruszania scian komérkowych
bakterii Gram(+) przyktadowo w celu izolacji struktur komérkowych z bakterii Gram(+). Naruszanie $cian
komaérkowych bakterii w celu ich lizy moze by¢ wspomagane dodaniem detergentdéw, czy innych czyn-
nikéw ostabiajacych strukture Sciany komaérkowej, jak innych enzymdéw. Naruszanie $cian komérkowych
moze byé réwniez prowadzone w celu uzyskania protoplastéw, umozliwienia transformacji komaérki bak-
teryjnej, izolacji materiatu genetycznego, biatek jak i uzytecznych metabolitéw przyktadowo dtugotancu-
chowych weglowodandw.

Aktywna forma AurR bedzie wiec wchodzita w skiad i stosowana w zestawach przeznaczonych
do naruszania $cian komérkowych bakterii Gram(+) przyktadowo w celu izolacji struktur komorkowych
z bakterii Gram(+). Takie zestawy sg rowniez objete zakresem wynalazku.

Aktywna forma AurR moze by¢ stosowana jako srodek bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy
w przemysle spozywczym. Taki srodek bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy stosowany bedzie jako do-
datek do 2zywnosci dla ludzi i zwierzat, do odkazania powierzchni, ktére maja kontakt z 2zywnoscia
w szczegolnosci sprzetu, narzedzi i wyposazenia wykorzystywanego w przemysle spozywczym jak
i pomieszczen, ktére maja kontakt z zywnoscia lub pétproduktami. Aktywna forma AurR bedzie szcze-
golnie stosowana w przemys$le mleczarskim i przetworach mlecznych.

Aktywna forma AurR bedzie rowniez stosowana do impregnacji lub pokrycia powierzchni narazo-
nych na kontakt z bateriami Gram(+). Aktywna forma AurR moze by¢ stosowana jako potaczona z, lub
dodana do, no$nikéw typu polimery, kopolimery czy nanono$niki jak nanokulki czy nanorurki, przykta-
dowo nanorurki weglowe. Pokrywane lub impregnowane powierzchnie moga dotyczy¢ najrézniejszych
powierzchni przyktadowo pomieszczen, narzedzi, maszyn, urzadzen, sprzetu medycznego, diagno-
stycznego czy laboratoryjnego. Takie pokryte lub zaimpregnowane powierzchnie warstwa obejmujaca
aktywna forme AurR beda przez diuzszy czas dziataty bakteriobdjczo i/lub bakteriostatycznie na bakte-
rie Gram(+).

Aktywna forma AurR moze by¢ stosowana jako srodek bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy
w przemysle kosmetycznym, srodek bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy stosowany bedzie jako doda-
tek do kosmetykow polepszajacy ich jako$¢ mikrobiologiczna, jako dodatek do ptyndw, kremow, mle-
czek, lotionéw, lub jako srodek do odkazania powierzchni, lub do odkazania réznych powierzchni,
sprzetu, narzedzi i wyposazenia wykorzystywanego w przemysle kosmetycznym.

Dojrzata — forma biatka AurR (KXA44996)

Zaréwno lizostafyna jak i wyjsciowe biatko AurR produkowane sa w formie trzydomenowej, i wy-
kazuja co najwyzej bardzo niska aktywno$¢. AurR jest aktywna w postaci dojrzatej, sktadajace] sie
z dwoch domen — domeny katalitycznej (CDA'R) i domeny wigzacej sciane komoérkowa (CWTAUR),
W postaci dwudomenowej zostata wyprodukowana i wykorzystana w przyktadach AurR+, podczas gdy
Aur- jest biatkiem jednodomenowym z domena katalityczna.
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Rozszerzona aktywnosé aktywnej formy AurR

Zaréwno lizostafyna jak i aktywna forma AurR sa aktywne wzgledem bakterii zawierajacych
mostki piecioglicynowe w peptydoglikanach jak np. te u S. aureus. To co byto nieoczywiste i zaskakujace
to dodatkowa aktywnosc¢ aktywnej formy biatka AurR, wobec gronkowcédw ze scianami komoérkowymi,
w ktoérych mostki sieciujace zbudowane sg zaréwno z glicyn, jak i seryn, np. w szczepie S. simulans
CCM3583.

Brak domeny wiazacej $ciane komdérkowa CWTAR w aktywnej formie AurR

Zaréwno lizostafyna, jak i aktywna forma AurR sa aktywne wzgledem bakterii zawierajacych
mostki pentaglicynowe w peptydoglikanach, jak np. te u S. aureus. Biatka te rozpoznaja mostki jako
takie, prawdopodobnie przynajmniej czesciowo poprzez interakcje z rowkiem w centrum aktywnym. Li-
zostafyna posiada domene CWT podobnie jak dwudomenowa aktywna forma AurR+, ktéra takze po-
siada wlasna domene wiazaca $ciane komérkowa CVTA'R dzieki ktérej zachowuje aktywnos$é w szer-
szym zakresie pH czy sity jonowej w poréwnaniu do lizostafyny czy aktywnej formy AurR- pozbawione;
domeny CWTAYR, Z kolei biatko jednodomenowe, aktywna forma AurR- z domena CDA“R, ale bez do-
meny CWTAYR jest bardziej stabilna podczas przechowywania w temperaturze 37°C i dziata szybciej
w optymalnych warunkach pH i sity jonowe;j.

Aktywna forma AurR lizuje efektywnie zywe komérki S. aureus

Twércy wykazali, Ze aktywne formy AurR podane z zewnatrz efektywnie lizuja Zzywe komaorki bak-
terii Gram(+), zaréwno S. aureus, jak i S. simulans, wigzac sie i prowadzac proteolize substratéw pep-
tydowych ich scian komoérkowych. Podana z zewnatrz aktywna forma biatek AurR jednodomenowa lub
dwudomenowa hamuje dalszy wzrost gronkowcow i dziatata jako srodek bakteriostatyczny i bakterio-
béjczy prowadzac do lizy komérek S. aureus i S. simulans. Zostato to potwierdzone w przeprowadzo-
nych testach lizowania scian komérkowych poprzez pomiary zmiany gestosci optycznej zawiesiny ko-
morkowej i monitorowanie redukcji liczby tworzonych kolonii. Wczesniejsze doswiadczenia wykazaty
jedynie zdolno$¢ do degradowania $cian komoérkowych zawierajacych pentaglicyne przez lizostafyne.
Testy wykazaty, ze jedno i dwudomenowe aktywne formy AurR sa aktywne wobec szczepu S. simulans
CCM3583, ktory posiada mostki sieciujace zawierajace reszty glicynowe i reszty serynowe i lizuje ko-
morki bakteryjne z duzo wieksza efektywnoscia niz lizostafyna.

Aktywnos$¢ aktywnej formy AurR i lizostafyny zalezy w rézny sposoéb od pH

Aktywnos¢ okreslonej hydrolazy peptydoglikanowej byta wyznaczona w tescie lizowania
$cian komoérkowych S. aureus i S. simulans poprzez pomiary zmian gestosci optycznej zawiesiny
komodrkowej.

Prawdopodobnie ze wzgledu na pozostata aktywnos$é enzymatyczna innych enzymow w Scia-
nach komérkowych obserwowano nieznaczne zmniejszenie zmetnienia rowniez w kontroli, przy nieo-
becnosci egzogennie dodanego enzymu. Dlatego wszystkie wartosci OD mierzone przy dtugosci fali
595 nm byty wyrazone jako procent kontroli. Warto$¢ zblizona do 100% wskazuje bardzo mata aktyw-
nos$¢é, podczas gdy niskie OD wskazuje na wysoka aktywno$¢ enzymu. Lizostafyna byta bardzo efek-
tywna w pH okoto 7-9 i nieco mniej w pH 10 wzgledem komorek S. aureus. Zakres aktywnosci dwudo-
menowej aktywnej formy biatka AurR wzgledem komorek S. aureus jest znacznie szerszy i znajduje sie
w catym testowanym zakresie od pH 5.4 do pH 10.9, bedac najbardziej aktywnym przy pH 7-10. Jed-
nodomenowa aktywna forma biatka AurR jest aktywna w przedziale pH 6-8, zachowujac najwieksza
aktywno$¢ w pH 6-7. Wiekszy rezim obserwuje sie przy lizie komoérek S. simulans, gdzie lizostafyna
posiada nieznaczng aktywno$¢ w przedziale pH 5,4-8, podczas gdy dwudomenowa aktywna forma
biatka AurR lizuje komérki S. simulans znacznie efektywnej w pH 5,4-8, przy optimum w pH 7-8. Jed-
nodomenowa aktywna forma biatka AurR wykazuje wysoka aktywnos¢ w zakresie pH 5,4-8, najwieksza
aktywno$¢ w pH okoto 7.

Zaleznos¢ aktywnosci aktywnej formy biatka AurR i lizostafyny od konduktywnosci (przewodnosci
wiasciwej) Srodowiska reakciji

Nieoczekiwanie okazato sie, Ze wydajnos¢ lizy bakterii przez aktywna forme biatka AurR zalezy
w oczywisty sposob od konduktywnosci (przewodnosci wlasciwej) srodowiska reakcji (Fig. 4), przy czym
ta zalezno$¢ jest zmienna w zalezno$ci od typu lizowanych komérek, S. aureus czy S. simulans.
W buforach o niskiej konduktywno$ci degradacja $cian komérkowych S. aureus przez jednodomenowa
aktywna forme AurR jest bardziej efektywna, w przeciwieristwie do dwudomenowej aktywnej formy AurR
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ktéra dziata najlepiej w buforach o wyzszej konduktywnos$ci natomiast jest mniej skuteczna w buforach
o niskiej konduktywnosci.

Konduktywnos$¢ odzwierciedla oba parametry facznie tj. stezenie jondéw i ich ruchliwosé. Spraw-
dzono wptyw konduktywnosci na aktywno$é¢ jednodomenowej i dwudomenowej aktywnej formy AurR
w roztworach o zmieniajgce;j sie sile jonowej przez zmiane stezenia NaCl w zakresie od 0 do 250 mM.
Liza komérek S. simulans przez dwudomenowa aktywna forme AurR jest najbardziej efektywna przy
umiarkowane; i niskiej sile jonowej, od 0,1 mS/cm do 10 mS/cm podczas gdy efektywnosc lizy komérek
S. aureus nieznacznie sie rozni w przedziale od 0,1 mS/cm do 20 mS/cm.

Zaleznosé aktywnosci aktywnej formy AurR od temperatury

Wykazano, ze zaréwno jedno i dwudomenowe aktywne formy AurR sa biatkami stabilnymi i dzia-
tajacymi efektywnie w szerokim zakresie temperatur od okoto 4°C do okoto 45°C. Enzymy te dziataja
juz w temperaturze 4°C.

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia sa rowniez niniejszym wtaczone
jako referencje.

KROTKI OPIS FIGUR RYSUNKU

Dla lepszego zrozumienia wynalazku, zostat on zilustrowany w przyktadach wykonania oraz na
zataczonych figurach rysunku, na ktérych:

Fig. 1. przedstawia (A) schematycznie organizacje domen w biatku AurR o petnej dtugosci kodo-
wanym przez gen z locus KXA44996: SP — peptyd sygnalny, ND — domena N-terminalna, CD — domena
katalityczna, CWT — domena rozpoznajgca sciany komoérkowe, L — linker taczacy CD i CWT. Zakresy
wziete w klamre oznaczaja zasieg domenowy przedstawionych biatek: AurR- jednodomenowej aktywne;j
formy AurR sktadajacej sie z domeny katalitycznej CDA“R i AurR+ dwudomenowej aktywnej formy AurR
sktadajacej sie z domeny katalitycznej CDA“R potaczonej linkerem (L) z domena rozpoznajaca $ciane
komoérkowa CWTAYR; (B) szczegdtowy zakres domen i sekwencja AurR+. (C) przedstawia przyréwnanie
sekwencji aminokwasowych Chimery A (opisanej w W02021/0759888) z AurR+ oraz (D) Lss z AurR+
wraz z podaniem statystyki uzyskanych wynikéw przyréwnania sekwencji.

Fig. 2. przedstawia zaleznos$¢ spadku liczby kolonii i spadku ODses pod wptywem dziatania en-
zymu AurR- w trzech réznych stezeniach w poréwnaniu z lizostafyna (Lss), K — kontrola — brak dodanego
enzymu. (A) Spadek CFU S. simulans przedstawiony w skali logarytmicznej w 5, 15, 30, 70 i 125 min.
(B) Liza komorek S. simulans monitorowana przy ODsgs. Wyniki sa wyrazone jako % poczatkowego OD
(%ODsgs) zawiesiny komorkowej S. simulans. Na wykresie przedstawiono wyniki uzyskane dla reakcji
prowadzonych przez 125 min. przy pomiarach co 2,5 min w optymalnych buforach dla enzymdéw. (C)
Spadek CFU S. aureus przedstawiony w skali logarytmicznej po 5, 15, 30, 70 i 125 min. (D) Liza komo-
rek S. aureus monitorowana przy ODses. Wyniki sa wyrazone jako % poczatkowego OD (%ODsgs) za-
wiesiny komoérkowej S. aureus. Na wykresie przedstawiono wyniki uzyskane dla reakcji prowadzonych
przez 125 min. przy pomiarach co 2,5 min w optymalnych buforach dla enzymoéw.

Fig. 3. Przedstawia zaleznos$¢ spadku ilosci jednostek tworzacych kolonie i spadku ODses pod
wptywem dziatania enzymu AurR+ w trzech réznych stezeniach w poréwnaniu z lizostafyna (Lss). C —
kontrola (brak enzymu). (A) Spadek CFU S. simulans przedstawiony w skali logarytmicznejw 5, 15, 30,
70 i 125 min. (B) Liza komodrek S. simulans monitorowana przy ODses. Wyniki sa wyrazone jako %
poczatkowego OD (%ODses) zawiesiny komdrkowej S. simulans. Na wykresie przedstawiono wyniki
uzyskane dla reakcji prowadzonych przez 125 min. przy pomiarach co 2,5 min w optymalnych buforach
dla enzyméw. (C) Spadek CFU S. aureus przedstawiony w skali logarytmicznej w 5, 15, 30, 70 i 125
min. (D) Liza komorek S. aureus monitorowana przy ODsgs. Wyniki sg wyrazone jako % poczatkowego
OD (%ODses) zawiesiny komoérkowej S. aureus. Na wykresie przedstawiono wyniki uzyskane dla reakcji
prowadzonych przez 125 min. przy pomiarach co 2,5 min w optymalnych buforach dla enzymoéw.

Fig. 4. Przedstawia wptyw sity jonowej buforu reakcyjnego na aktywnos¢ lityczna AurR- linia cia-
gta i AurR-i- linia przerywana na S. aureus. Liza byta prowadzona w 50 mM buforze glicynowym pH 8.0
uzupetnionym o NaCl o stezeniach od 0 do 250 mM. Ze wzgledu na staty trend pokazano wyniki do
150 mM NaCl. Konduktywno$¢ roztworu reakcji mierzono w temperaturze pokojowej. Wyniki sg wyra-
zone jako % poczatkowego OD (%ODsgs) zawiesiny komorkowej — 100%. Przedstawione wyniki zostaty
zebrane po 45 min. prowadzenia lizy w temperaturze pokojowe;j.

Fig. 5. Przedstawia poréwnanie aktywnosci Lss (A), AurR- (B) i AurR+ (C) w réznych warunkach
pH wobec S. aureus. Wyniki sa wyrazone jako % poczatkowego OD (%QODsgs) zawiesiny komorkowej
S. aureus. Na wykresie przedstawiono wyniki uzyskane dla reakcji w 60 min.
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Fig. 6. Przedstawia poréwnanie aktywno$ci Lss (A), AurR- (B) i AurR+ (C) w réznych warunkach
pH wobec S. simulans. Wyniki sg wyrazone jako % poczatkowego OD (%0ODses) zawiesiny komorkowej
S. simulans. Na wykresie przedstawiono wyniki uzyskane dla reakcji w 100 min.

Fig. 7. Przedstawia poréwnanie aktywnosci AurR- i AurR+ wobec S. aureus (A) i (B) i AurR-
i AurR+ wobec S. simulans (C) i (D) w obecnosci czynnika chelatujgcego metale — fenanatroliny. Uzy-
wano roznych stezen fenantroliny (0,12 mM — 2 mM) i dla poréwnania pokazano rowniez aktywno$¢
enzymu bez fenantroliny — 0. Wyniki sa wyrazone jako % poczatkowego OD (%ODses) badanej zawie-
siny komoérkowej. Na wykresie przedstawiono wyniki uzyskane dla reakcji po w 60 min.

Fig. 8. Przedstawia poréwnanie aktywnosci AurR- i AurR+ wobec S. aureus (A) i (B) i AurR-
i AurR+ wobec S. simulans (C) i (D) w obecno$ci réznych stezen czynnika chelatujacego metale —
EDTA. Uzywano réznych stezern EDTA (0,6 mM — 250 mM) i dla poréwnania pokazano réwniez aktyw-
no$¢ enzymu bez EDTA — 0. Na figurze przedstawiono zakres stezen przy ktérych obserwowano zmiany
aktywnosci. Wyniki sa wyrazone jako % poczatkowego OD (%ODses) badanej zawiesiny komorkowej.
Na wykresie przedstawiono wyniki uzyskane dla reakcji w 60 min.

Fig. 9. Przedstawia poréwnanie wptywu temperatury przechowywania enzyméw na lize komorek
bakteryjnych: AurR+ na S. aureus i S. simulans (A) i (B) i AurR- na S. aureus i S. simulans (C) i (D).
Enzymy byty przechowywanie odpowiednio w -80°C, 4°C, 21°C i 37°C przez 2, 6, 16, 44 dni. Wyniki sa
wyrazone jako % wartos¢ aktywnos$ci $wiezego enzymu wyrazonego jako 100%. Na wykresie przedsta-
wiono wyniki uzyskane dla reakcji po 60 min.

Fig. 10. Przedstawia poréwnanie wptyw temperatury dla enzymoéw AurR- i AurR+ na lize komorek
bakteryjnych S. aureus (A) i S. simulans (B). Reakcje prowadzone byty w temperaturze 4°C, 21°C, 37°C
i 45°C przez 60 min. Wyniki sa wyrazone jako % poczatkowego OD (%ODses) badanej zawiesiny ko-
morkowe;.

SPOSOBY WYKONANIA WYNALAZKU

Ponizsze przyktady umieszczono jedynie w celu zilustrowania wynalazku oraz wyjasnienia po-
szczegdlnych jego aspektéw, a nie w celu jego ograniczenia i nie powinny byé utozsamiane z catym
jego zakresem, ktory zdefiniowano w zataczonych zastrzezeniach.

PRZYKLADY

Przykiad 1
Wytwarzanie réznych form AurR produktu genu KXA44996.

Na podstawie analizy przewidywane| sekwencji biatka AurR i poréwnanie jej do innych znanych
domen zdefiniowano obecno$¢ co najmniej dwoch domen: katalitycznej (CD) i wiazacej (CWT) potaczo-
nych krotkim peptydem (Fig. 1A, B). Sekwencje aminokwasowa AurR poréwnano z sekwencjami doj-
rzatej lizostafyny i Chimery A skfadajacych sie z domen katalitycznych i domeny wiazacej CWT
(Fig. 1C, D). W obydwu przypadkach poziom identycznos$ci wynosit okoto 64%, a podobienstwa 72%.

Wyizolowano genomowe DNA Staphylococcus simulans DSM 20322. Fragmenty DNA odpowia-
dajace domenie katalitycznej 158—295 biatka wyjsciowego AurR i domenie katalitycznej tacznie z do-
mena wigzaca 158-410 biatka wyjsciowego AurR zastaty namnozone metodg PCR z wykorzystaniem
genomowego DNA Staphylococcus simulans DSM 20322 jako matrycy, wstawione do wektora pET30.
Sekwencja kodujaca byta poprzedzona metka His-tag o sekwencji aminokwasowej MHHHHHH pota-
czonej z sekwencja rozpoznawana przez proteaze TEV. Zaréwno jednodomenowa, jak i dwudomenowa
aktywna forma AurR okazata sie wystepowac¢ w formie ciat inkluzyjnych, wiec wprowadzono fuzyjna
domene MBP (Maltose Binding Domain) celem zwiekszenia rozpuszczalnosci biatek. Rozpuszczalna
forme biatek AurR- i AurR+ otrzymano przez ekspresje konstruktow w E. coli szczep BL21(DE3). Eks-
presje indukowano podczas fazy logarytmicznej wzrostu bakterii na pozywce LB przy ODses okoto
1 stosujac 1 mM IPTG i kontynuowano przez 16 h w 18°C. Rekombinowane biatka oczyszczano metoda
chromatografii powinowactwa na kolumnie agarozowej Ni-NTA (Qiagen), proteaza TEV odcinano His-
tag w przypadku dwudomenowej aktywnej formy AurR, nazwanej AurR+ i His- tagowanego MBP
w przypadku jednodomenowej aktywnej formy AurR, nazwanej AurR-, a nastepnie oczyszczano przez
filtracje w zelu na kolumnie Superdex™ 75 pg (GE Healthcare) zgodnie z zaleceniami producentéw. Po
uprzednim odcieciu odpowiednio sekwencji His-tag i His-tagowanego MBP, otrzymane oczyszczone
preparaty AurR+ o SEQ ID NO: 5 oraz AurR- o SEQ ID NO: 4 wykorzystywano w dalszych do$wiadcze-
niach jako stabilne aktywne formy biatka AurR.

Dojrzata forma lizostafyny (Lss) uzywana w przyktadach poréwnawczych zostata réwniez wypro-
dukowana w ten sam sposéb [19].
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Przykiad 2
Wplyw enzyméw AurR+ i AurR- na komérki bakteryjne S. aureus i S. simulans.

Przeprowadzono test lizowania $cian komdrkowych poprzez pomiary zmian gestosci optyczne;
zawiesiny komorkowej (ang. turbidity reduction assay) z jednoczesnym okresleniem liczby bakterii po-
przez pomiar jednostek tworzacych kolonie CFU.

Komorki bakteryjne S. aureus i S. simulans hodowane w pozywce TSB w 37°C z wytrzasaniem
80 rpm) zbierano w logarytmicznej fazie wzrostu, wirowano, przemywano i zawieszano w buforze do
testowania 50 mM glicyna o pH 8 do uzyskania ODsgs okoto 1. Enzym AurR i AurR+ otrzymany w Przy-
ktadzie 1 dodawano do stezen koncowych 200 nM, 100 nM i 50 nM a lizostafyne do 200 nM. 200 ul
mieszaniny reakcyjnej przenoszono na ptytke mikrotitracyjna. Ptytki inkubowano w temperaturze poko-
jowej z 10 sekundami wytrzasania, co 2,5 min. OD zawiesiny mierzono przy dtugosci fali 595 nm przez
125 minut od rozpoczecia reakcji. Jako kontrole stosowano lizostafyne i bakterie zawieszone w buforze
bez enzymu. Kazdy eksperyment przeprowadzono dwa razy w trzykrotnych powtérzeniach. Wyniki po-
miaréw przedstawiono na Fig. 2B, D oraz Fig. 3B, D. Réwnolegle 1 ml mieszanin o takim samym skta-
dzie inkubowano w temperaturze pokojowej. Pobierano 100 ul roztworu w czasie 5, 15, 30, 70 i 125
min. Wykonywano rozcienczenia od 10 do 107 przez seryjne pobieranie 20 ul probki i mieszanie jej
z 180 ul buforu z dodatkiem 2 mM inhibitora metalopeptydaz — phenantroliny. Pobierano 5 ul kazdego
rozcienczenia i naktadano na szalki Petriego z pozywka TSB z agarem, ktére nastepnie inkubowano
24 h w 37°C. Kolonie liczono i okreslano liczbe CFU. Wyniki pomiaréw przedstawiono na Fig. 2A, C
i Fig. 3A, C. Podsumowane wyniki dla testéw redukcji CFU S. simulans przedstawiono w Tabeli 1
a redukcji CFU S. aureus w Tabeli 2. Pokazano spadek rzedéw wielkosci liczby komérek i procent
redukcji poczatkowej liczby komdrek bakteryjnych w czasie. Wykazano w obecnosci enzymoéw zalez-
no$¢ zmiany gestosci zawiesiny komorkowej poprzez pomiar OD ze spadkiem liczby komodrek bakteryj-
nych. Tym samym wykazano skuteczno$¢ enzymow AurR- i AurR+ w lizowaniu komoérek S. aureus
posiadajacych mostki piecioglicynowe, jak rowniez komorek S. simulans zawierajacych w mostkach
sieciujacych serynely. Wykazano duzo wyzszg aktywno$¢ enzymow AurR- i AurR+ wobec S. simulans
w poréwnaniu do lizostafyny.

Tabela 1. Srednia z rzedu wielko$ci redukgji liczby komérek i $rednia z % redukcji poczatkowej liczby komérek
S. simulans przez enzymy AurR- i AurR+ w czasie + odchylenie standardowe

Rzad wielkosci redukcji liczby komérek % redukcji poczatkowej liczby komorek

30 min 70 min 125min 30 min 70 min 125min
AurR+200nM | 2,0+0,0 2,510,5 3,020,0 98,6+0,2 99,7+0,2 99,9+0,0
AurR+100nM | 1,0%0,0 2,0+0,0 2,000 86,6 + 0,7 98,6 +0,3 99,6 +0,1
AurR+ 50nM - 0,510,5 1,5+0,5 450+ 14,2 | 76,0+16,8 93,8t5,2
AurR-200nM | 2,510,5 3,5+0,5 4,0+ 0,0 99,7 £ 0,0 100,0+0,0 100,01 0,0
AurR-100nM | 1,0£0,0 2,0+£0,0 3,0£0,0 94,1+£2,6 98,6 +1,0 99,8 +0,1
AurR- 50nM 1,0+0,0 1,0+ 0,0 3,0:1,0 873+24 97,2+1,3 98,9+1,1
Lss 200nM 0,510,5 - 0,510,5 19,9+4,6 54,9t 3,8 75,2+10,6

Tabela 2. Srednia z rzedu wielko$ci redukgji liczby komérek i $rednia z % redukcji poczatkowej liczby komérek
S. aureus przez enzymy AurR- i AurR+ w czasie i odchylenie standardowe

Rzad wielkosci reduke;ji liczby komorek % redukcji poczatkowej liczby komarek

30 min 70 min 125min 30 min 70 min 125min
AurR+200nM | 3,0+1,0 3,510,5 5510,5 99,7+0,2 99,9+0,1 100,0+ 0,0
AurR+100nM | 2,5+0,5 2,5+1,5 3,510,5 97,7122 97,5t2,5 99,9+0,1
AurR+50nM | 1,0+1,0 1,5+0,5 2,5+0,5 91,0+7,6 96,6 £2,6 99,7+0,1
AurR-200nM | 40+ 1,0 7,0 +1,0 7,010 100,0x 0,0 100,0 £ 0,0 100,0 + 0,0
AurR-100nM | 3,0:0,0 6,0+0,0 7,0£1,0 99,8+ 0,0 100,0£0,0 100,0 £ 0,0
AurR-50nM 3,0+0,0 4,0+ 0,0 4,5+0,5 99,8 + 0,0 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0
Lss 200nM 45+0,5 7,0£1,0 7,0£1,0 100,0+0,0 100,0£0,0 100,0 £ 0,0
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Przyktad 3
Wplyw konduktywnosci srodowiska reakcji na aktywnos¢ lityczng aktywnej formy AurR-

i AurR+ na podstawie testu lizowania scian komorkowych poprzez pomiary zmian gestosci op-
tycznej zawiesiny komoérkowej

Komorki bakteryjne S. aureus i S. simulans hodowane w pozywce TSB w 37°C z wytrzasaniem
zbierano w logarytmicznej fazie wzrostu, przemywano i zawieszano w podwdjnie destylowanej wodzie
do ODsgs okoto 2 i naktadano 50 ul na ptytke mikrotitracyjna. 50 ul AurR+ i AurR- oraz lizostafyny otrzy-
manych w Przykladzie 1 wszystkie rozpuszczone w podwdjnie destylowanej wodzie naktadano na
ptytke mikrotitracyjna z prébkami bakterii. Koricowe stezenie enzymdéw wynosito 100 nM. Do kazdego
dotka dodawano 100 ul 50 mM bufom glicynowego o pH 8,0 uzupetnionego o rézne stezenia NaCl, od
0 — 500 mM. Mierzono konduktywno$¢ buforéw stosujac konduktometr Mettler-Toledo SevenCompact
Conductivity S230. Pomiary konduktywnos$ci prowadzono w temperaturze pokojowej. OD zawiesiny
mierzono przy dtugosci fali 595 nm w momencie rozpoczecia reakcji i co 2,5 min przez 45 min. Aktyw-
nos¢ lityczna liczono jako procent ODsgs kontroli (probki takie same jak dla reakcji, ale bez enzymu).
Kazdy eksperyment przeprowadzono dwa razy w trzykrotnych powtérzeniach. Wyniki dla czasu 45 min
dla enzyméw AurR- i AurR+ wzgledem komorek bakteryjnych S. aureus przedstawiono na Fig. 4.
Stwierdzono, Ze aktywne formy AurR w postaci enzyméw AurR- i AurR+ sa aktywne w buforach o rézne;
konduktywnosci. Aktywnos¢ AurR- wzgledem S. aureus byta szczegdlnie wysoka w srodowisku reakcji
o konduktywnosci pomiedzy 0,5 a 2 mS/cm redukujac OD zawiesiny o 80% w 15 min. W przypadku
AurR+ wysoka aktywnos¢ wzgledem S. aureus zaobserwowano dla wszystkich mierzonych warunkéw
powyzej 0,08 mS/cm.

Przykiad 4

Wplyw warunkéw buforowych na skutecznosé lityczng aktywnej formy AurR-, AurR+ i li-
zostafyny vs. S. aureus.

Komorki bakteryjne i enzymy byty przygotowane jak w Przykiadzie 3. Aktywnos$¢é enzymow te-
stowano w buforach o réznym pH i podobnej wyjsciowej konduktywnosci okoto 2 mS/cm z dodatkiem
optymalnego stezenia soli — 3 mM dla AurR-i 100 mM dla AurR+ i Lss. Test lizowania scian komaérko-
wych poprzez pomiary zmian gestosci optycznej zawiesiny komorkowej prowadzono jak w Przykiadzie
2 3. AurR+ okazata sie dziata¢ w najszerszym spektrum pH od 7 do 10,9. Otrzymane wyniki przedsta-
wiono na Fig. 5: dla Lss (A), dla AurR+ (B) i AurR- (C). Wykazano, ze aktywnos$¢ Lss wzgledem
S. aureus jest wysoka w buforach o pH od 7 do 9. Jednodomenowa AurR wykazuje wysokie dziatanie
w buforze o pH 8-9.

Przykiad 5

Wplyw warunkéw buforowych na skutecznosé lityczng aktywnej formy AurR-, AurR+ i li-
zostafyny vs. S. simulans.

Test lizowania $cian komdrkowych poprzez pomiary zmian gestosci optycznej zawiesiny komor-
kowej prowadzono jak w powyzszych przyktadach. Komorki bakteryjne i enzymy byty przygotowane jak
w Przykiadzie 3. Testowane byty bufory o réznym pH i podobnej wyjsciowej konduktywnosci okoto
2 mS/cm z dodatkiem optymalnego stezenia soli — 3 mM dla AurR- i 100 mM dla AurR+ i Lss. Otrzymane
wyniki przedstawiono na Fig. 6 dla Lss (A), dla AurR+ (B) i AurR- (C). Wykazano, ze aktywno$¢ Lss
wzgledem S. simulans jest bardzo niska w buforach o pH 5,4 do 8. Dwudomenowa AurR+ okazata sie
dziata¢ najlepiej w pH od 7 do 8, ale aktywnos$é zaobserwowano takze w buforze o pH 5,4 i pH 6.
Jednodomenowa AurR- dziata w zakresie pH 5,4 — 8.0, i wykazuje najwyzsza aktywno$¢ w buforze
opH7.

Przykiad 6

Wplyw czynnikéw kompleksujacych jony metali, EDTA i fenantroliny, na skutecznos¢ ak-
tywnej formy AurR-, AurR+ vs. S. simulans i S. aureus.

Test lizowania $cian komdrkowych poprzez pomiary zmian gestosci optycznej zawiesiny komor-
kowej przy réznym stezeniu czynnikéw kompleksujacych prowadzono jak w powyzszych przyktadach.
Komorki bakteryjne byty przygotowane jak w Przykladzie 3. Na ptytke mikrotitracyjng dodawano 100 pl
roztworow — 50 mM bufor glicynowego o pH 8.0 uzupetnionych o optymalne dla enzyméw stezenie soli
i dodatkowo rézne stezenia czynnikéw kompleksujacych jony metalu. Dla fenantroliny byty to stezenia
0 do 2 mM zaréwno dla AurR- jak i AurR+. Dla EDTA byty to stezenia od 0 do 250 mM dla enzymu
AurR+ i od 0 do 31 mM dla AurR-. Na ptytke dodawano bakterie, a tuz przed pomiarem dodawano
enzymy do koncowego stezenia 100 nM. Aktywnos¢ lityczng policzono jako procent kontroli ODses
(probki takie same jak dla reakcji, ale bez enzymu). Kazdy eksperyment przeprowadzono w trzykrotnych
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powtdrzeniach. Fenantrolina hamowata lize komorek S. aureus i S. simulans przez AurR- juz w bardzo
niskich stezeniach, podczas gdy AurR+ wykazywata nieco lepsza tolerancje w stosunku do tego inhibi-
tora (Fig. 7A i B). W przypadku reakcji z EDTA dla obydwu enzyméw wykazano podobne tendencje,
ale jednoczesnie duzo wyzszg tolerancje niz dla fenantroliny (Fig. 8).

Przykiad 7

Wplyw temperatury przechowywania enzymow na ich wlasciwosci lizowania scian komoér-
kowych bakterii.

Komorki bakteryjne i enzymy byty przygotowane jak w Przykiadzie 3. Enzymy uprzednio byty
przechowywane w réznych warunkach temperaturowych: -80°C, 4°C, 21°C i 37°C przez 2, 6, 16 i 44
dni. Aktywnos¢ lityczna oceniano jako procent gestosci kontroli mierzonej jako ODses (prébki takie same
jak dla reakciji, ale bez enzymu). Kazdy eksperyment przeprowadzono dwa razy w trzykrotnych powto-
rzeniach. Wyniki znormalizowano wzgledem aktywnosci $wiezo przygotowanych enzymow AurR-
i AurR+ Fig. 9A i B. Reakcje lityczna prowadzono na komoérkach S. aureus przez 60 minut w tempera-
turze pokojowej. Obydwa enzymy wykazywaty wysoka stabilno$¢ w trakcie przechowywania w réznych
warunkach temperaturowych nawet przez 44 dni.

Przykiad 8

Wplyw temperatury prowadzenia reakcji z aktywnymi formami AurR: AurR- i AurR+ na lize
komoérek bakteryjnych S. aureus i S. simulans.

Enzymy AurR- i AurR+ bardzo wydajnie lizuja komorki bakteryjne S. aureusi S. simulans w tem-
peraturze pokojowej i wyzszej, zachowujac aktywnos¢ takze w 45°C. Enzymy wykazywaty tez aktyw-
no$¢ w niskiej temperaturze (+4°C), w szczegdlno$ci w stosunku do S. aureus.

Przykiad 9

Aktywnos¢ enzymu AurR+ w surowicy réznych organizmow.

Badano aktywnos¢ enzymu AurR+ w surowicy w poréwnaniu z enzymami Lss i LytMCD_LssCWT
(Chimera A, przedstawiona jako sekwencja SEQ ID NO: 5 w publikacji W02021/075988). 100 nM en-
zymow inkubowano w 50 mM buforze glicynowym pH 8,0, 100 mM NaCl lub ptodowej surowicy bydlecej,
surowicy ludzkiej, surowicy konskiej lub surowicy krélika w obecnosci poczatkowej liczby komérek 1x108
CFU/ml. W doswiadczeniu uzyto szczepdw S. aureus z mostkami sieciujacymi zawierajacymi GGGGG
lub GGSGG i S. simulans CCM 3583, ktoéry zawiera seryne w mostkach sieciujacych (GGSGG). Inku-
bacje prowadzono przez 4 godziny w 37°C. Liczbe komérek bakteryjnych okreslano przez seryjne roz-
cienczenia na ptytkach z agarem TSB (test punktowy). Wyniki przedstawiono w Tabeli 3 jako spadek
log10 ($rednia + SD). Eksperyment powtdrzono dwa lub trzy razy. Enzym AurR+ wykazuje duzo wyzszg
efektywnos¢ w eliminowaniu gronkowcow zaréwno z glicynowymi mostkami sieciujacymi, jak i mostkami
zawierajacymi seryne w poréwnaniu do lizostafiny i LytMCD LssCWT.
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Tabela 3
Rzad spadku poczatkowej liczby komdrek bakteryjnych (+ odchylenie standardowe)
S. simulans CCM 3583
S. aureus GGGGG S. aureus GGSGG (seryna/y w mostkach sieciujacych)
Bufor glicynowy
Kontrola bez enzymu 0,0£0,0 0,0£0,0 -0,5:0,7
AurR+ 6,02 0,0 5014 6,010,0
Lss 6,0+0,0 3,5+0,7 3,0+£0,0
LytM_CWT 6,010,0 5014 30100
Surowica bydleca
Kontrola bez enzymu 0,0+0,0 0,0£0,0 -2,020,0
AurR+ 6,0+ 0,0 6,0+0,0 6,0+0,0
Lss 6,0+0,0 2,0+0,0 -1,0+ 0,0
LytM_CWT 6,0+0,0 2,0+0,0 -1,01 0,0
Surowica ludzka
Kontrola bez enzymu -1,0+£0,0 -1,0£0,0 -1,0£0,0
AurR+ 7,0:0,0 7000 6,020,0
Lss 70+0,0 1,6+0,5 0,3+0,6
LytM_CWT 7,0+0,0 2,0+0,0 0,3+0,6
Surowica konska
Kontrola bez enzymu 0,0+0,0 0,0+0,0 -2,5+0,7
AurR+ 6,0 0,0 6,0%0,0 1,0:0,0
Lss 6,0+0,0 2,040,0 -2,040,0
LytM_CWT 6,010,0 2,0+0,0 -2,0+0,0
Surowica krolicza
Kontrola bez enzymu -0,5+0,7 -0,5+0,7 -1,5+0,7
AurR+ 6,0+ 0,0 6,0+0,7 3,0£0,0
Lss 6,010,0 0,5+0,0 1,01 0,0
LytM_CWT 6,010,0 1,0+0,0 -1,0+0,0

Objasnienie sekwencji:

SEQ ID NO: 1 AurR'58-295- — sekwencja aminokwasowa biatka jednodomenowej aktywnej formy
AuR, ktéra odpowiada 138 aminokwasom od 158 do 295 biatka AurR kodowanego przez gen
KXA44996; domena CD AurR:

MEPYASAQWLTKYQLTACYGHYNLNINNGMHYGADFAMPIGTPVRAITGCKIIEAGWSPYGGGNQICVKEPDGSHYQ

WYMHLSQLNVRVGDYISTGQIIGKSGSTGF STGPHLHFQRMVGGLGNNYAQNP IPFLKQYG

SEQ ID NO: 2 AurR3'7-410- — sekwencja aminokwaséw domeny CWT — domeny wigzacej Sciane
komodrkowa z AuR, ktéra odpowiada 94 aminokwasom 317-410 sekwencji wyj$ciowego biatka AurR:

STYKVDGKGTYYKAESASFTANYDIKTRLNGPFRSNPQSGVLHPGQTIKYDTVMKQDGHVWVVYTGYSGKRIYLPVR
TWDKNSNTLGPLWGIIN

SEQ ID NO: 3 AurR™8410- — sekwencja aminokwasowa dwudomenowej aktywnej formy AurR,
ktéra odpowiada aminokwasom 158-410 biatka AurR kodowanego przez gen KXA44996: Aminokwasy
1-138 odpowiadaja domenie CD z AurR (SEQ ID NO: 1); L-linker stanowig 21 aminokwasy 139-159
SEQ ID NO: 3, co odpowiada aminokwasom 196-316 sekwencji wyjsciowego biatka AurR- ppodkre-
slone i pochylone, CWT — domene wiazaca $ciane komorkowa z AurR stanowig 94 aminokwasy 160—
253 z SEQ ID NO: 3 co odpowiada aminokwasom 317-410 sekwencji wyjéciowego biatka AurR:
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MEPYASAQWLTKYQLTAGYGHYNLNINNGMHYGADFAMPIGTPVRAITGGKIIEAGWSPYGGGNQIGVKEPDGSHYQ
WYMHLSQLNVRVGDYISTGQIIGKSGSTGFSTGPHLHFORMVGGLGNNYAQONPIPFLKQOYG YGSNTSGYTPPVNRVQD

APSTNSTYKVDGKGTYYKAESASFTANYDIKTRLNGPFRSNPQSGVLHPGQTIKYDTVMKQDGHVWVVYTGY SGKRI

YLPVRTWDKNSNTLGPLWGIIN

SEQ ID NO: 4 AurR- — sekwencja aminokwasowa jednodomenowej aktywnej formy AurR, ktéra
obejmuje SEQ ID NO: 1 — tu jako AA od 4 do 141 z pozostatymi na koricu N trzema aminokwasami po
odcietym MBP z wektora — ponizej jako zacienienie:

SNAMEPYASAQWLTKYQLTAGYGHYNLNINNGMHYGADFAMPIGTPVRAITGGKIIEAGWSPYGGGNQIGVKEPDGS

HYQWYMHLSQLNVRVGDYISTGQIICKSGSTGF STGPHLHFQRMVGGLGNNYAQNPIPFLKQYG

SEQ ID NO: 5 AurR+ — sekwencja aminokwasowa dwudomenowej aktywnej formy AurR
z S. simulans. Obejmuje sekwencje AurR"%8-410 wraz z fragmentem wektora, ktéra stanowia aminokwasy
1-3 na N kohcu — ponizej jako szare zacienienie:

SNAMEPYASAQWLTKYQLTAGYGHYNLNINNGMHYGADFAMPIGTPVRAITGGKITIEAGWSPYGGGNQIGVKEP
DGSHYOWYMHLSQLNVRVGDYISTGQIIGKSGSTGEFSTGPHLHFQRMVGGLGNNYAQNFIPELKQYGYGSNTSG
YTPPVNRVQOAPSTNSTYKVDGKGTYYKAESASFTANYDIKTRLNGPEFRSNPQSGVLHPGQTIKYDTVMKQDGHV
WVVYTGYSGKRIYLPVRTWDKNSNTLGPLWGIIN
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Lista sekwencji
<110> MIBMIK
<120> Hydrolaza peptydoglikanowa, sposéb proteolizy ja wykorzystujacy
oraz jej zastosowania
<130> PPL1167AGR

<160> 5

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 138

<212> PRT

<213> staphylococcus simulans<213> Staphylococcus simulans
<400> 1
Met Glu Pro Tyr Ala Ser Ala Gln Trp Leu Thr Lys Tyr Gln Leu Thr
1 5 10 15
Ala Gly Tyr Gly His Tyr Asn Leu Asn Ile Asn Asn Gly Met His Tyr
20 25 30
Gly Ala Asp Phe Ala Met Pro Ile Gly Thr Pro Val Arg Ala Ile Thr
35 40 45
Gly Gly Lys Ile Ile Glu Ala Gly Trp Ser Pro Tyr Gly Gly Gly Asn
50 55 60
Gln Ile Gly Val Lys Glu Pro Asp Gly Ser His Tyr Gln Trp Tyr Met
65 70 75 80
His Leu Ser Gln Leu Asn Val Arg Val Gly Asp Tyr Ile Ser Thr Gly
85 90 95
Gln Ile Ile Gly Lys Ser Gly Ser Thr Gly Phe Ser Thr Gly Pro His
100 105 110
Leu His Phe Gln Arg Met Val Gly Gly Leu Gly Asn Asn Tyr Ala Gln
115 120 125
Asn Pro Ile Pro Phe Leu Lys Gln Tyr Gly
130 135

<210> 2
<211> 253
<212> PRT
<213> Staphylococcus simulans
<400> 2
Met Glu Pro Tyr Ala Ser Ala Gln Trp Leu Thr Lys Tyr Gln Leu Thr
1 5 10 15
Ala Gly Tyr Gly His Tyr Asn Leu Asn Ile Asn Asn Gly Met His Tyr
20 25 30
Gly Ala Asp Phe Ala Met Pro Ile Gly Thr Pro Val Arg Ala Ile Thr
35 40 45
Gly Gly Lys Ile Ile Glu Ala Gly Trp Ser Pro Tyr Gly Gly Gly Asn
50 55 60



Gln Ile
65
His Leu

Gln Ile
Leu His

Asn Pro
130

Gly Tyr

145

Thr Tyr

Ser Phe
Azrg Ser

Tyr Asp
210

Gly Tyr

225

Asn Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Glu
1

Ala Gly

Gly Ala

Gly Gly
50

Gln Ile

65

His Leu

Gln Ile
Leu His

Asn Pro
130

Gly Tyr

145

Thr Tyr

Ser Phe
Arg Ser

Tyr Asp
210

Gly Tyr

225

Asn Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gly Val Lys

Ser Gln Leu
85
Ile Gly Lys
100
Phe Gln Arg
115
Ile Pro Phe

Thr Pxo Pro

Lys Val Asp
165
Thr Ala Asn
180
Asn Pro Gln
195
Thr Val Met

Ser Gly lys

Asn Thr Leu
245

3
253
PRT

Glu
70

Asn
Ser
Met
Leu
val
150
Gly
Tyr
Ser
Lys
Arg

230
Gly
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Pzo
Val
Gly
Val
Lys
135
Asn
Lys
Asp
Gly
Gln
215

Ile

Pro

Asp
Arg
Ser
Gly
120
Gln
Arg
Gly
Ile
val
200
Asp
Tyr

Leu

Staphylococcus simulans

3
Pro Tyr Ala

Tyr Gly His
20

Asp Phe Ala

35

Lys Ile Ile

Gly Val Lys
Ser Gln Leu

Ile Gly Lys
100

Phe Gln Arg

115

Ile Pxo Phe

Thr Pro Pro

Lys Vval Asp
165
Thr Ala Asn
180
Asn Pro Gln
195
Thr Val Met

Ser Gly Lys
Asn Thr Leu

245

41
141
PRT

Ser
Tyr
Met
Glu
Glu
70

Asn
Ser
Met
Leu
Vval
150
Gly
Tyr
Ser
Lys
Arg

230
Gly

Ala
Asn
Pro
Ala
55

Pro
val
Gly
Val
Lys
135
Asn
Lys
Asp
Gly
Gln
215

Ile

Pro

Gln
Leu
Ile
Gly
Asp
Arg
Ser
Gly
120
Gln
Arg
Gly
Ile
val
200
Asp
Tyr

Leu

Staphylococcus simulans

4

Gly
val
Thr
105
Gly
Tyr
Vval
Thr
Lys
185
Leu
Gly

Leu

Tzp

Trp
Asn
25

Gly
Tzp
Gly
Val
Thr
105
Gly
Tyx
Val
Thr
Lys
185
Leu
Gly

Leu

Trp

Ser
Gly
Gly
Leu
Gly
Gln
Tyr
170
Thr
His
His
Pro

Gly
250

Leu
10

Ile
Thr
Ser
Ser
Gly
Gly
Leu
Gly
Gln
Tyr
170
Thr
His
His
Pro

Gly
250

His
75

Asp
Phe
Gly
Tyr
Ala
155
Tyr
Arg
Pro
Val
val

235
Ile

Thr
Asn
Pro
Pro
His
75

Asp
Phe
Gly
Tyxr
Ala
155
Tyr
Arg
Pro
Val
Val

235
Ile

Tyr
Tyr
Ser
Asn
Gly
140
Pro
Lys
Leu
Gly
Tzp
220

Arg

Ile

Lys
Asn
Val
Tyr
60

Tyr
Tyr
Ser
Asn
Gly
140
Pro
Lys
Leu
Gly
220

Arg

Ile

Gln
Ile
Thr
Asn
125
Ser
Ser
Ala
Asn
Gln
205
Val

Thr

Asn

Tyr
Gly
Arg
Gly
Gln
Ile
Thr
Asn
125
Ser
Ser
Ala
Asn
Gln
205
Val

Thr

Asn

Tzp
Ser
Gly
110
Tyr
Asn
Thr
Glu
Gly
190
Thr

Val

Trp

Gln
Met
30

Ala
Gly
Trp
Ser
Gly
110
Tyr
Asn
Thr
Glu
Gly
190
Thr

Val

Tzp

Tyr
Thr
95

Pro
Ala
Thr
Asn
Ser
175
Pro
Ile
Tyr

Asp

Leu
15

His
Ile
Gly
Tyr
Thr
95

Pro
Ala
Thr
Asn
Ser
175
Pro
Ile

Tyr

Asp

Met
80

Gly
His
Gln
Ser
Sex
160
Ala
Phe
Lys

Thr

Lys
240

Thr
Tyr
Thr
Asn
Met
80

Gly
His
Gln
Ser
Ser
160
Ala
Phe
Lys
Thz

Lys
240

19



20

Ser
Gln
Met
Ala
Gly
65

Trp
Ser
Gly

Tyr

Asn
Leu
His
Ile
50

Gly
Tyr
Thr

Pro

Ala
130

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Ser
Gln
Met
Ala
Gly
Trp
Ser
Gly
Tyr
Asn
145
Thr
Glu
Gly
Thr
val

225
Txp

Asn
Leu
His
Ile
50

Gly
Tyr
Thr
Pro
Ala
130
Thr
Asn
Ser
Pro
Ile
210

Tyr

Asp

Ala
Thr
Tyr
35

Thr
Asn
Met
Gly
His

115
Gln

5
256
PRT

Met
Ala
20

Gly
Gly
G1ln
His
Gln
100

Leu

Asn

Glu
Gly
Ala
Gly
Ile
Leu
85

Ile
His

Pro

Pro
Tyr
Asp
Lys
Gly
70

Ser
Ile

Phe
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Zastrzezenia patentowe

. Hydrolaza peptydoglikanowa zdolna do trawienia $cian bakterii Gram(+) posiadajacych mostki

sieciujace w peptydoglikanie zaréwno glicynowe jak i glicynowo-serynowe zawierajaca ak-
tywna forme biatka AurR, ktéra zawiera jako domene katalityczng CDAR,
przy czym sekwencja aminokwasowa domeny katalitycznej CDAYR jest w co najmniej 80%
identyczna z sekwencja aminokwasowa przedstawionga w SEQ ID NO: 1,
korzystniej sekwencja CDA'R jest w co najmniej 85%, 90%, korzystniej 95%, najkorzystniej
na poziomie 98% lub wiecej identyczna z sekwencjg aminokwasowa przedstawiong w SEQ
ID NO: 1;
przy czym mostki sieciujgce sktadajg sie z co najmniej trzech glicyn lub glicyn i seryny/se-
ryn.
Hydrolaza peptydoglikanowa wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze aktywna forma biatka
AurR jest w postaci jednodomenowej aktywnej formy AurR zawierajacej domene katalityczng
CDAYR | ale nie zawierajacej domeny wiazacej $ciane komoérkowa bakterii CWTAUR,
Hydrolaza peptydoglikanowa wedtug zastrz. 1-2, znamienna tym, ze aktywng forme AurR
w postaci jednodomenowej stanowi domena katalityczna AurR'%8-295 o0 SEQ ID NO: 1.
Hydrolaza peptydoglikanowa wedtug zastrz. 1-2, znamienna tym, ze aktywng forme AurR
w postaci jednodomenowej stanowi AurR- o SEQ ID NO: 4.
Hydrolaza peptydoglikanowa wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze aktywna forma biatka
AurR jest w postaci dwudomenowej aktywnej formy AurR zawierajacej domene katalityczna
CDAYR oraz domene wiazaca $ciane komoérkowa bakterii CWTAUR,
przy czym sekwencja aminokwasowa domeny wiazace| $ciane komoérkowa bakterii
CWTAUR jest w co najmniej 80% identyczna z sekwencja aminokwasowa przedstawionej
w SEQ ID NO: 2,
korzystnej sekwencja CWTAYR jest w co najmniej 85%, 90%, korzystniej 95%, najkorzyst-
niej na poziomie 98% lub wiecej identyczna z sekwencjg aminokwasowa przedstawiong
w SEQ ID NO: 2.
Hydrolaza peptydoglikanowa wedtug zastrz. 1 oraz 5, znamienna tym, ze sekwencja amino-
kwasowa domeny katalitycznej CDAYR potaczona jest z sekwencja domeny wiazacej $ciane
komdrkowa bakterii CWTAYR poprzez sekwencje aminokwasowa linkera, przy czym korzystna
sekwencje linkera stanowig aminokwasy 139-159 z SEQ ID NO: 3.
Hydrolaza peptydoglikanowa wedtug zastrz. 1 oraz 5-6, znamienna tym, ze aktywng forme
AurR w postaci dwudomenowej stanowi AurR'58410 o SEQ ID NO: 3.
Hydrolaza peptydoglikanowa wedtug zastrz. 1 oraz 5-6, znamienna tym, ze aktywng forme
AurR w postaci dwudomenowej stanowi AurR+ o SEQ ID NO: 5.
Konstrukt genetyczny kodujacy hydrolaze peptydoglikanowa jak okresdlong w zastrz. 1-8.
Kompozycja do proteolizy $cian komdrkowych bakterii Gram(+), znamienna tym, ze zawiera
hydrolaze peptydoglikanowa jak okreslong w zastrz. 1-8 oraz nosnik, przy czym kompozycja
przeznaczona jest do proteolizy $cian komaorkowych bakterii Gram(+) posiadajacych w pepty-
doglikanie mostki sieciujace glicynowe i/lub glicynowo-serynowe.
Kompozycja farmaceutyczna zawierajaca hydrolaze peptydoglikanowa jak okreslona w zastrz.
1-8 oraz farmaceutycznie dopuszczalng substancje pomocniczg do zastosowania jako lek do
leczenia chordb i/lub standw zapalnych wywotanych bakteriami Gram(+) posiadajacymi glicy-
nowe i/lub glicynowo-serynowe mostki sieciujgce w peptydoglikanie,
przy czym korzystnie bakterie Gram(+) sa wybrane z rodzaju Staphylococcus, korzystnie
sa S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus, S. warneri.
Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 11, znamienna tym, Ze jest w postaci ptynu,
emulsji, zelu, ptynu do rozpylania, lotionu, nawilzonej chustki lub opatrunku, korzystnie opa-
trunek jest w postaci plastra z opatrunkiem, plastra z hydrozelem, gazy z naniesiona kompo-
zycja, opatrunku hydrokoloidowego, opatrunku hydrowtéknistego, opatrunku alginianowego,
bandaza z naniesiona kompozycja.
Kompozycja kosmetyczna lub pielegnacyjna do zastosowar kosmetycznych, pielegnacyjnych
i higienicznych u ludzi i/lub zwierzat, znamienna tym, ze zawiera hydrolaze peptydoglikanowa
jak okre$lona w zastrz. 1-8, przy czym kompozycja zawiera dodatkowo co najmniej jeden
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nosnik dopuszczony w zastosowaniach kosmetycznych, pielegnacyjnych, higienicznych u lu-
dzi i/lub zwierzat i jest przeznaczona do stosowania zewnetrznego.
Kompozycja zawierajaca hydrolaze peptydoglikanowa jak okreslong w zastrz. 1-8 oraz nosnik
do zastosowania jako srodek antyseptyczny, srodek przeciwbakteryjny, srodek do odkazania
powierzchni stosowany wobec bakteri Gram(+) posiadajacych glicynowe i/lub glicynowo-se-
rynowe mostki sieciujace w peptydoglikanie,
przy czym korzystnie kompozycja stosowana jest wobec bakterii Gram(+)z rodzaju Staphy-
lococcus, korzystnie wybranych z S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius,
S. haemolyticus, S. warneri.
Kompozycja wedtug zastrz. 14, znamienna tym, ze jest w postaci ptynu, emulsji, zelu, ptynu
do rozpylania, lotionu, nawilzonej chustki lub opatrunku, korzystnie opatrunek jest w postaci
plastra z opatrunkiem, plastra z hydrozelem, gazy z naniesiona kompozycja, opatrunku hydro-
koloidowego, opatrunku hydrowiéknistego, opatrunku alginianowego, bandaza z naniesiona
kompozycja.
Niemedyczne zastosowanie hydrolazy peptydoglikanowej jak okreslonej w zastrz. 1-8 i/lub
kompozycji jak okreslonej w zastrz. 10 do proteolizy $cian komoérkowych bakterii Gram(+) po-
siadajacych glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki sieciujgce w peptydoglikanie, przy
czym korzystnie bakteriami Gram(+) sg bakterie z rodzaju Staphylococcus, korzystnie S. au-
reus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus, S. warneri.
Niemedyczne zastosowanie hydrolazy peptydoglikanowej jak okreslonej w zastrz. 1-8 i/lub
kompozycji jak okreslonej w zastrz. 10 jako $rodka bakteriostatycznego lub bakteriobdjczego
przeciwko bakteriom Gram(+) posiadajacych glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki sie-
ciujgce w peptydoglikanie, korzystnie przeciwko bakteriom z rodzaju Staphylococcus, korzyst-
niej S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus, S. warnetri.
Zastosowanie wedtug zastrz. 17, znamienne tym, Zze Srodek stosowany jest w przemysle
spozywczym, szczegdlnie jako dodatek do zywnosci dla ludzi i/lub zwierzat lub do odkazania
powierzchni i pomieszczen, ktére maja kontakt z Zywnoscia lub z pétproduktami zywnoscio-
wymi.
Zastosowanie wedtug zastrz. 17—18, znamienne tym, ze $rodek stosowany jest w przemysle
mleczarskim i przetworach mlecznych.
Zastosowanie wedtug zastrz. 17, znamienne tym, ze srodek stosowany jest w przemysle ko-
smetycznym, korzystnie jako dodatek do kosmetykdw polepszajacy ich jako$¢ mikrobiolo-
giczna, korzystnie jako dodatek do ptyndw, kreméw, mleczek, lotionéw.
Zastosowanie wedtug zastrz. 17, znamienne tym, ze srodek stosowany jest w ochronie zdro-
wia do odkazania powierzchni narzedzi i przyrzadéw stosowanych w medycynie i diagnostyce,
oraz innych powierzchni, w szczegdlnosci powierzchni szpitalnych i laboratoryjnych.
Zastosowanie wedtug zastrz. 17, znamienne tym, ze $rodek stosowany jest jako srodek bak-
teriostatyczny lub bakteriobdjczy w postaci ptynu, emulsji, Zelu, ptynu do rozpylania, lotionu,
nawilzonej chustki.
Sposéb hydrolizy peptydoglikandw posiadajacych glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki
sieciujace, znamienny tym, Zze obejmuje ponizsze etapy, w ktérych
a) w srodowisku wodnym kontaktuje sie aktywna forme AurR jak okreslong w zastrz. 1-8
z substratem peptydowym posiadajacym glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki sieciu-
jace w peptydoglikanie;
b) hydrolizuje sie substrat peptydowy posiadajacy glicynowe i/lub glicynowo-serynowe mostki
sieciujace w peptydoglikanie.
Sposéb hydrolizy peptydoglikanow wedtug zastrz. 23, znamienny tym, ze hydrolizowane sa
peptydoglikany $cian komérkowych bakterii Gram(+), korzystnie z rodzaju Staphylococcus,
korzystnie S. aureus, S. simulans, S. epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus, S. warneri.
Sposéb hydrolizy peptydoglikandw wedtug zastrz. 23-24, znamienny tym, ze etap b) prowa-
dzi sie w temperaturze od 4°C do 45°C.
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Rysunki
Fig. 1
A
158 295 316 410
| [T
ND w__ K& L cwT
Y
\ AurR- _/
B

Sekwencja AurR+

Domena CD z AurR aminokwasy 1-138 z SEQ ID NO: 2 (158-295 z wyjsciowego AurR):

MEPYASAQWLTKYQLTAGYGHYNLNINNGMHYGADFAMPIGTPVRAI TGGKIIEAGWSPYGGGNQIGVKEPDGSHYQ

WYMHLSQLNVRVGDYISTGQIIGKSGSTGFSTGPHLHFQRMVGGLGNNYAQNPIPFLKQYG

Linker z AurR aminokwasy 139 -159 z SEQ ID NO: 2 (296-316 z wyjsciowego AurR):

YGSNTSGYTPPVNRVQAPSTN

Domena CWT z AurR aminokwasy 160- 253 z SEQ ID NO: 3 (317-410 z wyjsciowego AurR):
STYKVDGKGTYYKAESASFTANYDIKTRLNGPFRSNPQSGVLHPGOTIKYDTVMKQDGHVWVVYTGYSGKRIYLPVR

TWDRNSNTLGPLWGIIN
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Fig. 1 kontynuacja
C

Chimera A vs AurR+

Alignment statistics for match Chimera A vs AurR+5-10
NW Score Identities Positives Gaps

712 139/254(55%) 171/254(67%) 12/254(4%)

Chimera A MGHAKDASWLTSRKQLQPYGQYH---GGGAHYGVDYAMPENSPVYSLTDGTVVQAGWSNY
M A WLT + YG ¥+ G HYG D+AMP +PV ++T G +++AGWS Y
AurR MEPYASAQWLTKYQLTAGYGHYNLNINNGMHYGADFAMPIGTPVRAITGGKIIEAGWSPY

Chimera A GGGNQVTIKEANSNNYQWYMHNNRLTVSAGDKVKAGDQIAYSGSTGNSTAPHVHFQRMSG
GGGNQ+ +KE + ++YQWYMH ++L V GD + G I SGSTG ST PH+HFQRM G

AurR GGGNQIGVKEPDGSHYQWYMHLSQILNVRVGDYISTGQITIGKSGSTGFSTGPHLHFQRMVG
Chimera A GIGNQYAVDPTSYLQSRAGYGKAASTVTP-======= TPNTGWKTNKYGTLYKSESASFT

G+GN YA +P +L+ + GYG S TP + N+ +K + GT YK+ESASFT
AurR GLGNNYAQNPIPFLK-QYGYGSNTSGYTPPVNRVQAPSTNSTYKVDGKGTYYKAESASFT

Chimera A PNTDIITRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGY TGNSGORIYLPVRTWN
N DI TR GPFRS PQSGVL GQTI YD VMKQDGHVWV YTG SG+RIYLPVRTW+
AurR ANYDIKTRLNGPFRSNPQSGVLHPGQTIKYDTVMKQDGHVWVVYTGYSGKRIYLPVRTWD

Chimera A KSTNTLGVLWGTIK 243

K++NTLG LWG I
AurR KNSNTLGPLWGIIN 253

D
Lss vs AurR+

Alignment statistics for match Chimera A v AurR+!5-10
NW Score Identities Positives Gaps
833 162/254{64%) 184/254(72%) 9/254(3%)
Lss AATHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWSN
+ SAQWL Y+ GYG ¥ L IN GMHYG DF M IGTPV+AI+ GKI+EAGWS
AurR MEPYA-SAQWLTKYQLTAGYGHYNLNINNGMHYGADFAMPIGTPVRAITGGKIIEAGWSP
Lss YGGGNQIGLIENDGVHROWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGY STAPHLHFQRMV
YGGGNQIG+ E DG H QWYMHLS+ NV+VGDY+ GQIIG SGSTG+ST PHLHFQRMV
AurR YGGGNQIGVKEPDGSHYQWYMHLSQLNVRVGDYISTGQIIGKSGSTGFSTGPHLHFQRMV
Lss NSFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTP-—————-—— TPNTGWKTNKYGTLYKSESASFT
N+ AQ+P+PFLK GYG TP + N+ +K + GT YK+ESASFT
AurR GGLGNNYAQNPIPFLKQYGYGSNTSGY TPPVNRVQAPSTNSTYKVDGKGTYYKAESASFT
Lss PNTDIITRTTGPFRSMPQRSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGY TGNSGQRIYLPVRTWN
N DI TR GPFRS PQSGVL GQTI YD VMKQDGHVWV YTG SG+RIYLPVRTW+
AurR ANYDIKTRLNGPFRSNPQSGVLHPGQTIKYDTVMKQDGHVWVVYTGYSGKRIYLPVRTWD
Lss KSTNTLGVLWGTIK 246

K++NTLG LWG I
AurR KNSNTLGPLWGIIN 253
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i A AurR- & tss vs S, simulans

Fig. 2

B AurR- & Lss vs S. simulans
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A AurR+ & Lss vs S. simulans : B AurR+ & Lss vs S. simulans
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Fig. §

LA Lss vs S. aureus; 60 min
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Fig.

6
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Fig. 7

v 1
A AurR- vs S. gureus; 60min b 8 AurR+ vs S. aureus; 60min f
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Fig. 8
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Fig. 9

AurR+ vs S. aureus; 60min
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vs S. qureus; 60min
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Fig. 10
| A vs S. aureus
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