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Zakazenia uktadu moczowego (ZUM) naleza do najczestszych infekcji bakteryjnych
na $wiecie, stanowigc drugg pod wzgledem czestosci grupe zakazen po infekcjach drég
oddechowych. Dotykajg one od okoto 150 do 250 milionéw ludzi rocznie, stanowig okoto
30% wszystkich zakazen szpitalnych i generuja znaczne wydatki systemu opieki
zdrowotnej oraz spoteczno-ekonomiczne, przy czym w samych tylko Stanach
Zjednoczonych roczny koszt leczenia niepowiktanych ZUM szacuje sie na okoto 2 miliardy
dolaréw. Cho¢ ZUM wystepuja u obu ptici, kobiety sg nieproporcjonalnie czesciej dotkniete
tego typu infekcjami, gdyz ponad potowa kobiet na $§wiecie doSwiadcza co najmniej

jednego epizodu zakazenia w ciggu zycia.

Glownym czynnikiem etiologicznym ZUM sg uropatogenne szczepy Escherichia coli
(uropathogenic Escherichia coli, UPEC), odpowiadajace za okoto 75-85% niepowiktanych
i 50-65% powiklanych zakazen, ktére wraz z innymi przedstawicielami rzedu
Enterobacterales, przede wszystkim Klebsiella pneumoniae, stanowig przyczyne
wiekszos$ci przypadkow infekcji. Dominacja bakterii E. coli wéréd uropatogenéw wynika
przede wszystkim z ich zdolnosci do unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza
oraz do zasiedlania drog moczowych. Co istotne, bakterie UPEC nie s3 jednolitg grupga,
albowiem obejmujg szczepy istotnie roznigce sie profilami wirulencji i opornosci. Genom
E. coli mozna podzieli¢ na zachowany ewolucyjnie genom rdzeniowy (core genome),
obejmujacy geny kodujace biatka petnigce podstawowe funkcje zyciowe komorki oraz
sekwencje wysoce zmienne (accessory genome), obejmujgce mobilne elementy
genetyczne, takie jak plazmidy, profagi i wyspy genomowe, ktorych nabywanie lub utrata,
za posrednictwem horyzontalnego transferu gendw, ksztattuje zdolnos$¢ bakterii do

kolonizacji uktadu moczowego, ich patogennos$c¢ i oporno$¢ na antybiotyki.

Patogennos$¢ UPEC jest determinowana przez zréznicowany zestaw czynnikéw
wirulencji, a nie przez jeden uniwersalny czynnik. Genomy tych bakterii zawierajg geny
zwigzane z adhezjg, umozliwiajgce przyleganie do komdrek nabtonka i kolonizacje, w tym
fimbrie typu 1, PiS, adhezyny Dra/Afa oraz antygen 43. Niosg one réwniez geny kodujace
toksyny, ktére moduluja odpowiedZ immunologiczng i uszkadzaja komérki gospodarza,

jak na przyktad a-hemolizyna, martwiczy czynnik cytotoksyczny 1 (cytotoxic necrotizing



factor 1, CNF1) czy biatko USP (uropathogenic-specific protein), a takze geny
zaangazowane w biosynteze i transport sideroforéw, umozliwiajace efektywne
pozyskiwanie zelaza. Dodatkowe geny i biatka zwigzane z wirulencjg obejmuja czynniki
inwazyjne, biatka autotransporterowe, elementy sekrecyjnego systemu typu VI oraz
produkty uczestniczagce w biosyntezie otoczki i lipopolisacharydu, ktére utatwiajg

ucieczke przed odpowiedzig immunologiczng i hamujg proces fagocytozy.

Tworzenie biofilmu jest kluczowym etapem patogenezy ZUM, umozliwiajacym
UPEC skuteczne przetrwanie i ekspansje w obrebie drog moczowych. Rozwdj biofilmu
umozliwiaja struktury komoérkowe, takie jak fimbrie typu 11 P, ktére rozpoznaja receptory
na powierzchni komorek nablonka gospodarza i inicjuja produkcje macierzy
zewnatrzkomoérkowej chronigcej bakterie przed antybiotykami i komoérkami uktadu
odporno$ciowego. W macierzy biofilmu wystepuja dodatkowo komorki przetrwate
(persister cells), ktére potrafig przetrwac¢ ataki uktadu odporno$ciowego oraz terapie
antybiotykowe i umozliwiajg ponowny wzrost populacji bakteryjnej po zakonczeniu
antybiotykoterapii, co sprawia, ze eradykacja biofilmu jest skrajnie trudna, a nawroty
zakazen sg czeste. Biofilmy moga rowniez powstawac¢ na powierzchniach abiotycznych,
takich jak cewniki moczowe, co czyni leczenie odcewnikowych ZUM szczegdlnie trudnym
zadaniem, albowiem wydtuzajace sie cewnikowanie zwieksza ryzyko zakazenia o okoto
5% na dobe. W Srodowisku szpitalnym biofilm bakteryjny stanowi zrodto przewlektych
zakazen oraz miejsce intensywnego miedzykomorkowego transferu gendw, sprzyjajacego

selekcji i rozprzestrzenianiu sie opornosci na antybiotyki.

Opornos$¢ na Srodki przeciwdrobnoustrojowe ws$réd uropatogendw jest stale
rosngcym problemem, napedzanym w duZej mierze niewtasciwym stosowaniem
antybiotykéw i generuje wysokie koszty leczenia. Odnotowane wskazniki opornosci
réznig sie znacznie w zalezno$ci od regionu geograficznego i grupy antybiotykdéw.
Opornos$¢ na trimetoprim-sulfametoksazol wsréd izolatéw UPEC w Europie wynosi od
14,6 do 60%, podczas gdy oporno$¢ na amoksycyline-kwas klawulanowy miesci sie
w zakresie od 5,3% w Niemczech do 37,6% we Francji, a w krajach rozwijajacych sie
odnotowuje sie jeszcze wyzsze wartosci. Opornos¢ na cefalosporyny II i Il generacji
réwniez rosnie w Europie, a badania izolatéw klinicznych UPEC wykazaty opornos$¢ na
cefalosporyny III generacji i amoksycyline-kwas klawulanowy w niektorych regionach

przekraczajgca 70-85%. Rozlegte stosowanie fluorochinolonéw, w szczego6lnosci



cyprofloksacyny, przyczynito sie do statlego wzrostu opornosci na te grupe lekéw, ktéra
jest wyraznie bardziej rozpowszechniona w regionach o niskich i §rednich dochodach
(w zakresie 55,5-85,5%) niz w krajach wysoko rozwinietych (w zakresie 5,1-32,0%).
Z drugiej strony, izolaty UPEC na ogét pozostaja wrazliwe na karbapenemy
i nitrofurantoine, przy czym ta ostatnia, nadal stanowi terapie pierwszego wyboru
w zalezno$ci od lokalnych wzorcéw opornosci i rodzaju zakazenia. Skale problemu
odzwierciedla wiaczenie E. coli do listy patogen6w monitorowanych przez Europejskie
Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC) a takze dane z globalnego systemu
nadzoru WHO GLASS, wskazujgce na istotne obcigzenie zwigzane z opornoscig na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe ws$rod E. coli i K. pneumoniae, bedacych czestymi przyczynami
zakazen krwi. W zwigzku z rosngcg czestoScia opornosci na  Srodki
przeciwdrobnoustrojowe wsréd bakterii UPEC, pojawita sie pilna potrzeba opracowania

terapii alternatywnych.

Wsrod alternatywnych strategii walki z zakazeniami wywotywanymi przez
wielolekooporne UPEC obiecujacym podej$ciem jest terapia fagowa. Lityczne bakteriofagi
posiadajg kilka swoistych zalet w poréwnaniu z Kkonwencjonalnymi $rodkami
przeciwdrobnoustrojowymi: (I) moga niszczy¢ biofilmy bakteryjne, ktére sa oporne na
leczenie antybiotykami, (II) namnazaja sie w miejscu zakazenia, zapewniajac w ten
sposob samoreplikujgce sie S$rodki bakteriobdjcze oraz (III) zabijaja patogeny
selektywnie, zachowujac przy zyciu pozyteczne bakterie mikrobiomu. Mimo to
zastosowanie terapeutyczne fagdw pozostaje wyzwaniem. Do terapii nadajg sie wylacznie
fagi o Scisle litycznym cyklu rozwojowym, a bioinformatyczna predykcja drogi rozwoju
fagow czesto wymaga potwierdzenia eksperymentalnego. Rzadko badanym aspektem jest
to, ze aktywno$¢ fagdbw moze byC obnizona przez odpowiedZ immunologiczng
gospodarza. Ponadto, wiele bakteriofagéw jest wysoce specyficznych wobec zaledwie

kilku szczepdéw bakterii, co uniemozliwia ich szerokie, uniwersalne zastosowanie.

Co wazne, genomy fagéw stanowig rowniez cenne Zrédio informacji genetycznej,
mogacej zawiera¢ geny kodujace biatka i inne czynniki o znaczeniu zaréwno
aplikacyjnym, jak i poznawczym. Z jednej strony produkty genow znajdujgcych sie
w genomach fagow moga mie¢ uzyteczne aktywnosci biologiczne, takie jak liza komoérek
bakteryjnych lub degradacja struktur na powierzchni bakterii, przez co moga stanowic

zr6dto nowych s$rodkow przeciwdrobnoustrojowych. Z drugiej strony, sekwencje



genomow fagowych moga zawiera¢ informacje przydatne w badaniach réznorodnosci
i ewolucji fagéw, umozliwiajac identyfikacje cech genomowych przydatnych w okreslaniu
pokrewienistwa oraz rekonstrukcji zalezno$ci filogenetycznych miedzy fagami.
Niewatpliwie systematyczna eksploracja genoméw fagéw moze jednocze$nie przyczyniac
sie do odkrywania nowych biatek o znaczeniu aplikacyjnym oraz do lepszego zrozumienia

molekularnej i ewolucyjnej charakterystyki bakteriofagow.

W niniejszej rozprawie skoncentrowaliSmy sie na bakteriofagach infekujacych
bakterie UPEC. Badania obejmowaty zaréwno fagi juz opublikowane, ktorych sekwencje
genomowe byty dostepne w bazie GenBank, jak i poszukiwanie nowych fagéw oraz ich
kompleksowa charakterystyke, uwzgledniajaca analize morfologiczng i fizjologiczna,
ocene stabilnosci i bezpieczenistwa wobec komérek ludzkich, a takze sekwencjonowanie,
skladanie i szczegétowa analize ich genomoéw. PrzeprowadziliSmy réwniez analize
filogenetyczng badanych fagéw w celu okreslenia ich pokrewienistwa z innymi wirusami
infekujgcymi bakterie UPEC. Z kolei analizy genomowe ukierunkowaliSmy na
identyfikacje genéw i cech genomowych o potencjalnym znaczeniu poznawczym i
aplikacyjnym. Szczegbélng uwage poswieciliSmy identyfikacji genéw kodujacych biatka
enzymatyczne, w tym biatka zaangazowane w lize komorek bakteryjnych i potencjalne
depolimerazy, mogace stanowi¢ Zrédio nowych narzedzi przeciwdrobnoustrojowych.
Z drugiej strony, badania miaty takze na celu identyfikacje gen6w o silnym sygnale
filogenetycznym, odgrywajacych istotng role w rekonstrukcji relacji ewolucyjnych nawet

dla blisko spokrewnionych fagéw infekujacych UPEC.

W artykule nr 1 przeprowadziliémy analize 98 bakteriofagéw i wykazaliSmy ich
znaczny potencjal terapeutyczny w zwalczaniu UPEC. StwierdziliSmy, Ze zdecydowana
wiekszo$¢ tych izolatow, a doktadnie 95%, zostala oceniona pod katem zakresu
gospodarza, co stanowi fundament zrozumienia spektrum ich aktywnos$ci wobec réznych
szczepOw  bakteryjnych. W naszym badaniu wyrdzniliSmy siedem fagéw:
vB_Ecos_Golestan, myPSH1131, Killian, 590b, FS2B, UGKSEcP1 i UGKSEcP2 jako dobrze
scharakteryzowanych, potencjalnych kandydatéw do dalszych badan nad terapig fagowa.
Te konkretne szczepy fagowe przeszty szczegétowa analize fizjologiczna
i bioinformatyczng, obejmujaca ocene zakresu gospodarza, stabilnosci, kinetyki rozwoju
i organizacji genomu. Co godne uwagi, analiza faga FS2B ujawnita jego silng aktywnos$¢

lityczna, duzy plon fagowy oraz wyjatkowa stabilno$¢ w szerokim zakresie temperatur



i pH, wraz z potwierdzonym litycznym cyklem rozwojowym i brakiem genéw zwigzanych
z lizogenia. Ponadto zaobserwowali$my, ze fag ten wykazywat synergistyczne dziatanie
zbadanymi antybiotykami, co sugeruje, ze stanowi on przyklad dobrze
scharakteryzowanego faga, ktéry prezentuje duzy potencjat, aby sta¢ sie skuteczna,

spersonalizowang opcja terapeutyczng w nawracajgcych zakazeniach uktadu moczowego.

Analizy bioinformatyczne wykazaty ponadto znaczne zréznicowanie genomowe
fagow infekujacych UPEC. Wielkosci ich genoméw miescity sie w zakresie od 39 091 do
169 905 pz, a liczba przewidzianych otwartych ramek odczytu (open reading frames, ORF)
od 49 do 305. Adnotacje genomow oraz analizy porownawcze przeprowadziliSmy w celu
okreslenia funkcji biatek fagowych. Co istotne, osiem wcze$niej zsekwencjonowanych,
lecz nieopisanych genoméw fagéw zostato w tej pracy poddanych adnotacji po raz
pierwszy. Sposréd 792 unikatowych biatek fagowych zgromadzonych w tabelach
uzupelniajgcych S2 i S3, az 79 biatek fagowych o potencjalnym charakterze aplikacyjnym
zidentyfikowaliSmy w nowo zadnotowanych genomach fagéw anty-UPEC. Szczegdlny
nacisk potozyliSmy na identyfikacje fagowych enzymoéw o potencjalnym zastosowaniu
w strategiach przeciwdrobnoustrojowych, w tym biatek uczestniczacych w lizie komoérek
bakteryjnych oraz potencjalnych depolimeraz, zidentyfikowanych na podstawie
strukturalnych analiz bioinformatycznych. kLacznie, u wszystkich badanych fagow
zidentyfikowano 40 klasycznych endolizyn, 75 holin, 40 spanin i 16 potencjalnych
depolimeraz. Aby doktadniej scharakteryzowac potencjat rozwojowy fagow, wykonalisSmy
predykcje cyklu zyciowego, dostarczajac nowych wynikow i wskazujgc kilka fagow
wymagajacych dalszej weryfikacji eksperymentalnej ze wzgledu na potencjalnie
lizogeniczny cykl rozwojowy. Ponadto opracowaliSmy wieloetapowe podejscie do analizy
filogenetycznej badanych fagéw. W pierwszym etapie, 82 fagi pogrupowali$my w klady na
podstawie ich wstepnego podobienstwa i pokrewienistwa ewolucyjnego, okreslonego na
podstawie drzewa proteomicznego wygenerowanego z wykorzystaniem programu
ViPTree. Nastepnie, za pomoca oprogramowania OMA, zidentyfikowaliSmy grupy genow
ortologicznych. W kolejnym etapie oceniliSmy poszczegdlne matryce uszeregowan
sekwencji biatkowych pod katem liczby miejsc parsymonicznie informatywnych. Na tej
podstawie = wytypowaliSmy  geny  dostarczajagce  informacji  filogenetycznej
i wykorzystaliSmy je do skonstruowania drzew wielogenowych. Nalezaty do nich miedzy
innymi geny kodujace biatka ogonka, biatka portalowe oraz biatka zwigzane z replikacja

genomu. Z analizy wykluczyliSmy sekwencje o wysokim stopniu zakonserwowania.



Te nowo wykonane analizy w znacznym stopniu wzbogacity dostepng
charakterystyke bioinformatyczng genomoéw fagowych i dostarczyty nowych informacji
o ich potencjale aplikacyjnym, cechach rozwojowych i relacjach ewolucyjnych tych fagéw.
Co wazne, analizy przeprowadzone z uzyciem wielu narzedzi bioinformatycznych
konsekwentnie wskazywaty na brak czynnikéw wirulencji i genéw opornosci na
antybiotyki w analizowanych genomach fagéw. Wyniki te demonstrujg istotnos¢
i znaczenie kompleksowej charakterystyki fagéw dla oceny ich stabilnosci,
bezpieczeistwa wobec komorek ludzkich, ich cech rozwojowych i zaleznoSci

ewolucyjnych, przed zastosowaniem terapeutycznym.

Mimo tych obiecujgcych wynikéw zidentyfikowaliSmy istotne luki metodologiczne
i niespdjnosci w opublikowanych pracach, ktére utrudniajg ocene przydatnosci badanych
fagow w terapii fagowej. Nasza praca przegladowa (artykul nr 1) ujawnita, ze kluczowe
dane dotyczace bezpieczenstwa fagéw w duzej mierze nie istnieja, a co wazne, zaden z 98
analizowanych fagéw nie zostat przetestowany pod katem cytotoksycznosci wobec
komérek eukariotycznych. Ponadto tylko 42% przeanalizowanych fagéw miato zbadang
wydajnos¢ infekcji (efficiency of plating, EOP). Brak wynikéw tej analizy, jest istotnym
zaniedbaniem prowadzacym do nieprecyzyjnych ocen skutecznosci dziatania
opublikowanych fagéw. Z kolei badania stabilnosci przeprowadzono jedynie dla 20%
szczepow fagowych pod wzgledem temperatury i 19% pod wzgledem pH. Dodatkowo
15% genomow fagowych w ogdle nie zostalo zsekwencjonowanych, a inne nie miaty
wykonanej prawidlowej adnotacji ani analizy filogenetycznej. W celu zaradzenia tym
ograniczeniom doszliSmy do wniosku, Ze przyszie badania powinny opieraé sie na
ustandaryzowanych, kompleksowych protokotach charakterystyki fagéw, a konkretnie,
opowiedzieliSmy sie za obowigzkowymi testami EOP, doktadnymi badaniami
przesiewowymi pod katem cytotoksycznos$ci, badaniami stabilno$ci w warunkach
fizjologicznie istotnych oraz rygorystyczng weryfikacja bioinformatyczng genoméw pod
katem obecnosci genéw toksyn i opornosci na antybiotyki, aby méc oceni¢ potencjat

badanych fagéw w zastosowaniu w terapii fagowe;j.

Majac na uwadze ograniczenia dotyczace charakterystyki bakteriofagow,
zidentyfikowane w pracy nr 1, staraliSmy sie im zaradzi¢ we wtasnych badaniach
eksperymentalnych, przedstawionych w artykule nr 2. W tej pracy wyizolowaliSmy

i wszechstronnie scharakteryzowaliSmy kilka nowych litycznych bakteriofagow



infekujacych Kkliniczne szczepy UPEC oraz zaproponowaliSmy pie¢ nowych gatunkéw
fagow: 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 wazne, wyszliSmy
daleko poza opisowe raportowanie dominujgce w literaturze: zamiast jedynie rejestrowac
zakres gospodarzy standardowo stosowanym testem nakropien (spot test), wykonali$my
analize EOP i zintegrowali$my charakterystyke fagéw z poré6wnawcza analizg genomowa
samych gospodarzy bakteryjnych. Ponadto wykonaliSmy szeroka analize
bioinformatyczna genomdw fagowych, wykluczyliSmy wystepowanie gendéw toksyn
i gendw opornosci na antybiotyki oraz udokumentowali$my obecno$¢ genéw kodujacych
potencjalne biatka lityczne, takie jak endolizyny, holiny i spaniny, u wszystkich nowo

zidentyfikowanych fagow.

Aby ustali¢ pozycje filogenetyczng badanych fagéw, zmodyfikowaliSmy nieco
podejscie zastosowane w pracy przegladowej nr 1. Odlegtosci genomowe pomiedzy
analizowanymi fagami okres$liliSmy za pomoca programu VIRIDIC, a nastepnie
przeprowadziliSmy rekonstrukcje relacji filogenetycznych na podstawie drzew
wielogenowych. Do analiz wykorzystaliSmy grupy gendw ortologicznych zidentyfikowane
za pomocg oprogramowania OMA. Po wykonaniu uszeregowania sekwencji oraz ocenie
ich sygnatu filogenetycznego wykluczyliSmy sekwencje charakteryzujace sie
niewystarczajacg liczbg miejsc parsymonicznie informatywnych, a pozostate
wykorzystaliSmy do rekonstrukcji drzew. Wsrod gendw wykorzystanych do rekonstrukeji
znajdowaly sie miedzy innymi geny kodujgce biatka ogonka, matg i duza podjednostke

terminazy, a takze biatka zwigzane z lizg komorki, w tym holiny i spaniny.

Ponadto wykazalismy, ze wtasciwosci biologiczne i bezpieczenstwo badanych
fagow istotnie réznicujg ich potencjalng przydatno$¢ w terapii fagowej. Fag vB_EcoS-
149_4M, charakteryzujacy sie najszerszym zakresem gospodarza, wysoka stabilno$cia
w badanych warunkach oraz korzystnym profilem bezpieczenstwa, obejmujacym brak
genow kodujacych toksyny i determinanty opornosci na antybiotyki oraz brak
wykrywalnego dziatania cytotoksycznego wobec badanych linii komoérek ludzkich,
stanowi obiecujgcego kandydata do dalszych zastosowan aplikacyjnych. Natomiast fagi
vB_Eco0S-179_3ivB_EcoP-179_5 prezentuja bardzo waski zakres gospodarza, ograniczony
do infekcji szczepu EC179, co wskazuje na ich potencjalng przydatno$c¢ raczej w podejsciu

zindywidualizowanym niz w zastosowaniach o charakterze uniwersalnym.



Chociaz identyfikacja pieciu nowych gatunkéw bakteriofagéw anty-UPEC
poszerzyta dotychczasowa pule 98 opisanych fagéw zdolnych do infekcji tych
uropatogendw, to uzyskane wyniki wskazujg jednak, Ze liczba opisanych fagéw litycznych
infekujacych UPEC nadal pozostaje niewystarczajgca w poréwnaniu z duza liczbg
i znacznym zréznicowaniem genotypowym i fenotypowym przedstawicieli tej grupy
bakterii. Szczeg6lnie wymownym przyktadem jest szczep EC256, dla ktérego w ramach

przeprowadzonych badan nie udato sie zidentyfikowac infekujgcego go bakteriofaga.

Strategie wieloaspektowej charakterystyki pozyskanych ze $rodowiska
bakteriofagdw rozszerzyliSmy jeszcze bardziej w pracy nr 3, dotyczacej bakteriofaga vB-
EcoS_57-3 i jego endolizyny 57_3Lys. W tej pracy wyizolowaliSmy faga ze Sciekéw
miejskich, scharakteryzowaliémy go jako faga o morfologii siphoviruséw i oceniliSmy
morfologie tysinek, ktéra sugeruje dzialanie depolimerazy. W petni zsekwencjonowaliSmy
i opisaliSmy jego genom o dtugosci 45 774 pz, obejmujacy 91 ORF, oraz jednoznacznie
ustaliliSmy jego pozycje taksonomiczng jako nowego przedstawiciela rodzaju
Veterinaerplatzvirus w rodzinie Drexlerviridae. Ponadto eksperymentalnie zbadaliSmy
cykl rozwojowy faga: okresliliSmy czas latencji wynoszacy 11 minut, plon fagowy na
poziomie okoto 42 PFU na komoérke, umiarkowanie szybka adsorpcje osiggajaca
wydajnos¢ 80% w ciggu 10 minut oraz wysoce wydajny rozwoj lityczny, prowadzacy do
istotnej redukcji liczby zywych komorek bakteryjnych w ciggu 30 minut. Co istotne,
przetestowaliSmy faga w warunkach zblizonych do warunkéw zamierzonego
zastosowania klinicznego, czyli w sztucznym moczu przy pH 4,5, 5,8 i 6,5, w ktérym fag
pozostat stabilny i redukowat liczbe bakterii do zaledwie 10% poczatkowej ich liczby po
24 godzinach. Dodatkowo wykluczyliSmy niekorzystne dziatanie lizatu fagowego na
komorki ssacze, wykazujac brak cytotoksycznosci wobec ludzkich linii pecherza

moczowego (T24) i nerki (HEK293).

W dalszej czeSci pracy zwrdciliSmy uwage na kodowane przez fagi biatka,
poniewaz enzymy lityczne pochodzenia fagowego stanowig ciekawg grupe czynnikéw o
wtasciwosciach przeciwbakteryjnych. Jak podsumowaliSmy w artykule nr 4, endolizyny
to enzymy degradujgce peptydoglikan, produkowane w trakcie litycznego cyklu faga
i majg wiele zalet, takich jak szybkie zabijanie bakterii, niskie prawdopodobienstwo
rozwoju opornosci, aktywnos¢ synergistyczna vA innymi Srodkami

przeciwdrobnoustrojowymi oraz skuteczno$¢ zarowno wobec komorek planktonicznych,



jak i biofilméw bakteryjnych. Poprzez zastosowanie technik inzynierii genetycznej, ich
spektrum dziatania mozna nawet celowo modyfikowa¢, na przyktad poprzez fuzje
z komponentami uszkadzajagcymi btone zewnetrzng, domenami wigzacymi $ciane
komoérkowa dla bardziej specyficznego dziatania lub peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi. Niemniej jednak liczba doniesien na temat endolizyn
wykazujacych bezposrednia aktywnos$¢ wobec uropatogenéw, w szczeg6lnosci bakterii
UPEC, pozostaje ograniczona. Istotnym ograniczeniem ich zastosowania wobec Gram-
ujemnych bakterii UPEC jest obecno$¢ btony zewnetrznej, ktéra stanowi bariere
utrudniajgca dostep egzogennie aplikowanych enzyméw do warstwy peptydoglikanu.
Dodatkowe wyzwania obejmujg ryzyko zaburzen mikrobiomu wynikajgce ze zbyt
szerokiego spektrum aktywnoSci przeciwbakteryjnej, trudnosci w oczyszczaniu oraz fakt,
ze zbyt niskie stezenia endolizyn moga zmienia¢ fenotyp bakterii w sposdb potencjalnie
niekorzystny dla pacjenta, co uwidacznia konieczno$¢ przeprowadzenia doktadnej oceny

ich bezpieczenstwa.

Poszukujac opisanych w artykule nr 4 endolizyn, przeanalizowaliSmy genomy 75
litycznych fagéw anty-UPEC dostepnych w bazie GenBank. Analiza ta pozwolita nam
zidentyfikowa¢ 39 potencjalnych endolizyn w 30 genomach fagowych. Zidentyfikowane
enzymy obejmowaty zaréwno biatka wczesniej opisane przez innych badaczy, jak i biatka
opisane po raz pierwszy przez nas. Przeprowadzona analiza in silico wykazata znaczna
réznorodnos$¢ potencjalnych endolizyn pod wzgledem przewidywanej aktywnosci
enzymatycznej. Wsrdd zidentyfikowanych biatek wyrozniono pie¢ grup obejmujacych
enzymy z domenami lizozymowymi, amidazowymi i peptydazowymi, a takze biatka o
przewidywanej aktywnoSci  transglikozylazowej i hydrolazowej. Parametry
fizykochemiczne zidentyfikowanych endolizyn wskazujg, Zze masy czasteczkowe tych
biatek miescity sie w zakresie od okoto 8,7 do 22,6 kDa, a ich punkty izoelektryczne
wskazywaly na zasadowy charakter. Warto$ci wskaznika niestabilno$ci sugerowaty dobrg
stabilno$¢ wiekszosci analizowanych biatek, natomiast wysokie wartosci wskaznika
alifatycznosci wskazywaly na ich potencjalng stabilnos¢ termiczng. Ujemne wartosci
wspotczynnika GRAVY wskazywaty z kolei na hydrofilowy charakter biatek i ich
przewidywang rozpuszczalnos¢ w wodzie. Dodatkowo w sekwencjach tych biatek
zidentyfikowaliSmy  wiele = sekwencji ~ przeciwdrobnoustrojowych  peptydéw

(antimicrobial peptides, AMP), co wskazuje na ich potencjalne wtasciwosci lityczne.



Szczegllnie interesujace byto rowniez nasze odkrycie, Ze w genomach siedmiu
fagow wystepuja duze biatka o masie od 120 do 145 kDa z domenami przypominajacymi
endolizyny, ktére prawdopodobnie utatwiajg wstrzykiwanie materiatu genetycznego faga
do wnetrza komorki na poczatku infekcji, a nie ostateczng lize komérki. Co wiecej,
przeprowadzona przez nas analiza filogenetyczna i funkcjonalna ujawnita problemy
zwigzane z prawidlowg adnotacja niektérych, opisanych przez innych badaczy
potencjalnych endolizyn. W przypadku kilku biatek pierwotnie opisanych jako endolizyny
analiza zidentyfikowanych domen wskazata na mozliwo$¢ ich btednej klasyfikacji.
Przykltadowo, w przypadku biatek pochodzacych z fagow Killian i ZCEC14
zidentyfikowano domeny charakterystyczne odpowiednio dla  beztlenowej
rybonukleozydo-trifosforanowej reduktazy oraz RNazy H T4, a takze domene inhibitora
proteazy uczestniczacej w dojrzewaniu gtéwki bakteriofaga. Obecnos$¢ tych domen,
a takze przeprowadzona klasyfikacja filogenetyczna sugerowaty, Zze analizowane biatka
moga peti¢ inne funkcje niz degradacja peptydoglikanu i prawdopodobnie nie sg
endolizynami. Wyniki te wskazuja na konieczno$¢ szczegétowej weryfikacji biatek

adnotowanych jako endolizyny fagowe.

Kontynuacjg prac bioinformatycznych dotyczacych fagowych endolizyn byty nasze
kolejne badania eksperymentalne, opisane w pracy nr 3. W tej pracy dokonaliSmy
walidacji funkcjonalnej endolizyny faga vB-EcoS_57-3, nazwanej 57_3Lys. In silico
ustaliliSmy, ze 57_3Lys to niewielkie biatko o dtugosci 161 aminokwasow i masie 17,55
kDa. Na podstawie analizy domen zidentyfikowanych w 57_3Lys udato sie ustali¢, ze jest
to endolizyna SAR klasy II, reprezentowanej przez endolizyne R21 lambdoidalnego faga
21. W obrebie sekwencji 57_3Lys zidentyfikowaliSmy N-koncowy, umiarkowanie
hydrofobowy segment 20 reszt jako domene ,signal-anchor-release”, katalityczng triade
E(X)g-D(X)s-T w pozycjach E26, D35 i T41 oraz kationowy, amfipatyczny region podobny
do peptydéw przeciwdrobnoustrojowych AMP, miedzy resztami 110 a 140. W ramach
przeprowadzonych prac eksperymentalnych, sklonowaliSmy i nadprodukowali$my
enzym, a nastepnie oczyszczaliSmy go metoda chromatografii powinowactwa, uzyskujac
biatko o masie okoto 17,55 kDa, zgodnej z warto$cig przewidywang in silico. Nastepnie,
wykorzystujac azydek sodu (NaN3), bedacy inhibitorem translokazy Sec u E. coli,
wykazaliSmy zalezne od stezenia zahamowanie lizy komorek bakteryjnych indukowanej
przez 57_3Lys. Przy stezeniu 5 mM NaNj3 efekt lityczny byt wyraZnie ograniczony,

natomiast przy 10 mM zostat niemal catkowicie zahamowany. W potaczeniu z obecnoscia



przewidywanej N-konicowej domeny SAR oraz charakterystycznego dla endolizyn SAR
klasy Il motywu E(X)g-D(X)s-T, wyniki te dostarczyty zbieznych dowodéw na udziat szlaku
Sec w translokacji 57_3Lys do przestrzeni peryplazmatycznej. Oprdcz tego, wykazaliSmy,
ze oczyszczone biatko 57_3Lys, zastosowane zewnetrznie wobec komoérek klinicznego
izolatu UPEC, EC57, wykazywato aktywnos$¢ przeciwbakteryjng bez dodatku
zewnetrznego permeabilizatora btony zewnetrznej, powodujgc istotne zmniejszenie
zaro6wno metnosci hodowli, jak i liczby zywych komoérek wyrazonej w CFU/mL. Efekt ten
rozwijatl sie powoli i byl obserwowany po 24 godzinach inkubacji, podczas gdy w ciggu
pierwszych 60 minut nie stwierdzono istotnego dziatania przeciwbakteryjnego.
W przeciwienstwie do 57_3Lys, komercyjnie dostepny lizozym nie wykazywat istotnego
dziatania przeciwbakteryjnego, co prawdopodobnie wynikato z ograniczonego dostepu
enzymu do warstwy peptydoglikanu. Obserwowana aktywnos$¢ 57_3Lys wobec komoérek
Gram-ujemnych moze by¢ zwigzana z obecnoscig przewidywanego C-koncowego regionu
AMP, obejmujacego reszty 110-140 i wzbogaconego w reszty dodatnio natadowane oraz
hydrofobowe, ktéry moze sprzyjac elektrostatycznym oddzialtywaniom
z lipopolisacharydem i destabilizacji btony zewnetrznej, utatwiajac dostep domeny
enzymatycznej do peptydoglikanu. Nalezy jednak podkresli¢, ze udziat tego regionu
w aktywnos$ci 57_3Lys pozostaje hipoteza wymagajaca bezposredniej weryfikacji

eksperymentalne;j.

Podsumowujac, przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej byta kompleksowa
analiza bakteriofagow infekujacych uropatogenne szczepy E. coli oraz poszukiwanie w ich
genomach czynnikéw o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym i poznawczym. Podjecie tej
tematyki  wynikatlo z  narastajagcego  problemu  opornosci na  $rodki
przeciwdrobnoustrojowe  ws$réd uropatogendéw, zwigzanego miedzy innymi
z niewtasciwym stosowaniem antybiotykéw. Skala tego zjawiska jest zréznicowana
w zaleznosci od regionu geograficznego oraz stosowanej klasy antybiotykéw, co wskazuje
na potrzebe poszukiwania alternatywnych metod zwalczania zakazen wywotywanych
przez UPEC. Jedng z takich mozliwosci stanowi terapia fagowa, ktorej potencjal wynika
miedzy innymi ze zdolnosci fagow litycznych do eliminacji biofilméw, namnazania sie
w miejscu zakazenia oraz selektywnego oddzialywania na bakterie patogenne, przy

ograniczonym wptywie na bakterie komensalne.



Przeprowadzony przez nas systematyczny przeglad 98 bakteriofagéw anty-UPEC
wykazat jednak istotne braki w sposobie ich dotychczasowej charakterystyki. Szczegdlnie
widoczne byly ograniczenia dotyczace oceny bezpieczenstwa, w tym brak badan
cytotoksycznos$ci wobec komoérek eukariotycznych, a takze niepetne oznaczenia EOP,
ograniczony zakres badan stabilno$ci oraz niekompletna adnotacja i analiza genomdw.
Wyniki te wskazaly na potrzebe stosowania bardziej kompleksowego i ujednoliconego
schematu oceny bakteriofagéw. Wyniki uzyskane w czes$ci eksperymentalnej rozprawy
stanowity nasza bezposrednig odpowiedZ na zidentyfikowane wcze$niej ograniczenia.
WyizolowaliSmy i kompleksowo scharakteryzowaliSmy nowe lityczne bakteriofagi
infekujgce kliniczne szczepy UPEC, co doprowadzito do zaproponowania pieciu nowych
gatunkoéw. Szczegblng uwage zwrdcit fag vB_EcoS-149_4M, ktory ze wzgledu na szeroki
zakres gospodarza, wysoka stabilno$¢ oraz korzystny profil bezpieczenstwa zostat
wskazany jako kandydat do dalszych badan w kierunku oceny jego przydatnos$ci w terapii
fagowej. Podejscie to rozszerzyliSmy dodatkowo poprzez poglebiong charakterystyke
bakteriofaga vB-EcoS_57-3 i jego endolizyny 57_3Lys. Istotnym elementem badan byta
ocena wiasciwosci faga w warunkach zwigzanych z potencjalnym zastosowaniem
w zakazeniach uktadu moczowego. WykazaliSmy jego stabilno$¢ i aktywnos¢ lityczng
w sztucznym moczu o warto$ciach pH odpowiadajacych zakresowi wystepujagcemu
w drogach moczowych, a jednocze$nie nie stwierdziliSmy cytotoksycznego dziatania
wobec ludzkich komdrek. Rownolegle przeprowadziliSmy analize 75 genomow litycznych
bakteriofagdw anty-UPEC, koncentrujac sie na identyfikacji potencjalnych endolizyn.
ZidentyfikowaliSmy 39 biatek nalezgcych do pieciu grup funkcjonalnych, réznigcych sie
przewidywang aktywno$cia enzymatyczng. Analiza ta pokazata réwniez, ze sama
adnotacja genomu nie zawsze pozwala na wiarygodng identyfikacje endolizyn.
Szczegbétowa analiza endolizyny 57_3Lys pozwolita nastepnie na potgczenie przewidywan
bioinformatycznych z wynikami badan funkcjonalnych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
zidentyfikowana przez nas endolizyna 57_3Lys wykazuje dziatanie antybakteryjne
i w przyszto$ci moze mie¢ praktyczne zastosowanie w leczeniu ZUM. Enzym ten byt
zdolny do znaczacego zmniejszenia zaréwno metnosci, jak i liczby zywych komorek
klinicznego izolatu UPEC bez dodatku egzogennego permeabilizatora btony zewnetrznej,
co podkresla jego aktywno$¢ wobec ostony bakterii Gram-ujemnych i umacnia potencjat
terapeutyczny enzymow  litycznych  pochodzenia fagowego jako  strategii

komplementarnej wobec terapii fagowe;.



Co istotne, uzyskane w ramach tej rozprawy wyniki majg znaczenie nie tylko
w kontekscie poszukiwania nowych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych, ale rowniez
znaczenie poznawcze, istotne z punktu widzenia badan nad biologiag i ewolucja
bakteriofagdw. Analiza genéw wptywajacych na topologie drzew filogenetycznych
pozwolita wskaza¢ sekwencje szczegdlnie przydatne do odtwarzania relacji ewolucyjnych
pomiedzy fagami anty-UPEC. Wybrane geny, w tym geny kodujgce biatka ogona, biatka
portalowe, lityczne oraz biatka zwigzane z replikacjg, charakteryzowaly sie silnym
sygnatem filogenetycznym. Mogg one zatem stanowi¢ uzyteczne markery genomowe,
pomocne w rozréznianiu blisko spokrewnionych fagéw oraz zwiekszaniu wiarygodnosci

ich klasyfikacji i rekonstrukcji zalezno$ci ewolucyjnych.

Ostatecznie wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy pokazujg, ze
bakteriofagi sg Zrédiem réznorodnych czynnikéw o potencjalnym znaczeniu zaréwno
aplikacyjnym, jak i poznawczym. Ich kompleksowa charakterystyka pozwala nie tylko
identyfikowa¢ i ocenia¢ kandydatéw do wykorzystania w nowych strategiach
przeciwdrobnoustrojowych, lecz takze dostarcza informacji przydatnych do poznania
réznorodnosci, biologii i ewolucji tych wiruséw. Szczegblne znaczenie ma potgczenie
klasycznych badan biologicznych z analiza bioinformatyczng genomu i badaniem
zalezno$ci filogenetycznych, co pozwala na petniejsza ocene zaréwno mozliwosci
wykorzystania fagow i ich produktdw, jak i glebsze zrozumienie biologii i ewolucji

bakteriofagow.



