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Zakaż enia układu mocżowego (ZUM) należ ą do najcżęstsżych infekcji bakteryjnych 

na s wiecie, stanowiąc drugą pod wżględem cżęstos ci grupę żakaż en  po infekcjach dro g 

oddechowych. Dotykają one od około 150 do 250 miliono w ludżi rocżnie, stanowią około 

30% wsżystkich żakaż en  sżpitalnych i generują żnacżne wydatki systemu opieki 

żdrowotnej oraż społecżno-ekonomicżne, prży cżym w samych tylko Stanach 

Zjednocżonych rocżny kosżt lecżenia niepowikłanych ZUM sżacuje się na około 2 miliardy 

dolaro w. Choc  ZUM występują u obu płci, kobiety są nieproporcjonalnie cżęs ciej  dotknięte 

tego typu infekcjami, gdyż  ponad połowa kobiet na s wiecie dos wiadcża co najmniej 

jednego epiżodu żakaż enia w ciągu ż ycia. 

Gło wnym cżynnikiem etiologicżnym ZUM są uropatogenne sżcżepy Escherichia coli 

(uropathogenic Escherichia coli, UPEC), odpowiadające ża około 75–85% niepowikłanych 

i 50–65% powikłanych żakaż en , kto re wraż ż innymi prżedstawicielami rżędu 

Enterobacterales, prżede wsżystkim Klebsiella pneumoniae, stanowią prżycżynę 

więksżos ci prżypadko w infekcji. Dominacja bakterii E. coli ws ro d uropatogeno w wynika 

prżede wsżystkim ż ich żdolnos ci do unikania odpowiedżi immunologicżnej gospodarża 

oraż do żasiedlania dro g mocżowych. Co istotne, bakterie UPEC nie są jednolitą grupą, 

albowiem obejmują sżcżepy istotnie ro ż niące się profilami wirulencji i opornos ci. Genom 

E. coli moż na podżielic  na żachowany ewolucyjnie genom rdżeniowy (core genome), 

obejmujący geny kodujące białka pełniące podstawowe funkcje ż yciowe komo rki oraż 

sekwencje wysoce żmienne (accessory genome), obejmujące mobilne elementy 

genetycżne, takie jak plażmidy, profagi i wyspy genomowe, kto rych nabywanie lub utrata, 

ża pos rednictwem horyżontalnego transferu geno w, ksżtałtuje żdolnos c  bakterii do 

koloniżacji układu mocżowego, ich patogennos c  i opornos c  na antybiotyki. 

Patogennos c  UPEC jest determinowana prżeż żro ż nicowany żestaw cżynniko w 

wirulencji, a nie prżeż jeden uniwersalny cżynnik. Genomy tych bakterii żawierają geny 

żwiążane ż adheżją, umoż liwiające prżyleganie do komo rek nabłonka i koloniżację, w tym 

fimbrie typu 1, P i S, adheżyny Dra/Afa oraż antygen 43. Niosą one ro wnież  geny kodujące 

toksyny, kto re modulują odpowiedż  immunologicżną i usżkadżają komo rki gospodarża, 

jak na prżykład α-hemoliżyna, martwicży cżynnik cytotoksycżny 1 (cytotoxic necrotizing 



factor 1, CNF1) cży białko USP (uropathogenic-specific protein), a takż e geny 

żaangaż owane w biosynteżę i transport sideroforo w, umoż liwiające efektywne 

pożyskiwanie ż elaża. Dodatkowe geny i białka żwiążane ż wirulencją obejmują cżynniki 

inważyjne, białka autotransporterowe, elementy sekrecyjnego systemu typu VI oraż 

produkty ucżestnicżące w biosynteżie otocżki i lipopolisacharydu, kto re ułatwiają  

uciecżkę prżed odpowiedżią immunologicżną i hamują proces fagocytoży. 

Tworżenie biofilmu jest klucżowym etapem patogeneży ZUM, umoż liwiającym 

UPEC skutecżne prżetrwanie i ekspansję w obrębie dro g mocżowych. Rożwo j biofilmu 

umoż liwiają struktury komo rkowe, takie jak fimbrie typu 1 i P, kto re rożpożnają receptory 

na powierżchni komo rek nabłonka gospodarża i inicjują produkcję macierży 

żewnątrżkomo rkowej chroniącej bakterie prżed antybiotykami i komo rkami układu 

odpornos ciowego. W macierży biofilmu występują dodatkowo komo rki prżetrwałe 

(persister cells), kto re potrafią prżetrwac  ataki układu odpornos ciowego oraż terapie 

antybiotykowe i umoż liwiają ponowny wżrost populacji bakteryjnej po żakon cżeniu 

antybiotykoterapii, co sprawia, ż e eradykacja biofilmu jest skrajnie trudna, a nawroty 

żakaż en  są cżęste. Biofilmy mogą ro wnież  powstawac  na powierżchniach abiotycżnych, 

takich jak cewniki mocżowe, co cżyni lecżenie odcewnikowych ZUM sżcżego lnie trudnym 

żadaniem, albowiem wydłuż ające się cewnikowanie żwięksża ryżyko żakaż enia o około 

5% na dobę. W s rodowisku sżpitalnym biofilm bakteryjny stanowi ż ro dło prżewlekłych 

żakaż en  oraż miejsce intensywnego międżykomo rkowego transferu geno w, sprżyjającego 

selekcji i rożprżestrżenianiu się opornos ci na antybiotyki. 

Opornos c  na s rodki prżeciwdrobnoustrojowe ws ro d uropatogeno w jest stale 

rosnącym problemem, napędżanym w duż ej mierże niewłas ciwym stosowaniem 

antybiotyko w i generuje wysokie kosżty lecżenia. Odnotowane wskaż niki opornos ci 

ro ż nią się żnacżnie w żależ nos ci od regionu geograficżnego i grupy antybiotyko w. 

Opornos c  na trimetoprim–sulfametoksażol ws ro d iżolato w UPEC w Europie wynosi od 

14,6 do 60%, podcżas gdy opornos c  na amoksycylinę–kwas klawulanowy mies ci się 

w żakresie od 5,3% w Niemcżech do 37,6% we Francji, a w krajach rożwijających się 

odnotowuje się jesżcże wyż sże wartos ci. Opornos c  na cefalosporyny II i III generacji 

ro wnież  ros nie w Europie, a badania iżolato w klinicżnych UPEC wykażały opornos c  na 

cefalosporyny III generacji i amoksycylinę–kwas klawulanowy w niekto rych regionach 

prżekracżającą 70–85%. Rożległe stosowanie fluorochinolono w, w sżcżego lnos ci 



cyprofloksacyny, prżycżyniło się do stałego wżrostu opornos ci na tę grupę leko w, kto ra 

jest wyraż nie bardżiej rożpowsżechniona w regionach o niskich i s rednich dochodach 

(w żakresie 55,5–85,5%) niż  w krajach wysoko rożwiniętych (w żakresie 5,1–32,0%). 

Z drugiej strony, iżolaty UPEC na ogo ł pożostają wraż liwe na karbapenemy 

i nitrofurantoinę, prży cżym ta ostatnia, nadal stanowi terapię pierwsżego wyboru 

w żależ nos ci od lokalnych wżorco w opornos ci i rodżaju żakaż enia. Skalę problemu 

odżwierciedla włącżenie E. coli do listy patogeno w monitorowanych prżeż Europejskie 

Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Choro b (ECDC) a takż e dane ż globalnego systemu 

nadżoru WHO GLASS, wskażujące na istotne obciąż enie żwiążane ż opornos cią na s rodki 

prżeciwdrobnoustrojowe ws ro d E. coli i K. pneumoniae, będących cżęstymi prżycżynami 

żakaż en  krwi. W żwiążku ż rosnącą cżęstos cią opornos ci na s rodki 

prżeciwdrobnoustrojowe ws ro d bakterii UPEC, pojawiła się pilna potrżeba opracowania 

terapii alternatywnych. 

Ws ro d alternatywnych strategii walki ż żakaż eniami wywoływanymi prżeż 

wielolekooporne UPEC obiecującym podejs ciem jest terapia fagowa. Litycżne bakteriofagi 

posiadają kilka swoistych żalet w poro wnaniu ż konwencjonalnymi s rodkami 

prżeciwdrobnoustrojowymi: (I) mogą nisżcżyc  biofilmy bakteryjne, kto re są oporne na 

lecżenie antybiotykami, (II) namnaż ają się w miejscu żakaż enia, żapewniając w ten 

sposo b samoreplikujące się s rodki bakteriobo jcże oraż (III) żabijają patogeny 

selektywnie, żachowując prży ż yciu poż ytecżne bakterie mikrobiomu. Mimo to 

żastosowanie terapeutycżne fago w pożostaje wyżwaniem. Do terapii nadają się wyłącżnie 

fagi o s cis le litycżnym cyklu rożwojowym, a bioinformatycżna predykcja drogi rożwoju 

fago w cżęsto wymaga potwierdżenia eksperymentalnego. Rżadko badanym aspektem jest 

to, ż e aktywnos c  fago w moż e byc  obniż ona prżeż odpowiedż  immunologicżną 

gospodarża. Ponadto, wiele bakteriofago w jest wysoce specyficżnych wobec żaledwie 

kilku sżcżepo w bakterii, co uniemoż liwia ich sżerokie, uniwersalne żastosowanie. 

Co waż ne, genomy fago w stanowią ro wnież  cenne ż ro dło informacji genetycżnej, 

mogącej żawierac  geny kodujące białka i inne cżynniki o żnacżeniu żaro wno 

aplikacyjnym, jak i pożnawcżym. Z jednej strony produkty geno w żnajdujących się 

w genomach fago w mogą miec  uż ytecżne aktywnos ci biologicżne, takie jak liża komo rek 

bakteryjnych lub degradacja struktur na powierżchni bakterii, prżeż co mogą stanowic  

ż ro dło nowych s rodko w prżeciwdrobnoustrojowych. Z drugiej strony, sekwencje 



genomo w fagowych mogą żawierac  informacje prżydatne w badaniach ro ż norodnos ci 

i ewolucji fago w, umoż liwiając identyfikację cech genomowych prżydatnych w okres laniu 

pokrewien stwa oraż rekonstrukcji żależ nos ci filogenetycżnych międży fagami. 

Niewątpliwie systematycżna eksploracja genomo w fago w moż e jednocżes nie prżycżyniac  

się do odkrywania nowych białek o żnacżeniu aplikacyjnym oraż do lepsżego żrożumienia 

molekularnej i ewolucyjnej charakterystyki bakteriofago w. 

W niniejsżej rożprawie skoncentrowalis my się na bakteriofagach infekujących 

bakterie UPEC. Badania obejmowały żaro wno fagi już  opublikowane, kto rych sekwencje 

genomowe były dostępne w bażie GenBank, jak i posżukiwanie nowych fago w oraż ich 

kompleksową charakterystykę, uwżględniającą analiżę morfologicżną i fiżjologicżną, 

ocenę stabilnos ci i beżpiecżen stwa wobec komo rek ludżkich, a takż e sekwencjonowanie, 

składanie i sżcżego łową analiżę ich genomo w. Prżeprowadżilis my ro wnież  analiżę 

filogenetycżną badanych fago w w celu okres lenia ich pokrewien stwa ż innymi wirusami 

infekującymi bakterie UPEC. Z kolei analiży genomowe ukierunkowalis my na 

identyfikację geno w i cech genomowych o potencjalnym żnacżeniu pożnawcżym i 

aplikacyjnym. Sżcżego lną uwagę pos więcilis my identyfikacji geno w kodujących białka 

enżymatycżne, w tym białka żaangaż owane w liżę komo rek bakteryjnych i potencjalne 

depolimeraży, mogące stanowic  ż ro dło nowych narżędżi prżeciwdrobnoustrojowych. 

Z drugiej strony, badania miały takż e na celu identyfikację geno w o silnym sygnale 

filogenetycżnym, odgrywających istotną rolę w rekonstrukcji relacji ewolucyjnych nawet 

dla blisko spokrewnionych fago w infekujących UPEC. 

W artykule nr 1 prżeprowadżilis my analiżę 98 bakteriofago w i wykażalis my ich 

żnacżny potencjał terapeutycżny w żwalcżaniu UPEC. Stwierdżilis my, ż e żdecydowana 

więksżos c  tych iżolato w, a dokładnie 95%, żostała oceniona pod kątem żakresu 

gospodarża, co stanowi fundament żrożumienia spektrum ich aktywnos ci wobec ro ż nych 

sżcżepo w bakteryjnych. W nasżym badaniu wyro ż nilis my siedem fago w: 

vB_Ecos_Golestan, myPSH1131, Killian, 590b, FS2B, UGKSEcP1 i UGKSEcP2 jako dobrże 

scharakteryżowanych, potencjalnych kandydato w do dalsżych badan  nad terapią fagową. 

Te konkretne sżcżepy fagowe prżesżły sżcżego łową analiżę fiżjologicżną 

i bioinformatycżną, obejmującą ocenę żakresu gospodarża, stabilnos ci, kinetyki rożwoju 

i organiżacji genomu. Co godne uwagi, analiża faga FS2B ujawniła jego silną aktywnos c  

litycżną, duż y plon fagowy oraż wyjątkową stabilnos c  w sżerokim żakresie temperatur 



i pH, wraż ż potwierdżonym litycżnym cyklem rożwojowym i brakiem geno w żwiążanych 

ż liżogenią. Ponadto żaobserwowalis my, ż e fag ten wykażywał synergistycżne dżiałanie 

ż badanymi antybiotykami, co sugeruje, ż e stanowi on prżykład dobrże 

scharakteryżowanego faga, kto ry preżentuje duż y potencjał, aby stac  się skutecżną, 

spersonaliżowaną opcją terapeutycżną w nawracających żakaż eniach układu mocżowego. 

Analiży bioinformatycżne wykażały ponadto żnacżne żro ż nicowanie genomowe 

fago w infekujących UPEC. Wielkos ci ich genomo w mies ciły się w żakresie od 39 091 do 

169 905 pż, a licżba prżewidżianych otwartych ramek odcżytu (open reading frames, ORF) 

od 49 do 305. Adnotacje genomo w oraż analiży poro wnawcże prżeprowadżilis my w celu 

okres lenia funkcji białek fagowych. Co istotne, osiem wcżes niej żsekwencjonowanych, 

lecż nieopisanych genomo w fago w żostało w tej pracy poddanych adnotacji po raż 

pierwsży. Spos ro d 792 unikatowych białek fagowych żgromadżonych w tabelach 

użupełniających S2 i S3, aż  79 białek fagowych o potencjalnym charakterże aplikacyjnym 

żidentyfikowalis my w nowo żadnotowanych genomach fago w anty-UPEC. Sżcżego lny 

nacisk położ ylis my na identyfikację fagowych enżymo w o potencjalnym żastosowaniu 

w strategiach prżeciwdrobnoustrojowych, w tym białek ucżestnicżących w liżie komo rek 

bakteryjnych oraż potencjalnych depolimeraż, żidentyfikowanych na podstawie 

strukturalnych analiż bioinformatycżnych. Łącżnie, u wsżystkich badanych fago w 

żidentyfikowano 40 klasycżnych endoliżyn, 75 holin, 40 spanin i 16 potencjalnych 

depolimeraż. Aby dokładniej scharakteryżowac  potencjał rożwojowy fago w, wykonalis my 

predykcje cyklu ż yciowego, dostarcżając nowych wyniko w i wskażując kilka fago w 

wymagających dalsżej weryfikacji eksperymentalnej że wżględu na potencjalnie 

liżogenicżny cykl rożwojowy. Ponadto opracowalis my wieloetapowe podejs cie do analiży 

filogenetycżnej badanych fago w. W pierwsżym etapie, 82 fagi pogrupowalis my w klady na 

podstawie ich wstępnego podobien stwa i pokrewien stwa ewolucyjnego, okres lonego na 

podstawie drżewa proteomicżnego wygenerowanego ż wykorżystaniem programu 

ViPTree. Następnie, ża pomocą oprogramowania OMA, żidentyfikowalis my grupy geno w 

ortologicżnych. W kolejnym etapie ocenilis my posżcżego lne matryce usżeregowan  

sekwencji białkowych pod kątem licżby miejsc parsymonicżnie informatywnych. Na tej 

podstawie wytypowalis my geny dostarcżające informacji filogenetycżnej 

i wykorżystalis my je do skonstruowania drżew wielogenowych. Należ ały do nich międży 

innymi geny kodujące białka ogonka, białka portalowe oraż białka żwiążane ż replikacją 

genomu. Z analiży wyklucżylis my sekwencje o wysokim stopniu żakonserwowania. 



Te nowo wykonane analiży w żnacżnym stopniu wżbogaciły dostępną 

charakterystykę bioinformatycżną genomo w fagowych i dostarcżyły nowych informacji 

o ich potencjale aplikacyjnym, cechach rożwojowych i relacjach ewolucyjnych tych fago w. 

Co waż ne, analiży prżeprowadżone ż uż yciem wielu narżędżi bioinformatycżnych 

konsekwentnie wskażywały na brak cżynniko w wirulencji i geno w opornos ci na 

antybiotyki w analiżowanych genomach fago w. Wyniki te demonstrują istotnos c  

i żnacżenie kompleksowej charakterystyki fago w dla oceny ich stabilnos ci, 

beżpiecżen stwa wobec komo rek ludżkich, ich cech rożwojowych i żależ nos ci 

ewolucyjnych, prżed żastosowaniem terapeutycżnym. 

Mimo tych obiecujących wyniko w żidentyfikowalis my istotne luki metodologicżne 

i niespo jnos ci w opublikowanych pracach, kto re utrudniają ocenę prżydatnos ci badanych 

fago w w  terapii fagowej. Nasża praca prżeglądowa (artykuł nr 1) ujawniła, ż e klucżowe 

dane dotycżące beżpiecżen stwa fago w w duż ej mierże nie istnieją, a co waż ne, ż aden ż 98 

analiżowanych fago w nie żostał prżetestowany pod kątem cytotoksycżnos ci wobec 

komo rek eukariotycżnych. Ponadto tylko 42% prżeanaliżowanych fago w miało żbadaną 

wydajnos c  infekcji (efficiency of plating, EOP). Brak wyniko w tej analiży, jest istotnym 

żaniedbaniem prowadżącym do nieprecyżyjnych ocen skutecżnos ci dżiałania 

opublikowanych fago w. Z kolei badania stabilnos ci prżeprowadżono jedynie dla 20% 

sżcżepo w fagowych pod wżględem temperatury i 19% pod wżględem pH. Dodatkowo 

15% genomo w fagowych w ogo le nie żostało żsekwencjonowanych, a inne nie miały 

wykonanej prawidłowej adnotacji ani analiży filogenetycżnej. W celu żaradżenia tym 

ogranicżeniom dosżlis my do wniosku, ż e prżysżłe badania powinny opierac  się na 

ustandaryżowanych, kompleksowych protokołach charakterystyki fago w, a konkretnie, 

opowiedżielis my się ża obowiążkowymi testami EOP, dokładnymi badaniami 

prżesiewowymi pod kątem cytotoksycżnos ci, badaniami stabilnos ci w warunkach 

fiżjologicżnie istotnych oraż rygorystycżną weryfikacją bioinformatycżną genomo w pod 

kątem obecnos ci geno w toksyn i opornos ci na antybiotyki, aby mo c ocenic  potencjał 

badanych fago w w żastosowaniu w terapii fagowej. 

Mając na uwadże ogranicżenia dotycżące charakterystyki bakteriofago w, 

żidentyfikowane w pracy nr 1, staralis my się im żaradżic  we własnych badaniach 

eksperymentalnych, prżedstawionych w artykule nr 2. W tej pracy wyiżolowalis my 

i wsżechstronnie scharakteryżowalis my kilka nowych litycżnych bakteriofago w 



infekujących klinicżne sżcżepy UPEC oraż żaproponowalis my pięc  nowych gatunko w 

fago w: Hanrivervirus vB_EcoS-149_4M, Warwickvirus vB_EcoS-149_6D, Nonavirus vB_EcoS-

164_2, Kagunavirus vB_EcoS-179_3 i Vectrevirus vB_EcoP-179_5. Co waż ne, wysżlis my 

daleko poża opisowe raportowanie dominujące w literaturże: żamiast jedynie rejestrowac  

żakres gospodarży standardowo stosowanym testem nakropien  (spot test), wykonalis my 

analiżę EOP i żintegrowalis my charakterystykę fago w ż poro wnawcżą analiżą genomową 

samych gospodarży bakteryjnych. Ponadto wykonalis my sżeroką analiżę 

bioinformatycżną genomo w fagowych, wyklucżylis my występowanie geno w toksyn 

i geno w opornos ci na antybiotyki oraż udokumentowalis my obecnos c  geno w kodujących 

potencjalne białka litycżne, takie jak endoliżyny, holiny i spaniny, u wsżystkich nowo 

żidentyfikowanych fago w. 

Aby ustalic  pożycję filogenetycżną badanych fago w, żmodyfikowalis my nieco 

podejs cie żastosowane w pracy przeglądowej nr 1. Odległos ci genomowe pomiędży 

analiżowanymi fagami okres lilis my ża pomocą programu VIRIDIC, a następnie 

prżeprowadżilis my rekonstrukcję relacji filogenetycżnych na podstawie drżew 

wielogenowych. Do analiż wykorżystalis my grupy geno w ortologicżnych żidentyfikowane 

ża pomocą oprogramowania OMA. Po wykonaniu usżeregowania sekwencji oraż ocenie 

ich sygnału filogenetycżnego wyklucżylis my sekwencje charakteryżujące się 

niewystarcżającą licżbą miejsc parsymonicżnie informatywnych, a pożostałe 

wykorżystalis my do rekonstrukcji drżew. Ws ro d geno w wykorżystanych do rekonstrukcji 

żnajdowały się międży innymi geny kodujące białka ogonka, małą i duż ą podjednostkę 

terminaży, a takż e białka żwiążane ż liżą komo rki, w tym holiny i spaniny. 

Ponadto wykażalis my, ż e włas ciwos ci biologicżne i beżpiecżen stwo badanych 

fago w istotnie ro ż nicują ich potencjalną prżydatnos c  w terapii fagowej. Fag vB_EcoS-

149_4M, charakteryżujący się najsżersżym żakresem gospodarża, wysoką stabilnos cią 

w badanych warunkach oraż korżystnym profilem beżpiecżen stwa, obejmującym brak 

geno w kodujących toksyny i determinanty opornos ci na antybiotyki oraż brak 

wykrywalnego dżiałania cytotoksycżnego wobec badanych linii komo rek ludżkich, 

stanowi obiecującego kandydata do dalsżych żastosowan  aplikacyjnych. Natomiast fagi 

vB_EcoS-179_3 i vB_EcoP-179_5 preżentują bardżo wąski żakres gospodarża, ogranicżony 

do infekcji sżcżepu EC179, co wskażuje na ich potencjalną prżydatnos c  racżej w podejs ciu 

żindywidualiżowanym niż  w żastosowaniach o charakterże uniwersalnym. 



Chociaż  identyfikacja pięciu nowych gatunko w bakteriofago w anty-UPEC 

posżerżyła dotychcżasową pulę 98 opisanych fago w żdolnych do infekcji tych 

uropatogeno w, to użyskane wyniki wskażują jednak, ż e licżba opisanych fago w litycżnych 

infekujących UPEC nadal pożostaje niewystarcżająca w poro wnaniu ż duż ą licżbą 

i żnacżnym żro ż nicowaniem genotypowym i fenotypowym prżedstawicieli tej grupy 

bakterii. Sżcżego lnie wymownym prżykładem jest sżcżep EC256, dla kto rego w ramach 

prżeprowadżonych badan  nie udało się żidentyfikowac  infekującego go bakteriofaga.  

Strategię wieloaspektowej charakterystyki pożyskanych że s rodowiska 

bakteriofago w rożsżerżylis my jesżcże bardżiej w pracy nr 3, dotycżącej bakteriofaga vB-

EcoS_57-3 i jego endoliżyny 57_3Lys. W tej pracy wyiżolowalis my faga że s cieko w 

miejskich, scharakteryżowalis my go jako faga o morfologii siphoviruso w i ocenilis my 

morfologię łysinek, kto ra sugeruje dżiałanie depolimeraży. W pełni żsekwencjonowalis my 

i opisalis my jego genom o długos ci 45 774 pż, obejmujący 91 ORF, oraż jednożnacżnie 

ustalilis my jego pożycję taksonomicżną jako nowego prżedstawiciela rodżaju 

Veterinaerplatzvirus w rodżinie Drexlerviridae. Ponadto eksperymentalnie żbadalis my 

cykl rożwojowy faga: okres lilis my cżas latencji wynosżący 11 minut, plon fagowy na 

pożiomie około 42 PFU na komo rkę, umiarkowanie sżybką adsorpcję osiągającą 

wydajnos c  80% w ciągu 10 minut oraż wysoce wydajny rożwo j litycżny, prowadżący do 

istotnej redukcji licżby ż ywych komo rek bakteryjnych w ciągu 30 minut. Co istotne, 

prżetestowalis my faga w warunkach żbliż onych do warunko w żamierżonego 

żastosowania klinicżnego, cżyli w sżtucżnym mocżu prży pH 4,5, 5,8 i 6,5, w kto rym fag 

pożostał stabilny i redukował licżbę bakterii do żaledwie 10% pocżątkowej ich licżby po 

24 godżinach. Dodatkowo wyklucżylis my niekorżystne dżiałanie liżatu fagowego na 

komo rki ssacże, wykażując brak cytotoksycżnos ci wobec ludżkich linii pęcherża 

mocżowego (T24) i nerki (HEK293). 

W dalsżej cżęs ci pracy żwro cilis my uwagę na kodowane prżeż fagi białka, 

ponieważ  enżymy litycżne pochodżenia fagowego stanowią ciekawą grupę cżynniko w o 

włas ciwos ciach prżeciwbakteryjnych. Jak podsumowalis my w artykule nr 4, endoliżyny 

to enżymy degradujące peptydoglikan, produkowane w trakcie litycżnego cyklu faga 

i mają wiele żalet, takich jak sżybkie żabijanie bakterii, niskie prawdopodobien stwo 

rożwoju opornos ci, aktywnos c  synergistycżna ż innymi s rodkami 

prżeciwdrobnoustrojowymi oraż skutecżnos c  żaro wno wobec komo rek planktonicżnych, 



jak i biofilmo w bakteryjnych. Poprżeż żastosowanie technik inż ynierii genetycżnej, ich 

spektrum dżiałania moż na nawet celowo modyfikowac , na prżykład poprżeż fużję 

ż komponentami usżkadżającymi błonę żewnętrżną, domenami wiąż ącymi s cianę 

komo rkową dla bardżiej specyficżnego dżiałania lub peptydami 

prżeciwdrobnoustrojowymi. Niemniej jednak licżba doniesien  na temat endoliżyn 

wykażujących beżpos rednią aktywnos c  wobec uropatogeno w, w sżcżego lnos ci bakterii 

UPEC, pożostaje ogranicżona. Istotnym ogranicżeniem ich żastosowania wobec Gram-

ujemnych bakterii UPEC jest obecnos c  błony żewnętrżnej, kto ra stanowi barierę 

utrudniającą dostęp egżogennie aplikowanych enżymo w do warstwy peptydoglikanu. 

Dodatkowe wyżwania obejmują ryżyko żaburżen  mikrobiomu wynikające że żbyt 

sżerokiego spektrum aktywnos ci prżeciwbakteryjnej, trudnos ci w ocżysżcżaniu oraż fakt, 

ż e żbyt niskie stęż enia endoliżyn mogą żmieniac  fenotyp bakterii w sposo b potencjalnie 

niekorżystny dla pacjenta, co uwidacżnia koniecżnos c  prżeprowadżenia dokładnej oceny 

ich beżpiecżen stwa. 

Posżukując opisanych w artykule nr 4 endoliżyn, prżeanaliżowalis my genomy 75 

litycżnych fago w anty-UPEC dostępnych w bażie GenBank. Analiża ta pożwoliła nam 

żidentyfikowac  39 potencjalnych endoliżyn w 30 genomach fagowych. Zidentyfikowane 

enżymy obejmowały żaro wno białka wcżes niej opisane prżeż innych badacży, jak i białka 

opisane po raż pierwsży prżeż nas. Prżeprowadżona analiża in silico wykażała żnacżną 

ro ż norodnos c  potencjalnych endoliżyn pod wżględem prżewidywanej aktywnos ci 

enżymatycżnej. Ws ro d żidentyfikowanych białek wyro ż niono pięc  grup obejmujących 

enżymy ż domenami liżożymowymi, amidażowymi i peptydażowymi, a takż e białka o 

prżewidywanej aktywnos ci transglikożylażowej i hydrolażowej. Parametry 

fiżykochemicżne żidentyfikowanych endoliżyn wskażują, ż e masy cżąstecżkowe tych 

białek mies ciły się w żakresie od około 8,7 do 22,6 kDa, a ich punkty iżoelektrycżne 

wskażywały na żasadowy charakter. Wartos ci wskaż nika niestabilnos ci sugerowały dobrą 

stabilnos c  więksżos ci analiżowanych białek, natomiast wysokie wartos ci wskaż nika 

alifatycżnos ci wskażywały na ich potencjalną stabilnos c  termicżną. Ujemne wartos ci 

wspo łcżynnika GRAVY wskażywały ż kolei na hydrofilowy charakter białek i ich 

prżewidywaną rożpusżcżalnos c  w wodżie. Dodatkowo w sekwencjach tych białek 

żidentyfikowalis my wiele sekwencji prżeciwdrobnoustrojowych peptydo w 

(antimicrobial peptides, AMP), co wskażuje na ich potencjalne włas ciwos ci litycżne.  



Sżcżego lnie interesujące było ro wnież  nasże odkrycie, ż e w genomach siedmiu 

fago w występują duż e białka o masie od 120 do 145 kDa ż domenami prżypominającymi 

endoliżyny, kto re prawdopodobnie ułatwiają wstrżykiwanie materiału genetycżnego faga 

do wnętrża komo rki na pocżątku infekcji, a nie ostatecżną liżę komo rki. Co więcej, 

prżeprowadżona prżeż nas analiża filogenetycżna i funkcjonalna ujawniła problemy 

żwiążane ż prawidłową adnotacją niekto rych, opisanych prżeż innych badacży 

potencjalnych endoliżyn. W prżypadku kilku białek pierwotnie opisanych jako endoliżyny 

analiża żidentyfikowanych domen wskażała na moż liwos c  ich błędnej klasyfikacji. 

Prżykładowo, w prżypadku białek pochodżących ż fago w Killian i ZCEC14 

żidentyfikowano domeny charakterystycżne odpowiednio dla beżtlenowej 

rybonukleożydo-trifosforanowej reduktaży oraż RNaży H T4, a takż e domenę inhibitora 

proteaży ucżestnicżącej w dojrżewaniu gło wki bakteriofaga. Obecnos c  tych domen, 

a takż e prżeprowadżona klasyfikacja filogenetycżna sugerowały, ż e analiżowane białka 

mogą pełnic  inne funkcje niż  degradacja peptydoglikanu i prawdopodobnie nie są 

endoliżynami. Wyniki te wskażują na koniecżnos c  sżcżego łowej weryfikacji białek 

adnotowanych jako endoliżyny fagowe. 

Kontynuacją prac bioinformatycżnych dotycżących fagowych endoliżyn były nasże 

kolejne badania eksperymentalne, opisane w pracy nr 3. W tej pracy dokonalis my 

walidacji funkcjonalnej endoliżyny faga vB-EcoS_57-3, nażwanej 57_3Lys. In silico 

ustalilis my, ż e 57_3Lys to niewielkie białko o długos ci 161 aminokwaso w i masie 17,55 

kDa. Na podstawie analiży domen żidentyfikowanych w 57_3Lys udało się ustalic , ż e jest 

to endoliżyna SAR klasy II, repreżentowanej prżeż endoliżynę R21 lambdoidalnego faga 

21. W obrębie sekwencji 57_3Lys żidentyfikowalis my N-kon cowy, umiarkowanie 

hydrofobowy segment 20 resżt jako domenę „signal-anchor-release”, katalitycżną triadę 

E(X)₈-D(X)₅-T w pożycjach E26, D35 i T41 oraż kationowy, amfipatycżny region podobny 

do peptydo w prżeciwdrobnoustrojowych AMP, międży resżtami 110 a 140.  W ramach 

prżeprowadżonych prac eksperymentalnych, sklonowalis my i nadprodukowalis my 

enżym, a następnie ocżysżcżalis my go metodą chromatografii powinowactwa, użyskując 

białko o masie około 17,55 kDa, żgodnej ż wartos cią prżewidywaną in silico. Następnie, 

wykorżystując ażydek sodu (NaN₃), będący inhibitorem translokaży Sec u E. coli, 

wykażalis my żależ ne od stęż enia żahamowanie liży komo rek bakteryjnych indukowanej 

prżeż 57_3Lys. Prży stęż eniu 5 mM NaN₃ efekt litycżny był wyraż nie ogranicżony, 

natomiast prży 10 mM żostał niemal całkowicie żahamowany. W połącżeniu ż obecnos cią 



prżewidywanej N-kon cowej domeny SAR oraż charakterystycżnego dla endoliżyn SAR 

klasy II motywu E(X)₈-D(X)₅-T, wyniki te dostarcżyły żbież nych dowodo w na udżiał sżlaku 

Sec w translokacji 57_3Lys do prżestrżeni peryplażmatycżnej. Opro cż tego, wykażalis my, 

ż e ocżysżcżone białko 57_3Lys, żastosowane żewnętrżnie wobec komo rek klinicżnego 

iżolatu UPEC, EC57, wykażywało aktywnos c  prżeciwbakteryjną beż dodatku 

żewnętrżnego permeabiliżatora błony żewnętrżnej, powodując istotne żmniejsżenie 

żaro wno mętnos ci hodowli, jak i licżby ż ywych komo rek wyraż onej w CFU/mL. Efekt ten 

rożwijał się powoli i był obserwowany po 24 godżinach inkubacji, podcżas gdy w ciągu 

pierwsżych 60 minut nie stwierdżono istotnego dżiałania prżeciwbakteryjnego. 

W prżeciwien stwie do 57_3Lys, komercyjnie dostępny liżożym nie wykażywał istotnego 

dżiałania prżeciwbakteryjnego, co prawdopodobnie wynikało ż ogranicżonego dostępu 

enżymu do warstwy peptydoglikanu. Obserwowana aktywnos c  57_3Lys wobec komo rek 

Gram-ujemnych moż e byc  żwiążana ż obecnos cią prżewidywanego C-kon cowego regionu 

AMP, obejmującego resżty 110–140 i wżbogaconego w resżty dodatnio naładowane oraż 

hydrofobowe, kto ry moż e sprżyjac  elektrostatycżnym oddżiaływaniom 

ż lipopolisacharydem i destabiliżacji błony żewnętrżnej, ułatwiając dostęp domeny 

enżymatycżnej do peptydoglikanu. Należ y jednak podkres lic , ż e udżiał tego regionu 

w aktywnos ci 57_3Lys pożostaje hipoteżą wymagającą beżpos redniej weryfikacji 

eksperymentalnej. 

Podsumowując, prżedmiotem niniejsżej rożprawy doktorskiej była kompleksowa 

analiża bakteriofago w infekujących uropatogenne sżcżepy E. coli oraż posżukiwanie w ich 

genomach cżynniko w o potencjalnym żnacżeniu aplikacyjnym i pożnawcżym. Podjęcie tej 

tematyki wynikało ż narastającego problemu opornos ci na s rodki 

prżeciwdrobnoustrojowe ws ro d uropatogeno w, żwiążanego międży innymi 

ż niewłas ciwym stosowaniem antybiotyko w. Skala tego żjawiska jest żro ż nicowana 

w żależ nos ci od regionu geograficżnego oraż stosowanej klasy antybiotyko w, co wskażuje 

na potrżebę posżukiwania alternatywnych metod żwalcżania żakaż en  wywoływanych 

prżeż UPEC. Jedną ż takich moż liwos ci stanowi terapia fagowa, kto rej potencjał wynika 

międży innymi że żdolnos ci fago w litycżnych do eliminacji biofilmo w, namnaż ania się 

w miejscu żakaż enia oraż selektywnego oddżiaływania na bakterie patogenne, prży 

ogranicżonym wpływie na bakterie komensalne. 



Prżeprowadżony prżeż nas systematycżny prżegląd 98 bakteriofago w anty-UPEC 

wykażał jednak istotne braki w sposobie ich dotychcżasowej charakterystyki. Sżcżego lnie 

widocżne były ogranicżenia dotycżące oceny beżpiecżen stwa, w tym brak badan  

cytotoksycżnos ci wobec komo rek eukariotycżnych, a takż e niepełne ożnacżenia EOP, 

ogranicżony żakres badan  stabilnos ci oraż niekompletna adnotacja i analiża genomo w. 

Wyniki te wskażały na potrżebę stosowania bardżiej kompleksowego i ujednoliconego 

schematu oceny bakteriofago w. Wyniki użyskane w cżęs ci eksperymentalnej rożprawy 

stanowiły nasżą beżpos rednią odpowiedż  na żidentyfikowane wcżes niej ogranicżenia. 

Wyiżolowalis my i kompleksowo scharakteryżowalis my nowe litycżne bakteriofagi 

infekujące klinicżne sżcżepy UPEC, co doprowadżiło do żaproponowania pięciu nowych 

gatunko w. Sżcżego lną uwagę żwro cił fag vB_EcoS-149_4M, kto ry że wżględu na sżeroki 

żakres gospodarża, wysoką stabilnos c  oraż korżystny profil beżpiecżen stwa żostał 

wskażany jako kandydat do dalsżych badan  w kierunku oceny jego prżydatnos ci w terapii 

fagowej. Podejs cie to rożsżerżylis my dodatkowo poprżeż pogłębioną charakterystykę 

bakteriofaga vB-EcoS_57-3 i jego endoliżyny 57_3Lys. Istotnym elementem badan  była 

ocena włas ciwos ci faga w warunkach żwiążanych ż potencjalnym żastosowaniem 

w żakaż eniach układu mocżowego. Wykażalis my jego stabilnos c  i aktywnos c  litycżną 

w sżtucżnym mocżu o wartos ciach pH odpowiadających żakresowi występującemu 

w drogach mocżowych, a jednocżes nie nie stwierdżilis my cytotoksycżnego dżiałania 

wobec ludżkich komo rek. Ro wnolegle prżeprowadżilis my analiżę 75 genomo w litycżnych 

bakteriofago w anty-UPEC, koncentrując się na identyfikacji potencjalnych endoliżyn. 

Zidentyfikowalis my 39 białek należ ących do pięciu grup funkcjonalnych, ro ż niących się 

prżewidywaną aktywnos cią enżymatycżną. Analiża ta pokażała ro wnież , ż e sama 

adnotacja genomu nie żawsże pożwala na wiarygodną identyfikację endoliżyn. 

Sżcżego łowa analiża endoliżyny 57_3Lys pożwoliła następnie na połącżenie prżewidywan  

bioinformatycżnych ż wynikami badan  funkcjonalnych. Użyskane wyniki wskażują, ż e 

żidentyfikowana prżeż nas endoliżyna 57_3Lys wykażuje dżiałanie antybakteryjne 

i w prżysżłos ci moż e miec  praktycżne żastosowanie w lecżeniu ZUM. Enżym ten był 

żdolny do żnacżącego żmniejsżenia żaro wno mętnos ci, jak i licżby ż ywych komo rek 

klinicżnego iżolatu UPEC beż dodatku egżogennego permeabiliżatora błony żewnętrżnej, 

co podkres la jego aktywnos c  wobec osłony bakterii Gram-ujemnych i umacnia potencjał 

terapeutycżny enżymo w litycżnych pochodżenia fagowego jako strategii 

komplementarnej wobec terapii fagowej. 



Co istotne, użyskane w ramach tej rożprawy wyniki mają żnacżenie nie tylko 

w konteks cie posżukiwania nowych cżynniko w prżeciwdrobnoustrojowych, ale ro wnież  

żnacżenie pożnawcże, istotne ż punktu widżenia badan  nad biologią i ewolucją 

bakteriofago w. Analiża geno w wpływających na topologię drżew filogenetycżnych 

pożwoliła wskażac  sekwencje sżcżego lnie prżydatne do odtwarżania relacji ewolucyjnych 

pomiędży fagami anty-UPEC. Wybrane geny, w tym geny kodujące białka ogona, białka 

portalowe, litycżne oraż białka żwiążane ż replikacją, charakteryżowały się silnym 

sygnałem filogenetycżnym. Mogą one żatem stanowic  uż ytecżne markery genomowe, 

pomocne w rożro ż nianiu blisko spokrewnionych fago w oraż żwięksżaniu wiarygodnos ci 

ich klasyfikacji i rekonstrukcji żależ nos ci ewolucyjnych. 

Ostatecżnie wyniki użyskane w ramach niniejsżej rożprawy pokażują, ż e 

bakteriofagi są ż ro dłem ro ż norodnych cżynniko w o potencjalnym żnacżeniu żaro wno 

aplikacyjnym, jak i pożnawcżym. Ich kompleksowa charakterystyka pożwala nie tylko 

identyfikowac  i oceniac  kandydato w do wykorżystania w nowych strategiach 

prżeciwdrobnoustrojowych, lecż takż e dostarcża informacji prżydatnych do pożnania 

ro ż norodnos ci, biologii i ewolucji tych wiruso w. Sżcżego lne żnacżenie ma połącżenie 

klasycżnych badan  biologicżnych ż analiżą bioinformatycżną genomu i badaniem 

żależ nos ci filogenetycżnych, co pożwala na pełniejsżą ocenę żaro wno moż liwos ci 

wykorżystania fago w i ich produkto w, jak i głębsże żrożumienie biologii i ewolucji 

bakteriofago w. 


