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Streszczenie

Waglik jest powazng, czesto $miertelng choroba odzwierzgca wywotlywang przez
przetrwalnikujaca laseczk¢ Bacillus anthracis, wystepujaca zwykle w glebie w $rodowisku
ro$linozercow (tj. owiec, bydta, kéz). Naturalne infekcje u ludzi wystepuja gtdéwnie w wyniku
kontaktu z zakazonymi produktami zwierzgcymi (np. mi¢so, wetna lub skory). Zalecana procedura
leczenia polega na dlugiej antybiotykoterapii, a jej skutecznos$¢ jest warunkowana szybkoscia
podania leku. Szczepy B. anthracis o naturalnie lub sztucznie wyksztatconej antybiotykoopornosci
moga by¢ potencjalnie uzyte w ataku bioterrorystycznym, a rozprzestrzenianie si¢ spor moze
prowadzi¢ do powaznego i dlugotrwatego skazenia gleby i powierzchni.

Bakteriofagi oraz ich enzymy lityczne, endolizyny (lizyny), moga sta¢ si¢ pomocne w walce
z B. anthracis, a takze znalez¢ zastosowanie w dezynfekcji, dekontaminacji lub w testach
identyfikacji i wykrywania laseczki waglika. W ramach niniejszej pracy wyizolowano i opisano trzy
nowe bakteriofagi, J5a, F16Ba i zla, ktore okazaly si¢ specyficzne wobec B. anthracis. Fagi te
reprezentujag nowe gatunki. Ich genomy zsekwencjonowano, a otrzymane czasteczki DNA oraz
sekwencje przewidywanych biatek zostaly dokladnie przeanalizowane, z uwzglednieniem
filogenetycznej i genomowej analizy poréwnawczej wzgledem 10-ciu najbardziej podobnych fagow
waglikowych. Przeprowadzono podstawowa charakterystyke biologiczna wyizolowanych fagéw,
w tym okres$lono ich morfologi¢, szybkos$¢ adsorpcji, cykl replikacji, a takze stabilno$¢ w réznych
warunkach pH i temperatury. Wykazano, ze nowe fagi charakteryzuja si¢ szybkim czasem
namnazania 1 wysoka stabilno$cia w zmieniajacych si¢ warunkach zewnetrznych. Okreslono
ponadto typ i sekwencj¢ nukleotydowa koncoéw czasteczek DNA wirionow, a takze mechanizm
pakowania DNA do kapsydow.

Nowe fagi koduja nieopisane dotad endolizyny, wyraznie r6éznigce si¢ od tych kodowanych
przez najbardziej znane fagi waglikowe: Gamma, Cherry, Fah, AP631 i Wbeta. Geny kodujace nowe
lizyny sklonowano i poddano ekspresji w E. coli. Dwa z ich produktow, lizyng faga J5a i faga F16Ba,
otrzymano w postaci oczyszczonych preparatow biatkowych, po czym zbadano ich aktywnos¢
wzgledem szeéciu szczepow B. anthracis i 33 innych szczepow Bacillus. Obie lizyny powodowaty
wyrazne 1 szybkie zalezne od st¢zenia zmniejszanie gestosci optycznej zawiesin testowanych
szczepow laseczki waglika (w tym szczepow zjadliwych), co wskazuje na ich potencjat do zabijania
tego patogenu. Zmniejszaly réwniez gestos¢ optyczng zawiesin komoérek niektdrych innych
gatunkoéw Bacillus, w tym szczepu B. subtilis, co wskazato na ich szerszy zakres gospodarza niz
zakres gospodarzy fagoéw, z ktorych pochodza.

Fagi specyficzne dla laseczki waglika nie sa w przyrodzie zbyt rozpowszechnione, wykazuja
tez niewielkg roznorodno$¢ genetyczng. Wyizolowanie i opisanie nowych fagéw znacznie

wzbogacito dotychczasowy stan wiedzy w tej dziedzinie.
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Summary

Anthrax is a serious, often fatal zoonotic disease caused by Bacillus anthracis, a spore-
forming rod typically found in soil within the environment of herbivores (i.e., sheep, cattle, and
goats). Natural human infections occur mainly in people exposed to infected animal products
(e.g., meat, wool or hides). The recommended treatment procedure relies mainly on a long
antibiotic therapy which must be administered immediately after the exposure. B. anthracis
strains with naturally or artificially developed antibiotic resistance can be potentially used in
a bioterrorist attack and spore dissemination can lead to serious and long-lasting soil and surface
contamination.

Phages and their lytic enzymes, endolysins (or lysins), can be potentially utilized in the
fight against anthrax bacilli but also they can be used as disinfectants and decontaminants or find
use in B. anthracis identification and detection assays. In this thesis, three new isolated phages
specific against B. anthracis, J5a, F16Ba and z1a, were described. Each of them represents a new
species. Their genomes were sequenced and the obtained DNA molecules and the sequences of
their predicted proteins were thoroughly analyzed, including phylogenetic and genomic
comparison against 10 other most similar anthrax phages. The basic biological characteristics of
the isolated phages including determination and description of their morphology, adsorption,
replication, and also pH and thermal stability were also performed. The new phages showed
quick progeny production and high stability in changing external conditions. Moreover, their
DNA termini type and their sequences, along with the DNA packaging mechanism were
determined.

Nucleotide sequences of the new phages endolysins are noticeably different from those
encoded by most known anthrax phages: Gamma, Cherry, Fah, AP631, and Whbeta. Genes
encoding these proteins were cloned and expressed in E. coli. J5a phage- and F16Ba phage-
derived lysins were obtained, purified and also tested against six B. anthracis strains and 33 other
Bacillus strains. Both proteins showed distinct and quick concentration-dependent optical density
reduction of the tested anthrax strains suspensions (incl. virulent strains) indicating their ability
to kill this pathogen. However, they were also able to reduce the optical density of some other
Bacillus strains, like B. subtilis, which demonstrated their broader host range in comparison to
their respective phages.

B. anthracis-specific phages are not very common in nature and show little genetic
diversity. Isolating and describing new anthrax phages significantly enriched the current state of

the art in the field of their biology.
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Wykaz skrotow

aa —ang. amino acid(s), aminokwas(-y)

BLAST — ang. Basic Local ALignment Search Tool

bp — ang. base pair, par zasad

BWA — ang. biowarfare agent, czynnik broni biologicznej

CBD - ang. cell-binding domain, domena wigzaca do komorki bakteryjne;j
CDS - ang. coding DNA sequence, region kodujacy

CFU — ang. colony forming unit, jednostka tworzaca koloni¢

FDA — Food and Drug Administration

GA —ang. Gibson Assembly

kb — ang. kilobase, tysigc par zasad

MDR — ang. multidrug resistant (bacteria), bakterie wielolekooporne
MOI — ang. Multiplicity Of Infection, optymalny wspotczynnik infekcji
NCBI — National Center for Biotechnology Information

nt — nukleotyd(-y)

OD — ang. optical density, gestos¢ optyczna

ORF — ang. open reading frame, otwarta ramka odczytu

PBS — ang. phosphate buffered saline, zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
pDNA — plazmidowe DNA

PFGE — ang. Pulsed Field Gel Electrophoresis, elektroforeza zelowa w polu pulsacyjnym
PFU — ang. plaque forming unit, jednostka tworzgca tysinke

rpm — ang. revolutions per minute, obroty na minutg

TEM — ang. transmission electron microscopy, elektronowy mikroskop transmisyjny
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1. WSTEP

1.1. Bacillus anthracis — czynnik etiologiczny waglika

Bacillus anthracis to przetrwalnikujgca Gram-dodatnia laseczka, wystepujaca
zwyczajowo w glebie w $rodowisku zwierzat roslinozernych (tj. owiec, bydia i koéz) [28],
0 $rednich rozmiarach 1-1,5 x 3-10 um. Nalezy do grupy Bacillus cereus. Grupa ta jest wysoce
jednorodng podgrupa rodzaju Bacillus, a jej gltownymi cztonkami sg Bacillus cereus, Bacillus
anthracis i Bacillus thuringiensis. Szczepy Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides
i Bacillus weihenstephanensis to drugorzedowe gatunki nalezgce do tej grupy [147, 151].
Chociaz wigkszos$¢ gatunkow z tej grupy uwaza si¢ za niepatogenne [27], to szczepy B. cereus
I B. anthracis sa przyczyna powaznych choréb u ludzi. Laseczka waglika jest prawdopodobnie
najbardziej znanym z tych gatunkéw bedac przyczyna waglika, powaznej, czesto $miertelnej

choroby odzwierzgce;.

Cechg powszechnie uwazang za rdznicujaca B. anthracis od gatunkow pokrewnych jest
obecnos¢ czynnikow wirulencji, tj. dwoch egzotoksyn (toksyny letalnej wywotujacej nekroze
tkanek i toksyny obrzgkowej) oraz otoczki ztozonej z kwasu poli-y-D-glutaminowego [102].
Zwiazek ten chroni bakteri¢ przed fagocytoza i odpowiada za nieimmunogennos$¢ bakterii.
Toksyny 1 sktadnik otoczki sg kodowane przez dwa r6ézne plazmidy, odpowiednio pXO1 i pXO2.
Szczepy B. anthracis pozbawione plazmidéw jako glownych nos$nikow genow czynnikow
wirulencji sg jednak nadal zdolne do wywolywania silnego zapalenia i Smiertelnosci, jak
wykazano w mysim modelu infekcji [5]. Na poziomie genomowym szczepy B. anthracis sa tak
podobne do niektérych innych gatunkoéw z grupy B. cereus, iz uwaza si¢, ze dopiero niedawno
wyewoluowaty jako osobny gatunek. Ponadto w obrgbie gatunku szczepy B. anthracis wykazuja
niewielkie zroznicowanie genetyczne, przypuszczalnie w wyniku dtugich okreséw spoczynku
W postaci przetrwalnikow w glebie [144]. Endospory B. anthracis sg niezwykle odporne na
trudne warunki srodowiskowe, dzigki czemu mogg przetrwa¢ w glebie przez wiele lat i zarazaé

pasace sie¢ zwierzeta [91].

Ze wzgledu na wysoka zachorowalno$¢ i1 Smiertelno$¢, niskg dawke zakazng, wzgledng
fatwo$¢ wytwarzania oraz trudno$¢ w wykrywaniu i dekontaminacji, laseczka waglika,
zwlaszcza w postaci przetrwalnikow, stanowi jedno z najwiekszych zagrozen bronig biologiczng.
Z tego powodu gatunek B. anthracis zostat zaliczony przez amerykanskie CDC (Center for
Disease Control and Prevention) do kategorii A patogendéw. Mimo, Ze naturalnie wystepujace

przypadki sg bardzo nieliczne (na przyktadzie krajow europejskich patrz Ryc. 1), to w przypadku
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celowego uwolnienia zarodnikéw w formie aerozolu lub skazenia wody pitnej istnieje duze

zagrozenie dla bezpieczenstwa danego kraju i zdrowia publicznego [134].
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Rycina 1. Liczba przypadkoéw zakazen laseczka waglika zgtoszonych w krajach Unii Europejskiej w latach 2007-
2021 (zrédlo - http://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx?Dataset=27&HealthTopic=5).

Obecnie, wedlug CDC, zalecanym postepowaniem w przypadku infekcji laseczka
waglika jest antybiotykoterapia o szerokim spektrum dziatania lub terapia antytoksynami. Aby
chroni¢ przed opdznionym kietkowaniem spor podawanie antybiotyku (penicylina,
doksycyklina, ciprofloksacyna) moze jednak trwaé nawet do 60 dni i moze wymagaé podawania
dozylnego. Dodatkowo szansa na pelne wyzdrowienie zwigksza si¢ poprzez uzyskanie opieki
medycznej w krotkim czasie po ekspozycji [84]. Niestety, stosowanie antybiotykow u zwierzat,
ktore nastgpnie byly grzebane w ziemi sprzyja wyksztatcaniu antybiotykoopornosci przez
bakterie, przez co skuteczno$¢ leczenia moze spada¢. Sama dekontaminacja skazonego
srodowiska jest zkolei rowniez ogromnym wyzwaniem. Mozna w tym celu stosowac
formaldehyd lub kwas nadoctowy, jednak zwiazki te uzyte w duzej ilosci sa nieprzyjazne

srodowisku.

Mozna zatozy¢, iz szczepy B. anthracis o naturalnie lub sztucznie (poprzez modyfikacje
genetyczne) wyksztatconej antybiotykoopornosci moga by¢ potencjalnie wykorzystane w ataku
bioterrorystycznym, jako bron masowego razenia [141]. Dlatego tez w interesie publicznym lezy
opracowywanie nowych, szybkich $rodkéw przeciwbakteryjnych przeciwko B. anthracis,
0 innych mechanizmach dziatania niz powszechnie stosowane antybiotyki. Bakteriofagi 1 ich
enzymy lityczne, endolizyny (lizyny), moga sta¢ si¢ takimi czynnikami ze wzgledu na ich
wysoka specyficzno$¢ i aktywno$¢ wobec bakterii opornych na antybiotyki. Jednakze male
zroznicowanie genetyczne szczepoéw waglikowych, a takze ich bliskie spokrewnienie

Z podobnymi gatunkami z grupy sprawia, ze szanse na znalezienie nowych fagéw specyficznie
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infekujacych B. anthracis sg ograniczone oraz ze niektore fagi infekujace B. anthracis mogg

infekowac réwniez szczepy z grupy B. cereus.

1.1.1. Dekontaminacja powierzchni skazonych przez B. anthracis

Osobnym zagadnieniem zwigzanym z laseczka waglika jest problem dekontaminacji
skazonych powierzchni lub terenéw. W przypadku intencjonalnego uzycia tej bakterii, np.
w formie aerozolu, przeprowadzenie skutecznej dekontaminacji moze by¢ trudne i dlugotrwate,
a przede wszystkim moze wymagac¢ stosowania szkodliwych dla zdrowia i sSrodowiska srodkow.
Jednym z historycznych przyktadow jest proces odkazania placowki pocztowej Departamentu
Sprawiedliwosci USA w Landover w stanie Maryland po przeprowadzonych w 2001 r. atakach
terrorystycznych z uzyciem przetrwalnikow B. anthracis. Placowka, a takze inne miejsca zostaly
skazone sporami laseczki waglika [22, 82]. Departament Sprawiedliwo$ci USA zdecydowat
0 wykorzystaniu wodnego roztworu dwutlenku chloru do odkazania statych, nieporowatych
powierzchni oraz paraformaldehydu do fumigacji czg¢éci wyposazenia pocztowego [20, 190].
Placowka pozostawata zamknigta przez prawie pie¢ miesiecy, a same czynnosci porzadkowe
trwaly okoto trzech miesiecy [24, 32]. Stezone $rodki na bazie chloru, dwutlenek chloru, tlenek
etylenu, nadtlenek wodoru, kwas nadoctowy, bromek metylu i paraformaldehyd znalazty si¢
wsrod srodkow dezynfekujacych stosowanych podczas tego przedsiewziecia [182]. Kluczowa
lekcja wyciagnieta z atakow biologicznych z uzyciem spor laseczki waglika w 2001 r. byto to,
ze $rodki zaradcze, w tym fumigacje, sg ztozone, czasochlonne i kosztowne [152, 190]. Innym
historycznym przyktadem jest dekontaminacja szkockiej wyspy Gruinard. Wyspa ta, potozona
ok. 1 km od ladu, byla w 1942 r. w czasie Il Wojny Swiatowej miejscem prob z uzyciem spor
laseczki waglika przeprowadzonych przez wojskowych badaczy z brytyjskiego Porton Down.
Doswiadczenia polegajace na zakazaniu owiec za pomocg bomb zawierajacych spory,
a hastegpnie niepowodzenie dekontaminacji z powodu zbyt wysokiego ryzyka oraz kosztow
doprowadzily do poteznego skazenia gleby 1 sprawily, iz przez kolejne ponad 40 lat niemozliwe
bylo zasiedlenie wyspy [44]. Proces jej odkazania rozpoczeto dopiero w 1986 r. wykorzystujac
280 ton formaldehydu w postaci 5% roztworu w wodzie morskiej, ktérym spryskano obszar ok.
200 hektarow [118]. Wyspa Gruinard zostata uznana za bezpieczng do zamieszkania dopiero
4 lata pdzniej. Powyzsze przyktady sg bardzo wymowne i pokazuja, jak wielkie problemy i straty
moze przynies¢ rozprzestrzenienie spor tak groznego patogenu, jak czynnik etiologiczny
waglika. Dlatego tak wazne i potrzebne jest opracowywanie nowych i bezpiecznych metod
odkazania. Stad, zarowno w procesie zwalczania zakazen wywolanych laseczkg waglika, jak
I W dekontaminacji, zastosowanie bakteriofagbw lub ich endolizyn wydaje si¢ by¢ dobrg
I biologicznie przyjazna alternatywa badz uzupelnieniem aktualnie przyjetych strategii.
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1.2. Waglik

Waglik to choroba, ktora dotyka gléwnie zwierzeta wypasajace si¢, jednak moze by¢
rébwniez przenoszona na czlowieka. Jej obraz kliniczny u ludzi zalezy od drogi wnikniecia
patogenu. Istniejg trzy gtowne formy waglika: skorna, inhalacyjna (wziewna) i zotagdkowo-
jelitowa (pokarmowa):

» Skorna: jest to najbardziej powszechnie wystepujaca forma waglika u ludzi (95%, [63]).
Naturalne infekcje u ludzi wystepuja szczeg6lnie u oso6b narazonych zawodowo, majacych
kontakt z zakazonymi zwierz¢tami lub ich produktami (np. mig¢so lub skory), jak réwniez ze
skazonym S$rodowiskiem [41]. Zadrapania lub uszkodzenia skory spowodowane przez
owady moga sprzyja¢ zakazeniom. Objawy pojawiajg si¢ zwykle w ciggu jednego dnia

I nalezg do nich miejscowe stany zapalne oraz czarne nekrotyczne uszkodzenia skory.

 Inhalacyjna: wystepuje rzadziej, ale w przypadku ludzi jest najgrozniejsza (Tabela 1).
Dochodzi do niej poprzez wdychanie spor z powietrza, a przebieg zakazenia zalezy od
podatno$ci gospodarza, dawki oraz drogi penetracji. W przypadku zwierzat ma miejsce
wdychanie spor prosto z ziemi podczas wypasania. Dawka wziewna infekcyjna wynosi
6000-8000 spor, zas dawka wziewna $Smiertelna to 10 000-20 000 spor. Objawy sa podobne
do ostrego zapalenia ptuc i wlaczaja ostry obrzgk ptuc, wysoka goraczke, dreszcze,

dusznosci, kaszel. Okres inkubacji choroby wynosi 1-7 dni (moze by¢ dtuzej);

» Pokarmowa: droga wniknigcia spor wiedzie przez uktad pokarmowy i nastgpuje po spozyciu
zakazonego pokarmu, karmy, paszy, czy wody. Wrotami zakazenia sg mikrouszkodzenia
w $luzowce ust, gardla lub wzdhuz catego uktadu. Objawy formy ustno-gardiowej to:
powiekszenie weztow chtonnych, obrzgk oraz sepsa rozwijajaca si¢ po owrzodzeniu gardia
lub przetyku. Objawy formy brzusznej (czestsza) to bol brzucha i wymioty pojawiajace si¢
po kilku dniach.

Tabela 1. Smiertelno$é po drugim dniu od zakazenia laseczka waglika [63, 188].

Ludzie nieleczeni Ludzie leczeni
Forma skorna 1-20% ponizej 1%
Forma inhalacyjna 86-89% 75%
Forma pokarmowa 25-60% b. d.

Zachorowania na waglik sa nieodlgcznie obecne w statystykach przypadkéw chordb
zakaznych na $wiecie, z rocznym wystepowaniem okoto 20 000-100 000 przypadkéw
W pierwszej potowie XX wieku [128] oraz roczng globalng czgstoscig wystepowania miedzy

2000 a 20 000 przypadkow w XXI wieku, jak szacuje WHO [169]. Do walki z chorobg stosowano
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roézne antybiotyki. Jednak w przypadku niektorych patogendow bedacych mozliwymi czynnikami
broni biologicznej, jak Yersinia pestis, niektore izolaty Brucella, czy wilasnie B. anthracis,
odnotowano oporno$¢ wobec roznych antybiotykow [10, 98, 123], dlatego pilnie potrzebne jest
opracowywanie nowych Srodkow terapeutycznych [108]. Dostepne sg szczepionki dla ludzi
| zwierzat, ktore zapobiegaja zakazeniom laseczkg waglika i powstrzymujg jej przenoszenie
z zakazonych zwierzat na ludzi lub zdrowe zwierzgta [12]. Jednak chociaz rozne szczepionki sg
w trakcie opracowywania, do tej pory tylko jedna zostala zatwierdzona przez FDA. Jest to
Anthrax Vaccine Adsorbed (AVA) o nazwie handlowej BioThrax. Aktywnym sktadnikiem
farmaceutycznym tej szczepionki jest antygen ochronny (PA) kodowany przez wirulentny
plazmid pXOl. Niestety istnieje kilka problemdéw i ograniczen zwigzanych ze stosowaniem
BioThrax, takich jak brak standaryzacji, wysoki koszt produkcji, trudno$¢ oceny jej skutecznosci,
konieczno$¢ wielokrotnego dawkowania i zwigzane z tym przejsciowe skutki uboczne [12].
Zalecane jest przyjecie szeSciu dawek preparatu w odstepie 18 miesiecy, co bardzo wydtuza

okres nabywania odpornosci, a dodatkowo jest ucigzliwe [198].
1.3. Bakteriofagi

1.3.1. Ogolna charakterystyka

Bakteriofagi (fagi) to wirusy specyficznie infekujgce bakterie. Sa one najbardziej
rozpowszechnionymi organizmami w przyrodzie, juz od pewnego czasu powszechnie
uznawanymi za formy zywe. Odgrywaja, kluczowa rolg¢ w ekologii, ksztalttowaniu r6znorodnosci

drobnoustrojow w przyrodzie oraz ewolucji ich bakteryjnych gospodarzy [119].

Co wazne, fagi zdolne sg do replikacji wytacznie w komorkach bakterii, zatem nie
stanowig zagrozenia dla komoérek eukariotycznych. Po eliminacji lub zmniejszeniu populacji
bakterii chorobotworczych, ich miano stopniowo spada, az do catkowitego ich usunigcia
z organizmu. Celem dla biatek receptorowych fagéw moga by¢ nastepujace struktury
powierzchniowe bakterii: LPS (lipopolisacharyd), kwasy tejchojowe, peptydoglikan, biatka
blony zewngtrznej i otoczki, rzeski, pilusy piciowe oraz fimbrie typu IV [68]. Dodatkowo
wysoka specyficzno$é fagow najczeséciej ograniczona do jednego gatunku, a czasami nawet
szczepu bakterii sprawia, Zze nie naruszaja one naturalnej mikroflory organizmow zywych.
Wszystkie wymienione cechy, jak réwniez fakt, iz fagi sa obecne we wszystkich srodowiskach
naturalnych (wszgdzie tam, gdzie wystepuja bakterie), skad mozna je izolowac, podkreslaja
unikatowa natur¢ fagéw oraz dowodza ich ogromnego potencjalu w walce z infekcjami

bakteryjnymi w czasach powszechnej i narastajacej antybiotykoopornosci bakterii.
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1.3.2. Morfologia i budowa fagéw

Morfologia oraz typ kwasu nukleinowego to dwa z kilku kryteriow klasyfikacji fagow
[189]. Materialem genetycznym zamknigtym w biatkowym lub biatkowo-lipidowym kapsydzie
moze by¢ jedno- lub dwuniciowe DNA lub RNA. Ok. 95% wszystkich fagow zawiera dsDNA
jako materiat genetyczny. W kapsydzie moze znajdowac si¢ pojedyncza kopia genomu, moze tez
by¢ wiecej kopii, przy czym zakonczenie nici DNA nie zawsze wypada w miejscu zakonczenia
pojedynczej czasteczki genomu. Morfologia bakteriofagdw jest bardzo zréznicowana (Ryc. 2).
Zdecydowang wigkszos¢ (ok. 96,3%) stanowig formy ogonkowe. Maja one liniowe, dwuniciowe
DNA. Obowigzujacy do niedawna system klasyfikacji zaliczat je do jednego rzedu
(Caudovirales), w obrebie ktorego wydzielano trzy rodziny: Podoviridae (z bardzo krotkim
ogonkiem), Myoviridae (z dtugim, kurczliwym ogonkiem) oraz Siphoviridae (z dlugim,
niekurczliwym ogonkiem). Obecnie bakteriofagi ogonkowe zaliczane sa do oddzielnej klasy -
Caudoviricetes, a sposrod dotychczasowych trzech rodzin, na podstawie analizy filogenetyczne;j
wydzielono dodatkowe, ograniczajac poprzednig klasyfikacje do opisu morfotypéw (podovirus,
myovirus i siphovirus) [181]. Najbardziej licznie reprezentowany jest ostatni z morfotypow.
Ogonek tych fagow jest zwykle gietki 1 zakonczony ptytka podstawna oraz kilkoma

wiokienkami, zaangazowanymi w proces adsorpcji faga do komorki bakteryjnej (Ryc. 3).

ssDNA Q C 1 Inoviridae

Microviridae

dsDNA ?[ﬁ Q
@ O

Siphoviridae Tectiviridae Plasmaviridae

Lipothrixviridae Rudiviridae

ssRNA O dsRNA ©
Leviviridae

Cystoviridae

Rycina 2. Typy morfologii fagéw z podziatem na rodzaj materiatu genetycznego w wirionach [13].
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Rycina 3. Morfologia fagow na przykladzie faga ogonkowego o morfotypie myowirusa (lewa strona obrazu)
i siphowirusa (prawa strona obrazu). Widoczna skurczona pochewka biatkowa myowirusa (zrodto - http://animals-
partner.blogspot.com/2014/12/bacteriophage.html oraz zdjecia fagow z kolekcji Pracowni Bakteriofagowej Osrodka
Diagnostyki i Zwalczania Zagrozen Biologicznych WIHE).

1.3.3. Cykle zyciowe fagow

Chociaz najlepiej poznane mechanizmy replikacji fagow odpowiadajg dwom strategiom
rozwoju, rozwojowi litycznemu i lizogenii (lizogenicznemu), istnieja inne strategie rozwojowe,
w tym pseudolizogenia (zakazenie ciagle) 1 zakazenie przewlekle (ciagte uwalnianie potomstwa
bez towarzyszacej mu lizy bakterii). Sg one charakterystyczne dla okreslonych fagéw lub maja
miejsce wtedy, gdy gospodarzom brakuje sktadnikéw odzywczych [66]. Rozne strategie rozwoju
fagow roznig si¢ dalszym przebiegiem zdarzen po infekcji, wptywajac na ekspresje¢ gendéw
genomu fagowego, komorke bakteryjna oraz powstanie potomnych wirionéw. Ponizej

wymieniono kilka z nich.

1.3.3.1. Rozwdj lityczny

Fagi bezwarunkowo lityczne, zwane czgsto zjadliwymi, adsorbuja si¢ do powierzchni
komorki gospodarza, wprowadzaja do niej swoj kwas nukleinowy, replikuja go, a po transkrypcji
i translacji dochodzi do sktadania kompletnych wirionéw, ktére w ostatecznym etapie rozwoju,
jakim jest liza komorki bakteryjnej, uwalniane sg do srodowiska jako dojrzate fagi potomne.
Rozprzestrzenione w $rodowisku nowe fagi infekuja i zabijaja nastgpnie kolejne komorki

bakteryjne [72].

1.3.3.2. Lizogenia

Lizogenia jest alternatywng dla rozwoju litycznego strategia namnazania tzw. fagow
fagodnych. Po infekcji moga one rozwijaé si¢ droga rozwoju litycznego lub zapoczatkowywac
stan lizogenii. Na poczatku tego stanu genom faga integruje si¢ z genomem bakteryjnym jako
tzw. profag 1 z nim replikuje. Alternatywnie profag moze egzystowa¢ w komoérce w formie

plazmidu. W tej postaci fag moze pozosta¢ uspiony przez wiele pokolen bakterii, lecz w pewnych
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warunkach (w warunkach stresowych lub spontanicznie) jego DNA moze zosta¢ wyciety z DNA
bakterii i zapoczatkowac rozwoj lityczny [174]. Decyzja 0 wyborze strategii namnazania zalezy
od wielu czynnikéw. Jesli w otoczeniu istnieje kilka innych infekujacych fagow (lub jesli jest
duza liczebno$¢ faga), lizogenia jest bardziej prawdopodobna. Wybor ten moze pomodc
zmniejszy¢ og6lny stosunek liczby fagéw do bakterii, a tym samym zapobiec zabiciu gospodarzy
przez fagi, czyli zwigkszy¢ szans¢ przetrwania fagéw. Czynniki uszkadzajace DNA, jak
promieniowanie UV lub chemikalia, a takze temperatura, pH, ci$nienie osmotyczne i niskie
stezenie sktadnikéw odzywczych, moga zaindukowac¢ rozwoj lityczny profaga [149]. Obecnos¢

profaga chroni bakteryjnego gospodarza od dalszych infekcji takim samym fagiem.

1.3.3.3. Pseudolizogenia

W pseudolizogenii zachodzi infekcja bakterii, lecz fag ani nie rozwija sie droga rozwoju
litycznego ani nie wchodzi w stan lizogenii. Zjawisko to jest zazwyczaj wywolane przez
niekorzystne dla bakterii warunki, np. gtdd i konczy si¢ w momencie zainicjowania lizogenii lub
rozwoju litycznego, kiedy warunki wzrostu dla bakterii ulegng poprawie. Genom fagowy do tego

czasu nie ulega degradacji i pozostaje obecny w komorce [115].

1.3.3.4. Chroniczna infekcja

Potomstwo fagowe jest przez dlugi czas stale i powoli uwalniane przez ostony komorki
bakteryjnej, bez jej zabijania. Jest to zjawisko rozpowszechnione wsrod fagow nitkowatych

(filamentoksztattnych) [33].

1.3.3.5. Zakazenie poronne (abortive infection)

Mianem zakazenia poronnego okre$la si¢ zakazenie, w wyniku ktorego nie dochodzi do
rozwoju faga. Zamiast tego nastepuje Smier¢ zakazonej komorki. Jest ona wynikiem dziatania
mechanizmow obrony bakterii przed fagiem. Zakazona komorka ,,popelnia samobdjstwo” zanim
fag moze zakonczy¢ swdj rozwdj. Mechanizm ten zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ infekcji

fagowej na pobliskie komorki, chronigc w ten sposob dang populacje bakteryjna [115].

1.3.4. Terapia fagowa

Po odkryciu fagow w 1915 r. terapia fagowa byla szeroko praktykowana w latach 20-
stych i 30-stych ubiegtego wieku, a do dzi$ fagi sg rutynowo stosowane w obrebie niektorych
rejonéw Europy wschodniej do leczenia r6znych infekcji bakteryjnych. Chociaz poczatkowo fagi
byly ignorowane w krajach zachodnich ze wzgledu na sukces antybiotykoterapii oraz niektore

wczesne niepowodzenia kliniczne fagoterapii, rosnacy problem opornosci bakterii na antybiotyki
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spowodowat renesans terapii opartej na uzyciu fagow, ktérych mechanizm dziatania jest zupeinie
inny od antybiotykow. Wynika to cz¢sciowo z ich wysoce specyficznego charakteru, jak réwniez
ich powszechnego wyst¢powania w przyrodzie [132]. Terapia fagowa to jedna z najstarszych,
potwierdzonych naukowo metod zwalczania zakazen bakteryjnych. Fagi mogg zabijac¢ bakterie
poprzez ich lize, a dodatkowo wspiera¢ rozwoj odpowiedzi zapalnej przeciwko bakteriom dzigki
uwolnionym poprzez liz¢ fragmentom $ciany komoérkowej bakterii [80]. Dlatego terapia fagowa,
czyli podawanie pacjentom z zakazeniami bakteryjnymi koktajli fagowych, oprocz
bezposredniej eliminacji komorek bakteryjnych lub zmniejszenia ich miana, dodatkowo
aktywuje uktad odpornosciowy cziowieka do walki z infekcjg [139]. Poza specyficznoscia,
bardzo istotng zaleta stosowania fagow jest ich zdolno$¢ do replikacji w miejscu infekcji, dzigki
czemu fagi po podaniu trafiajg do miejsca toczacego si¢ zakazenia i tam utrzymujg swdj poziom

tak dlugo, jak obecne sg tam wrazliwe na nie bakterie. [138].

Fagi sa stosowane terapeutycznie w leczeniu infekcji, ktére nie reaguja na
konwencjonalne leczenie antybiotykami obecnie szczegolnie w Rosji i Gruzji [140]. W tych
krajach produkty fagowe sg tatwo dostepne, nawet bez recepty (np. Intestiphage) [2]. Przykladem
jest dziatalnos$¢ rosyjskiej firmy Microgen, ktora sprzedaje fagi w postaci ptynnych preparatow
lub tabletek [121]. W 1923 r. w Thbilisi, stolicy Gruzji, George Eliava i Felix d’Herelle zatozyli
instytut George Eliava Institute of Bacteriophage, Microbiology and Virology. Instytut ten od
wielu dekad preznie dziata w kierunku opracowywania i produkowania terapeutykéw opartych
na fagach, a ponadto do dzi§ produkuje si¢ w nim dwa glowne koktajle fagowe, Pyophage

i Intestiphage, przywiezione przez d’Herelle z Paryza w 1930 roku.

W ostatnich latach terapie fagowe weszty do fazy badan klinicznych, np. w leczeniu
infekcji ucha wewnetrznego [192], tyfusu [171], czy infekcjach ran oparzeniowych (projekt
,,Phagoburn”) [89]. Do tej pory kilka fagowych produktéow terapeutycznych przeszto do fazy
| lub II préb klinicznych [105]. W 2019 r. Food and Drug Administration (FDA) zatwierdzita
pierwsze w USA badanie kliniczne dotyczace dozylnej terapii fagowej [186]. W literaturze
dostepnych jest niezmiernie duzo danych potwierdzajacych skuteczno$¢ terapii fagowej na
przestrzeni wielu lat. Rowniez Polska moze poszczyci¢ si¢ osiagnigciami w tej dziedzinie. Od
1952 r. we Wroctawiu dziata Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk. Jest to jedyny w Unii Europejskiej osrodek zajmujacy sie
eksperymentalng terapiag fagowa. Instytut Hirszfelda utworzyt w 2005 roku Os$rodek Terapii
Fagowej, w ktorym pacjenci sa kwalifikowani do eksperymentalnej terapii fagowej, nastepnie
leczeni oraz monitorowani po zakonczeniu terapii. Na dzien dzisiejszy forma eksperymentalna

jest jedyng dostepna formg tego rodzaju leczenia ze wzgledu na brak dostgpnosci wynikow
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standardowych badan klinicznych preparatéw fagowych. Instytut dysponuje bardzo duza
kolekcja fagow, ktére moga by¢ stosowane w zakazeniach wywotanych przez nastepujace
rodzaje bakterii: Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella,
Serratia, Proteus, Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas, Shigella,
Salmonella, Burkholderia i Morganella. Jak podaje Instytut, wskazania do terapii fagowej
obejmuja objawowe zakazenia bakteryjne skory lub tkanki podskornej, kosci i szpiku, stawow,
przetok, ran i odlezyn, drog moczowych lub rodnych (w tym prostaty), przewodu pokarmowego,
ucha s$rodkowego, zatok, migdatkow, goérnych 1lub dolnych drég oddechowych
(https://hirszfeld.pl/struktura/centrum-medyczne/osrodek-terapii-fagowej/zasady-terapii-

fagowej/). Juz w latach 1987-1999 fagoterapi¢ zastosowano tam u ponad 1300 pacjentéw
zZroznymi zakazeniami bakteryjnymi wywolanymi przez wielooporne szczepy z rodzajow:
Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas i Enterobacter. W przypadku
86% chorych uzyskano catkowite wyleczenie wedlug zastosowanych wtedy kryteriow [124].
Bardzo dobre wyniki, czyli co najmniej 90% skuteczno$¢ uzyskano w leczeniu wielu typoéw
schorzen, np.: zapaleniu opon mézgowo-rdzeniowych, zapaleniu kos$ci i szpiku, zapaleniach

kosci po ztamaniu, zakazeniach uktadu moczowego, czy ropniach skory [124].

Do terapii fagowej kwalifikowane sa jedynie fagi lityczne. Integracja DNA fagow
lizogennych z genomami bakterii stwarza zagrozenie dla przenoszenia potencjalnie szkodliwych
genow (np. gendow kodujacych toksyny lub genéw antybiotykoopornosci) migdzy szczepami
[183]. Dawka podawanych preparatbw ma wielorakie znaczenie w powodzeniu terapii.
Zwigkszanie dawki moze przedtuza¢ utrzymywanie si¢ fagow w organizmie chorego, ktore
zwykle sa szybko wychwytywane i eliminowane z organizmu za pomoca komorek uktadu
siateczkowo-srodbtonkowego watroby i $ledziony [124]. Ponadto dobér skutecznych dawek
moze by¢ rowniez pomocny w kontrolowaniu odpowiedzi immunologicznej na faga [62].
Pojawianie si¢ przeciwcial specyficznych dla fagow obserwowano wielokrotnie zaréwno
u zwierzat, jak 1 ludzi. Obserwacje z fagoterapii u ludzi pokazuja jednak, Ze przeciwciala

niekoniecznie utrudniajg przebieg leczenia [62].

Koewolucja fagow i ich gospodarzy bakteryjnych doprowadzita do pojawienia si¢ Kilku
potencjalnych utrudnien w stosowaniu naturalnych fagéow jako srodkow terapeutycznych. Mozna
wymieni¢ tu ograniczony zakres gospodarza (w zaleznosci od przypadku moze to by¢ zaleta lub
wada), umiarkowang skuteczno$¢ przeciwbakteryjna i pojawianie si¢ odpornosci na fagi [122].
Wreszcie bardzo wazne jest zapewnienie, aby przygotowywane preparaty fagowe byty wolne od
bakterii 1 toksyn bakteryjnych, co zwigksza koszty produkcji i stanowi dodatkowe wyzwania

techniczne [150]. Ograniczenia pojawiajace si¢ w przypadku stosowania fagdw do terapii mozna
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przezwycieza¢ wykorzystujac najnowsze postepy w biologii syntetycznej 1 inzynierii
genetycznej, aby nada¢ fagom dodatkowe wlasciwos$ci terapeutyczne, poprawi¢ ich profile
bezpieczenstwa, czy zmieni¢ zakresy gospodarzy [122]. W $wietle wspomnianych powyzej
ograniczen czy wymagan, dobrym rozwigzaniem jest roOwniez otrzymywanie i stosowanie

litycznych enzymoéw fagowych jako alternatywy dla ,.klasycznej” terapii fagowej [68].
1.4. Endolizyny fagowe

1.4.1. Ogoélna charakterystyka

Endolizyny (lizyny) to kodowane przed dsDNA fagi hydrolazy mureiny, produkowane
jako biatka pdézne pod koniec rozwoju litycznego w zainfekowanych fagiem komorkach
bakteryjnych. Do momentu rozpoczgcia swojego dziatania sg akumulowane w cytoplazmie. Do
mureiny lizyny docieraja poprzez kanaly w btonie komoérkowej bakterii wytworzone przez
specjalng grupe innych biatek, zwanym holinami, a nast¢pnie przecinaja wigzania kluczowe dla
utrzymania jej struktury. Sg zatem bezposrednio odpowiedzialne za proces uwalniania

potomnych wiruséw z zainfekowanej bakterii poprzez jej lizg.

1.4.2. Budowa lizyn

Endolizyny cechuja si¢ strukturag globularng lub modutowa [187]. Lizyny bakterii Gram-
ujemnych sg glownie globularne i posiadaja jedynie domeng¢ katalityczng [23], podczas gdy
lizyny bakterii Gram-dodatnich maja zwykle wielkos¢ 25-40 kDa [52], budowg modutowa
I wykazujg roznorodnos¢ w swojej architekturze, ktora niekiedy wykracza poza klasyczng
strukture dwudomenowsa wigkszosci endolizyn [197]. Wysoce konserwatywna domena N-
koncowa ma aktywnos¢ katalityczng i odpowiada za funkcje enzymatyczng. Domena C-koncowa
jest zdolna do specyficznego rozpoznawania ligandow (zwykle weglowodanowych) w obrebie
$ciany bakteryjnej i jest odpowiedzialna za wigzanie czgsteczki lizyny do peptydoglikanu. Liczba
domen wiazacych rozni si¢ w zalezno$ci od endolizyn [197], a ponadto domena wigzaca bywa
niezb¢dna dla aktywnos$ci katalitycznej. Na podkreslenie zastluguje fakt, iz powinowactwo
wigzania lizyn do elementow $ciany bakteryjnej jest tak silne, Ze mozna je porowna¢ do wigzania

antygen-przeciwciato [114].

1.4.3. Aktywno$¢ enzymatyczna lizyn

Endolizyny moga wykazywac kilka rodzajow aktywnos$ci enzymatycznej, przez co dzieli
si¢ je na pie¢ roéznych klas w zaleznosci od aktywnosci katalitycznej ich domeny N-koncowe;j:
1) transglikozylazy lityczne, 2) endo-B-N-acetyloglukozaminidazy, 3) N-acetylomuramidazy
(lizozymy), 4) endopeptydazy i 5) N-acetylomuramylo-L-Ala-amidazy (Ryc. 4).
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie pigciu rodzajow aktywnosci enzymatycznej endolizyn fagowych.

Lizyny klas 1-3 rozszczepiaja ugrupowania cukrowe, lizyny klasy czwartej ugrupowania
peptydowe, a lizyny Kklasy piatej wigzania peptydowe migdzy tymi dwoma ugrupowaniami. Do
najczesciej wystepujacych klas nalezg amidazy i muramidazy. Wszystkie endolizyny
za wyjatkiem transglikolaz, sa hydrolazami (Ryc. 5) [160].

|1.Transglymsylase| | 2. Glucosaminid | |3, Muramid |
_<MurNAt>\—<G|ENAC>\<MurNAr_>—/<G|tNAt>

L-Ala

5a. Endopeptidase I—P

{znalezione do tej
pory tylko ufagdw -
Listeria)

L-Lys BaSSal D-Ala BB D-Ala

5b. Endopeptidase

_<c IcNM>—<MurNAc>—<GIcNAc MurNAc>-

Rycina 5. Miejsca ciecia peptydoglikanu przez endolizyny o roznej aktywnosci enzymatycznej (zrodto [83],
modyfikowane).

1.5. Zastosowanie lizyn

1.5.1. Leczenie infekcji bakteryjnych

Pochodzace z fagéw zwigzki przeciwdrobnoustrojowe sg z powodzeniem stosowane
przeciwko wigkszosci infekcji spowodowanych przez bakterie Gram-dodatnie [1]. Ostatnie
wyniki badan wykazaty skuteczno$¢ lizyn fagowych przeciwko S. aureus uzytych
w eksperymentach na zwierzgtach oraz w przypadkach klinicznych u ludzi. Co ciekawe,
endolizyny fagowe sa obecnie stosowane w réznych badaniach klinicznych na ludziach.
Przyktadem sa lizyny SAL200 1 CF-301, ktére z powodzeniem stosowano przeciwko
Staphylococcus aureus w leczeniu infekcji krwi i serca. Lizyna SAL200 jest kandydatem na

nowy lek do walki z opornymi na antybiotyki zakazeniami gronkowcowymi. W badaniu
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Klinicznym opisanym przez Jun i wsp. [92] oceniano farmakokinetyke, farmakodynamike
I tolerancje wsrod zdrowych ochotnikéw pici meskiej po podaniu dozylnym pojedynczych
rosngcych dawek SAL200. Preparat byl dobrze tolerowany i nie zaobserwowano zadnych
powaznych efektow niepozadanych (AE — od ang. adverse effects). Wiekszos¢ AE byta tagodna.
Opisane prace badawcze stanowity pierwsze u ludzi badanie I fazy leku na bazie endolizyny
fagowej podawanego dozylnie. Innym przykladem =zastosowania sg dostgpne na rynku
rekombinowane endolizyny, Staphefekt SA.100 i Staphefekt XDR.300, produkowane przez
holenderskg firm¢ Micreos Human Health BV, ktore zostaty uzyte w leczeniu pacjentow
z przewlekla chorobg skory wywotang przez S. aureus [75]. Staphefekt SA.100 to
rekombinowana lizyna do miejscowego stosowania na skore, aktywna przeciwko
metycylinowrazliwym, jak i opornym szczepom S. aureus. Jej podanie zakonczylo sig
powodzeniem w leczeniu trzech pacjentéw cierpigcych, mimo antybiotykoterapii, na

nawracajagce dermatozy [176].

W 2014 roku Briers wraz z zespotem z powodzeniem okreslit aktywnos¢ nowej
endolizyny LoGT-008 wobec Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter baumannii
odpowiedzialnych za infekcje skory [18]. Opracowany model ludzkiej linii komorek
keratynowych naskorka noworodka poddano dziataniu P. aeruginosa, a nastgpnie podano
artylizyng (artilysin — modyfikowana endolizyna) LoGT-008 i lizyng PVP-SE1gp146. Wyniki
wykazaly, ze oba zwigzki moga chroni¢ ludzka lini¢ komorkowa (100%) przed infekcjami

P. aeruginosa i zmniejszac liczbe bakterii [18].

1.5.2. Zwalczanie biofilmow

Poza leczeniem zakazen bakteryjnych u ludzi, lizyny moga by¢ rowniez stosowane
w kontroli patogenow w zywnosci i karmach dla zwierzat oraz w usuwaniu biofilméw [1].
Infekcje zwigzane z obecnos$ciag biofilmu sg czgsto chroniczne i trudne do leczenia, stad badania
nad ich eliminacja s3 szeroko opisywane w literaturze. Pierwsze doniesienie o uzyciu lizyny
fagowej do eliminowania biofilmu S. aureus pochodzi juz z 2007 roku [158]. Rekombinowana
endolizyna Phil 1 hydrolizowata inaktywowane termicznie gronkowce, jak i biofilmy utworzone
przez nie na sztucznych powierzchniach. Biofilmy gronkowcowe stanowig powazny problem
zarbwno w szpitalach, jak 1 w przemysle spozywczym. Lizyna LysHS zabijata komorki
bakteryjne w biofilmach wytwarzanych przez kliniczne szczepy MRSA (metycylinooporny
S. aureus) oraz Staphylococcus epidermidis, czego dowodzita redukcja CFU (od ang. colony-
forming unit) [74]. Innym przyktadem jest zwalczanie biofilmu Streptococcus pneumoniae.

Antypneumokokowe wtasciwosci roznych hydrolaz $ciany komorkowej produkowanych przez
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ten szczep oraz infekujgce go fagi byly testowane na modelach biofilmu in vitro [42]. Glowna
pneumokokowa autolizyna LytA, amidaza, wykazala najwigksza skuteczno$¢ w ,,rozktadaniu”
biofilméw S. pneumoniae. Bardzo skuteczne byly rowniez kodowane przez fagi lizozymy Cpl-1
i Cpl-7. Dla lizyn LytA i Cpl-1 odnotowano synergistyczne dziataniec w zwalczaniu biofilméw

S. pneumoniae juz po kilku godzinach.

1.5.3. Kontrola patogenéw w zywnoSci

Gléwnym problemem w przemysle spozywczym jest zanieczyszczenie patogenami
przenoszonymi przez zywno$¢. Zanieczyszczenie szczepami S. aureus, Salmonella spp.,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes i Clostridium spp. moze zagraza¢ zdrowiu ludzi,
powodujac straty finansowe podczas przetwarzania zywnosci. Endolizyny zostaly zasugerowane
jako mozliwy alternatywny srodek biokontroli. Co wigcej, w ostatnich latach zostaly juz one
W tej gatezi przemystu wielokrotnie wykorzystane. Oczyszczone endolizyny mozna dodawac
bezposrednio do zywnos$ci. Ponadto moga by¢ one wytwarzane i wydzielane przez fermentujace
bakterie, takie jak Lactococcus lactis lub Lactobacillus spp. [30]. Endolizyne PlyP100 z faga
Listeria badano w procesie produkcji sera typu hiszpanskiego, w ktorej czesto dochodzi do
zakazen tym patogenem. Lizyna wykazywata silny bakteriostatyczny efekt oraz zachowywata
stabilnos$¢ przez cztery tygodnie [87]. Gatunki Clostridioides wywotuja choroby drobiu oraz sg
przyczyna psucia si¢ zywnosci. Kietkujace spory C. sporogenes i C. tyrobutyricum przyczyniaja
si¢ do powstawania gazow i kwasow w przemysle mleczarskim, co zmienia strukturalne
I sensoryczne wlasciwosci serow. Mayer i wsp. wyizolowali amidaze CS74L z faga
C. sporogenes iudokumentowali, Zze oczyszczone biatko catkowicie lizowato komorki
C. sporogenes po zastosowaniu egzogennym. Bylo rowniez aktywne w stosunku do szczepow
C. tyrobutyricum i C. acetobutylicum [120]. Dziatanie bakteriobojcze lizyny LysSA1l z faga
S. aureus wykazano w zywnosci i na naczyniach sztucznie skazonych MRSA. Lizyna szybko
zabijala bakterie w zakazonym mleku lub na szynce, zarbwno w temperaturze chtodniczej, jak

i pokojowej [31].

1.5.4. Kontrola zakazen w rolnictwie

Bakterie fitopatogenne sa przyczyna wielu problemoéw zwigzanych z bezpieczenstwem
zywnosci na catym $wiecie. Stosowanie antybiotykéw w rolnictwie jest bardzo kontrowersyjne,
poniewaz nie jest jasne, w jakim stopniu przyczyniajg si¢ one do rozwoju antybiotykoopornosci
u ludzkich patogenow [29, 110]. Stosowanie lizyn jest proponowane jako metoda ochrony i walki
z zakazeniami ro$lin. Jedng z proponowanych strategii jest produkcja roslin transgenicznych,

w ktorych zachodzi ekspresja endolizyn w celu zapewnienia ochrony przed bakteriami
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chorobotworczymi. Po rozbiciu komoérek roslinnych przez pektynazy bakteryjne, endolizyny
gromadzg si¢ w tkance i inaktywuja bakterie. Transgeniczne rosliny pomidora z endolizynami
faga CMP1 zostaly pomys$lnie opracowane juz dwie dekady temu, aby zapobiec infekcji

Clavibacter michiganensis, bakterii wywotujacej bakteryjnego raka tych roslin [78].

Inne mozliwe aplikacje lizyn to dezynfekcja szpitali, domow opieki zdrowotnej,

zaktadow przetworstwa spozywczego, czy gospodarstw rolnych [83].

1.6. Zalety i wady stosowania lizyn

Do zalet stosowania lizyn mozna zaliczy¢ nast¢pujace ich wlasciwosci:

e endolizyny uwaza si¢ za bezpieczniejsze w stosowaniu niz fagi (z racji braku wprowadzania
obcego DNA do organizmu ludzkiego);

e brak samoreplikacji lizyn w porownaniu do fagéw pozwala na ich precyzyjne dozowanie;

e specyficzne i szybkie dziatanie;

e przeciwciata nie hamujg dziatania lizyn [83];

e mozliwo$¢ stosowania w roznych srodowiskach, np. u ludzi, zwierzat, do zwalczania
biofilmoéw, czy w przemysle spozywczym;

e Wysoka czysto$¢ preparatow;

e biatkowy charakter lizyn pozwala na dokonywanie modyfikacji genetycznych, ktore moga
usprawnia¢ ich dziatanie [150];

e Dbrak wyksztatcania mechanizmu opornosci na lizyny przez bakterie [9, 67];

e mozliwos¢ uzycia lizyn z fagdow litycznych 1 tagodnych;

e ich aktywno$¢ jest niezalezna od opornos$ci bakterii na antybiotyki;

e mozliwosc¢ lizy bakterii po zastosowaniu lizyny zewnetrznie wzgledem komorki bakteryjnej
(szczegodlnie wobec bakterii Gram-dodatnich);

e lizyny moga by¢ zastosowane zarowno jako profilaktyka, jak i w ramach leczenia.

Do wad stosowania lizyn mozna zaliczy¢:

e Dbiatko moze ulec degradacji w przewodzie pokarmowym i wczesniejszej inaktywacji [130];

e brak samoreplikacji — lek sam si¢ nie mnozy tak, jak w przypadku fagow;

e lizyny, jak wszystkie biatka, wywotuja odpowiedZ immunologiczng. Dowiedziono jednak,
ze potaczenie lizyn z glikolem polietylenowym (PEG) moze zmniejsza¢ ich immunogenno$¢
poprzez redukcje wigzania przeciwciat. Stwierdzono jednocze$nie, ze moze to z kolei
zmniejsza¢ aktywno$¢ bakteriobdjcza, jednak problem ten jest kompensowany przez

znacznie polepszong farmakokinetyke. Jako ze powinowactwo przeciwciat do antygenoéw
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jest porownywalne z powinowactwem lizyn do patogendéw, aktywnos$¢ lizyn moze by¢
jedynie spowolniona, ale nie zahamowana [83];

e powodzenie leczenia glownie w przypadku bakterii Gram-dodatnich — problemy z aplikacja
przeciwko bakteriom Gram-ujemnym ze wzglgdu na obecnos¢ blony zewngetrznej. Sg badane
1 opracowywane trzy drogi obej$cia tego problemu: zastosowanie lizyn majacych
wlasciwosci umozliwiajace pokonanie bariery blony zewnetrznej dzigki dodatnio
naladowanemu C-koncowi, ktory ja destabilizuje, inzynieria biatek, aby wyposazy¢ lizyne
W niezbedne narzgdzia do pokonania blony zewnetrznej oraz uzycie fizycznych lub
chemicznych $rodkoéw do zaktocania zewnetrznej integralno$ci btony [73]. Przyktadem
ostatniego rozwigzania jest zastosowanie EDTA, $rodka chelatujacego, ktory usuwa
dwuwarto$ciowe kationy stabilizujace zewnetrzng blone z ich miejsca wigzania, rozrywajac

ja 1 pozostawiajac podatng na atak lizyny [130].

1.7. Fagi i lizyny B. anthracis

Pierwszego faga specyficznego dla B. anthracis wyizolowano w 1930 r.
Z nieoczyszczonych $ciekow [37]. Od tego czasu wyizolowano kilka dodatkowych fagdéw
B. anthracis, w tym dobrze znanego i scharakteryzowanego faga Gamma [19], ktory stanowi
narzedzie diagnostyczne do odrdzniania B. anthracis od innych cztonkéw grupy B. cereus [111].
W wyniku niestabilno$ci genetycznej 1 powszechnego stosowania fagéw Gamma istnieje obecnie
kilka podobnych, ale genetycznie odmiennych fagow Gamma-podobnych, np. tagodny fag
Wheta i zjadliwe fagi Fah, LSU, USAMRIID i Cherry [64, 162]. Fag Fah byt szeroko stosowany
w bylym Zwiazku Radzieckim do identyfikacji bakterii waglika [126]. W 1963 Dong i wsp.
wyizolowali innego faga B. anthracis z nieoczyszczonych $ciekow i oznaczyli go jako AP631,
wskazujac, ze byt to pierwszy fag waglikowy wyizolowany w Chinach [43]. Poniewaz AP631
moze specyficznie infekowac nieotoczkowe szczepy waglikowe 1 tworzy¢ klarowne tysinki, jest
obecnie szeroko stosowany w Chinach do identyfikacji tych bakterii. Mimo jego duzej
specyficznosci gatunkowej, Zhang i wsp. odkryli w 2016 r., ze fag ten niespecyficznie lizowal
rowniez kilka izolatow B. cereus z ich laboratorium, tworzac metne tysinki [85]. W 2018 r.
izraelscy badacze wyizolowali kolejne trzy fagi specyficzne wobec laseczki waglika:
Carmel_SA, Tavor_SA i Negev_SA. Sekwencje ich genomow zostaty opublikowane w bazie
GenBank, jednak nie zostaly one scharakteryzowane, jak tez nie sg dostgpne informacje

0 szczegotach biologii tych fagow [6].

Wyizolowane dotychczas fagi infekujace przedstawicieli grupy B. cereus wykazuja

réznorodnos$¢ morfologii i zakresu gospodarza. Byty one klasyfikowane do rodzin Siphoviridae

28



(np.: Gamma, Fah, Carmel_SA, Whbeta, Wip2), Myoviridae (np.: Wip5, Frpl, Crookii) lub
Tectiviridae (np.: Wipl and Htpl) [77, 163]. Obecnie wigkszo$¢ opisywanych fagow
waglikowych to ogonkowe siphowirusy. Cz¢$¢ z nich poza szczepami B. anthracis infekuje
réwniez niektore lub rzadkie szczepy B. cereus. Co wigcej, wedtug Fouts’a i wsp. fag Gamma,
Cherry 1 Fah wywodzg si¢ zasadniczo z tego samego faga, ktory nabyt zmiany w trzech réznych

miejscach w genomie [55].

Poza odkryciem puli réznych fagéw B. anthracis wiele uwagi poswigca si¢ takze
kodowanym przez nie endolizynom. Badania nad fagiem Gamma daly poczatek
scharakteryzowaniu najbardziej znanej lizyny o potwierdzonej specyficznosci i skutecznosci
wobec szczepow waglikowych, tj. amidazy PlyG. Dowiedziono, ze specyficznie zabija ona
zarowno komorki wegetatywne laseczki waglika, jak i kietkujace endospory jej izolatow i innych
przedstawicieli ,klastra” B. anthracis [164]. Inna lizyna, PlyPH o przypuszczalnie fagowym
pochodzeniu znaleziona w genomie B. anthracis, ma wysoki stopien identycznosci sekwencji
domniemanej domeny C-koncowej z PlyG, ale prawdopodobnie inne dziatanie katalityczne
[194]. Obydwa enzymy maja identyczny zakres aktywnosci, co moze sugerowac, ze moga
rozpoznawac 1 wigzac¢ ten sam epitop Sciany komodrkowej [195]. Kolejnym przyktadem jest
lizyna PlyB wyizolowana z fagodnego faga B. cereus sensu lato, Bepl. PlyB wykazata silne
dzialanie bakteriobojcze przeciwko wszystkim badanym s$rodowiskowym, laboratoryjnym
I klinicznym izolatom B. cereus sensu stricto, B. thuringiensis, B. anthracis i B. mycoides [145].

PlyB nalezy do grupy lizozymo6w, ma zatem inny niz PlyG mechanizm dziatania.

W niniejszej pracy scharakteryzowano trzy nowe wyizolowane fagi specyficzne wobec
B. anthracis, jak rowniez zbadano aktywnosc¢ lityczng endolizyn dwodch z nich, otrzymanych

W postaci oczyszczonych bialek.
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2. CELE PRACY

> lzolacja i charakterystyka nowych bakteriofagow specyficznych wobec laseczki
waglika
* Dbiologiczna charakterystyka fagow
* genomowa charakterystyka fagow
» Otrzymanie kodowanych przez nowe bakteriofagi bialek o aktywnosci litycznej
(endolizyn)
* klonowanie wybranych genoéw kodujacych biatka lityczne
» zbadanie aktywno$ci litycznej w warunkach in vitro wobec szczepoéw

B. anthracis oraz innych przedstawicieli grupy Bacillus cereus.

Nowe fagi 1 biatka enzymatyczne zdolne do lizy komorek laseczki waglika moglyby
potencjalnie mie¢ znaczenie terapeutyczne (alternatywa lub uzupelnienie antybiotykoterapii)

w leczeniu infekcji wywolywanych przez B. anthracis.
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3. ZADANIA BADAWCZE

Izolacja 1  charakterystyka  nowych  bakteriofagow  specyficznych  wobec
B. anthracis (m. in. morfologia, plon faga).

Sekwencjonowanie genomoéw wybranych fagdéw 1 identyfikacja gendéw kodujacych ich
endolizyny.

. Analiza poréwnawcza genomow nowych fagéw i sekwencji zidentyfikowanych lizyn
wzgledem podobnych znanych fagéw i ich enzymow litycznych.

. Klonowanie genéw kodujacych endolizyny badanych fagéw i1 ich ekspresja w komorkach
E. coli celem otrzymania oczyszczonych biatek.

. Badanie aktywnosci biologicznej otrzymanych endolizyn.
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4. MATERIALY

4.1. Szczepy bakteryjne

Pelna lista szczepow bakteryjnych uzytych w badaniach znajduje si¢ w Tabeli 2. Szczepy
postuzyty do okreslenia zakresu gospodarza fagow oraz endolizyn i obejmujg bakterie z grupy
Bacillus cereus oraz szczep Bacillus subtilis ATCC 6633. Na liscie znajduja si¢ szczepy
przejsciowe z grupy B. cereus (B. cereus i/lub B. thuringiensis), ktore nie posiadajg plazmidow,
ale posiadajg chromosomalny gen markerowy laseczki waglika — Ba 813 [135]. Ich pochodzenie
nie zostato potwierdzone, jednak przypuszcza si¢, iz mogly pochodzi¢ od B. anthracis [136].
Bezotoczkowy izolat szczepionkowy Bacillus anthracis Sterne 34F2 stosowany byt jako szczep
gospodarza we wszystkich do$wiadczeniach. Do hodowli uzywano podtoza TSB, TSA oraz

agaru Columbia z krwia.

Tabela 2. Lista szczepdéw bakteryjnych uzytych w badaniach.

(?I?zl;g;)k Szczep Pochodzenie szczepu Uwagi
B. cereus ATCC 10872 Kolekcja WIHE
an ATCC 10876 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
ATCC 11778 Kolekcja WIHE
ATCC 13472 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
ATCC 145797 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
ATCC 19637 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
ATCC 23261 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
F16959 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
F17202 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
F17289 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
Uwa5s Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
B. thuringiensis ATCC 33679 Kolekcja WIHE
(1) ATCC 35646 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
ATCC 10792 Kolekcja WIHE
ATCC 107927 Kolekcja WIHE
T07-019 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
T07-128 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
T07-146 Kolekcja WIHE
T07-151 Kolekcja WIHE
T07-155 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
T07-202 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#35 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
B. anthracis 34F2 Szczepionka "Antraphyl” firmy Phylaxia-Sanofi Numer seryjny 0210E2
©) 211 Zaktad Higieny Weterynaryjnej w Bialymstoku, Oddziat Wyizolowany ze $ledziony
Fomza krowy padlej na waglik
1153 Kolekcja WIHE Wyizolowany 2 padiej

krowy
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1583 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA Klon szczepu 211
1584 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
P7H Narodowy I,nstytut Zdrowia Publicznego PZH —
Panstwowy Instytut Badawczy
B. mycoides ATCC 6462 Kolekcja WIHE
®) ATCC 21929 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
K184 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
B. sp. Ba 813+ #6 (1/2) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
(10) #7 (11/3) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#12 (S8553/2) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#16 (PJ572) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#17 (094) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#21 (T1197-77) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#28 (3) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#30 (1B) Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#31 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
#3403 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA
B. subtilis ATCC 6633 Uniwersytet w Scranton, Pensylwania, USA

4.2. Podloza mikrobiologiczne

4.2.1. Agar tryptonowo-sojowy TSA (pH 7,3)

trypton 15¢
pepton sojowy 59

NaCl 50

agar 15¢

woda destylowana do 1000 ml

4.2.2. Bulion tryptonowo-sojowy TSB (pH 7,3)

4.2.3. Bulion LB (pH 7,0)

trypton 17 g
pepton sojowy 30

NaCl 59
K:HPO4 259
glukoza 25¢g

woda destylowana do 1000 ml
trypton 10g
ekstrakt drozdzowy 50

NaCl 59

woda destylowana do 1000 ml
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4.2.4. Agar LA (1,5%) (pH 7,0)

trypton

ekstrakt drozdzowy
NaCl

agar

woda destylowana

4.2.5. Agar polptynny (0,7%)

trypton

pepton sojowy
NaCl

agar

woda destylowana

4.2.6. Agar COLUMBIA z krwia (pH 7,3)

trypton

pepton sojowy
ekstrakt drozdzowy
ekstrakt wotowy
skrobia kukurydziana
NaCl

agar

kolistyna

kwas nalidyksowy

krew owcza bez wiloknika

woda destylowana

4.2.7. Pozywka SOC (pH 6,8-7,0)

trypton

ekstrakt drozdzowy
NaCl

KCI

MgCl;

MgSO4

sterylna glukoza

woda destylowana

109

54

54

159

do 1000 ml

15¢

5¢

5¢

79

do 1000 ml

12 ¢
59
39
39
1g
59
13,59
109
109
5%
do 1000 mli

209

5¢

0,584 ¢g
0,186 g
0,952 g
1,024 ¢
3,69

do 1000 ml
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Pozywke SOC sterylizowano przed dodaniem glukozy, aby unikna¢ reagowania glukozy

z aminokwasami podczas ogrzewania.

Przygotowane podloza sterylizowano w autoklawie pod ci$nieniem 1 atm. w temp. 121

°C przez 15 minut. Odpowiednie pH ustalano za pomoca 1 M NaOH lub 35-38% HCI.

4.3. Bufory i roztwory

4.3.1. BuforTM

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM MgSOa4

uzup. woda

Otrzymany roztwor przepuszczano przez filtr 0,22 um.

4.3.2. Bufory i roztwory do elektroforezy agarozowej

4.3.2.1. Bufor TBE 5x do elektroforezy (pH 8,2-8,4)

445 mM Tris base
445 mM kwas borowy
10 mM EDTA

uzup. woda

4.3.2.2. Bufor obcigzajacy 6x (bufor probkowy)

10 mM Tris-HCI, pH 7,6
0,03% biekit bromofenolowy
0,03% xylene cyanol FF
60% glicerol

60 mM EDTA

uzup. woda

4.3.2.3. Bromek etydyny o stez. 10 mg/ml

4.3.3. Bufory i roztwory do elektroforezy poliakrylamidowej SDS-PAGE

4.3.3.1. Zel gorny (zageszczajacy) — 2 ml/dwa zele

30% akrylamid

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
10% SDS

10% AMPS

330 pl
250 pl
20 pl
20 pl

35



woda 1,4 ml
TEMED 2 ul

4.3.3.2. Zel dolny 12% (rozdzielajacy) - 10 ml/dwa zele

4.3.3.3. AMPS 10%

Roztwor AMPS sporzadzano na §wiezo przed przygotowywaniem zelu.

30% akrylamid 4 mi

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml
10% SDS 100 pl
10% AMPS 100 pl
woda 3,3ml
TEMED 4l

AMPS 50 mg
woda 500 pl

4.3.3.4. Bufor do elektroforezy biatek 5x (pH 8,3)

250 mM Tris-HCI, pH 8,1-8,3
1,92 M glicyna
1% SDS

uzup. woda

4.3.3.5. Bufor obcigzajacy z B-merkaptoetanolem 4x (bufor probkowy)

50 mM Tris-HCI, pH 6,8

2% SDS

10% glicerol

1% B-merkaptoetanol

125 mM EDTA

0,02% bilekit bromofenolowy

uzup. woda

Bufor mieszano z probka biatkowa w stosunku 1:3.

4.3.3.6. Bufor obciazajacy nieredukujacy Laemmli 2x

65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8
2% SDS
26,3% glicerol
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0,01% bilekit bromofenolowy

uzup. woda

Bufor mieszano z probka biatkowa w stosunku 1:1.

4.3.3.7. Bufor do barwienia zeli — Coomassie Brilliant Blue

CBB G-250 100 mg
metanol 45 mi
kwas octowy 10 mi
woda do 100 ml

4.3.3.8. Bufor do odbarwiania zeli

metanol 100 ml
kwas octowy 100 ml
woda do 1000 ml

4.3.4. Bufory do elektroforezy w polu pulsacyjnym PFGE

4.3.4.1. Bufor PL

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
50 mM EDTA
1% SDS

uzup. woda

4.3.4.2. Bufor TE

10 mM Tris-HCI, pH 7,9-8,0
1 mM EDTA

uzup. woda

4.3.5. Antybiotyki

4.3.5.1. Kanamycyna 10 mg/ml

kanamycyna 150 mg

woda do 15 ml

Otrzymany roztwor przepuszczano przez filtr 0,22 um, rozporcjowywano po 1 ml

I przechowywano w temp. -20 °C.
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4.3.5.2. Ampicylina 50 mg/ml
ampicylina 750 mg
woda do 15 ml

Otrzymany roztwor przepuszczano przez filtr 0,22 pum, rozporcjowywano po 1 ml
I przechowywano w temp. -20 °C.

4.3.6. Bufor do dializy
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
200 mM NaCl
5% glicerol

uzup. woda

4.3.7. PMSF 200 mM

PMSF (inhibitor proteinazy serynowej) nie rozpuszcza si¢ w wodzie i jest niestabilny
w roztworach wodnych. Roztwor przygotowywano w izopropanolu, ew. w etanolu lub metanolu

1 dodawano do innych roztworéw na §wiezo.

PMSF 0,175¢g

izopropanol do5ml
4.3.8. Bufory i roztwory do indukcji i oczyszczania bialek w warunkach natywnych

4.3.8.1. IPTG 100 mM
IPTG 0,119¢9

woda do5ml

Otrzymany roztwor przepuszczano przez filtr 0,22 um i przechowywano w temp. -20 °C.

4.3.8.2. Bufor do sonikacji (pH 8,0)

20 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,1% Triton X-100

500 mM NaCl

1 mM PMSF

uzup. woda

4.3.8.3. Bufor lizujacy — wigzacy (pH 8,0)

20 mM Tris-HCI, pH 8,0
300 mM NaCl
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4.3.8.4.

4.3.8.5.

4.3.8.6.

4.3.9.

4.3.9.1.

4.3.9.2.

4.3.9.3.

10 mM imidazol

uzup. woda

Bufor ptluczacy (pH 8,0)

20 mM Tris-HCI, pH 8,0
300 mM NacCl
25 mM imidazol

uzup. woda

Bufor elucyjny (pH 8,0)

20 mM Tris-HCI, pH 8,0
300 mM NacCl
250 mM imidazol

uzup. woda

Bufor MES (pH 5,0)

20 mM MES sodium salt
100 mM NacCl

uzup. woda

Bufory do specyficznej detekcji bialek metoda \Western Blotting

Bufor do blottingu (pH 8,1-8,3)
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
190 mM glicyna
20% metanol

uzup. woda

Bufor TBS 10x (pH 7,4-7,6)

20 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl

uzup. woda

Bufor TBST (pH 7,4-7,6)

20 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl
0,1% Tween-20

uzup. woda
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4.3.9.4. Bufor TBST z mlekiem
TBST

5% mleko odtluszczone

4.3.10. Bufor do renaturacji
50 mM Tris-HCI, pH 7,4
1% Triton X-100

uzup. woda
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5. METODY

5.1. Poszukiwanie nowych bakteriofagow specyficznych wobec laseczki
waglika oraz ich charakterystyka

5.1.1. Metoda plytek dwuwarstwowych

W badaniach mikrobiologicznych wykorzystywano ptytki dwuwarstwowe. Na spodnig
warstwe podtoza TSA (o 1,5% zawartosci agaru) - 15 ml - wylewano 3 ml warstwe tzw. agaru
polptynnego (0 0,7% zawarto$ci agaru) zawierajacego 70 pl szczepu bakteryjnego z catonocne;j
hodowli. Agar potptynny pozwala na lepsza dystrybucje mikroorganizméw przed zastygnigciem,

dzigki czemu po nocnej inkubacji uzyskiwano na plytkach regularng murawke bakteryjna.

5.1.2. Izolacja bakteriofagéw z prébek srodowiskowych

Bakteriofagi izolowano z probek srodowiskowych, m.in. gleby i1 obornika, pobranych
w roznych rejonach Polski i Ukrainy. Probki srodowiskowe (~10 g) uzupetniano pozywka TSB
z MgSOs (0,2%) do 35 ml, a nastepnie inkubowano przez noc w 37 °C z dodatkiem 100 pl
calonocnej hodowli szczepu gospodarza B. anthracis 34F2. Nastepnego dnia probki traktowano
0,5 ml chloroformu, umieszczano na wytrzasarce na 30 min. i wirowano przez 30 min. przy
4200x g. Supernatant filtrowano za pomocg filtra strzykawkowego PES 0,22 um (Millipore,
Merck Millipore, Burlington, MA, USA), po czym 15 ul przesaczu nakraplano na murawke

B. anthracis na ptytce dwuwarstwowej i inkubowano przez noc w 37 °C.

5.1.3. Oczyszczanie bakteriofagéw oraz okreslenie ich zakresu gospodarza

Po 24-godzinnej inkubacji przejrzyste tysinki fagowe otrzymane na murawce szczepu
gospodarza wycinano za pomoca szklanych pipet pasterowskich, zawieszano w 1 ml buforu TM
(50 mM Tris-Cl, 10 mM MgSOs, pH 7,5), energicznie worteksowano i wysiewano na ptytki
dwuwarstwowe. CzynnoSci te powtarzano jeszcze co najmniej dwa razy, aby uzyskac czysty klon

pojedynczego faga.

W celu okreslenia zakresu gospodarza faga, 10-15 ul nierozcienczonych i rozcienczonych
lizatow zawierajacych danego oczyszczonego faga nakraplano na murawki réznych szczepow
bakteryjnych wymienionych w Tabeli 2 i inkubowano przez noc w 37 °C. Wrazliwos¢ bakterii

na fagi oceniano nastg¢pnego dnia na podstawie obecnosci stref przejasnienia lub tysinek.

5.1.4. Mianowanie bakteriofagow

W celu ustalenia liczby czastek fagowych w 1 ml otrzymanych lizatow przygotowywano
dla nich szereg 10-krotnych rozcienczen w buforze TM (bufor ten byt uzywany w tym celu we
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wszystkich do$wiadczeniach), po czym po 100 ul kolejnych rozcienczen wylewano w trzech
powtorzeniach na ptytki dwuwarstwowe ze szczepem gospodarza. Na drugi dzien liczono

pojedyncze tysinki i obliczano miano fagéw uwzgledniajac wspotczynnik rozcienczenia.

5.1.5. Ustalenie optymalnego wspolczynnika infekcji (MOI) oraz namnazanie
bakteriofagéow

Ustalenie optymalnego MOI (od ang. Multiplicity Of Infection) przeprowadzono w celu
znalezienia najlepszego dla procesu namnazania faga stosunku czastek fagowych do bakterii.
Poczatkowo miana fagdéw i bakterii doprowadzono do takiej samej wartosci, a nastepnie
mieszano je w nastepujacych proporcjach: 1, 0,5, 0,1, 0,05 1 0,01 i inkubowano przez 15 min.
w 37 °C. Po inkubacji probki wirowano (6100x g, 10 min.), a supernatant zawierajacy
niezaabsorbowane fagi odrzucano. Osady zawieszano w 100 pl pozywki LB 1 inkubowano przez
4 godz. w 37 °C z wytrzasaniem. Zawiesiny wysiewano na dwuwarstwowe ptytki Petriego ze
szczepem gospodarza i inkubowano przez noc w 37 °C. Do$wiadczenie wykonano co najmniej

trzykrotnie dla kazdego faga.

Do namnazania fagdw wykorzystywano ptytki dwuwarstwowe. Na dolng warstwe
podtoza wylewano mieszaning 50-70 ul nocnej hodowli szczepu B. anthracis 34F2 oraz 100 pl
nierozcienczonego lizatu fagowego w 3 ml agaru potptynnego. Po zastygnieciu i nocnej inkubacji
ptytek w 37 °C, gdérng warstwe agaru ze zlizowanymi bakteriami murawki zeskrobywano za
pomoca glaszczki do probowki typu falkon o poj. 50 ml. Do falkonéw dawano Kilkaset
mikrolitrow chloroformu w celu zabicia bakterii, a nastgpnie umieszczano je na kolysce
laboratoryjnej na ok. 30 min. Zawartos¢ falkonéw wirowano przez 30 min. przy 4300x g.
Supernatant oczyszczano za pomocg filtra strzykawkowego 0,22 um i tak otrzymane lizaty

mianowano i wykorzystywano do dalszych badan.

5.1.6. Mikroskopia elektronowa

Lizaty zawierajace fagi (po 17 ml) ultrawirowano przy 116 200x g przez 2 godz., a osad
(niewidoczny) zawieszano w 0,1 M octanie amonu. Zawiesiny ponownie wirowano przy 36 440x
g przez 2 godz. w 4 °C, a otrzymany osad zawieszano w 50 pul 0,1 M octanu amonu. Zatezong
zawiesine fagéw (2,5 pl) nanoszono na siatki miedziane z btong formvarowo-weglowa 0 oczkach
300x 300 (TAAB Laboratories Equipment Ltd, Berks, England) i pozostawiano na 3 minuty.
Nadmiar roztworu usuwano bibulg filtracyjna, po czym siatki wybarwiano negatywnie 2%
octanem uranylu przez 2-3 minuty. Po usuni¢ciu nadmiaru roztworu barwigcego siatki suszono
przez 15 min. w temperaturze pokojowej. Preparaty ogladano w transmisyjnym mikroskopie

elektronowym JEM 1400 TEM (JEOL Co., Tokyo, Japan) przy powigkszeniu 300 000x.
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5.1.7. One Step Growth (OSG, jednostopniowy wzrost)

Krzywa OSG wykonano w celu okreslenia czasu latencji oraz wielko$ci plonu faga, czyli
liczby czastek potomnych pochodzacych z jednego wirionu w jednym cyklu replikacji
w komorce gospodarza. Nocng hodowle B. anthracis w pozywce TSB od$wiezano poprzez 100-
krotne rozcienczenie i inkubowano z wytrzgsaniem w 37 °C, az gestos¢ optyczna przy 600 nm
osiagneta 0,5 (okoto 6,5 x 10° CFU/ml, jak ustalono za pomoca krzywej wzrostu). Porcje hodowli
(10 ml) wirowano (3000x g, 10 min., 4 °C), supernatant usuwano, a osad zawieszano w 1 ml
pozywki LB. Zawiesing faga mieszano ze szczepem gospodarza stosujgc MOI 0,5 1 inkubowano
w 37 °C przez 20 min, a nast¢pnie wirowano przy S000x g przez 10 min. w 4 °C. Supernatant
z wolnymi fagami odrzucano, a osad ponownie zawieszano w 1 ml §wiezej pozywki LB. Ten
krok powtarzano jeszcze dwukrotnie. Po odwirowaniu osad zawieszano w 25 ml ogrzanej
uprzednio do temp. 37 °C pozywki LB i rozpoczynano inkubacj¢ w 37 °C z wytrzasaniem (100
obr./min). Co 5-10 min. (wliczajac czas zero) z zawiesiny odbierano probki, wykonywano
rozcienczenia, a nastgpnie wysiewano je na ptytki dwuwarstwowe zawierajace komorki szczepu

34F2. Doswiadczenie wykonano co najmniej trzykrotnie dla kazdego faga.

5.1.8. Adsorpcja bakteriofagow do komoérek gospodarza

Protokot podobny do opisanego przez Baptista et al. [14] zostal wykorzystany do
okreslenia szybkosci adsorpcji fagow do komorek gospodarza. Nocng hodowle B. anthracis
odswiezono poprzez 100-krotne rozcienczenie w pozywce TSB i hodowano w temp. 37 °C
z cigglym wytrzasaniem do uzyskania gestosci optycznej ODeoo ~0,5. Zawiesing faga o znanym
mianie mieszano z gospodarzem przy MOI 0,5 i worteksowano. Natychmiast po zworteksowaniu
pobierano probke dla czasu zero i rozcienczono 10-krotnie poprzez przeniesienie 100 pl do
probowki zawierajacej 900 ul lodowatej pozywki. Pozostalg mieszaning inkubowano w temp. 30
°C. Probki do badan pobierano co 5 min. przez maksymalnie 40 min., zawsze po worteksowaniu.
Pobierane probki wirowano przy 12 000x g przez 5 min. Miano niezaabsorbowanych fagow
pozostajacych w supernatancie okreslano dla kazdego punktu czasowego za pomoca ptytek
dwuwarstwowych z warstwa komorek szczepu gospodarza. Do§wiadczenie wykonano co

najmniej trzykrotnie dla kazdego faga.

5.1.9. Badanie wrazliwoS$ci bakteriofagéw na zmiany pH i temperatury

Stabilnos$¢ termiczng fagoéw badano w pieciu roznych temperaturach (20, 37, 50, 60 1 70
°C). Lizaty bakterii zawierajace fagi o objetosci 1 ml (108 PFU/ml w buforze TM) inkubowano

w odpowiednich temperaturach przez 10 min., 30 min., 60 min. i 3 godziny. Pobierane
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kazdorazowo objetosci (100 ul) seryjnie rozcienczano w buforze TM, a nastgpnie wylewano na

ptytki dwuwarstwowe z zawiesing komorek Szczepu gospodarza.

Wrazliwo$¢ fagéw na pH oceniano stosujac bufor TM doprowadzony za pomoca NaOH
lub HCI do nastepujacych wartosci pH: 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 i 13. Lizaty fagowe rozcienczone
w buforze TM do stezenia 108 PFU/ml (500 pl) przenoszono do sterylnych probowek
zawierajacych 4,5 ml buforu TM o réznych wartosciach pH. Probéwki inkubowano w temp.
pokojowej przez 1 godz., nastgpnie zawiesiny seryjnie rozcienczano i wysiewano na
dwuwarstwowe ptytki Petriego z zawiesing komorek szczepu wskaznikowego. Doswiadczenie

wykonano co najmniej trzykrotnie dla kazdego faga.

5.1.10. Elektroforeza w polu pulsacyjnym (PFGE)

W zelach agarozowych o statym polu elektrycznym fragmenty DNA o wielkosci powyze;j
warto$ci granicznej ~30 kb migruja ze stalg szybkoscia, niezaleznie od ich wielkosci. Dlatego
w celu rozdziatu duzych czasteczek DNA z powodzeniem stosuje si¢ metode PFGE (od ang.
Pulsed Field Gel Electrophoresis), pozwalajacg rozdziela¢ cale genomy. Co wazne, nie jest
konieczna wcze$niejsza izolacja materialu genetycznego, a do przeprowadzenia elektroforezy

mozna uzy¢ lizatow fagowych.

PFGE przeprowadzano w celu oszacowania wielko$ci genomow kilku wstgpnie
wybranych fagdw oraz oceny czystosci poddawanych analizie preparatow. W tym celu 60 pl
lizatow bakteryjnych zawierajacych fagi ogrzewano do temp. 54 °C 1 mieszano z 60 pl ogrzanej
do tej samej temperatury 2% agarozy (plug agarose, CleanCut, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Nastepnie otrzymang mieszaning wlewano do specjalnych kieszonek (plug molds)
| pozostawiano do zastygniecia. Zastygnigte bloczki agarozowe inkubowano w 5 ml buforu PL
(bufor do lizy fagowej) z 25 pl proteinazy K (stez. 20 mg/ml) przez noc w temp. 54 °C,
z wytrzasaniem. Nastgpnego dnia bloczki trzykrotnie ptukano po 15 min. w 5 ml buforu TE
ogrzanego do temp. 37 °C i umieszczano w kieszonkach zelu. PFGE przeprowadzono w 1% zelu
agarozowym w elektrycznym polu pulsacyjnym, przy napieciu 180 V, gradiencie 6 V/cm
z przyrostem 0,1 V/cm, kacie reorientacji czasteczek DNA 120° i czasie zmiany napi¢cia 5-80
sekund, przy uzyciu systemu CHEF-DR Il (Bio-Rad). Rozdziat prowadzono w buforze 0,5x
TBE przez 16 godzin, w 14 °C. Po elektroforezie zel barwiono bromkiem etydyny (10 mg/ml)

przez 30 min., a nastepnie oglagdano pod $wiattem UV o dlugosci fali 312 nm.

44



5.1.11. lzolacja oraz pomiar stezenia DNA

Genomowe DNA oczyszczonych fagéw izolowano za pomocg zestawu Genomic Mini
AX Phage (A&A Biotechnology, Gdansk, Poland) wedtug przepisu podanego przez producenta.
W celu zmierzenia st¢zenia otrzymanego DNA 1 pl preparatu DNA mieszano ze 199 ul
odczynnika QuantiFluor® ONE dsDNA Dye i umieszczano we fluorymetrze Quantus (Promega,

Madison, W1, USA) do przeprowadzenia pomiaru przy dtugosci fali 504 nmex/531 nmem.

5.1.12. Trawienia restrykcyjne DNA bakteriofagowego

DNA oczyszczonych fagéw o znanym stezeniu poddawano dziataniu ré6znych enzymow
restrykcyjnych w celu uzyskania wzordéw restrykcyjnych. Typowa mieszanina reakcyjna sktadata
si¢ z wody, enzymu restrykcyjnego wraz z odpowiednim buforem oraz DNA fagowego w ilosci
zaleznej od jego st¢zenia. Trawienia prowadzono przez noc w warunkach zalecanych przez
producenta, a na drugi dzien wzor trawien wizualizowano za pomoca elektroforezy agarozowe;.
Otrzymane wzory poréwnywano w celu wyeliminowania klondw tego samego faga, zaréwno dla
nowo izolowanych fagow, jak tez pozostatych, nier6znicowanych do tej pory izolatow fagowych

z kolekcji Pracowni Bakteriofagdw.

5.1.13. Elektroforeza agarozowa DNA

Probki DNA mieszano z buforem obcigzajacym w stosunku 5:1 i nanoszono do
studzienek w 1% zelu. Rozdziat prowadzono w aparacie Mupid-ONE (ABO, Gdansk, Polska)
poczatkowo pod napieciem 25 V, a nastgpnie 100 V. Wyniki analizowano za pomocg rejestratora
do Zeli Quantum-ST4 1100/26MX (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Niemcy) z uzyciem programu
Quantum Capt, pod swiattem UV o dlugosci fali 312 nm.

5.1.14. Sekwencjonowanie DNA bakteriofagow

Sekwencjonowanie catego genomu 1 wstepne ztozenie (oraz wszystkie kolejne reakcje
sekwencjonowania w trakcie badan) przeprowadzono w Pracowni Sekwencjonowania DNA
i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk (IBB
PAN) w Warszawie za pomocg sekwenatora MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA). Biblioteki
fragmentéw genomowych skonstruowano uzywajac zestawu Kapa Library Preparation kit
(KAPA/Roche), po fragmentacji fagowego DNA przy uzyciu nebulizacji. Sekwencje
wygenerowane przez NGS zostaly przetworzone za pomoca narzedzia cutadapt
(https://journal.embnet.org/index.php/embnetjournal/article/view/200) w celu usunigcia

pozostatych adapteréw. Dane niskiej jako$ci usuwano przez filtrowanie z uzyciem zestawu
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narzedzi FastX (http://hannonlab.cshl.edu/fastx toolkit/). Przefiltrowane odczyty sekwencji

ztozono w kontig przy uzyciu programu Newbler v3.0 (Roche, Basel, Switzerland).

5.2. Analiza genomow bakteriofagow oraz poréwnawcza analiza genomowa
z podobnymi bakteriofagami

5.2.1. Adnotacje genomow fagowych

Ztozone sekwencje DNA fagdéw adnotowano automatycznie przy uzyciu programu RAST
(https://rast.nmpdr.org/) [11]. Adnotacje byly korygowane r¢cznie na podstawie wynikow
analizy DNA z wykorzystaniem programow BLASTx, tBLASTn i BLASTp oraz bazy danych
NCBI RefSeq.

5.2.2. Ustalenie sekwencji i struktury koncéw czasteczek DNA wirionow

Wzory sktadania odczytow sekwencji genomowych oraz oprogramowanie PhageTerm
[61] zostaly wykorzystane do przewidywania zakonczen czasteczek DNA wirionow
I mechanizmow pakowania DNA. Aby sprawdzié, czy fagi zawierajg jednoniciowe, lepkie konce
(sekwencja cos), ich DNA traktowano ligazg DNA T4 i stosowano jako matryce do amplifikacji
PCR z wykorzystaniem starterow komplementarnych do regionéw flankujacych miejsca ligacji
przewidywanych koncow DNA, podobne do opisanych wczesniej przez Foutsa [55] (5'-
GGATAAGAATAGATACTATGACC i 5'-TCAACCTGACTAATTCAGCAGC/5'-
CGTACCGTGCTAAACTATC. Otrzymane produkty PCR sekwencjonowano.

Dodatkowo przeprowadzono analize¢ restrykcyjna DNA fagoéw, aby zwizualizowac
regiony koncowe. Wzory trawienia byly najpierw przewidywane przy uzyciu narzgdzia
SnapGene Simulate Agarose Gel (SnapGene 4.1.9, GSL Biotech LLC, San Diego, CA, USA).
Fagowe DNA trawiono wybranymi enzymami restrykcyjnymi przez noc, a nastgpnie czg$¢
potrawionej probki ogrzewano do 55 lub 85 °C przez 10 min. i natychmiast ochtadzano na lodzie
przez 15 minut. Fragmenty DNA z probek traktowanych termicznie oraz niepoddanych dziataniu
temperatury rozdzielano elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym. DNA faga Lambda
zastosowano jako kontrole¢ pozytywna fagéw zawierajacych sekwencje cos na 5' konicu DNA.

Sekwencje DNA fagdéw zostaly zreorganizowane zgodnie z ich zidentyfikowanymi poczatkami.

5.2.3. Analiza sekwencji przewidzianych bialek bakteriofagow

Najblizsze homologi bialek kodowanych przez przewidywane geny (CDS-y)
identyfikowano przy uzyciu BLASTD, BLASTx i tBLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Biatka przeszukiwano w bazie danych wzglgdem bazy

wirusow lub bakterii z grupy B. cereus, gdy homologi wsrdd biatek bakteriofagowych nie byly
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znajdowane. W przypadku homologéw pochodzenia bakteryjnego, serwer PHASTER
(https://phaster.ca/) byt wykorzystywany do weryfikacji, czy ich geny znajduja si¢ w profagach
[8, 200]. Dodatkowo za pomoca narzedzia PHMMER identyfikowano motywy biatkowe
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/phmmer) [146]. Obecnos¢ domen transblonowych
biatek i sekwencji sygnatowych przewidywano za pomoca, odpowiednio, TMHMM 2.0 i SignalP
5.0 (www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/
I https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0) [15, 104]. Wybrane biatka
dodatkowo analizowano za pomocg HHpred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred)

w celu znalezienia ich homologow strukturalnych [58, 201].

5.2.4. Analiza filogenetyczna oraz porownawcza genomow bakteriofagowych

Narzedzie BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) zostalo uzyte do
znalezienia bliskich krewnych fagéw wsrod catkowicie zsekwencjonowanych genoméw
fagowych zdeponowanych w bazie GenBank, a procent identycznos$ci migdzy nimi obliczono za
pomoca programu Viridic (Virus Intergenomic Distance Calculator; [127]). Pokrewienstwo
filogenetyczne wyizolowanych fagow 2z podobnymi fagami okre§lono na podstawie
podobienstwa sekwencji w catym genomie obliczonego za pomocg tBLASTx przy uzyciu
ViPTree (https://www.genome.jp/viptree/) [137], ktory wykorzystuje oryginalng koncepcje¢
drzewa proteomicznego opracowang przez Rohwera i Edwardsa [155]. Ponadto pozycja
filogenetyczna wyizolowanych fagow wsrdd fagow blisko spokrewnionych zostata okreslona za
pomocg BioNumerics v7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgia) poprzez analizg
glownego biatka kapsydu (MCP) 1 biatka duzej podjednostki terminazy. Dziesi¢¢ najbardziej
podobnych genoméw fagowych wykorzystano jako genomy referencyjne w dalszych badaniach
porownawczych. Liczbe bialek rdzeniowych w obrebie poszczegdlnych kladow fagowych
obliczono za pomoca CoreGenes 5.0 (https://coregenes.ngrok.io/) z dwukierunkowym

algorytmem najlepszego trafienia i wartoscig E 1e-05 [34, 180].

Oprogramowanie Geneious Prime w wersji 2021.2.1 (Biomatters, Auckland, Nowa
Zelandia) zostalo uzyte do stworzenia mapy syntenii genomoéw nowych fagéw 1 ich bliskich
krewnych. Dopasowanie wielu sekwencji DNA przeprowadzono przy uzyciu programu MAFFT
7.0 [93, 94]. Odpowiednie biatka badanych fagow i ich krewnych ponownie analizowano za
pomoca BLASTp w celu okreslenia podobienstwa ich sekwencji aminokwasowych, a wyniki
oznaczano kolorami w zalezno$ci od procentowej identyczno$ci poréwnywanych sekwencji

bialek.
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5.3. Otrzymanie kodowanych przez bakteriofagi bialek o aktywnosci
litycznej (endolizyn)

5.3.1. Metoda klonowania molekularnego oraz dobor wektora

Do przeprowadzenia klonowania fragmentow DNA wybrano metod¢ Gibson Assembly
(GA) 1 uzyto zestawu do klonowania NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (NEB,
Ipswich, MA, USA). Najwickszg zaletg tej metody jest caltkowita dowolnos$¢ miejsca klonowania
genu lub genow w wektorze, nieograniczona miejscami restrykcyjnymi oraz dhlugoscig
fragmentow DNA. Dodatkowo reakcja zachodzi bardzo szybko (15 min. w przypadku ligacji 2-
3 fragmentéw) 1 jest przeprowadzana w pojedynczej probowce w jednolitej temperaturze.
Metoda GA opiera si¢ na utworzeniu w czasie reakcji PCR komplementarnych zakonczen we
wstawce (insercie) oraz wektorze, ktoére umozliwiajg ich potaczenie si¢. Startery PCR do uzycia
w GA muszg zawiera¢ dwa elementy sekwencji: sekwencj¢ nakladania si¢ (ang. overlap),
wymagang do montazu sasiednich fragmentoéw oraz sekwencj¢ specyficzng dla genu lub wektora
(Ryc. 6). Zalecana optymalna dtugosc¢ regionu overlap to 15-25 bp. Prawidtowe dobranie miejsca
naktadania si¢ fragmentow oraz poprawne zaprojektowanie starteréw jest jednym z kluczowych

punktow determinujgcych powodzenie reakcji klonowania metoda GA.

1. Create a final sequence file displaying both DNA strands:
Vector Left Arm Insert Vector Right Arm
|

| |
I 1T I 1
GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT ATGACCATGATTACGGATTCACT...AGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAA TGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAA
CAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTA TACTGGTACTAATGCCTAAGTGA. ..TCAACCAGACCAGAGTTTTTATT ACTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTT

1. Mark the junctions between the vector and the insert:

TGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAA
ACTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTT

GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT
CAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTA

ATGACCATGATTACGGATTCACT. . .AGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAA
TACTGGTACTAATGCCTAAGTGA. . .TCAACCAGACCAGAGTTTTTATT

1Il. Choose 15-25 nt overlap region between vector and insert:

TAACAAAGCCCGAAA
CGATTGTTTCGGGCTTT

-iATGATTACGGATTCACT4..AGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAA TGAGATC
ITACTAATGCCTAAGTGA. . . TCAACCAGACCAGAGTTTTTATT |ACTCTAG

IV. Design overlapping primers starting from the first 5" nucleotide of the overlap region:
Primer FP1 Primer FP2

>

>
CCATGATTACGGATTCACT. . .AGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAA
GGTACTAATGCCTAAGTGA. . . TCAACCAGACCAGAGTTTTTATT

<
<

Primer RP2 Primer RP1

TGAGATC
ACTCTAG

5CTAACAAAGCCCGAAA
CGATTGTTTCGGGCTTT

GTTTAACTTTAAGAAGG
CAAATTGAAATTCTTY

V. Amplify Insert with primers FP1 + RP1 and Vector with primers FP2 + RP2:

Vector Left Arm Vector Right Arm
I . 1 [ ] :
Overlap _ __DOverlap

"AACAAAGCCCGAAA
ﬁTGTTTCGGGCTTT

GTTTAACTTTAAGAAG
CAAATTGAAATTCTTC

T
Insert

Rycina 6. Zasada tworzenia regionéw komplementarnych dla fragmentéw poddawanych ligacji w reakcji Gibson
Assembly (zrodto - INSTRUCTION MANUAL Gibson Assembly® Master Mix/Gibson Assembly® Cloning Kit,
NEB # E2611S/L, #E5510S). Aby uzyska¢ najlepsze dopasowanie pod wzglgdem dtugosci i temperatury topnienia
starteréw (Tm), Sekwencja naktadania si¢ moze sktadac¢ si¢ z nukleotydéw nalezgcych tylko do jednego fragmentu
(overlap pokazany na niebiesko) lub moze by¢ podzielona miedzy dwa sgsiednie fragmenty w dowolnej kombinacji
(overlap pokazany na pomaranczowo).
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Przygotowane fragmenty zawierajgce regiony komplementarne taczy si¢ z mieszaning
reakcyjng. W mieszaninie Master Mix w tym samym buforze zachodza trzy osobne reakcje
enzymatyczne wymienione ponizej, a efektem reakcji jest kolista czasteczka dsDNA o pelnej

cigglosci.

e Egzonukleaza nadtrawia pojedyncze nici DNA wstawki i wektora tworzac
jednoniciowe 3’ lepkie konce (overhangs), ktére umozliwiaja potaczenie si¢
fragmentow komplementarnych na jednym koncu (region overlap).

e Polimeraza DNA o wysokiej wiernosci wypetnia luki w kazdym z przytaczonych
fragmentow.

e Ligaza DNA uszczelnia nacigcia w ztozonym DNA (Ryc. 7).

dsDNA fragments with overlapping ends
A

:= 43

3 5’

Gibson Assembly

Add fragments to
Gibson Assembly
Master Mix

‘ DNA polymerase extends 3" ends
o

Incubate at 50°C =tk v
for 15-60 minutes. L "
’ DNA ligase seals nicks.

LL

1L v
7 7

L £
L L
7 w

A+B
Fully Assembled DNA

Rycina 7. Schemat mechanizmu klonowania w reakcji Gibson Assembly (Zrodto - INSTRUCTION MANUAL
Gibson Assembly® Master Mix/Gibson Assembly® Cloning Kit, NEB # E2611S/L, #E55108S).

Jako wektor do klonowania wybrano plazmid pET-30c(+) (Ryc. 8). System wektorowy
PET jest powszechnie stosowanym systemem do ekspresji genow rekombinowanych biatek
w E. coli. Wektor pET jest obecny w gospodarzu E. coli jako plazmid o matej liczbie kopii, co
zmniejsza ekspresje¢ gendw mogaca zachodzi¢ przed indukcja. Gen bedacy przedmiotem
zainteresowania jest klonowany do wektora pET pod kontrolg silnego systemu regulacji
transkrypcji i translacji bakteriofaga T7, czyli promotora T7lac. Aktywacje ekspresji osiaga si¢

poprzez dostarczenie polimerazy RNA T7 do komorki.

Plazmid pET-30c(+) koduje gen opornosci na kanamycyne i antybiotyk ten dodawano do
podtéz w dalszych etapach badan z wykorzystaniem tego plazmidu. W kolistym pDNA tego
plazmidu wystepuja dwa miejsca kodujace sekwencje kolejno wystepujacych szesciu reszt
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histydynowych, stanowigcych tzw. etykietk¢ histydynynowa, czyli His-tag. Etykietka
histydynowa ma kluczowe znaczenie na etapie oczyszczania rekombinowanego bialka, co
objasniono w sekcji 5.3.12. W skrocie, umozliwia ona oddzielenie na zlozu niklowym
interesujagcego nas biatka z mieszaniny bialek pochodzacych ze zlizowanych komorek
bakteryjnych. Zdecydowano si¢ na klonowanie z etykietka His-tag na przeciwleglym koncu

wzgledem domeny katalitycznej biatka kodowanego przez klonowany gen, tj. na C-koncu.

Xho I(158)

Not I(166)
Eag 1(166)
pET-30a(+) sequence landmarks Hind 11l(173)
3 - Sal I(179)
T7 promoter 419-435 Sac 1(190)
T7 transcription start 418 ECORH|(|192)
198
His*Tag coding sequence 327-344 Eta:glR V((206;
SeTag coding sequence 249-293 2;: :‘(i;g))
Multiple cloning sites ‘Bpu1102 1(80) Bgl ll(241)
(Nco1-Xho 1) 158-217 I‘ /\/ uz’; \l/(;z“%f;)
His*Tag coding sequence 140-157 Xba 1(384)
T7 terminator 26-72 - 5411
lacl coding sequence 826-1905 \5956’ ) SarA l495)
pBR322 origin 3339 Sph I(651)
Kan coding sequence 4048-4860
f1 origin 4956-5411 Pvu 1(4479)
Sgf l(4479) —
The maps for pET-30b(+) and pET-30c(+) Sma 1(4353) «,

Mlu I(1176)
{——Bcl 1(1190)

\\

are the same as pET-30a(+) (shown) with

the following exceptions: pET-30b(+) is a

5421bp plasmid; subtract 1bp from each site Nru l(4136) |

9zg) 198\

beyond BamH I at 198. pET-30c(+) is a pET'303(+) |BSIE liffse7)
R . A (5422bp) v [NApa (1387)
5423bp plasmid; add 1bp to each site o | |
beyond BamH I at 198. S /
N
Eco57 1(3825) BssH 1l(1587)

AlwN 1(3693) - Hpa |(1682)

BssS 1(3450) PshA 1(2021)
BspLU11 I(3277) /
Sap I(3161)
Bst1107 1(3048) ~
Tth111 1(3022)

Bgl I(2240)
Fsp 1(2258)
Psp5 11(2283)

T7 promoter primer #69348-3

ET upstream primer #69214-3
il __T7promoter lac operator Xbal rbs

AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Nde | His-Tag
ATACATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGK 36
MetH(sHisHIsHIsHI sHIsSerSerGlyLleaVolP-oA rGly
. thrombin Eag|
Kpn| PET-30a(+)  ngo EcoRV BamH | EcoR | Sac| ind Il __Notl _ Xhol

enterokinase
PET-30b(+) GCEG

PET-30c(+) GGA

Bput1021 T7 terminator

AAAGCCCGAAAGGAAGCTGA 3GCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGECCTCTAAACGGGTC TTGAGGGG TTG

e
T7 terminator primer #69337-3
pET-30a-c(+) cloning/expression region

Rycina 8. Mapa plazmidu pET-30a(+) wraz z zaznaczeniem regiondw réznigcych si¢ w wariantach pET-30b(+)
i pET-30c(+). Kolorem zielonym zaznaczono potozenie rejonéw DNA kodujacych tzw. etykietki histydynowe oraz
wskazano potozenie regionu wyrdzniajacego pET-30c(+). Kolorem rézowym zaznaczono polozenie genu
kodujacego oporno$¢ na antybiotyk (kanamycyn¢) (zrédto — mapa plazmidu Novagen TBO095 12/98, po
modyfikacjach).

5.3.2. Zaprojektowanie fragmentow do klonowania oraz starteréw do reakcji PCR

Sekwencje kodujaca etykietke histydynowa oflankowano po obydwu stronach co

najmniej trzema innymi resztami nukleotydowymi, zgodnie z zaleceniami producenta zestawu
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do klonowania. Jako dodatkowy element konstruktu uwzgledniony w sekwencji starterow
Reverse dla wszystkich wstawek, dodano odcinek kodujacy elastyczny tacznik w postaci trzech
reszt glicyny (Gly, patrz Tabela 3) migdzy genem lizyny a sekwencja kodujaca His-tag, czyli
tzw. linker. Odcinek ten zapewnia wigksza elastycznos¢ biatka fuzyjnego po unieruchomieniu
na zlozu niklowym w procesie oczyszczania (patrz sekcja 5.3.12.). Sekwencje starterow
zaprojektowanych do amplifikacji wstawki oraz wektora wymieniono w Tabeli 3. W przypadku
amplifikacji wektora pET-30c¢(+), zaprojektowano pare starterow pasujaca do wszystkich trzech
konstruktow i obejmujaca tylko sekwencje pDNA (Tabela 3). Wszystkie reakcje PCR
prowadzono z uzyciem wiernej polimerazy Q5 z aktywnoscia korektorska (Q5® High-Fidelity
DNA Polymerase, NEB), w termocyklerze Bio-Rad (iCycler™ Thermal Cycler).

Tabela 3. Lista starterow uzytych do amplifikacji wstawek oraz wektora do reakcji klonowania. Stylami czcionki
zaznaczono fragmenty startera komplementarne do odpowiednich odcinkow: wektor (pogrubienie), linker
(kursywa), wstawka (podkreslenie). Parametry dotyczace diugosci oraz %GC starteréw sa podane tylko dla

odcinkéw “klejacych sie”, a nie do catej ich sekwencji (dla wstawek - podkreslone fragmenty, dla wektora —
pogrubione).

Orientacja -
] Startery dla wstawki — lizyna z faga J5a Dlugosé (nt)/ %GC
startera
F GAAGGAGATATACATATGgacagaatattaatcattcccgat 24 nt/33%
R TCAGTGGTGGTGGTGGTGGT Gtccteccccccttcacatacacataggctt 20 nt/40%
Orientacja -
] Startery dla wstawki — lizyna z faga F16Ba Dlugosé (nt)/ %GC
startera
F GAAGGAGATATACATATGgacagagtattgatcattcccgat 24 nt/42%
R TCAGTGGTGGTGGTGGTGGT Gtccteccccccttcacatacacatagqgctt 20 nt/40%
Orientacja Startery dla wstawki — lizyna z faga z1a Dlugos¢ (nt)/ %GC
— 0osSC (N
startera i y 9 g ’
F GAAGGAGATATACATATGgacagagtattgatcattcccgat 24 nt/42%
R TCAGTGGTGGTGGTGGTGGT Gtcctccccccttcacatatacgtaggctt 20 nt/40%
Orientacja . .
Startery dla wektora — plazmid pET-30c(+) Dlugosé (nt)/ %GC
startera
F CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAA 34 nt/24%
R ggaCACCACCACCACCACCACTGA 21 nt/62%

Aby zapobiec btedom w projektowaniu starterow, przed przeprowadzeniem reakcji PCR
wykonano najpierw zlozenia fragmentow DNA (t]. poszczegdlnych wstawek i wektora) in silico
i utworzono pliki sekwencji koncowych prezentujace obie nici DNA (Ryc. 9). Reakcja
klonowania zostala zaprojektowana w taki sposob, aby sekwencja docelowego genu

rozpoczynala si¢ od razu po kodonie START nalezagcym do DNA wektora (Ryc. 9).
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tawka
|TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGtCthcccccttcaca[acacatagg‘ch

TTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCFCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTC%(c:cccctt:aca[acacataggcttcatttgc(g[aatatagtatgtcgtcc:t(tac[
" I I L I n I 4 I n I : I n ! : I L I . I
+ t t t + + T t T

T T T T T T T T T
AAAGCCCGAAACAATCGTCGGCCTAGEGTCACCACCADCACCACCACAGdaggggggaagtgtatgtgtatccgaagtaaacgacattatatcatacagcagggaaatga

335 L , 330 L L L 325 L . 320 L L o 315 L L 310
H H H H H H G G G K v L v ¥ A E N A T 1 ¥ Y T T G K S
J5a lizyna z C' His-tag
-] o |
B H H H H H G G G K v Y v Y A E N A T 1 Y Y T T G K s
1 “ (in frame with ATG)

AGTCACCACCACCACCACCACAGG|
R vector

Ndel

F vector Xbal
[CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAA
Ccctgct tcggcaaatcggg aatgattaatat tctgt::FIATATGTATATCTCCTTqTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCC

1 ! } 1 ’ ! L 1 } 1 L Il

} } T T T T
gggacgaagccgtttagcccttactaatt ataagacadgTATACATATAGAGGAAG ATTTCAATTTGTTTTAATAAAGATCTCCCCTTAACAATAGGCGAGTGTTAAGG

L L i 10 L ' 5 s i 1
G Q K P L D P 1 I L I R D M

35 lzyna z C' His-t39

1

G Q K P L D P 1 I L I R D M

R T T (in frame with ATG) -------emmeoeon .

ATG

@:cct tactaattataagacagGTATACATATAGAGGAAG|
F wstawka

Rycina 9. Symulacja klonowania GA in silico w programie SnapGene na przyktadzie genu kodujacego lizyne z faga
J5a klonowanego do plazmidu pET-30c(+). Dolna cz¢$¢ obrazu ukazuje poczatek wklonowanego genu znajdujacy
si¢ kilka nukleotydow za miejscem wigzania rybosomu (RBS) na dolnej nici DNA plazmidu. Gérna czg¢s¢ obrazu
pokazuje koncowy odcinek wklonowanego genu wraz z dobudowanym do niego fragmentem kodujgcym etykietke
His-tag (zaznaczony na niebiesko) oraz kodonem STOP (oznaczony czerwonym kwadracikiem). Czerwonymi
nawiasami zaznaczono dwa fragmenty stanowiace dla kazdej pary starterow wspolny rejon pokrywanych przez nie
sekwencji. Srodkowy fragment wklonowanego genu nie jest pokazany.

5.3.3. Amplifikacja wektora metoda PCR

Amplifikacj¢ wektora do klonowania GA prowadzono wedtug nastepujacego protokotu:

Wstepna denaturacja 98 °C, 30 sek.
Denaturacja 98 °C, 7 min.

Przylaczanie starterow 62 °C, 20 sek. 30x
Wydluzanie 72 °C, 130 sek.

Koncowe wydtuzanie 72 °C, 120 sek.

Mieszanina reakcyjna miata nastepujacy sklad:

Skladniki Koncowe stezZenie Objetosé/S50 pl
5x bufor Q5 1x 10 pl
2,5mM dNTP 200 uM 4 ul
10 uM starter F 0,5 uM 2,5l
10 uM starter R 0,5 uM 2,5l
polimeraza Q5 0,02 U/ul 0,5ul
pDNA (0,5 ng/ul) 1 pg-10ng 1,5l
woda jalowa wolna od nukleaz do 50 pl

W celu zmniejszenia tla matrycy po transformacji, czyli kolonii zawierajacych pusty
plazmid, uzyto minimalne;j ilosci kolistego pDNA jako matrycy (zazwyczaj zalecane jest 0,1—

0,5 ng pDNA na 50 pl reakcji PCR). Wystgpienie tta dodatkowo ograniczono poddajac
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mieszaning poreakcyjng PCR z plazmidem dziataniu enzymu restrykcyjnego Dpnl FD (Fast

Digest) wedtug ponizszego protokotu:

1. W probowce zmieszano: 7 pl H20, 2 pl buforu FD, 10 pul pDNA i 1 ul enzymu Dpnl FD
(taczna objetosé 20 ul).
2. Mieszanine inkubowano 30 min. w 37 °C.

3. Enzym inaktywowano inkubujac mieszaning 20 min. w 80 °C.

Enzym Dpnl tnie tylko DNA kolistego plazmidu metylowane metylazag Dam, a nie tnie
produktu PCR, poniewaz nie jest on metylowany. Wektor z probek poreakcyjnych, w ktorych
stwierdzano obecnos¢ dodatkowych, niespecyficznych prazkow, oczyszczano z zelu za pomoca

zestawu Monarch® DNA Gel Extraction Kit (NEB), wedtug instrukcji producenta.

5.3.4. Amplifikacja wstawki metoda PCR i sekwencjonowanie produktu

Amplifikacje wstawek do klonowania GA prowadzono wedlug nastgpujacego protokotu:

Wstepna denaturacja 98 °C, 30 sek.
Denaturacja 98 °C, 7 min.

Przylaczanie starterow 59 °C, 20 sek. } 30x
Wydluzanie 72 °C, 25 sek.

Koncowe wydtuzanie 72 °C, 120 sek.

Mieszanina reakcyjna miata nastepujacy sklad:

Skladniki Koncowe stezenie Objetos¢/50 nl
5x bufor Q5 1x 10 pl
2,5mM dNTP 250 uM 5pul
10 uM starter F 0,5 uM 2,5 ul
10 uM starter R 0,5 uM 2,5 ul
polimeraza Q5 0,02 U/ul 0,5ul
DNA ¢ (10 ng/ul) 1 pg-10ng 1ul
woda jatowa wolna od nukleaz do 50 ul

Jako matryce uzywano preparaty DNA fagow rozcienczone do stez. ok. 10 ng/ul. W celu
weryfikacji poprawnosci sekwencji otrzymanych wstawek, przed etapem ligacji produkty PCR
sekwencjonowano z wykorzystaniem nastgpujacej pary starterow: J5a sekw F: 5°-
GGCTTTGTTAGCAGCCGGAT oraz J5a sekw R: 5-
CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT. Startery te dopasowano tak, aby byly
komplementarne do DNA wszystkich fagéw wybranych do przeprowadzenia szczegétowych
badan (mimo nadanej nazwy). Dtugos¢ tego odcinka w nienaruszonym DNA fagowym to 277

bp, natomiast przy obecno$ci w jego obrebie wstawionego genu - 1070 bp.
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5.3.5. Ligacja fragmentow metodg skladania Gibsona (Gibson Assembly)

Ogolny protokot ligacji w reakcji Gibson Assembly przebiega wedtug nastepujacych

etapow:

1. Zaprojektowanie starterow dla fragmentow (wstawki i wektora) z odpowiednimi
wydluzeniami (overhangs).

2. Powielenie fragmentow za pomoca reakcji PCR z uzyciem polimerazy DNA o wysokiej
wiernosci.

3. Potwierdzenie czystosci fragmentéw za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym oraz
okreslenie ich stezenia.

4. Zmieszanie na lodzie fragmentow (wstawki i liniowego wektora) z mieszaning Master
Mix i inkubacja w 50 °C przez 15 minut.

5. Transformacja komorek kompetentnych E. coli NEB 5-alfa produktem ligacji (etap ten

opisano w sekcji 5.3.6.).

Zgodnie z zaleceniami NEB odno$nie klonowania 1-2 wstawek do wektora przy uzyciu
wymienionego zestawu, tgczna ilo§¢ DNA w reakcji Gibson Assembly (GA) miescita si¢
w zakresie 0,03-0,2 pmol, za$ ilo§¢ DNA wektora zalecana do uzyskania wydajnego klonowania,
miescita si¢ w zakresie 50-100 ng, z 2-krotnym nadmiarem kazdej wstawki (ilo§¢ DNA, a nie
objetosc) (Tabela 4). Liczbg pmol obliczano korzystajac z nastepujacego wzoru: pmol = (masa
w ng) X 1000 /(pary zasad x 650 daltonow).

Tabela 4. Objetosci sktadnikow zalecane dla przeprowadzenia reakcji klonowania metodg Gibson Assembly.

Laczenie 2-3 Kontrola
fragmentow pozytywna
L.aczna masa fragmentoéw 0,03-0,2 pmol X ul 10 ul
NEBuilder®
HiFi DNA Assembly Master Mix (2x) 10 pl 10 ul
woda dejonizowana 10-X pul 0 ul
L.aczna objetosé 20 20 pl

5.3.6. Transformacja komérek kompetentnych E. coli NEB 5-alpha produktem ligacji

Produkt ligacji byt poczatkowo transformowany do komorek E. coli NEB 5-alpha (High
Efficiency), bedacych pochodnymi popularnych komérek DHS5a, wywodzacych si¢ ze szczepu
E. coli K12. Te szczepy bakteryjne pozbawione s genu kodujacego polimeraze RNA T7, co
zapobiega niestabilnos$ci plazmidu wywotanej ekspresja docelowego genu, ktorego produkt
moze by¢ toksyczny dla szczepu gospodarza. Komoérki NEB 5-alpha cechujg si¢ wysoka
wydajnos$cig transformacji niemetylowanym DNA, otrzymanym np. w reakcji PCR. Szczepy

bakteryjne tego typu charakteryzuja si¢ rowniez brakiem czgsci nukleaz (endonukleazy 1), co ma
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zapobiega¢ degradacji ,,przyjetego” plazmidu 1 zapewniaja uzyskanie wysokiej stabilno$ci

wstawki.

Etapy transformac;ji:

1. Rozmrozono komorki kompetentne na lodzie (10 min.).

2. Dodano 2 pul schtodzonego produktu ligacji do komoérek. Delikatnie wymieszano poprzez
pipetowanie lub kilkukrotne lekkie potrzasanie probowka.

3. Umieszczono probowke w lodzie na 30 minut.

4. Przeniesiono probowke do termobloku ustawionego na 42 °C na 30 sek. w celu
wywotania szoku cieplnego (heat shock).

5. Przeniesiono probowke z powrotem do lodu na 2 minuty.

6. Wyjeto probowke z lodu i1 uzupetniono 950 pl pozywki SOC (NEB) o pokojowej
temperaturze (pozywka SOC zapewnia 2-krotnie wyzsza wydajno$¢ transformacji, niz
LB, jak podaje na swojej stronie producent, firma NEB
(https://international.neb.com/protocols/0001/01/01/transformation-protocol-c2528)).

7. Probowke intensywnie wytrzasano w 37 °C przez 1 godzing.

8. Na plytkach z pozywka LA z kanamycyna (40 png/ml) rozprowadzono rownomiernie 100
ul rozcienczonej hodowli komorek kompetentnych i1 inkubowano przez noc w 37 °C. Do

kontroli pozytywnej zestawu do klonowania uzyto ptytek LA z ampicyling (100 pg/ml).

Poza transformacja z uzyciem badanych probek, przeprowadzano réwniez zalecane

kontrole:

e kontrola komoérek kompetentnych z uzyciem plazmidu dolaczonego do nich przez
producenta (2 pl do komoérek kompetentnych);

e kontrola transformacji z uzyciem pustego plazmidu, uzywanego do klonowania (kontrola
wzrostu komorek na podtozu z antybiotykiem);

e kontrola pozytywna zestawu do klonowania (PC, Positive Control) dotagczona do tego

zestawu przez jego producenta (2 ul do komorek kompetentnych).

5.3.7. PCR kolonijny

W celu szybkiej detekcji obecnosci wklonowanego genu bez etapu izolacji plazmidowego

DNA z kolonii transformowanych komorek E. coli, przeprowadzono PCR kolonijny:

1. Do osobnych probowek typu Eppendorf zawierajacych po 20 pl jalowej wody

przenoszono ezg 5-10 kolonii z kazdej ptytki po nocnej inkubacji.
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2. Krople kazdej zawiesiny nabierano ta sama eza i wykonywano posiew na plytce
z podtozem stalym (w celu pozniejszego zbankowania poszczegdlnych kolonii
zawierajacych plazmid z wlasciwa wstawka).

3. Eppendorfy z zawiesinami umieszczano na 5 min. w termobloku o temp. 100 °C.

4. Zawiesiny wirowano przez 3 min. przy 18 600x g.

5. Supernatant uzywano jako matryce do reakcji PCR w celu wykrycia wstawki (3 pl z duzej

kolonii, 5 pl z matej kolonii).

Amplifikacj¢ przeprowadzano dla odcinka migdzy promotorem a terminatorem T7
wektora. Dhugo$¢ tego odcinka w nienaruszonym plazmidzie pET30-c(+) wynosi 367 bp,
natomiast po wstawieniu w jego obrebie genu - 1160 bp. Reakcje PCR prowadzono wedlug
nastepujacego protokotu:

Wstepna denaturacja 94 °C, 3 min..
Denaturacja 94 °C, 45 sek. }
Przylaczanie starteréw 63 °C, 45 sek. 30x

Wydtuzanie 72 °C, 75 sek.
Koncowe wydtuzanie 72 °C, 5 min.

Mieszanina reakcyjna miata nastepujacy sktad:

Skladniki Koncowe stezenie Objeto$¢/20 nl
10x bufor RUN 1x 2,5 ul
2,5mM dNTP 300 uM 2,5 ul
10 uM starter F 0,5 uM 1ul
10 uM starter R 0,5 uM 1l

polimeraza RUN 0,035 U/ul 0,7 ul
DNA 1 pg-10 ng 3ul
woda jatowa wolna od nukleaz do 20 pl

W reakcji uzyto polimerazy RUN z buforem reakcyjnym firmy A&A Biotechnology,
czyli polimerazy DNA Taq o stgz. 1 U/ul. Zastosowano nastepujace startery: T7PP 5°-
TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTG i T7TP 5’-
CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCA. Jako kontroli zawierajacej ,,pusty” odcinek uzyto 1,5 pl
pDNA plazmidu pET-30c(+) o stez. 2,5 ng/ul.

5.3.8. lzolacja plazmidowego DNA

Po wstepnym zweryfikowaniu obecnosci wstawki w koloniach transformantow
sprawdzanych za pomocg kolonijnego PCR, z transformantow ze wstawka izolowano pDNA. Do
izolacji wykorzystywano zestawy QIAGEN Plasmid Mini Kit (Hilden, Niemcy; do izolacji
z matych objetosci) lub Plasmid Midi AX (A&A Biotechnology; do izolacji z duzych objgtosci).
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5.3.9. Potwierdzenie obecnosci wklonowanych genéw

Do oceny obecno$ci i poprawnej orientacji wklonowanych wstawek wykorzystano
reakcje PCR oraz sekwencjonowanie. Jako matrycy do PCR uzyto wyizolowanego
z transformantéw plazmidowego DNA. PCR wykonano z uzyciem starteréw zaprojektowanych
do amplifikacji odcinka migdzy terminatorem a promotorem w DNA plazmidowym (T7PP
I T7TP; patrz sekcja 5.3.7.) oraz odcinka oflankowanego przez starter T7PP i starter J5a_sekw_F
(patrz sekcja 5.3.4. i Ryc. 10). W przypadku drugiego wymienionego odcinka, dhugosé¢
w nienaruszonym plazmidzie pET30-c(+) wynosi 321 bp, natomiast przy obecno$ci w jego
obrebie wstawionego genu - 1114 bp. Reakcje PCR dla tego fragmentu z uzyciem polimerazy

RUN (Taq) prowadzono wedtug nastgpujacego protokotu:

Wstepna denaturacja 94 °C, 3 min.
Denaturacja 94 °C, 40 sek. }
Przylaczanie starterow 60 °C, 30 sek. 30x

Wydtuzanie 72 °C, 1 min.
Koncowe wydtuzanie 72 °C, 7 min.

Do sekwencjonowania otrzymanego pDNA wykorzystano nast¢pujaca pare starterow:
T7TP od strony terminatora (patrz sekcja 5.3.7.) i pPBRevBam_primer od strony promotora (5’-
GGTGATGTCGGCGATATAGG). Zaplanowano, aby sekwencjonowany odcinek obejmowat
ok. 1267 bp, tak by mozliwe bylo zweryfikowanie poprawno$ci sekwencji catej wstawki

z doktadnym objeciem poczatku 1 konca wklonowanych genéw w obrebie DNA wektora.

wstawka

J5a_sekw_F J5a_sekw_R

T7 terminator T7 promotor

Rycina 10. Regiony zawierajace wstawke i powielane w reakcjach PCR (wspoélne dla trzech klonowanych genow).
Startery T7PP i T7TP sa komplementarne do rejonu flankujacego region od promotora do terminatora (1160 bp).
Odcinek miedzy starterem J5a_sekw_F a T7PP zaznaczono fioletowa linig (1114 bp). Czarna linia oznacza fragment
sekwencji wektora.

5.3.10. Transformacja komérek kompetentnych E. coli BL21 konstruktami wektora
z wklonowanym genem

Po potwierdzeniu poprawnego wklonowania genu docelowego do wektora

plazmidowego, plazmid ten mozna przenie$¢ do kolejnego bakteryjnego szczepu gospodarza,

ktérego genom zostat zmodyfikowany tak, aby zawierat gen polimerazy RNA T7 pod kontrola

promotora LacUV5. Szczepy dedykowane do tego etapu klonowania sa przeznaczone do

przeprowadzania wydajnej ekspresji genéwi pozbawione sg proteaz OmpT i Lon, aby chronic¢
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produkowane biatka przed degradacja. Ekspresja genu polimerazy T7 jest w nich indukowana

przez dodanie analogu laktozy IPTG do hodowli bakteryjnej przy ODsoo ~0,5.

Transformacje komorek E. coli BL21 wykonano podobnie, jak transformacj¢ opisang
w sekcji 5.3.6., przy czym zamiast schtodzonego produktu ligacji do komoérek kompetentnych

dodawano 5 pul roztworu pDNA wyizolowanego plazmidu zawierajgcego wstawke.

5.3.11. Indukcja ekspresji genéow endolizyn i liza komorek bakteryjnych

Do przeprowadzenia indukcji uzyto konstruktow plazmidowych z genem lizyny faga J5a
(transformant J3) oraz lizyny faga F16Ba (transformant F2). Pozywke LB o objgtosci 10 ml
z dodatkiem kanamycyny (st¢z. 40 pg/ml) zaszczepiano pojedyncza kolonig szczepu bakterii
E. coli BL21 zawierajacego dany zrekombinowany plazmid, po czym hodowlg inkubowano cata
noc w temp. 37 °C. Pie¢set mikrolitrow nocnej hodowli dodawano do kolby zawierajacej 500 ml
swiezego LB z kanamycyng i hodowano silnie napowietrzajac w 37 °C do momentu osiaggnigcia
przez hodowle gestosci optycznej ODeoo ok. 0,5. Przy tej wartosci OD przeprowadzano indukcje
za pomoca 1 mM IPTG (izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd). Hodowlg prowadzono do
osiggnig¢cia ODgoo OK. 1,7.

W celu kontroli procesu ekspresji genow, z hodowli przed i po indukcji pobierano do
proboéwek Eppendorfa probki hodowli o objetosci 2 ml. Probki te wirowano (10 min., 18 600x
g), osad zawieszano w buforze do sonikacji, a nastgpnie sonikowano za pomocg homogenizatora
ultradzwiekowego Vibra-Cell VCX-130 (SONICS, Newtown, CT, USA) w lodzie (30 sek./30
sek., 30% amplituda, 6 min.). Zawiesing ponownie wirowano i rozdzielano na frakcje
rozpuszczalng (supernatant) i nierozpuszczalng (osad). Osad zawieszano w niewielkiej objetosci
buforu do sonikacji. Otrzymane probki mieszano z buforem probkowym (MATERIALY
4.3.3.5.) w stosunku 3:1, umieszczano w tazni wodnej na 5 min. w temp. 95 °C, a nastgpnie

analizowano za pomoca elektroforezy w denaturujacym zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE).

Hodowle bakteryjng (500 ml), po uzyskaniu ODsgo OK. 1,7, wirowano przez 30 min.
w 5000x g. Supernatant wylewano, osad wazono, a osadzone w nim bakterie lizowano za pomoca
odczynnika BugBuster (BugBuster® Protein Extraction Reagent, Merck, Darmstadt, Niemcy) —
5 ml na 1 g osadu. Wraz z BugBusterem do osadu bakteryjnego dodawano: mieszaning nukleaz
w ilosci 1 pl/1 ml BugBuster (Benzonase® Nuclease, Merck, 25 U/ul), inhibitor proteaz
serynowych PMSF o stez. wyjsciowym 200 mM w ilosci 5 pl/1 ml BugBuster oraz lizozym
wilo$ci 1 KU/1 ml BugBuster. Cato$¢ inkubowano przez 20 min. z powolnym rotacyjnym

wytrzasaniem, a nastgpnie wirowano przez 20 min. w 4 °C, w 16 000x g.
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W celu pdzniejszej kontroli obecnosci dodatkowego biatka w transformantach
przeprowadzono takie samo doswiadczenie dla szczepu E. coli BL21 z pustym plazmidem

PET30-c(+), ale w mniejszych objetosciach.

5.3.12. Oczyszczanie endolizyn na zlozu niklowym Ni-NTA w warunkach natywnych

Do przeprowadzenia oczyszczania wykorzystano otrzymang w poprzednim etapie frakcje
ptynng zawierajgcg docelowe biatka. Supernatanty przefiltrowano przez filtr 0,45 um
I oczyszczano na ztozu niklowym w reakcji chromatografii powinowactwa IMAC (od ang.
Immobilized Metal Affinity Chromatography), ktorej zasada opiera si¢ na wykazywaniu przez
biatka z etykietkg histydynowa silnego powinowactwa do jonow niklu unieruchomionych
w ztozu. Dzigki temu, przepuszczajagc mieszanine zlizowanych komorek bakteryjnych przez
ztoze umieszczone w kolumnie polipropylenowej, mozliwe jest oddzielenie interesujacych nas
biatek. Frakcja biatek z etykietkg histydynowa pozostaje w ztozu, skad nastepnie, po wyplukaniu
zanieczyszczen, mozemy je wyptukac za pomoca buforow z odpowiednia zawartoscig imidazolu.
Zwigzek ten ma wyzsze powinowactwo do jonow niklu niz etykieta histydynowa i na zasadzie

kompetycji wypiera przyczepione biatka i uwalnia je do roztworu elucyjnego.

Przed oczyszczaniem polipropylenowa kolumng (Qiagen) upakowana 50% ztozem Ni-
NTA przeptukano dwiema objetosciami buforu wigzacego (jedna objetos$¢ jest liczona jako
potowa objetosci nalozonego zloza). Na zloze nanoszono nastgpnie supernatant zmieszany
Z rdwna objetoscig buforu wigzacego 1 kolumng lekko wytrzasano przez 1 godz. w 4 °C. Po tym
czasie zbierano frakcje przepltywajaca przez ztoze, dla lepszego efektu ponownie nanoszono do
kolumng 1 jeszcze raz zbierano. Przez ztoze przepuszczano dwa razy dwie objetosci buforu
pluczacego w celu wyplukania bialek niespecyficznie zwigzanych ze zlozem. Bialka
specyficznie zwigzane na kolumnie wyptukiwano trzykrotnie dwiema obj¢tosciami buforu
elucyjnego. Kazdorazowo poszczegdlne frakcje zbierano do osobnych probowek, po czym

analizowano ich zawarto$¢ za pomoca elektroforezy SDS-PAGE.

Po zakonczeniu procesu chromatografii zloze zalewano 20% etanolem 1 trzymano
w 4 °C. Przed ponownym uzyciem ztoze regenerowano przeplukujac je 10-ma objetosciami

buforu MES pH 5,0, a nastepnie 10-ma objetosciami wody jatowe;.

5.3.13. Elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym

Probki do analizy biatek mieszano z buforem obcigzajagcym w stosunku 3:1 i umieszczano
na 5 min. w 95 °C. Zdenaturowane probki nanoszono na wczesniej przygotowany zel

poliakrylamidowy zawierajacy SDS. Elektroforez¢ prowadzono pod napigciem 130 V przez ok.
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120 min., w 1x stezonym buforze do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE) w aparacie mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad). Po zakonczeniu rozdziatu zel
barwiono w roztworze Coomassie Brilliant Blue przez 30 min., a nastgpnie ptukano

w odbarwiaczu przez kilka godz./cata noc.

5.3.14. Immunodetekcja endolizyn za pomoca metody Western Blotting

W celu wizualizacji obecnosci otrzymanych biatek z etykietkg histydynowa,
przeprowadzono ich detekcje metoda Western Blotting z przeciwciatami przeciwko His-tag,
skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa (HRP, od ang. horseradish peroxidase).
Niebarwiony zel po elektroforezie SDS-PAGE ptukano przez 15 min. w buforze do blottingu
(MATERIALY 4.3.9.1.). Membrane PVDF (od ang. polyvinylidene difluoride) do transferu (0,45
um) poczatkowo aktywowano w metanolu (1-2 min.), ptukano w wodzie (1 min.), a na koniec
zalewano buforem do blottingu. Z namoczonych w tym samym buforze gabek, bibul Whatman,
membrany 1 zelu poliakrylamidowego przygotowywano tzw. kanapke, ktéra umieszczano
w aparacie mini-PROTEAN Tetra System (patrz sekcja 5.3.13.) i rowniez zalewano buforem.
Kolejnos¢ warstw od strony elektrody ujemnej do dodatniej byta nastepujaca: gabka, 3x bibuta,
zel poliakrylamidowy, membrana PVDF, 3x bibula, gabka. Elektrotransfer prowadzono przez
ok. 1 godz. pod napigciem 100 V, z umieszczonym w aparacie wktadem chtodzacym. Po wyjeciu
kanapki membrang plukano w buforze TBST z 5% dodatkiem odtluszczonego mleka w proszku
przez 30 min., po czym dwukrotnie ptukano po 10 min. w TBST. Do 10 ml buforu TBST
z mlekiem dodawano 10 ul roztworu przeciwcial penta-His HRP Conjugate (Qiagen) i w tej
mieszaninie delikatnie bujano membrang przez 60 min. Po trzykrotnym ptukaniu membrany
buforem TBST (10 min. na kazde plukanie), membrang umieszczano w mieszaninie 18 ml buforu
DAB (Peroxide buffer) z 2 ml substratu dla peroksydazy HRP (DAB/metal concentrate, 10x)
(Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy) 1 bujano do momentu pojawienia si¢ bragzowych

prazkow, wskazujacych na obecnos¢ biatka z etykietka histydynows.

5.3.15. Dializa i zageszczanie bialek za pomoca probéwek Amicon® Ultra-4 Centrifugal
Filter Unit

Wybrane eluowane frakcje zawierajace najwigcej oczyszczonego biatka poddawano
dializie w celu usunigcia z roztworu soli, imidazolu i innych zwigzkow niskoczasteczkowych
oraz zmiany buforu, w ktorym biatko bylo zawieszone. Buforem, w ktérym przeprowadzano
dialize byt 50 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl, 5% glicerol (pH 8,0). Eluaty umieszczano w worku
z membrany dializacyjnej SpectraPor® Standard Grade RC, MWCO 6000-8000 (SERVA,

Heidelberg, Niemcy), uprzednio namoczonym w wodzie, szczelnie zamykano za pomoca

60



klipsow, a nastepnie woreczki z eluatem umieszczano w 2 | buforu i pozostawiano na noc na

mieszadle magnetycznym w 4 °C, przy 200 obrotach/min.

Kolejnego dnia ptyn z woreczka dializacyjnego odbierano do probéwek Amicon® Ultra
(Merck) o odcieciu 30 kDa w celu zaggszczenia biatka. Probowki Amicon wirowano przy 4000x
g, az do zageszczenia wyjsciowe] objetosci do ok. kilkuset mikrolitréw (przez kilkadziesiat
minut). Po zakonczeniu wirowania zawarto$¢ biatka we frakcji zageszczonej oraz przesaczu

kontrolowano za pomocg SDS-PAGE.

5.3.16. Oznaczanie stezenia bialka w roztworze metoda Bradforda

Do oznaczania st¢zenia bialek wykorzystywano spektrofotometr BioPhotometer UV/Vis
Cuvette (Eppendorf). Pierwszym krokiem bylo przygotowanie krzywej wzorcowej dla albuminy
bydlgcej. Szereg stezen albuminy (0-2 mg/ml) mieszano w stosunku 1:30 z gotowym
odczynnikiem Bradforda (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), inkubowano przez
5 min. w ciemnosci, a nastepnie mierzono odczyt przy dlugosci fali 595 nm. Metoda ta opiera
si¢ na zdolnosci biatek do tworzenia kompleksu z barwnikiem Coomassie Brilliant Blue (btgkit
Coomassie). Barwnik ten w $rodowisku kwasnym ma zabarwienie brunatne, ktére zmienia si¢
na niebieskie do granatowego w reakcji z biatkiem. Natezenie barwy jest proporcjonalne do
stezenia biatka.

Rozcienczenia albuminy bydlecej wykonywano w 1x stezonym PBS pH 7,0 (Gibco,
Waltham, MA, USA). Po ustaleniu krzywej wzorcowej, stezenie biatek w badanych probkach
mierzono w taki sam sposob, jak opisano powyzej. Po wykonaniu pomiaru zaggszczone
preparaty biatkowe rozporcjowano do probowek po 30 ul, zamrozono w cieklym azocie,

a nastepnie przechowywano w temp. -75 °C.
5.4. Badanie aktywnosSci litycznej otrzymanych endolizyn

5.4.1. Zymogram

W celu wizualizacji aktywnosci enzymatycznej endolizyn w zelu przygotowano
zymogram. Probki zawierajace biatka o stgz. 50 pg/ml mieszano z 2x stgzonym buforem
Laemmli, a nastepnie umieszczano na 5 min. w 95 °C. Bufor ten rdzni si¢ od typowego buforu
obcigzajgcego do bialek brakiem P-merkaptoetanolu — czynnika redukujgcego. Probki ze
zdenaturowanymi biatkami naktadano na zel, w ktéorym do Zelu dolnego (rozdzielajacego)
dodano 60 pl preparatu $cian komorkowych B. anthracis 34F2, stanowiagcego substrat dla
endolizyn (patrz sekcja 5.4.1.1.). Po rozdziale przez ok. 90-120 min. w 130 V zel ptukano

W wodzie przez pot godz., a nastepnie umieszczano na kilka godzin lub na noc w buforze do
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renaturacji. Bufor ten usuwa z zelu SDS, przez co pozwala biatkom odzyska¢ dawng
konformacje. Renaturacje prowadzono do momentu, az w miejscu, gdzie reaktywowane biatka
enzymatyczne trawia peptydoglikan, pojawit si¢ na tle megtnego, mlecznego zelu przejasniony

prazek.

5.4.1.1. Przygotowanie preparatu scian komorkowych B. anthracis 34F2

W celu przygotowania substratu dla endolizyn w zymogramie, nocng hodowle bakterii
rozcienczano 100-krotnie w 250 ml pozywki TSB i hodowle prowadzono w 37 °C przy 200 rpm
az do uzyskania ODeoo rownego 1. Hodowlg wirowano w temp. pokojowej przez 15 min., przy
10 000x g. Osad ptukano za pomoca 250 ml ultraczystej wody (System oczyszczania wody
Simplicity® UV, Merck Millipore), ponownie wirowano w tych samych warunkach i zawieszano
w 30 ml wody. Zawiesing komorek autoklawowano przez 15 min. w 121 °C i ponownie
wirowano jak wyzej. Osad umieszczano na noc w temp. -20 °C, a na drugi dzien zawieszano
w 3 ml wody 1 rozporcjowywano do trzech uprzednio zwazonych probowek typu eppendorf.
Otwarte probowki umieszczano w wyparce Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburg, Germany)
i suszono w temp 30 °C przez okoto 2 godziny. Wysuszone osady wazono i zawieszano razem

w 1 ml wody.

5.4.2. Metoda plytkowa

W celu oceny aktywnosci endolizyn w agarze stalym, preparaty lizyn o réznych
stezeniach, w zaleznosci od uzyskanej po zageszczaniu koncentracji, nakraplano (10 pl) na ptytki
dwuwarstwowe z 50 pl nocnej hodowli szczepu B. anthracis 34F2. Ptytki umieszczano w temp.
37 °C na 4-6 godz., a po tym czasie oceniano obecnos$¢ stref przejasnienia w obrebie murawki
bakteryjnej. W kolejnym kroku lizyny nakraplano na warstwy komorek zjadliwych szczepow
waglikowych z kolekcji ODiZZB WIHE: 211, 1153, 1583, 1584 i PZH oraz pozostatych
szczepOw bakteryjnych wymienionych w Tabeli 2 (wytaczajac szczepy: B. cereus ATCC 11778,
B. thuringiensis TO7-146 i B. mycoides K184). Jako kontrolg ujemng nakraplano 1x st¢zony PBS,

stuzacy do przygotowania rozcienczen (0 mg/ml).

5.4.2. Redukcja gestosci optycznej zawiesin bakterii

Aktywnos¢ endolizyn okreslano réwniez metoda oceny redukcji ggstosci optycznej
zawiesin bakteryjnych. Do badan wykorzystano: szczep B. anthracis 34F2, pi¢¢ zjadliwych
szczepOéw B. anthracis (211, PZH, 1153, 1583 i 1584) oraz 33 szczepy innych gatunkéw rodzaju
Bacillus sposrod wymienionych w Tabeli 2 (wylaczajac szczepy: B. cereus ATCC 11778,
B. thuringiensis TO07-146 i B. mycoides K184). Nocne hodowle rozcienczano 100-krotnie
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i hodowano w temp. 37 °C do uzyskania ODsg3o rownego 0,4-0,5, mierzonego w czytniku ptytek
w objetosci uzywanej pdzniej w badaniu. Hodowle wirowano przez kilka minut przy 18 600x g,
po czym osad zawieszano w tej samej objetosci 20 mM Tris-HCI, pH 8,0. Doswiadczenie
prowadzono w ptytce 96-dotkowej w objetosci 200 pl/dotek (20 pl lizyny + 180 pl zawiesiny
bakteryjnej).

W doswiadczeniach z uzyciem szczepoéw B. anthracis badano rozne st¢zenia koncowe
lizyn. Doswiadczenia wykonywano w trzech powtérzeniach. W kolejnym etapie dziatanie lizyn
oceniano wzgledem 33 szczepow z innych gatunkow Bacillus, gdzie zastosowano jedno st¢zenie
koncowe dla obydwu biatek, a doswiadczania wykonywano w dwoéch powtdrzeniach.
Rozcienczenia lizyn wykonywano w 1x stezonym PBS, ktory zostal rowniez uzyty
w doswiadczeniu jako kontrola ujemna (0 pg/ml). Phytki titracyjne umieszczano w czytniku
Ultramark Microplate Imaging System (Bio-Rad) i prowadzono odczyty gestosci optycznej

ODe30 €0 5 min. w czasie 45 min. w temp. pokojowe;j.
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6. WYNIKI

6.1. Charakterystyka wyizolowanych bakteriofagow
6.1.1. Izolacja i ocena zakresu gospodarza badanych bakteriofagéw

Do badania specyficzno$ci wykorzystanych bylo pie¢ nowych izolatow fagowych
pochodzacych z probek srodowiskowych zbieranych na terenie Polski oraz kilkanascie izolatow
fagowych z kolekcji Pracowni Bakteriofagéw ODiZZB WIHE, ktére nie byty do tej pory
réznicowane i badane. Wszystkie przetestowane izolaty byty specyficzne wyltacznie wobec
B. anthracis sposrod wszystkich testowanych szczepow, na co wskazywata obecnosé
pojedynczych tysinek. Szczepy Bacillus sp. Ba 813+, zawierajgce waglikowy chromosomalny

gen markerowy, okazaty si¢ niewrazliwe na te fagi

6.1.2. Wybor bakteriofagéw do dalszych badan

Badang pulg fagéw oceniono pod wzglgdem czystosci za pomoca metody PFGE (Ryc.
11a), a nastepnie ich genomy réznicowano za pomoca analizy restrykcyjnej wyizolowanego
z nich DNA (Ryc. 11b). Analiza PFGE pozwolita oszacowa¢ wielko$¢ genomow testowanych
fagow na ok. 40 kb oraz potwierdzi¢ ich czysto$¢. Dzigki analizie restrykcyjnej mozliwe byto
wstepne wybranie izolatéw o indywidualnym wzorze trawienia DNA. W nastepnym kroku
dziewie¢ probek DNA pochodzacych z czystych i przypuszczalnie roznych fagéw zostato
zsekwencjonowanych, a na podstawie otrzymanych wstepnych wynikow wybrano do dalszych
szczegdlowych badan trzy fagi najbardziej rdéznigce si¢ od siebie. Dodatkowo wstegpna analiza
poréwnawcza sekwencji ich genomow wzgledem genomdw innych znanych podobnych fagéw
potwierdzita zasadno$é¢ tego wyboru. Zadna z kodowanych przez wybrane fagi endolizyn nie
byta opisana w bazie danych GenBank, a ich sekwencje wyraznie roznity si¢ od innych najlepiej
poznanych do tej pory lizyn fagéw waglikowych. Wybrane fagi nosity nazwy: J5a, z1a i F16Ba
(odpowiednio: vB_BanS-J5a, vB_BanS-zla oraz vB_BanS-F16Ba). Dwa pierwsze byty nowymi
izolatami pochodzacymi z probek s$rodowiskowych pobranych na terenie, odpowiednio,
Podkarpacia oraz Lubelszczyzny. Fag F16Ba byl pozyskany z probek z terenéw Podlasia
I pochodzit z kolekcji Pracowni Bakteriofagow. Tak jak nowe izolaty, zostal poczatkowo

W ramach badan oczyszczony za pomocg seryjnego pasazowania.
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Rycina 11. Przyktadowe obrazy zeli agarozowych przedstawiajace rozdzial genoméw fagow J5a, F16Ba i zla
w PFGE (a) oraz rézne wzory trawien restrykcyjnych DNA fagow J5a, F16Ba, 2C i zla przy uzyciu enzymow
Haelll i EcoRV (b). Markery wielkoéci: Low Range PFGE Marker (NEB) (a), SM0311 GeneRuler 1 kb (Thermo
Scientific) (b).

6.1.3. Mikroskopia elektronowa

Na podstawie analizy obrazow z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM)
przeprowadzonej dla trzech wybranych fagow, przypisano je taksonomicznie do morfotypu
siphovirus klasy Caudoviricetes (Ryc. 12). Wiriony badanych fagoéw sktadaja si¢ z dtugiego,
niekurczliwego ogonka oraz gtéwki (kapsydu). Ogonki o $redniej dtugosci 188 nm konczg si¢
centralnym wioknem ogonka (kolcem), ktory wystaje z ptytki podstawnej (Ryc. 12a). Kapsydy
o $rednicy okoto 58 nm mieszcza DNA o dhugosci okoto 40 kb, jak oszacowano na podstawie
ich migracji w PFGE oraz potwierdzono za pomocg sekwencjonowania. Wszystkie te fagi
tworzyly lysinki o $rednicy okoto 1 mm lub mniejszej na warstwie komodrek kazdego
z wrazliwych szczepow w agarze (Ryc. 12). Jedynie w przypadku tysinek faga J5a mozna byto

zaobserwowac stabg strefe halo.

) (b) - ©

Rycina 12. Obrazy przedstawiajace fagi: J5a (a), F16Ba (b) i z1a (c), wykonane za pomocag transmisyjnego
mikroskopu elektronowego. Morfologie tysinek kazdego faga sa pokazane w prawym gornym rogu kazdego obrazu
TEM. Do obrazowania TEM fagi barwiono 2% octanem uranylu [25]. Skala odpowiada 100 nm.
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6.1.4. Optymalne MOI

Zakazenie komorek szczepu gospodarza kazdym z wybranych nowych fagow przy
réznym MOI wykazato najwyzszg produkcje potomstwa fagow J5a, F16Ba oraz z1a, gdy fagi
| bakterie byty zmieszane w stosunku 1:2, zatem MOI 0,5 stosowano we wszystkich kolejnych

doswiadczeniach.

6.1.5. Krzywa adsorpcji nowych bakteriofagéw do komérek gospodarza oraz krzywa
One Step Growth (OSG, krzywa jednostopniowego wzrostu)

Adsorpcja badanych fagéw do komodrek gospodarza rozpoczeta si¢ tuz po zmieszaniu
fagow z bakteriami, a wydajnosci adsorpcji byty podobne. Okoto 70-85% fagdéw zaadsorbowato
si¢ po 30 min. trwania eksperymentu (Ryc. 13a; Tabela 5). Wyniki OSG wskazaly na podobne
okresy latencji oraz plon wszystkich trzech fagéw (Ryc. 13b; Tabela 5).

------ J5a e Fl6Ba —e—1zla --e---J53 +-- F16Ba +—7la

A *
1E+07 i T I | *

% wolnych czgstek fagowych

0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 10 20 30 40 50 60 70
czas (min) czas (min)

@ (b)

Rycina 13. Parametry fizjologiczne fagow J5a, F16Ba i zla: krzywe adsorpcji (a) oraz krzywe jednostopniowego
wzrostu (b).

Tabela 5. Poréwnanie wydajnosci adsorpcji, wielko$ci plonu oraz czasow latencji dla fagéw J5a, F16Bai zla.

Bakteriofag  Adsorpcja (30 min.) Wielkos¢ plonu (PFU) Okres latencji (min.)
J5a 84,3% 20 35
F16Ba 72,4% 16,5 25
z1a 75,8% 17 30

6.1.6. Okreslenie wrazliwosci nowych bakteriofagéw J5a, F16Ba i z1a na zmiany pH
i temperatury

Wszystkie trzy fagi byty stabilne przy pH pomiedzy 3 a 11, bez statystycznie istotnych
roznic miedzy nimi. Nie odnotowano tworzenia si¢ tysinek po inkubacji w buforze o pH 21 13
(Ryc. 14).
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Rycina 14. Przezywalno$¢ fagow J5a, F16Ba i z1a po inkubacji w r6znych warunkach pH.

Wszystkie trzy fagi okazaty si¢ by¢ rownie stabilne w temperaturach 20 °C i 37 °C. Ich
miano nieznacznie malalo po dluzszej inkubacji w 50 °C (Ryc. 15). Fag z1a byl najmniej stabilny
w tej temperaturze, a jego miano spadto o okoto 1,5 rzedu wielkosci po trzech godzinach.
W temperaturze 60 °C i 70 °C mozna bylo zaobserwowaé znaczacy, zalezny od czasu spadek

miana w przypadku wszystkich badanych fagow.

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07 b 1
1,00E+06
1,00E+05 I I
] ! &
£
E 1,00E+04 I
o I -
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
10' 30 60' 180" 10' 30' 60' 180'
52 F16Ba
time (min)
m20°C m37°C m50°C =60°C m70°C

Rycina 15. Stabilnos¢ termiczna fagow J5a, F16Ba i z1a po inkubacji przez rézny czas w réznych temperaturach.

6.2. Analiza genoméw trzech nowych bakteriofagéw J5a, F16Ba i zla oraz
porownawcza analiza genomowa z podobnymi bakteriofagami

6.2.1. Ogélna charakterystyka genoméw nowych bakteriofagow

Sekwencjonowanie calych genoméw fagow J5a, F16Ba i zla pozwolito okresli¢ ich
dlugos$¢ na odpowiednio: 40 353, 38 554 1 39 355 bp, co bylo spdjne z wstepnymi wynikami
uzyskanymi w PFGE (Ryc. 11). Podsumowanie ogolnych cech tych genoméw przedstawiono
w Tabeli 6.
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Tabela 6. Ogolne cechy genoméw fagoéw J5a, F16Bai zla.

Wielkos¢ Liczba Najblizej spokrewniony

. : . %
Bakteriofag genomu o przewidywanych bakteriofag -
(bp) (%) genéw (numer w GenBank) Identycznosci
Bacillus phage Tavor_SA 80,5
J5a 40 353 35,17 63 (KY963369.1)
Bacillus phage Carmel_SA 87,1
F16Ba 38 554 34,84 54 (KY963371.1)
a 39 399 35,10 58 Bacillus phage Carmel_SA 86,5

(KY963371.1)

Zawarto$¢ par GC (%) w genomach wszystkich trzech fagéw okazata si¢ podobna do
zawartosci par GC (%) u ich gospodarza bakteryjnego B. anthracis (35,1%). Potwierdzono, ze
fagi te koduja odpowiednio 63, 54 i 58 bialek oraz nie koduja tRNA. Nowe fagi okazaty si¢
podobne do siebie, a procent identycznosci genomdéw pomiedzy nimi w parach wynosit
odpowiednio: 85,3% (J5a vs. z1a), 81,5% (F16Ba vs. z1a) i 78% (F16Ba vs. J5a). Organizacja
genow w genomach rowniez okazata si¢ podobna (Ryc. 16). W kazdym z tych fagow
zidentyfikowano gen kodujacy endolizyng 1 holing. Analiza poréwnawcza sekwencji
genomowych nowych fagow z sekwencjami fagowymi przy pomocy programu BLASTnN
wykazata, ze nowe fagi sg blisko spokrewnione z fagami B. anthracis: Negev_SA, Carmel_SA
i Tavor_SA, spokrewnionymi z fagiem Whbeta zaklasyfikowanym do rodzaju Wbetavirus
w rodzinie poprzednio klasyfikowanej jako Siphoviridae w klasie Caudoviricetes. Podobienstwo
nowych fagéw miedzy sobg oraz ich najblizszymi, wczesniej opisanymi krewnymi jest ponizej
kryteriow demarkacyjnych, pozwalajacych zaklasyfikowa¢ dwa fagi do tego samego gatunku

(95%; [43]), co wskazuje, ze kazdy z nowych fagow reprezentuje nowy gatunek.

J5a
12 3 4 5 878910 12 13 14 15 1718, 202223 2425 27 28 23 3032 34 3637 3B, 39, 41,42 43 46 4B 50 52 55 57 60 63
g ) 2 S8 '’ I T T R

\ . 3
M N ) | p— AL 4L R p o ) i 1D N
' i A ' F} 1 P 1 rr— I
5000 10 000 15000 20 000 25000 23 30 000 35000 40 000
F16Ba
1 2 3 4 5 678810 12 13 14 15 1718 19 21 23 24 2526 28 29 30 3133 35 37 3839 40 41 43 44 45 46 47 49 50 52 54
) A ' i ' A Y A T | 1
b (] . T ]
' P A T T T A S | ' T [ o
5000 10 000 15000 20 000 25000 30000 35000
zla
1 2 3 4 5 678910 12 13 14 15 17 18 19 21 23 24 2526 28 29 30 3133 35 37 J? 39 40 41 43 44 45 46 57‘ 49 5‘0 52 55 58
A . & fmi i YTy hedye Y A A
b 4 1) b B )
' ' ' ) T i
5000 10 000 15000 20 000 25000 30 000 35000
Legend:
) Formowanie kapsydu/ . . . Transkrypcja i . . . ) )
Pakowanie DNA [l biatka strukturalne Formowanie ogonka Holina . Endolizyna [l replikacia DNA Kontrola lizogenii Biatko hipotetyczne D Inne biatka

Rycina 16. Poréwnanie schematycznych map genomow fagow J5a, F16Ba i zla. Zidentyfikowanym genom
przypisano rézne kolory w zaleznosci od przewidywanych funkcji.

Kompletne sekwencje genomow fagow J5a, F16Ba i zla zostaly zdeponowane w bazie
GenBank pod odpowiednimi numerami: MT745955, MT745954 i MT745956.
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6.2.2. Ustalenie sekwencji i struktury koncéw czasteczek DNA bakteriofagow J5a, F16Ba
iz1la

Obecnos¢ produktu PCR ze starterami komplementarnymi do regionu przewidzianych

koncéw DNA wirionu powstatego po zligowaniu koncéw DNA kazdego z badanych fagéw

sugerowala obecno$¢ sekwencji oS na koncach czasteczek DNA (Ryc. 17).

Rycina 17. Produkt reakcji PCR ze starterami komplementarnymi do przewidzianych przeciwlegtych rejonow
blisko koncow DNA wirionu i skierowanymi odpowiednio w stron¢ kazdego z koncow tak, by wykry¢ obecnosé¢
fragmentu o dtugoséci 585 bp otaczajacego sekwencje cos w fagach J5a, F16Ba i z1a. Marker wielkosci DNA
SMO0311 GeneRuler 1 kb (Thermo Scientific).

Wyniki sekwencjonowania otrzymanych produktow w przypadku wszystkich trzech
nowych fagdw wskazywaly na obecnos¢ sekwencji CGCCGCCCC na koncu 5', zgodnie
z wynikami analizy odczytow sekwencji genomowych z wykorzystaniem programu PhageTerm.
Roéznice w migracji elektroforetycznej lagodnie zdenaturowanego i niezdenaturowanego
trawionego restrykcyjnie DNA w zelu potwierdzily, ze sekwencje te reprezentuja rejony COS
(ang. cohesive ends) na koncach DNA, zgodnie ze wzorami rozdziatu uzyskanymi in silico
w programie SnapGene (Ryc. 18, 19). Ze wzgledu na obecno$¢ lepkich koncow wiele czasteczek
DNA z takimi koficami ulega zlepieniu. Po trawieniu zlepione fragmenty migruja w zelu jako
jeden fragment o masie czasteczkowej bedacej sumg mas zlepionych fragmentow. Wzor prazkow
reprezentujacych fragmenty trawionego fagowego DNA zmieniat si¢ po podgrzaniu probek
DNA, wujawniajac zdenaturowane fragmenty zawierajace lepkie konce i pochodzace
z fragmentow potaczonych przez te konce przed denaturacja, jak w przypadku faga Lambda
(Ryc. 18a). Temperatura 55 °C okazala si¢ niewystarczajaca do catkowitego rozdzielenia

koncow DNA.
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Rycina 18. Réznice we wzorach migracji zdenaturowanych i niezdenaturowanych fragmentow DNA fagoéw J5a,
F16Ba i z1a uzyskanych po trawieniu i rozdziale elektroforetycznym w 1% zelu agarozowym. Fragmenty, ktore
zawieraja sekwencje COS i migruja oddzielnie po czgsciowej denaturacji, zaznaczono czerwonymi kwadratami,
podczas gdy produkty ich ligacji poprzez sekwencj¢ c0s powstate w warunkach niedenaturujacych, zaznaczono
kwadratami zielonymi. (a) DNA faga Lambda trawione enzymem Pstl (11 497 + 2560 = 14 057 bp). Roznice
W rozktadzie pragzkow sg widoczne po denaturacji DNA w temperaturze 85 °C; (b) DNA faga J5a trawione enzymem
Pacl (5448 + 2508 = 7956 bp); (c) DNA faga F16Ba trawione enzymem Pacl po podgrzaniu do 85 °C (3868 + 1877
= 5745 bp); (d) DNA faga zla trawione enzymem Psul (16 390 + 2203 = 18 413 bp). Marker wielkosci DNA
SM0311 GeneRuler 1 kb. Dla poréwnania, na Ryc. 19 przedstawiono wzorce migracji przewidywane in silico za
pomoca programu SnapGene.

F16Ba/Pacl (circular)
F16Ba/Pacl (linear)
zla/Psul (circular)
zla/Psul (linear)

A/Pstl (circular)
J5a/Pacl (circular)
J5a/Pacl (linear)

A/PstI (linear)

SMO0311

bp

L EEH I

| 1

1.0 % agarose

Rycina 19. Wzory trawien restrykcyjnych wygenerowane in silico przy uzyciu programu SnapGene dla DNA fagéw
Lambda, J5a, F16Ba i zla, ukazujace oczekiwane rdéznice migdzy trawionym DNA niepoddanym obrobce
i poddanym dziataniu wysokiej temperatury (formy liniowe). Marker wielko§ci DNA SM0311 GeneRuler 1 kb
(Thermo Scientific).
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6.2.3. Analiza sekwencji przewidzianych bialek nowych bakteriofagéw J5a, F16Ba i z1a

Poszukiwanie homologéw przewidywanych produktéw gendéw JS5a, F16Ba i zla na
poziomie sekwencji aminokwasowej i ich struktury oraz identyfikacja motywow sekwencji
aminokwasowych zwigzanych z funkcja pozwolita na przypisanie funkcji prawie 50% tych
biatek (Tabele 7-10, Zal. 1, 2) Funkcje kilku innych biatek mozna przewidzie¢ tylko
nieprecyzyjnie na podstawie obecnosci w ich sekwencjach domniemanych helis transbtonowych
lub motywow wigzacych DNA. Zidentyfikowane homologi to w zdecydowanej wigkszos$ci
biatka fagodw stuzacych w niniejszych analizach jako fagi referencyjne, jednakze dla czesci biatek
najblizsze zidentyfikowane homologi sg pochodzenia bakteryjnego, w tym profagowego (Tabele
7-9). Wyniki uzyskane przez analiz¢ porownawcza przewidzianych struktur drugorzedowych
wybranych biatek przy uzyciu programu HHpred pozwolity okresli¢ prawdopodobne funkcje
tych bialek na podstawie charakterystyki poznanych biatek o podobnych strukturach,
pochodzacych z bazy RCSB PDB (The Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Protein Data Bank) (Tabela 10, Zal. 1, 2).
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http://www.uniprot.org/taxonomy/1983579
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http://www.uniprot.org/taxonomy/1983579
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AZF88373.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=UMXKTW91016
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ARW58419.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN0UV3M8013
http://www.uniprot.org/taxonomy/1983579
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ARW58535.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN0UV3M8013
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ARW58563.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN0UV3M8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/YP_460009.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UN0UV3M8013
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6.2.4. Analiza filogenetyczna

Poszukiwanie w bazie GenBank sekwencji podobnych do sekwencji genoméw fagdw
J5a, F16Ba i zla ujawnilto, oprocz fagéw Negev SA, Carmel SA i Tavor SA, siedem innych
genomow o ponad 70% identyczno$ci, w tym faga Wbeta oraz fagow do niego podobnych:
APG631, Cherry, Fah i trzech izolatow fagow Gamma (Ryc. 20). Sekwencja genomowa kolejnego
najblizej spokrewnionego faga Bacillus, ph1S3501 z rodzaju Camtrevirus (GenBank JQ062992),
jest identyczna z sekwencjami nowych fagow tylko w 27-31%. Porownanie sekwencji J5a,
F16Ba i zla z sekwencjami ich najblizszych krewnych za pomoca programu Viridic, ktory
oblicza odleglosci migdzygenomowe/podobienstwa dla par genomdéw wirusowych, ujawnito, ze
wszystkie te fagi, razem z fagiem B. anthracis Wbeta, mozna w oparciu o kryteria demarkacji
przyjete dla fagow tego samego rodzaju (70% identycznosci lub wigcej [179], Ryc. 20)

zaklasyfikowac¢ do rodzaju Whetavirus.

Grupowanie fagow klasyfikujacych si¢ w obrebie rodzaju Whetavirus w oparciu
0 kryteria demarkacji przyjete dla gatunkow fagdw, pozwolito podzieli¢ je na 11 gatunkow (RyC.
20), zgrupowanych w dwa kolejne klastry, ktore moga reprezentowaé dwa rodzaje. Na poparcie
tego zalozenia, drzewo filogenetyczne oparte na analizie pelnego proteomu pokazato
zakwalifikowanie tych gatunkow do dwoch kladow (Ryc. 21a). Fagi J5a, F16Ba i zla grupuja
si¢ razem z wyizolowanymi niedawno w lIzraelu fagami Negev_SA, Carmel_SA i Tavor_SA [6],
ktore nie zostaty jak do tej pory szczegotowo zbadane. Podobienstwo DNA migdzy fagami z tych
dwoch kladow we wszystkich przypadkach z wyjatkiem jednego przekroczylo 70%, dlatego
zaproponowano wiaczenie ich wszystkich do rodzaju Whbetavirus razem z fagiem Whbeta
I rozdzielenie ich na dwa klady w ramach tego rodzaju, tj. klad J5a i klad Wbeta. Wyr6znienie
dwoch kladow wsrod fagow blisko spokrewnionych z Wbeta koreluje z roznicami migdzy
proteomami fagoéw reprezentujacych kazdy klad. Uzywajac programu CoreGenes okreslono, ze
pula wszystkich 13 fagow ma tylko 31 wspolnych przewidywanych CDS-6w oraz ze fagi z kladu
Whbeta dzielg ich 36, a fagi z kladu J5a 41. Drzewa filogenetyczne utworzone na podstawie
sekwencji gtownego biatka kapsydu (MCP) oraz biatka duzej podjednostki terminazy, réwniez
zgrupowaty fagi J5a, F16Ba i zla oddzielnie od historycznych izolatdow Wbeta, Gamma i Cherry
(Ryc. 21bc).
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Rycina 20. Poréwnanie catych genoméw oraz zgrupowanie fagow J5a, F16Ba, zla i ich najblizszych krewnych.
Porownanie i klastrowanie przeprowadzono za pomocg programu Viridic [127]. Rézne odcienie niebieskiego
W prawe] polowie mapy reprezentujg rézny stopien podobienstwa (w %) migdzy genomami kazdej porownywanej
pary, jak wskazano w legendzie powyzej mapy i okreslono liczbowo. Lewa potowa mapy pokazuje trzy wartoSci
wskaznikowe dla kazdej pary genomow: poréwnana czgs¢ genomu 1 dla genomu w tym wierszu (goérna wartosc),
stosunek dtugosci genomu dla dwoch genomow w tej parze (warto$¢ srodkowa) i poréwnana frakcja genomu 2 dla
genomu w tej kolumnie (warto§¢ dolna). Ciemniejsze kolory reprezentuja nizsze wartosci, jak wskazano w opisie
nad mapa.
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Rycina 21. Analiza filogenetyczna fagow JS5a, F16Ba, zla i najblizej spokrewnionych fagéw na podstawie
podobienstwa sekwencji catych proteomoéw obliczonego przez tBLASTX, przeprowadzona przy uzyciu programu
ViPTree [137] (a); drzewo filogenetyczne wygenerowane na podstawie podobienstwa sekwencji aminokwasowej
glownego biatka kapsydu (b); drzewo filogenetyczne wygenerowane na podstawie podobienstwa duzej podjednostki
terminazy (c). Pionowe linie ciggle na prawo od drzewa filogenetycznego w (a) oznaczajg fagi, ktore zostaly juz
zaklasyfikowane do poszczegdlnych rodzajow. Pionowe linie kropkowane wskazujg fagi, ktére na podstawie
wynikoéw niniejszej pracy mozna zaliczy¢ do rodzaju Whetavirus. Nazwa pierwotnego faga tego rodzaju (Whbeta)
jest zaznaczona na zielono. Fagi zaproponowanego kladu J5a sg oznaczone czerwonymi gwiazdkami. Gatezie
drzewa filogenetycznego, ktore wskazuja na ich oddzielenie od fagéw kladu Whbeta, sa zaznaczone na czerwono.
W drzewach filogenetycznych (b, ¢) wykorzystano klastrowanie metodg UPGMA (od ang. Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) i zweryfikowano za pomoca wspotczynnika korelacji kofenetycznej (BioNumerics).
Przy odpowiednich gateziach pokazano odlegtosci ewolucyjne.

6.2.5. Analiza porownawcza genoméw nowych bakteriofagéw J5a, F16Ba i z1a

Wielko$ci genomow fagdéw J5a, F16Bai z1a oraz organizacja gendw w ich genomach sa
zblizone do wielkos$ci genoméw 1 organizacji genéw ich krewnych z kladéw J5a 1 Whbeta.
Liniowe przyrownanie sekwencji wszystkich 13-tu genomoéw uwydatnito ich kolinearnos¢
I podobng organizacj¢ modutow funkcjonalnych w genomach fagoéw nowych i referencyjnych
(Ryc. 22). W przypadku fagow J5a, F16Ba i zla wigkszo$¢ gendw podlega transkrypcji
w jednym kierunku (odpowiednio 59 z 63, 48 z 54 i 53 z 58).
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Rycina 22. Syntenia genow w genomach fagoéw J5a, F16Ba, zla oraz znanych lub proponowanych przedstawicieli
rodzaju Whbetavirus. Uliniowienie genoméw zostalo wykonane przy uzyciu programu Geneious Prime.
Przewidywane geny kodujace biatka (CDS) sa oznaczone kolorami w zalezno$ci od homologii sekwencji
aminokwasowych tych biatek (przyjetej od poziomu 70% wzwyz) lub funkcji. CDS-y kodujace unikalne biatka
w fagach J5a, F16Bai zla, bez homologdéw wsrdéd innych wbetawirusow otrzymaty osobne kolory. Jesli 2-6 fagdw
miato podobna sekwencj¢ biatka, odpowiednim CDS-om nadano wspdlny kolor. Jesli wiecej niz 6 fagéw miato
podobng sekwencje biatka, CDS-y pozostawiono zielone. Jasnozielony kolor wskazuje CDS-y kodujace biatka,
ktore nie sg znaczaco podobne pod wzglgdem sekwencji, ale sa odpowiedzialne za pelnienie tej samej funkcji we
wszystkich genomach. Dodatkowo przeszukano puste regiony w genomach fagéw referencyjnych, ujawniajac
obecnos¢ wezesniej niezidentyfikowanych otwartych ramek odczytu. Po potwierdzeniu nowe geny zostaly dopisane
w odpowiednich miejscach na mapie i oznaczone ciemnozielonym kolorem, a ich spis umieszczono w Zak. 3 (patrz
takze Zal. 4). Lokalizacja pozostatych gendéw tych fagow rowniez zostata dodatkowo zweryfikowana, co ujawnito
potrzebe zmiany niektorych ich koordynatéw (ORF-y takie oznaczono gwiazdka w Zal. 4). Dtugosci strzatek nie
zawsze koreluja z liczba nukleotydow w obszarze, ktory obejmuje strzatka. Diugos¢ skali odpowiada sekwencji
konsensusu obejmujacej przerwy.

Moduty na lewych koncach genoméw nowych fagéow i innych wbetawirusow
odpowiadaja za kodowanie funkcji morfogenetycznych wiruséw (pakowanie DNA, strukture
gtowki i ogonka oraz dojrzewanie wirionow) i sg prawie identyczne (Tabele 7-9, Ryc. 22).
Modutly centralny i prawy sa bardziej zréznicowane i zawieraja kilka genow specyficznych dla
kladu oraz pewne geny roznicujgce poszczegdlne fagi w ramach kazdego kladu (Tabele 7-9,
Ryc. 22).

Podobienstwa migdzy przewidywanymi strukturami niektérych produktow genow
lewego modutu kodujacych biatka ogonka, a strukturami biatek ogonka niektérych innych fagoéw
ujawnily przypuszczalng strukture maszynerii fagowej odpowiedzialnej za rozpoznawanie
| penetracje komorek gospodarza przez wbetawirusy (patrz Tabela 10 i Zak. 1). Przewidywane
struktury N- i C-koncowych czgéci biatka J5a 014 i jego odpowiednikéw w innych
wbetawirusach sg podobne do struktur czg¢éci N- i C-koncowych dystalnych biatek ogonka (Dits
— ang. Distal tail proteins) faga SPP1 Bacillus, faga TP901-L Lactococcus oraz wirusa 80alfa
Staphylococcus. Centralna cze$¢ tych biatek jest podobna do modutu CBM2 biatka ogonka
(modut wigzacy reszty cukrowe) obecnego u faga J-1 Lactobacillus casei. Biatka Dit
wspomnianych fagdw sa zlokalizowane pomig¢dzy kanatem ogonka, a jego koncowka 1 zostaty
zaproponowane jako pelnigce funkcje platformy dokowania aparatu adsorpcji ogonka
siphowiruséw bakterii Gram-dodatnich, tworzacej centrum ptytki podstawnej [69, 100, 184,
185]. Centralne fragmenty Dit faga J-1 Lactobacillus casei i biatek Dit niektorych innych fagow
bakterii Gram-dodatnich wigza specyficzne reszty cukrowe obecne na powierzchni bakterii
i odgrywajg role w interakcji z komérkami gospodarzy bakteryjnych [33, 66]. Na podstawie
wyze] wymienionych podobienstw stwierdzono, ze J5a 014 1 jego odpowiedniki u innych

wbetawirusow dziatajg jako biatka Dit tych fagow.
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Tabela 10. Wyniki analizy podobienstwa przewidzianych struktur wybranych biatek faga J5a do znanych struktur
biatek z bazy danych PDB uzyskane przy uzyciu programu HHpred: Dit (J5a_014) (a), Tal/RBP (J5a_015) (b)
i endolizyny (J5a_018) (c) wraz ze schematycznym pokazaniem lokalizacji rejonéw strukturalnego podobiefistwa
ich sekwencji wzgledem biatek z bazy danych. W tabelach pokazano kilka najlepszych wynikow z regionami
dopasowania, identyfikatorem PDB i prawdopodobienstwem HHpred (%) dopasowania tych regionow. Na
rysunkach sekwencje biatek Dit, Tal/RBP i endolizyny faga J5a sa przedstawione schematycznie jako suwaki
odpowiednio na gorze kazdego z uliniowien. Dopasowania do biatek lub domen biatkowych z bazy danych PDB sa
pokazane jako poziome grube linie ponizej, wskazujac ich pokrycie w odniesieniu do zapytania. Linie te sa
oznaczone numerami akcesyjnymi PDB pasujacych struktur i kodowane kolorami zgodnie z ich wynikiem
podobienstwa do zapytania (od czerwonego jako najbardziej podobnego, przez pomaranczowy do zielonego).

.. Region Prawdo-
Dlugost 4o paso- odo-
ORF bialka pas Najlepsze dopasowania HHpred PDB ID p .
(aa) wania bienstwo
(aq) (%)
J5a_014 496 Tail component; bacteriophage infection, Lactobacillus casei,
190-437 fluorescence microscopy, Carbohydrate Binding Module, sugar 5LY8_A 99,98
binding protein; 1.28A {Lactobacillus phage J-1}
HYPOTHETICAL PROTEIN 19.1; VIRAL PROTEIN, DISTAL
2-196 TAIL PROTEIN; 2.95A {BACILLUS PHAGE SPP1} 2X8K_C 99,85
Distal tail protein, Receptor-binding protein, Phage baseplate, host
1-197  adsorption apparatus, genome injection device, VIRAL PROTEIN; 4Vv96_AX 99,77
3.8A {Lactococcus phage TP901-1}
i Distal Tail Protein, gp58; phage tail, tail tip, tape measure protein,
1-200 VIRAL PROTEIN; 3.7A {Staphylococcus virus 80alpha} 6vel_BD 99,65
LACTOCOCCAL PHAGE P2 ORF15; BASEPLATE, VIRAL
1-200  pROTEIN: 2.6A {Lactococcus Phage P2} 2WZP_Q 98,21
190 437
I
| N
(@)
Dlugosc (o0 e
ORF bialka pas Najlepsze dopasowania HHpred PDB ID .p .
(@a) wania bienstwo
(aq) (%)
J5a_015 1309 ) Tail-Associated Lysin, gp59; phage tail, tail tip, tape measure protein
6-378 VIRAL PROTEIN; 3.7A {Staphylococcus virus 80alpha} 6V8I_CE 99.94
Protein gp18; NP_465809.1, prophage tail protein gp18, Structural
Genomics, Joint Center for Structural Genomics, JCSG, Protein
3-356 Structure Initiative; HET: MSE, MLY; 1.7A {Listeria 3GS9_A 99,90
monocytogenes EGD-e}
Tail protein, 43 kDa; tail protein, structural genomics, PSI, MCSG,
0g.355  Protein Structure Initiative, Midwest Center for Structural 3D37 A 99,08

Genomics, UNKNOWN FUNCTION; 2.1A {Neisseria
meningitidis MC58} SCOP: b.106.1.1
Long tail fiber distal subunit; Bacteriophage, Helical sandwich,
1166-1289 Tail fiber, polyglycine, VIRAL PROTEIN; HET: MRD, MPD, 6F45 B 96,25
IMD; 1.70355818561A {Salmonella phage vB_SenMS16}
Isoform 2 of Myelin regulatory factor; auto-catalytic protease,
1166-1297 protein chaperone. trimeric protein, triple coiled-coil, membrane 7DC3 A 95,93
PROTEIN; HET: MSE; 2.4A {Mus musculus} -

Endo-N-acetylneuraminidase; Chaperone, Glycosidase, Hydrolase;

1166-1283 [ET: TAM, PEG; 2.6A {Enterobacteria phage K1F} 3GW6_B 95,76
L-SHAPED tail fiber protein; viral protein, bacterial viruses,
1166-1279 caudovirales, siphoviridae, infection; HET: FLC; 2.52A 4UW8_H 95,19

{ENTEROBACTERIA PHAGE T5}

Tail spike protein; bacteriophage, tailspike, Acinetobacter
1100-1271 baumannii, gp42, VIRAL PROTEIN; HET: MSE; 1.794A 6EU4 B 87,82
{Acinetobacter phage vB_AbaP_AS12}
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[=2]

378

6VBI_CE GF45_B

(604
[ 30D 2 73
b 3GW6_B ]
b _4UHB_H
(b)
Dlugosc 20 s
ORF bialtka - Najlepsze dopasowania HHpred PDB ID s
(aa) wania bienstwo
(a) (%)
J5a_018 351 Bifunctional autolysin; peptidoglycan, autolysin, amidase, N-
46-192  acetylmuramoyl-L-alanine amidase, HYDROLASE; HET: IMD, 4KNK_A 99,76
PEG;
Autolysin; LytA, pneumococci, autolysis, amidase, peptidoglycan
45-192  complex, antibiotics, hydrolase; HET: NAG, DGL, AMV; 1.05A 5CTV_A 99,54

{Streptococcus pneumoniae serotype 4}

Endolysin; amidase-2 domain, HYDROLASE; HET: ZN; 2.27A

45-194 {Staphylococcus phage GH15}

40LS_A 99,50

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase; amidase, zinc binding, cell

2-186  wall degradation, endolysine, hydrolase; HET: PO4, GOL; 1.21A 6SSC_A 99,41
{Clostridium intestinale}
prophage LambdaBa02, N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase,
family 2; N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase, PlyL,

26-190 £ ¢.35.1.28, HYDROLASE; HET: PO4; 1.86A {Bacillus 1YB0_B 99,38
anthracis} SCOP: d.118.1.1

L-alanyl-D-glutamate peptidase; listeria, endolysin, cell wall
199-349 binding domain, bacteriophage, VIRAL PROTEIN; 1.59A 6HX0_A 98,51
{Listeria phage A500}

putative dipeptidyl-peptidase VI; Structural Genomics, Joint
Center for Structural Genomics, JCSG, Protein Structure Initiative,

209-349  pgl.2, HYDROLASE; HET: GOL, CSA, MSE; 1.72A 3NPF_A 97,65
{Bacteroides ovatus}

Clan CA, family C40, NIpC/P60 superfamily cysteine peptidase;

210-350 peptidase, NIpC protein, HYDROLASE; 1.2A {Trichomonas 6BIO A 97,61
vaginalis} B
NLP/P60 family protein; NLPC/P60 FAMILY PROTEIN,
STRUCTURAL GENOMICS, JOINT CENTER FOR

220-351 STRUCTURAL GENOMICS, JCSG, PROTEIN STRUCTURE 3H41 A 97,35
INITIATIVE, PSI-2, HYDROLASE; HET: PG4, MSE, DGL; B
1.79A {Bacillus cereus ATCC 10987}

Ply protein; alpha/beta hydrolase, multi-domain, hydrolase; 1.8A
209-349  ri'isteria phage PSA} SCOP: ¢.56.5.6, 1.1.1.1, b.34.11.4 IXOV_A 9661

46 192

)

S T GHXB_A
SCTY_R

S | R
) S 17§ R
(©)

Przewidywana struktura N-konca biatka J5a 015 i jego odpowiednikéw u innych
wbetawirusow jest podobna do struktury N-konca lizyny zwigzanej z ogonkiem (Tal, ang. tail-
associated lysin) wirusa 80alfa Staphylococcus [185] i N-koncow odpowiednich biatek
niektorych innych fagow (Tabela 10b). Przewidywana struktura C-koncowe;j czesci J5a 015 jest

podobna do struktury C-konca dtugiego wiokna ogonka faga vB SenMS16 Salmonella, kolca
91



http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=4KNK
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=5CTV

ogonka faga vB_AbaP_AS12 Acinetobacter baumannii, wtokna ogonka w ksztalcie litery L faga
T5  Enterobacterium,  wewnatrzczasteczkowego  bialka  opiekunczego  endo-N-
acetyloneuraminidazy z kolca ogonka faga K1F Enterobacteria, a takze wewnatrzczasteczkowe;j
autokatalitycznej proteazy biatka opiekunczego myszy domowej Mus musculus, (Tabela 10b).
Wewnatrzczasteczkowe domeny bialtkowe pelnigce funkcje biatek opiekunczych zostaty
zidentyfikowane na C-koncach dlugiego widkna ogonka lub biatek kolcow ogonkéow kilku
niespokrewnionych fagéw, w tym fagow K1F i TS Enterobacteria. Biora one udziat w tworzeniu
charakterystycznej dla tych bialek potrdjnej B-helisy, a takze ulegaja samoodcieciu od biatek
docelowych po zakonczeniu procesu faldowania, odstaniajac domeng¢ wigzaca receptor lub
domeng depolimerazy egzopolisacharydowej [60, 166]. Niektore biatka podobne do biatek Tal
w ich N-koncowych czes$ciach i okreslane jako Tal/RBP (Tal/receptor-binding protein)
zawieraja dodatkowe fragmenty, ktore dziataja jako domeny wigzace receptor. Opierajac si¢ na
podobienstwach réznych czegsci biatka J5a 015 do czgéci roznych biatek Tal lub Tal/RBP,
wywnioskowano, ze biatko J5a 015 tworzy kolec ogonka wbetawiruséw i pelni funkcje

Tal/RBP.

Centralny modut genomoéw wbetawiruséw zawiera geny, ktorych produkty biorg udziat
w lizie komorek gospodarza, kontroli lizogenii, replikacji oraz transkrypcji. Organizacja
genomowa regionéw potozonych bezposrednio za genami endolizyny réwniez rdzni si¢ miedzy
fagami kladu J5a i kladu Wbeta. W fagach kladu J5a region ten zawiera gen kodujacy
przewidywane biatko btonowe o nieznanej funkcji (J5a 019) i, z wyjatkiem faga JS5a, gen
kodujacy biatko o przewidzianej strukturze podobnej do struktury biatka TrwB biorgcego udziat
w transporcie DNA plazmidu R388 E. coli podczas koniugacji [175]. W fagach kladu Whbeta

region ten koduje przewidywang lipoproteing.

Nastgpny zroznicowany region znajduje si¢ bezposrednio za genem rekombinazy (Site-
specific recombinase) (Ryc. 22). W modelowym fagu Wbeta reprezentuje on modut kontroli
lizogenii i obejmuje pig¢ gendw (wp28—-wp32), w tym gen dla represora fagowego podobnego
do cl (cl-like repressor), represora podobnego do cro (cro-like repressor) i geny antyrepresora
[162]. W fagach Cherry i tych izolatach Gamma, ktore sg obligatoryjnie litycznymi pochodnymi
faga Whbeta, regiony te zawierajg obszerne delecje obejmujace jeden lub oba geny represorowe
(cl-like oraz cro-like) oraz trzy poprzedzajace geny. Zadna z tych delecji nie wystepuje w fagach
kladu J5a, co sugeruje, ze fagi te s zdolne do lizogenizacji gospodarza, przynajmniej w pewnych

warunkach.
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Region poprzedzajacy gen represora podobnego do cl, ktory w fagach Gamma i Cherry
jest objety delecja, w pozostatych fagach koduje dwa bialka z niedawno zidentyfikowanego
systemu komunikacji fagowej arbitrium, AIimR i AimP [46, 172]. AimR to wewnatrzkomorkowy
feromonowy receptor odpowiadajgcy za wybor miedzy lizg a lizogenig w zaleznosci od stezenia
feromonu heksapeptydowego, ktory jest uwalniany przez komorki zakazone fagami i jest
produktem genu aimP. W oparciu o podobienstwa biatek, biatka AimR/AimP fagow Whbeta
dziela si¢ na dwie grupy. Jedna jest reprezentowana przez wigkszo$¢ fagoéw kladu J5a (J5a, z1a,
Tavor SA 1 Carmel SA), podczas gdy pozostale fagi posiadajagce biatkko AimP (F16Ba,
Negev SA, AP631, Fah i Wbeta) stanowig druga grupe. Koncowe heksapeptydy biatka AimP,
ktore odpowiadaja dojrzatym feromonom uktadu arbitrium uwalnianym w wyniku trawienia,
roéznig si¢ U obydwu tych grup jedna reszta aminokwasowa (TIKPGG vs. EIKPGG, dla
odpowiednio pierwszej i drugiej grupy). Moze to sugerowacé, ze system arbitrium fagow J5a, z1a,
Tavor SA 1 Carmel SA ,wyczuwa” inne heksapeptydy, niz system arbitrium innych
wbetawirusow analizowanych w tej pracy. Wiadomo, ze N-koncowe reszty aminokwasowe
niektorych feromonéw arbitrium specyficznie oddziatuja z AimR [31]. Co wigcej,
heksapeptydowy feromon EIKPGG faga Wbeta pozbawiony poczatkowej reszty kwasu
glutaminowego (E) nie mogt zastgpi¢ funkcji nienaruszonego feromonu [172]. Moze to
sugerowaé, ze system arbitrium fagow J5a, zla, Tavor SA i Carmel SA ,,wyczuwa” inne

heksapeptydy niz system arbitrium innych wbetawirusé6w analizowanych w tej pracy.

Najbardziej zréznicowane regiony wbetawirusow znajdujg si¢ na prawych koncach ich
DNA (Ryc. 22). Zawieraja gtdéwnie geny o nieznanej funkcji. W przypadku faga J5a region ten
zawiera osiem gendw, ktorych przewidywane produkty nie maja homologdéw wsrod biatek
innych fagéw spokrewnionych z Whbeta (Tabele 7-9). Pi¢¢ hipotetycznych bialek J5a
kodowanych przez ten region (J5a_044, J5a 045, J5a_046, J5a_049 i J5a_052) oraz jedno
hipotetyczne biatko faga F16Ba (F16Ba_050) maja tylko homologi pochodzenia bakteryjnego.
Analiza genomo6w bakteryjnych kodujacych te homologi za pomocg programu PHASTER, ktory
identyfikuje regiony profagowe w bakteryjnym DNA, ujawnila, Zze wszystkie te biatka sa
kodowane przez geny regionéw profagowych podobnych do faga Wbeta w szczepach B. cereus
i B. thuringiensis (Tabele 7-9). Pozostale biatka, ktore nie posiadaty homologii z produktami
genow fagow podobnych do Wbeta wykazaty podobienstwo do biatek o nieznanych funkcjach

innych fagow.

Ostatni z gendw na prawym koncu genomow wbetawiruséw jest zakonserwowany we
wszystkich tych genomach i1 koduje biatko o przewidywanej funkcji endonukleazy HNH

(HNHE). Przewidywana struktura tego biatka jest uderzajaco podobna na calej dlugosci do
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struktury HNHE termofilnego bakteriofaga glebinowego GVE2 Geobacillus sp. Ponadto
sekwencje aminokwasowe HNHE wbetawirusow sa w 50-51% identyczne z sekwencja HNHE
faga GVE2, a reszty niezbgdne dla aktywnosci nacinania DNA przez endonukleazg tego faga

[199] sa w nich rowniez zakonserwowane.

6.2.6. Porownanie endolizyn i holin kodowanych przez nowe bakteriofagi z kodowanymi
przez podobne fagi z rodzaju Wbetavirus

Wszystkie trzy nowe fagi, podobnie jak pozostale wbetawirusy, koduja endolizyny
0 aktywnosci N-acetylomuramylo-L-Ala-amidaz. Holiny i endolizyny kodowane przez centralny
modut we wszystkich porownywanych fagach ro6znig si¢ znacznie migdzy fagami kladu J5a
i Wbeta (Ryc. 22, Zal. 4). Endolizyny fagéw kladu J5a sg o okoto 50% dtuzsze od tych z kladu
Whbeta (~351 reszt aa vs. 233 reszty aa), a ich sekwencje wykazuja stabe podobienstwo do lizyn
fagow kladu Whbeta jedynie w regionie kodujacym domeng katalityczng amidaz (27% pokrycia
1 23% identyczno$ci). Dodatkowo lizyny fagéw kladu J5a, w odroznieniu od pozostatych,
posiadaja na swoim N-koncu sekwencj¢ peptydu sygnatowego, na co wskazaly wyniki analizy

bialek z wykorzystaniem programu SignalP 5.0.

Poszukiwanie = homologéw  strukturalnych endolizyny faga J5a (J5a_018)
z wykorzystaniem programu HHpred 1 bazy danych struktur biatkowych ujawnito
dwudomenowg strukture tej endolizyny (Tabela 10c). Przewidywana struktura regionu, ktory
wystepuje bezposrednio po sekwencji sygnalowej (aa 46-192) jest bardzo podobna do
przewidywanej struktury domeny N-acetylomuramylo-L-Ala-amidazy (AmiA; 4KNK_A)
dwufunkcyjnej, liczacej 1256 reszta aminokwasowych autolizyny AtlA Staphylococcus aureus,
do N-acetylomuramylo-L-Ala amidazy (PlyL) rodziny 2 z profaga LambdaBa02 B. anthracis
(1YBO_B) oraz do innych domen katalitycznych lizyn o podobnej aktywnos$ci (Tabela 10c).
Reszty aminokwasowe His-265, His-370 i Asp-384, ktore bezposrednio koordynuja
rozmieszczenie jonu cynku w autolizynie AtlA, a takze pobliskie reszty Glu-324 i His-382, ktore
uczestnicza w Kkatalizie przeprowadzanej przez AtlA [21], sa zachowane w J5a 018.
Przewidywana struktura C-koncowa lizyny J5a_ 018 (aa 199-349), ktora powinna reprezentowac
domene wigzaca Sciane komorkowa (CBD, od ang. cell wall-binding domain), jest bardzo
podobna do struktury CBD endolizyny Ply500 faga A500 Listeria (6HX0_A), endolizyny Ply
faga PSA Listeria (1XOV_A) i endopeptydazy YkfC y-D-glutamylo-L-diaminokwasu B. cereus
(3H41_A) (B. cereus y-d-glutamyl- L -diamino acid endopeptidase YkfC) oraz do domen CBD
niektorych innych biatek trawigcych peptydoglikan (Tabela 10c). Domeny CBD enzymow
Ply500, Ply i YkfC zawierajg dwie kopie powtorzen struktur beta-beczulki (ang. beta-barrel)
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podobnych do SH3b [168, 193], co sugeruje, ze domeny CBD endolizyn fagow kladu J5a

réwniez zawieraja dwie kopie takich powtorzen.

Region w genomach fagow kladu J5a, ktory w fagach kladu Wbeta koduje 141 aa holing
klasy III, prawie identyczng z holinami fagow Bacillus z rodzaju Rockvillevirus i Camtrevirus
(wsrod nich fag phIS3501, GenBank NC 019502 ), koduje dwa mniejsze biatka. Jedno z nich
(XpaF1, 78 aa) zawiera przewidywang domeng transbtonow3 i jest podobne do biatek rodziny
hemolizyn XhlA 1. Niektore biatka z motywem rodziny XhlA (pfam10779; Tabele 7-9) sa
hemolizynami zwigzanymi z powierzchnig komorki, ktére powoduja liz¢ granulocytéw
| plazmatocytow owadow, a takze erytrocytow krolika i konia [36]. Jednakze biatka podobne do
XhlA kodowane przez moduty lityczne faga SPP1 Bacillus oraz defektywnego profaga PBSX,
ktore sa odpowiednio w 35% 1 33% identyczne z biatkami podobnymi do XhlA z fagéw kladu
J5a (jak wskazuja wyniki poréwnan przy uzyciu programu BLASTp), petnig funkcje holin [49].
Stad przypisano funkcj¢ holiny roéwniez biatkom podobnym do XhlA fagéw kladu J5a. Drugie
mate biatko modutu litycznego kladu J5a (w J5a: J5a 017, 79 aa) ma dwie domeny transbtonowe
I C-koniec bogaty w reszty lizyny. Cechy te sg charakterystyczne dla holin klasy Il [196].
Dodatkowo biatko to jest w 28% identyczne z holing Hol44 faga fOG44 Oenococcus oeni
(wedtug obliczen BLASTYp), ktéra rowniez ma dwie domeny transblonowe i ,,wspolpracuje”

z endolizyng zawierajaca peptyd sygnatowy podczas lizy komoérek [142, 154, 156].

6.3. Otrzymanie kodowanych przez bakteriofagi bialek o aktywnosci
litycznej (endolizyn)

6.3.1. Klonowanie genéw kodujacych zmodyfikowane endolizyny bakteriofagéw JSa,

F16Ba i z1a w wektorze ekspresyjnym

Analiza genow kodujacych endolizyny trzech fagow za pomoca programow: SignalP

5.0., PrediSi (http://www.predisi.de/), TOPCONS (https://topcons.cbr.su.se/), SOSUIsignal

(https://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosuisignal/sosuisignal_submit.html) i  Phobius

(https://phobius.sbc.su.se/), wykazata we wszystkich tych genach obecno$é sekwencji kodujace;j

peptyd sygnatowy (SP, od ang. signal peptide, o dlugosci 27 aa). Poniewaz endolizyny

zawierajace SP nie wymagajq udziatu holin do transportu przez blon¢ komorkowa bakterii, sg

w warunkach nadprodukcji toksyczne dla komorek powodujac ich lizg, klonowano geny

endolizyn w formie zmodyfikowanej, pozbawionej SP. W celu sklonowania tych genow

przygotowano zaprojektowane wczesniej (patrz sekcja 5.3.3.15.3.4.) produkty PCR zawierajace

wektor w postaci liniowej o0 zaktadanej wielkosci 5238 bp oraz trzy wstawki o zakladanej
wielko$ci 1020 bp kazda (Ryc. 23).
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Rycina 23. Zele agarozowe przedstawiajace wektor pET30-c(+) (a) oraz wstawki (b) jako produkty PCR shuzace
do ligacji. Markery wielkosci: SM0311 GeneRuler 1 kb (a), Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder (NEB) (b).

Po przeprowadzeniu reakcji ligacji wektora i poszczegdlnych wstawek oraz transformacji
otrzymanych konstruktow do komorek kompetentnych E. coli NEB 5-alpha, uzyskano kolonie
transformantow na podiozu selekcyjnym z kanamycyna. W wyniku wstepnej analizy puli
wybranych kolonii za pomoca reakcji PCR kolonijnego powiclajacego fragment miedzy
terminatorem a promotorem T7 DNA plazmidowego (T7TP-T7PP) otrzymano produkty
0 dlugosci 1160 bp, S$wiadczace o obecnosci klonowanych genow w poszczegélnych

transformantach (Ryc. 24).
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Rycina 24. Zdjgcia zeli agarozowych ukazujacych fragmenty DNA migdzy promotorem a terminatorem T7
wektora, obejmujgce sklonowane geny kodujace zmodyfikowane endolizyny fagow J5a, F16Ba i zla. Pokazano
dziewie¢ transformantow (TR: J1-J9) zawierajacych plazmid z wklonowanym genem kodujacym zmodyfikowang
lizyng faga J5a (a) oraz po dwa transformanty (TR: F1, F2, z1, z2) zawierajace plazmidy z wklonowanymi genami
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kodujacymi zmodyfikowane lizyny fagéw F16Ba i zla (b). Jako kontrol¢ ,,pustego” fragmentu uzyto pDNA
plazmidu pET30-c(+), dajacego produkt o wielkoséci 367 bp. Marker wielkosci SM 1333 GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Z transformantow, w przypadku ktorych wstepnie potwierdzono obecno$é
wklonowanyche genéw zmodyfikowanych endolizyn fagow J5a, F16Ba i zla, wybrano kilka do
przeprowadzenia izolacji plazmidowego DNA. Otrzymane pDNA wykorzystano jako matryce
do przeprowadzenia reakcji PCR z uzyciem pary starterow T7PP oraz J5a_sekw F, jak opisano
w sekcji 5.3.9. i pokazano na Ryc. 10 (strona 57). Reakcja ta rowniez potwierdzita obecnos¢
wklonowanych genow dajac produkty o wielko$ci 1114 bp (Ryc. 25), a dodatkowo potwierdzita

ich poprawng orientacje.

Rycina 25. Zel agarozowy ukazujacy fragmenty DNA obejmujace sklonowane geny kodujace zmodyfikowane
endolizyny fagéw J5a, F16Baizla, wtransformantach TR: J3, J6, F1, F2, z1 i z2 po reakcji PCR z uzyciem starterow
T7PP i J5a_sekw F. Jako kontrole ,,pustego” fragmentu uzyto pDNA plazmidu pET30-c(+), dajacego produkt
0 wielkosci 321 bp. Marker wielkosci Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder.

Wyniki sekwencjonowania plazmidowego DNA z wykorzystaniem startera T7TP od
strony terminatora i startera pBRevBam_primer od strony promotora jednoznacznie potwierdzity
obecno$¢ 1 poprawnos¢ wklonowanych genow kodujacych zmodyfikowane endolizyny trzech
fagéw. Na ich podstawie wybrano do produkcji biatek po jednym transformancie o bezbtedne;j

sekwencji wklonowanego genu.

6.3.2. Ekspresja genow kodujacych zmodyfikowane endolizyny bakteriofagow J5a,
F16Baizla

Ekspresje¢ gendéw kodujacych endolizyny fagéw JS5a, F16b i zla przeprowadzono
w komorkach pochodnych szczepu E. coli BL21 zawierajacych plazmidy ze skonowanymi
genami. Biatka probek pobranych z hodowli komorek poszczegdlnych pochodnych tego szczepu
przed i po indukcji ekspresji genéw zmodyfikowanych endolizyn przeprowadzanej za pomoca
1 mM IPTG, analizowane byly po elektroforezie w zelu SDS-PAGE, jak opisano w sekcji 5.3.11.
i 5.3.13. (Ryc. 26). Jako kontrole wykorzystano biatka komorek szczepu E. coli BL21

Z ,,pustym” plazmidem. W probkach hodowli zawierajacych wklonowane geny widoczny byt
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dodatkowy prazek odpowiadajacy biatku o wielkosci ok. 37 kDa, zgodnej z przewidziang
wielko$cig badanych endolizyn i wskazujacy na ekspresje kodujacych ich genow.

.«*——.F._.

Rycina 26. Bialka szczepu kontrolnego E. coli BL21 oraz szczep(')w zawierajgcych plazmidy z wklonowanymi
genami zmodyfikowanych endolizyn po rozdziale w zelu poliakrylamidowym z SDS-em probek pobranych
z zaindukowanych hodowli trzech transformantéw. Sciezka 1 — kontrola (prébka z indukowanej hodowli E. coli
BL21 z plazmidem bez wstawki); $ciezki 2, 3 i 4 — odpowiednio transformanty z wklonowanymi genami
zmodyfikowanych endolizyn fagéw J5a (TR J3), F16Ba (TR F2) i zla (TR z2); M - marker wielkosci Perfect
Tricolor Protein Ladder (EurX, Gdansk, Polska). W probkach 2-4 widoczny jest dodatkowy prazek $wiadczacy
0 obecnosci genu kodujacego zmodyfikowang endolizyne w kazdej z probek, ktorego wysokos¢é wskazano czarng
strzatkg. Przewidywana wielko$é¢ lizyn bez peptydu sygnatowego i z His-tagiem oszacowano na ponad 37 kDa.

43 kDa

35kDa

Pozostate prace obejmujace oczyszczanie otrzymanych biatek rekombinowanych oraz
badanie ich aktywnosci lizycznej prowadzono juz tylko dla dwoch zmodyfikowanych lizyn —
lizyny pochodzacej z faga J5a oraz z faga F16Ba, ktoérym od tej pory nadano nazwy LysJ oraz
LysF.

6.3.3. Oczyszczanie zmodyfikowanych endolizyn LysJ i LysF

Na Ryc. 27 pokazano rozdzial w zelu poliakrylamidowym probek pobranych z frakcji
otrzymywanych kolejno w procesie oczyszczania lizyn LysJ i LysF na ztozach niklowych.

(b)

Rycina 27. Przyktady obrazow zeli SDS-PAGE z rozdziatem kolejnych frakcji biatkowych w procesie oczyszczania
zmodyfikowanych endolizyn Lys) (a) i LysF (b). Sciezka 1 - kontrola (indukowana hodowla E. coli BL21
z plazmidem bez wstawki); $ciezka 2 - lizat bakteryjny przed natozeniem na kolumng niklowa; $ciezka 3 - przesacz
lizatu przez kolumng; $ciezka 4 - pierwsza frakcja ptukania; $ciezka 5 - druga frakcja ptukania; $ciezka 6 - pierwsza
frakcja elucji; $ciezka 7 - druga frakcja elucji; $ciezka 8 - trzecia frakcja elucji; M - marker wielkosci Perfect Tricolor
Protein Ladder.

98



Po przeprowadzeniu dializy oraz zaggszczania za pomocg kolumn Amicon, otrzymano
skoncentrowane preparaty lizyn Lys) i LysF (Ryc. 28), ktore, po okresleniu ich stgzenia,

poddawano ocenie aktywnosci litycznej.

@ (b)

Rycina 28. Obrazy zeli poliakrylamidowych przedstawiajace oczyszczone i zaggszczone zmodyfikowane lizyny
LysJ (a) i LysF (b). Marker wielkosci Perfect Tricolor Protein Ladder.

Reakcja Western Blotting potwierdzita otrzymanie pozadanych bialek. Barwna reakcja
W postaci pojawienia si¢ brazowych prazkéw po umieszczeniu membrany PVDF w mieszaninie
buforu DAB 1 substratu dla peroksydazy chrzanowej wskazata na obecnos¢ biatek z etykietka
His-tag w badanych probkach na wysokosci bialtka o masie czasteczkowej zgodnej

z przewidziang masg czasteczkowa oczyszczonych zmodyfikowanych lizyn (Ryc. 29).

%) I+

48 kDa 48 kDa

35kDa [ — CoLen

(@) (b)

Rycina 29. Obraz zmodyfikowanych lizyn LysJ (a) i LysF (b) w membranie PVDF po elektrotransferze z zelu SDS-
PAGE oraz detekcji w reakcji z przeciwciatami penta-His HRP Conjugate metoda Western Blotting. Widoczny
ciemnobrazowy prazek na wysokoéci biatka o masie ok. 37 kDa. Marker wielkosci Perfect Tricolor Protein Ladder.

6.4. Ocena aktywnosci litycznej zmodyfikowanych endolizyn LysJ i LysF

6.4.1. Zymogram
Aktywnos$¢ enzymatyczng otrzymanych lizyn Lys) i LysF wobec $ciany komoérkowe;j
szczepu B. anthracis 34F2 potwierdzono w zymogramie, otrzymujac przejasnienia zelu na
wysokosci biatek o masie ok. 37 kDa, odpowiadajacej przewidzianej masie badanych lizyn (Ryc.

30).
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Rycina 30. Obraz przejasnien w zymogramie wskazujacy na dziatanie zmodyfikowanych lizyn LysJ i LysF wobec
$ciany komorkowej szczepu B. anthracis 34F2. Marker wielko$ci Perfect Tricolor Protein Ladder.

6.4.2. Metoda plytkowa

Po kilkugodzinnej inkubacji ptytki dwuwarstwowej ze szczepem B. anthracis 34F2
z nakroplonymi roztworami lizyny LysJ o r6znych stezeniach (0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,5,
2,0 mg/ml), zaobserwowano w miejscach wszystkich nakroplen strefe przejasnienia w warstwie
komorek bakterii §wiadczaca o lizie komorek. Zgodnie z oczekiwaniami, przejasnienie byto
najlepiej widoczne w miejscach nakroplen o wyzszych stezeniach lizyny, jednak aktywnos¢
odnotowano réwniez przy minimalnym st¢zeniu, tj. 0,05 mg/ml (Ryc. 31a). Po 72 godz.
przechowywania ptytki w temp. 4 °C $rednica stref znacznie si¢ powigkszyta, co §wiadczyto
o dyfundowaniu lizyny w gtab murawki bakteryjnej (Ryc. 31b). Nakroplenie PBS nie dato strefy

przejasnienia (nie pokazano).

(b)
Rycina 31. Strefy przejasnienia w murawce B. anthracis 34F2 na skutek dziatania zmodyfikowanej lizyny LysJ
0 réznych stezeniach po ok. 6 godz. (a) i 72 godz. (b).

Obecnos$¢ stref przejasnienia na murawce szczepu B. anthracis 34F2 odnotowano po
kilku godzinach inkubacji rowniez na ptytce dwuwarstwowej z nakroplong lizyng LysF, jednak
tylko przy dwoch najwyzszych z uzytych stezen (stosowano stezenia: 0,1, 0,25 i 0,4 mg/ml)
(Ryc. 32). Nakropleniec PBS nie dato strefy przejasnienia. Strefy nie powigkszyly sie po
dhuzszym czasie przechowywania ptytki, jak w przypadku pierwszej badanej lizyny.
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Rycina 32. Strefy przejasnienia w murawce B. anthracis 34F2 na skutek dziatania zmodyfikowanej lizyny LysF
0 réznych stezeniach po ok. 4 godz. Przejasnienia widoczne przy najwyzszych stezeniach biatka — 250 i 400 pg/ml.

Lizyne LysJ nakraplano na warstwy komorek pieciu zjadliwych szczepow laseczki
waglika w zakresie stezen 0,1-2,0 mg/ml. Po kilku godzinach inkubacji obserwowano powstanie
widocznych stref przejasnienia na warstwie kazdego ze szczepéw w miejscach nakroplen lizyny
0 stgzeniach 0,5-2,0 mg/ml oraz stabiej widocznej strefy przy stgzeniu 0,25 mg/ml. Obserwacje
prowadzono w sumie przez ok. 8 godzin. Lizyna LysF stosowana byta w zakresie stezen 0,1-0,4
mg/ml i w badanych warunkach data po czterech godzinach inkubacji bardzo delikatne
przejasnienie na szczepie PZH przy maksymalnym st¢zeniu, a wWzgledem pozostatych szczepdéw

zjadliwych nie zaobserwowano jej aktywnosci.

Pozostate szczepy uzyte w badaniach byty oceniane pod katem wrazliwo$ci na badane
lizyny o st¢z. 0,1 mg/ml kazda. Na warstwie komorek zadnego ze szczepdw nie zaobserwowano

pojawiania si¢ strefy przejasnienia po ich nakropleniu, zarowno po kilku, jak i po 24 godzinach.

6.4.3. Redukcja gestosci optycznej zawiesin komoérek szczepow B. anthracis

W wyniku dziatania dwéch badanych lizyn zaobserwowano zalezny od ich stgzenia
spadek gestosci optycznej zawiesiny bakteryjnej szczepu B. anthracis 34F2. Do tego
doswiadczenia zastosowane byly rozne stezenia koncowe lizyn LysJ i LysF, odpowiednio 3,125-
100 pg/ml i 3,125-50 pg/ml. Lizyna LysJ) okazata si¢ mie¢ wyzsza aktywno$é. Przy
maksymalnym stezeniu (100 pg/ml) powodowala prawie 45% zmniejszenie ggstosci optycznej
hodowli (ODs30) po 10 min. inkubacji (Ryc. 33a), askutecznos¢ jej dziatania dla trzech
najwyzszych uzytych stezen (25-100 pg/ml) byla podobna w catym okresie trwania badania.
Minimalnym stezeniem dajacym niewielki, ale zauwazalny spadek OD byto stezenie 3,125
ug/ml. W przypadku lizyny LysF, najskuteczniejsze okazato si¢ by¢ stezenie 50 ug/ml
zmniejszajace OD o prawie 50% po 15 min. badania. Stezenia 3,125-6,25 ug/ml byty
niewystarczajace do uzyskania efektu dziatania tego biatka (Ryc. 33b).
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Rycina 33. Wptyw zmodyfikowanych lizyn LysJ (a) i LysF (b) na gestos¢ optyczna komoérek niezjadliwego szczepu
B. anthracis 34F2. Lizyny dodawano do zawiesiny bakterii zawieszonych w 20 mM Tris-HCI, pH 8,0. Zawiesina
bakterii z dodatkiem 1x stezonego PBS zamiast biatka stuzyta jako kontrola negatywna (0 pg/ml).

W przypadku pieciu zjadliwych szczepéw B. anthracis zaobserwowano, ze w badanych

warunkach obydwa bialtka wyraznie zmniejszatly gesto$¢ optyczng zawiesin komorek

bakteryjnych w czasie 45 min. trwania do$wiadczenia, $rednio z wartosci OD ~0,45-0,5 do

wartosci ~0,15-0,2, przy czym nieco lepsze rezultaty uzyskano dla lizyny LysJ (Ryc. 34, 35).
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Rycina 34. Wptyw zmodyfikowanej lizyny Lys) na ggsto$¢ optyczng zawiesin komorek zjadliwych szczepow
B. anthracis. Lizyn¢ dodawano do zawiesiny bakterii w 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 w dwoch stezeniach, 25 1 50 pg/ml.

Zawiesina bakterii z dodatkiem 1x stezonego PBS zamiast biatka stuzyta jako kontrola negatywna (0 pg/ml).
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Rycina 35. Wptyw zmodyfikowanej lizyny LysF na ggsto$¢ optyczng zawiesin komoérek zjadliwych szczepow
B. anthracis. Lizyne dodawano do zawiesiny bakterii zawieszonych w 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 w jednym st¢zeniu,
50 pg/ml. Zawiesina bakterii z dodatkiem 1x stezonego PBS zamiast biatka stuzyla jako kontrola negatywna (0

pg/ml).

6.4.4. Redukcja gestosci optycznej zawiesin komérek wybranych szczepéw z rodzaju
Bacillus niezaliczanych do gatunku B. anthracis

W przypadku szczepoéw gatunkow B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, Bacillus sp.
Ba 813+ oraz jednego szczepu Bacillus subtilis uzytych do oceny dziatania litycznego LysJ oraz
LysF, uzyskano bardzo zréznicowane wyniki, niespecyficzne gatunkowo. Poczatkowa gesto$é
optyczna zawiesin wszystkich szczepow wynosita wedlug pomiaru w czytniku ptytek 96-
dotkowych ok. 0,4 1 w czasie 45 min. prowadzenia odczytéw spadata maksymalnie do wartosci
ok. 0,1. Dla czgsci szczepdéw obserwowano bardzo szybkie dzialanie lizyn, objawiajace si¢
znacznym spadkiem gestosci optycznej juz po kilku minutach od ich dodania. Czg$¢ szczepow
byla niewrazliwa na dziatanie badanych lizyn w warunkach eksperymentu. Liczba szczepow,
w przypadku ktérych mozna jednoznacznie stwierdzi¢ spadek gestosci optycznej po dziataniu
lizyn (umiarkowany lub znaczacy), to: 6 z 10 szczepéw B. cereus, 9 z 10 szczepoéw

B. thuringiensis, 7 z 10 szczepoéw przejsciowych Bacillus sp. Ba 813+, 1 z 2 szczepodw
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B. mycoides oraz szczep B. subtilis. Ponizej zamieszczono wykresy ze $rednimi i najlepszymi

wynikami, pokazujace najwiecksza redukcje ODe3o zawiesin komorek roznych szczepow (RYyC.

36), natomiast pozostate wykresy umieszczono w ZALACZNIKACH (Zal. 5).
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Rycina 36. Wplyw zmodyfikowanych lizyn LysJ i LysF na gesto$¢ optyczng zawiesin komorek wybranych
szczepow z rodzaju Bacillus. Lizyny dodawano indywidualnie do hodowli bakterii zawieszonych w 20 mM Tris-
HCI, pH 8,0, do uzyskania stezenia koncowego 50 pg/ml. Zawiesina bakterii z dodatkiem 1x stezonego PBS zamiast
biatka stuzyla jako kontrola negatywna (0 pg/ml). Na kazdym wykresie przedstawiono wyniki dziatania uzyskane
dla obydwu lizyn.
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6.5. Analiza sekwencji aminokwasowych zmodyfikowanych endolizyn LysJ
i LysF

Porownanie sekwencji aminokwasowych lizyn LysJ] i LysF za pomoca narzedzia
BLASTp wykazato, ze sa one w 94,3% identyczne. Jednak niektore roznigce si¢ fragmenty
sekwencji obydwu lizyn zawierajg reszty aminokwasowe o bardzo réznych wiasciwosciach
(Ryc. 37), co sugeruje, ze wlasnie te roznice mogg odpowiadac za roznice w aktywnosci litycznej
lub specyficznosci obydwu biatek. Na przyktad reszty aminokwasowe seryny (S) w pozycjach
2521300 LysJ, w odpowiadajacych im pozycjach sekwencji aminokwasowej LysF sg zastgpione
przez reszty aminokwasowe proliny (P), a reszta aminokwasowa proliny w pozycji 239 LysJ
w odpowiadajacej jej pozycji LysF jest zastgpiona resztg aminokwasowa glutaminy (Q). Z kolei
mata hydrofobowa reszta aminokwasowa alaniny (A) w pozycji 231 LysJ, w odpowiadajace;j jej
pozycji LysF jest zastgpiona przez reszt¢ duzego aminokwasu aromatycznego, tryptofanu (W).
Wigkszo$¢ roznic w obrebie sekwencji aminokwasowej jest zlokalizowana w C-koncowej
domenie skroconych wariantow obydwu lizyn, tj. za 170-tg reszta aminokwasowa (Ryc. 37).
Poréwnanie przewidzianych struktur drugorzgdowych LysJ i LysF przy pomocy programu
HHpred pokazato, ze niektore roznice w sekwencjach aminokwasowych obydwu biatek
skorelowane sg z lokalnymi roznicami w ich strukturach drugorz¢gdowych. Na Ryc. 37
zaznaczono struktury helis alfa oraz beta-kartek odpowiadajace poszczegdlnym rejonom

sekwencji obydwu lizyn.

eEeeee hheeeeee HHH

LysJ 1 DRILIIPDLPKQGYRNGVGAYEGVVAHSTATPEAPAINIQRYETRTNRSAFVHYAVDWDE 60
LysF 1 DRVLIIPDLPKQGYRNGVGAYEGVVAHSTATPEAPAINIQRYETRTWRSAFVHYAVDWDE 60

e eee eEeeee hheeeeee HHH
heeee eeeee eEEEEEee hhHhhhHHHHHHHHHHHHHHH
Lys) 61 VIQIADTRYIAYGAGPAANARFVHVELCETSDYSKFKRSYDKYVKLLAKILRDRGLSVEK 120
LysF 61 VIQIADTRYIAYGAGPAANARFVHVELCETSDYSKFKRSYDKYVKLLAKILRDRGLSVEK 120
heeee eeeee eEEEEEee hhHhhhHHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHH HHHHHHH HHHHHHHHHHH
LysJ 121 GLWTHDDVRKYLGGTTHTDPLDYLKKHGVSEAQFRADVKRAYNNTDISIPEQPSKPAEKP 180
LysF 121 GLWTHDDVRKYLGGTTHTDPLDYLKKHGISDAQFRADVKRAYNNTGISIPEQPSKPAEKP 180
HHHHHHH HHHHHHH hHHHHHHHHHHHh
ee eEEEEe {Hh
LysJ 181 TANVEGVAYIEGYNVNLRKGPDASYSVIRQLNKPEAYKVWGEKEGWLNLGADQNVKYNPS 240

LysF 181 TANVEGVAYIEGYNVNLRKGPDASYSVIRQLNKPEAYKVWGEKDGWLNLGWNQWVKYNQS 240
ee eEEEEeeeee HHHHHh hhhee eee HHHhee hh

h eeEe HHHhhhh eeeee EEeee hhh eeEeEEe EEEEEEEE e
Lys) 241 YIRFEKKEAVSSVAGKRVVSKVNNLRFYSAPSWEDKYVAGTVDTGLGFTIDATVTVNGSS 300

LysF 241 YIRFEKKEAVSPVSVKRVVSKVNNLRFYSAPSWEDKYVAGTVDVGLGFTIDASVMVNGSP 300
eEeE ee hhhhhhee eeeee hhh eeeeEEEee eEEeeEEEe
eeEEE eEEEEee eEEE

LysJ 301 QYKVHNSKGTTYYITANEAYVYVK 324

LysF 301 QYKVHNSKGTTYYITASEAYVYVK 324
eEEe eEEEEe eeEE

Rycina 37. Porownanie sekwencji pierwszo- i drugorzgdowych zmodyfikowanych endolizyn LysJ i LysF. Pokazano
porownanie sekwencji aminokwasowych obydwu lizyn na podstawie wynikow BLASTp. Liczby po bokach
oznaczaja zakres reszt aminokwasowych. Kolorem czerwonym zaznaczono rézniace si¢ reszty aminokwasowe. Na
podstawie wynikow HHpred oznaczono kolorem granatowym struktury beta-kartki (E), a kolorem zielonym
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struktury helis alfa (H). Puste rejony pomiedzy nimi obejmujg strukture coiled coil tworzong przez dwie lub wigcej
wzajemnie zwini¢tych helis alfa. Wielkie i mate litery wskazuja odpowiednio wysoka i niska pewnosc
przewidywania [58].

6.6. Porownanie zakresu dzialania zmodyfikowanych endolizyn LysJ i LysF
ze specyficznoscig kodujacych je bakteriofagéw J5a i F16Ba
W badaniu metodg ptytkowa zakres dziatania bakteriobdjczego lizyny LysJ otrzymanej
W postaci oczyszczonego preparatu biatkowego okazat si¢ by¢ tozsamy z zakresem dziatania
faga J5a, z ktérego pochodzita. Zakres dziatania lizyny i faga byl specyficzny i ograniczony
wylacznie do szczepow B. anthracis (wszystkie badane szczepy zjadliwe oraz bezotoczkowy
szczep Sterne 34F2). W tym samym badaniu, w warunkach eksperymentu, zakres dziatania
lizyny LysF byt wezszy, niz zakres faga F16Ba. Nakroplenie lizyny na zjadliwe szczepy waglika
dato lekkie przejasnienie jedynie na jednym z nich, natomiast szczep B. anthracis 34F2 byt

wrazliwy zaré6wno na dziatanie faga, jak i jego lizyny.

W badaniu redukcji gegsto$ci optycznej zawiesin szczepow otrzymano jednak wyniki
odmienne od uzyskanych metoda ptytkowa, ktore §wiadczyly o dziataniu litycznym dwoch
badanych lizyn rowniez na komorki szczepoéw rodzaju Bacillus, nienalezacych do B. anthracis.
Wyniki te (patrz Ryc. 36; Zal. 6) pozwalaja stwierdzi¢, iz dla obydwu badanych lizyn ich zakres

dziatania jest wiekszy, niz fagow, z ktoérych pochodza.
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7. DYSKUSJA

Alarmujacy wzrost opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe w potaczeniu z brakiem
innowacji w dziedzinie antybiotykow spowodowal ponowne zainteresowanie opracowywaniem
alternatywnych terapii zwalczajacych infekcje bakteryjne. Terapia fagowa okazata si¢ byc¢
skuteczna w bardzo wielu udokumentowanych historycznych oraz wspotczesnych przypadkach.
Fagoterapia daje nadzieje na bardziej skuteczng i bezpieczng walke¢ z zakazeniami bakteryjnymi,
szczegblnie wywolanymi przez antybiotykooporne bakterie. Zakazenia wywotywane przez
grozne patogeny, jak np. laseczke waglika, Bacillus anthracis, moga bez podjecia
natychmiastowego leczenia prowadzi¢ do powaznych probleméw zdrowotnych lub nawet
$mierci. Antybiotykoterapia w tym przypadku moze by¢ szczeg6lnie dlugotrwata i obcigzajaca
dla organizmu. Zasadne wydaje si¢ zatem prowadzenie badan majacych na celu opracowywanie
i wdrazanie alternatywnych dla antybiokoterapii strategii leczenia infekcji Bacillus anthracis,

takich jak np. fagoterapia.

Wszystkie bakteriofagi mogace potencjalnie znalez¢ zastosowanie w przemysle
medycznym czy galeziach pokrewnych, wymagaja bardzo dokladnego zbadania
I scharakteryzowania ich biologii oraz sekwencji genomu. W niniejszej pracy przedstawiono
podstawowa biologiczng charakterystyke oraz analiz¢ genomowsa trzech nowych fagow
specyficznych wobec Bacillus anthracis — J5a, F16Ba i zla. Wykazano, ze wraz
z wyizolowanymi niedawno fagami B. anthracis: Carmel SA, Negev SA i Tavor SA tworza
one nowy klad fagow (nazwany kladem J5a), ktéry mozna na podstawie kryterium podobienstwa
genomowego zaklasyfikowa¢ do rodzaju Wbetavirus, wraz z historycznymi fagami
waglikowymi: Wbeta, Fah, Cherry i trzema izolatami Gamma. Wszystkie te fagi sa blisko
spokrewnione z prototypowym fagiem tego rodzaju, lizogennym fagiem Whbeta. Wszystkie
wymienione fagi, wraz z fagiem AP631, cechujg si¢ zblizong wielko$cig genomu, oscylujaca
miedzy 36 615 bp a 40 867 bp. Jedna z ich wspodlnych cech jest rowniez zakonczenie DNA
jednoniciowymi fragmentami o identycznej sekwencji (CGCCGCCCC) na koncu 5' (sekcja
6.2.2; [55, 126]). Minimalne i maksymalne warto$ci podobienstwa sekwencji DNA miedzy
wspomnianymi szescioma historycznymi fagami wynosza odpowiednio 89,3% i 99,1%,
natomiast podobienstwo sekwencji DNA nowych opisanych izolatow wzgledem 10-ciu
pozostatych fagow miesci si¢ w zakresie od 69,4% (Gamma izolat 53 vs. zla) do 97,1%

(Carmel_SA vs. F16Ba) (Ryc. 20).

W celu scharakteryzowania biologicznych wtlasciwosci nowych fagdw poczatkowo

zbadano ich zakres gospodarza. Liczba szczepow gospodarza, ktore zwyczajowo nalezy
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przebadac jest po czesci funkcja roznorodnosci gatunkéw docelowych [86]. Niektore bakterie sg
bardzo zréznicowane zaréwno pod wzgledem struktur powierzchniowych, jak i wrazliwosci na
fagi, jednak gatunki takie jak B. anthracis czy Yersinia pestis sa bardziej homogenne genetycznie
[96], a zatem odpowiednio mniejsza liczba szczepoéw bakterii moze wymagaé przetestowania.
Wsrod 41 wykorzystanych szczepow bakteryjnych, fagi J5a, F16Ba i zla wykazaly aktywnos¢
lityczna wylacznie przeciwko szczepom B. anthracis (pig¢ badanych szczepow). Szczep
B. subtilis oraz inne badane szczepy z grupy B. cereus (36 szczepow) okazaly si¢ niewrazliwe na
te fagi. Zakres gospodarza ma istotny wpltyw na uzytecznos¢ faga do stosowania w terapii
fagowej. Zakres ograniczony do jednego gatunku jest pozadany, poniewaz nie zagraza reszcie
mikrobiomu gospodarza [86]. Warto w tym miejscu wspomnie¢, iz wysoce specyficzny, flagowy
fag B. anthracis — Gamma — oprocz B. anthracis jest rowniez zdolny do infekowania kilku
szczepow B. cereus [151, 170, 177]. Z tego wzgledu WHO sugeruje, aby w celu identyfikacji
lub detekcji szczepow wywotujacych waglik, faga Gamma nie stosowac¢ jako jedynego narzedzia
diagnostycznego, ale wykorzystywac¢ go w potaczeniu z innymi testami [178]. Rowniez fag Fah,
ktory jest bardzo podobny do faga Whbeta, byt namnazany na szczepie B. cereus [126].
W przypadku innych fagdéw laseczki waglika podobnych do Wbeta: Cherry, Negev SA,
Carmel SA i1 Tavor SA brak jest szczegdtowych informacji na temat szczepoéw bakteryjnych
uzytych do sprawdzenia ich zakresu gospodarza. Jezeli przy uzyciu wigkszej kolekcji izolatow
z grupy B. cereus, w tym stuzacych do namnazania niektorych fagow kladu Wbeta, mozna by
byto potwierdzi¢ specyficzno$¢ fagéw JS5a, F16Ba i zla wylacznie przeciwko szczepom
B. anthracis, nowe fagi, po usunigciu ich modutow lizogenicznych (patrz sekcja 6.2.5.), mogtyby
by¢ uznane za lepsze od faga Gamma w wykrywaniu izolatow B. anthracis. Specyficzna

aktywno$¢ opisanych przeze mnie nowych fagdéw wobec B. anthracis bytaby ich istotng zalets.

Bakterie gatunkéw B. anthracis oraz B. cereus cechujg si¢ tym samym typem
strukturalnym peptydoglikanu, Aly [54, 159]. Jest jednak kilka cech odrozniajacych te szczepy
od siebie. Cztery gtowne whasciwosci B. cereus odrdzniajace je od B. anthracis to: zdolnos¢ do
ruchu, zdolno$¢ do hemolizy, opornos¢ na penicyling oraz brak otoczki [148]. Odnotowano co
prawda istnienie otoczkowego szczepu B. cereus, jednak o innej budowie otoczki niz otoczka
waglikowa [173]. Otoczka z kwasu poli-y-D-glutaminowego B. anthracis, wraz z toksyng
obrzgkowa i letalna, jest specyficznym czynnikiem wirulencji tego patogenu. Sa jednak szczepy
B. cereus, jak RSVF1 (ATCC 4342), ktore wykazuja podobna jak szczepy B. anthracis
wrazliwo$¢ na faga Gamma oraz jego lizyne PlyG. Sugeruje sig, ze szczep RSVF1 moze by¢
szczepem B. anthracis pozbawionym swoich plazmidow wirulencji [164]. Stad cechy

strukturalne peptydoglikanu zidentyfikowane dla szczepu RSVF1 najprawdopodobniej
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reprezentujg rowniez cechy peptydoglikanu $ciany komorkowej wysoce monomorficznych
izolatow B. anthracis [97, 153]. Ten fakt moze tlumaczy¢ rozszerzenie zakresu dzialania

specyficznych waglikowych fagéw i ich lizyn o niektoére nieliczne szczepy B. cereus.

Poza specyficznosciag wzgledem gospodarza, istotna dla dzialania i potencjalnego uzycia
fagow jest ich stabilno§¢ w réznych warunkach srodowiska. Warto§¢ pH oraz temperatura
otoczenia to jedne z kluczowych czynnikow wptywajacych na stabilno$¢ fagow. Temperatura
wplywa rowniez na mozliwos$¢ przytaczania fagow do komorek bakteryjnych, ich penetracji oraz
namnazania, a takze na kinetyke tych procesow [90]. Fagi J5a, F16Bai zla zachowywaty wysoka
stabilno$¢ w zakresie temperatur 20-50 °C, a wysokie miana infekcyjnych czgstek tych fagow
uzyskiwano w szerokim zakresie pH (3-11), co $wiadczy tez o ich duzej odpornosci na zmiany
kwasowosci srodowiska. Dla poréwnania, duzy myofag HSE3 specyficzny wobec szczepoéw
B. cereus, B. anthracis i B. thuringiensis, opisywany przez autorow jako wysoce stabilny
w roznych pH i temperaturach, utrzymywat w podobnych warunkach najwyzsze miano tylko
w zakresie pH 5-7, a tolerowane przez niego temperatury bez istotnego wplywu na aktywno$é
nie przekraczaty 37 °C [143]. Inny opisany niedawno myofag infekujacy szczepy B. cereus
I B. thuringiensis, Sam46, zachowywat stabilno$¢ w zakresie pH 5-10, rowniez we¢zszym, niz

fagi J5a, F16Ba i z1a opisane w tej pracy [95].

Analiza krzywych jednostopniowego wzrostu (OSG) fagow J5a, F16Ba oraz zla ujawnita
ich trzy r6zne okresy latencji (odpowiednio 35, 25 i 30 min.) i zblizone wielkosci plonu wirionow
potomnych (odpowiednio 20, 16,5 i 17 PFU). Nie ma wystarczajacych danych obejmujacych
stabilno$¢ pH/termiczng oraz parametry jednostopniowego wzrostu innych fagow infekujacych
specyficznie szczepy B. anthracis. Wyniki otrzymane dla kilku myowirusow z duzymi
genomami infekujacych wiele szczepow =z grupy B. cereus bylty znaczaco rozne
i charakteryzowaly si¢ duzymi warto§ciami plonow (90-300 PFU) oraz czasami latencji na
poziomie 60-90 min. [45, 107]. Plony czastek potomnych fagéw J5a, 16FBa i zla okazaly si¢
znacznie mniejsze, jednak fagi te potrzebujg znacznie mniej czasu na uwolnienie potomstwa,
a tym samym zniszczenie zainfekowanej komorki bakteryjnej. Wykazana tolerancja na szeroki
zakres temperatur 1 pH oraz krétki okres latencji przemawiaja za mozliwg przydatnos$cia tych
fagow jako srodkow do zwalczania zakazen laseczka waglika. Opracowanie koktajlu fagowego
wykazujacego dzialanie bakteriobojcze wobec wigkszosci szczepow B. anthracis jest uwazane

za najbardziej optymalny i najbardziej perspektywiczny srodek w walce z ta bakterig [88].

Waznym elementem strukturalnym wigkszosci fagéw jest ztozony, wielobiatkowy

ogonek posredniczacy w przyltaczaniu si¢ do bakterii, penetracji jej Sciany komorkowej oraz
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wstrzykiwaniu materiatu genetycznego [81]. Zidentyfikowane biatka ogonkoéw nowo opisanych
fagobw zostaly w tej pracy porownane z podobnymi do nich na poziomie sekwencji
I przewidzianych struktur biatkami ogonka innych fagow. Pierwszym etapem, ktory okresla
zakazno$¢ danego faga wzgledem bakterii jest jego zdolno$¢ do rozpoznawania i wigzania si¢
Z ta bakterig, a w przypadku fagdéw ogonkowych w interakcj¢ t¢ zaangazowane sg dystalne
elementy ogonka. Wczeéniejsze badania doprowadzily do identyfikacji biatka Gpl4 faga
Gamma i odpowiadajacego mu biatka Wpl4 faga Whbeta jako bialek wiagzacych receptor na
komorkach B. anthracis [162]. Oczyszczone Gpl4 wigzato si¢ z komodrkami B. anthracis
i zachowywalo t¢ zdolno$¢ po potgczeniu z biatkiem fluorescencyjnym [17, 162]. Przeszukanie
bazy danych struktur bialek z uzyciem programu HHpred pod katem identyfikacji bialek
podobnych do biatek ogonka wbetawiruséw przeprowadzone w ramach tej pracy pozwolito
sklasyfikowaé biatko Gpl4 i jego odpowiedniki w innych fagach rodzaju Whbeta jako biatka
dystalne ogonka (Dits) oraz zidentyfikowac u tych fagow przypuszczalne drugie biatko wigzace
receptor (RBP), okreslone w pracy jako Tal/RBP i kodowane odpowiednio przez geny gpl5
w fagu Gamma i wp15 w fagu Wheta. Triada biatek sktadajaca sig z tzw. miarki ogonka (TMP,
od ang. tape-measure protein), Dit i Tal (Tal/RBP) jest zakonserwowana w dystalnych cz¢$ciach
ogonka siphofagoéw, jakkolwiek ten wspolny uklad moze zawiera¢ rdzne rozszerzenia
funkcjonalne [69]. Dodatkowo przypisanie funkcji Dit i Tal/RBP biatkom kodowanym przez
geny wbetawirusow, ktére znajduja si¢ bezposrednio za genem biatka TMP jest spojne
z organizacja gendéw kodujacych biatka o tych funkcjach w genomach niektorych innych
siphowiruséw. W przypadku wbetawirusoOw organizacja tych genéw wydaje si¢ by¢ najbardziej
podobna do ich organizacji w genomie faga Bacillus SPP1, gdzie Tal/RBP jest kodowane przez
pojedynczy gen. Biatko Dit w wbetawirusach jest jednak wigksze niz jego odpowiednik u faga
SPP1 (496 aa vs. 253 aa) [7]. Zwigkszony rozmiar tego pierwszego mozna przypisaé¢ obecnosci
w jego centralnym regionie modutu podobnego do drugiego modutlu wigzacego reszty cukrowe
(CBM2, od ang. carbohydrate binding module 2) biatka Dit faga Lactobacillus J-1 (aa 368-614
w J-1 Dit) [40]. Biatka Dit zawierajace wewnetrzng domeng (domeny) CBM i reprezentujace
zmodyfikowane w ewolucji warianty Dit sa cze$ciami ogonkoéw fagowych niektorych
siphofagéw infekujacych bakterie Gram-dodatnie, w tym fagéow Lactobacillus [40], fagéw
Lactococcus [40] i fagow Streptococcus [79, 106], odpowiedzialnymi za rozpoznawanie
gospodarza i adsorpcje do jego komorek. Wyniki analizy przeprowadzonej w ramach tej pracy

wskazuja, ze sa one rowniez sktadnikami ogonka wiruséw podobnych do Whbeta.

Najbardziej dystalng czescig ogonka faga Wbeta 1 fagow podobnych do Wbeta, w tym
opisanych w tej pracy fagow J5a, F16Bai z1a, jest dlugie centralne wtokno (kolec) ogonka (Ryc.
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12a) (patrz takze [126, 162]), podobne do tego z faga Bacillus TP21-L z gatunku Lwoffvirus
TP21 [101]. Musi by¢ ono produktem genu, ktory zostal wczesniej zidentyfikowany jako
kodujacy jedno z biatek strukturalnych (minor structural protein) (J5a_015 w J5a) [126, 162].
Analiza podobienstw przewidzianej struktury tego biatka z wykorzystaniem HHpred oraz bazy
struktur bialkowych wykazala, ze odpowiada ono biatkom Tal/RBP niektorych innych
siphowiruséw, ale ma strukture mozaikowsg. Jego region N-koncowy jest podobny do N-
koncowego regionu biatka Tal/RBP faga 80alfa Staphylococcus aureus, domena centralna nie
wykazuje znaczgcego podobienstwa strukturalnego do jakichkolwiek biatek o znanej strukturze,
podczas gdy domena C-koncowa jest podobna do wewngtrzczgsteczkowych biatek
opiekunczych wtokien ogonka lub kolcow ogonka fagow bakterii Gram-ujemnych. Te biatka
opiekuncze zostaty zidentyfikowane w niedojrzalych wioknach ogonka i biatkach kolcow
ogonka ewolucyjnie odlegtych fagow [60]. Sa one niezbgdne do prawidlowej trimeryzacji
i faldowania ich natywnych biatek, a po autokatalitycznym odcigciu odstaniajg centralne domeny
tych biatek wigzace receptor lub majace aktywno$¢ depolimeraz egzopolisacharydow. Siphofagi
bakterii Gram-dodatnich wigzace si¢ do receptorow bialkowych majg proste, centralne widokno
ogonka bezposrednio przymocowane do ogonka lub do ptytki podstawnej [53]. Jako receptor dla
faga Gamma na powierzchni komorek B. anthracis zidentyfikowane zostato wczesniej biatko
GamR (Gamma phage receptor), kotwiczone w $cianie komorkowej za pomocg enzymu sortazy
[38]. Nie jest ono biatkiem zwigzanym z resztami cukrowymi, co wskazuje, ze wiaze si¢ z nim
nie biatko Dit fagow rodzaju Wheta, ktore ma powinowactwo do tych reszt, a wtasnie biatko
Tal/RBP tych fagow. Biatko Dit fagéw rodzaju Wheta powinno zatem wigzaé
niezidentyfikowane reszty cukrowe na powierzchni komorek B. anthracis. Chociaz wykazano,
ze Gpl4 faga Gamma (zidentyfikowane w tej pracy jako Dit) wigze B. anthracis i wrazliwe
komorki B. cereus, nie badano, czy Gpl4 wigze si¢ z GamR, czy z innymi receptorami
gospodarza. Zauwazono, ze podczas gdy biatka Dit wbetawirusow, jak rowniez N- i C-koncowe
domeny biatek Tal/RBP s3 prawie identyczne, centralne domeny Tal/RBP s3 wysoce
zroznicowane (Zal. 6). Nie mozna zatem wykluczy¢, ze receptor biatkowy nie jest taki sam dla

wszystkich tych fagow.

Poza zbadaniem biologii nowych fagéw wazna czeScia tej pracy byla analiza ich
genomow oraz porownanie ich z genomami innych opisanych do tej pory podobnych fagow
infekujacych B. anthracis. Jak wspomniano wczesniej, jednym z efektow tej analizy byt podziat
13-stu badanych fagéw rodzaju Whetavirus na dwa klady, klad J5a oraz klad Wbeta, skupiajace
fagi o podobnych proteomach. Jakkolwiek okazato si¢, ze wzor podobienstwa sekwencji miedzy

funkcjonalnie spokrewnionymi produktami tych genow, ktdre roznig si¢ znacznie sekwencja
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w poszczegdlnych fagach w kilku przypadkach nie jest specyficzny dla kladu (Ryc. 22, Zal. 3,
4). Sytuacja taka dotyczy m. in. genéw tzw. systemu arbitrium. Ostatnie badania wykazaty, ze
podczas infekcji komorki niektore fagi komunikujg si¢ za pomoca sygnatlu peptydowego
W ramach systemu zwanego arbitrium, w celu kontrolowania decyzji o rozpoczeciu lizogenii [4].
Nie jest przy tym jasne, czy komunikacja ta moze rowniez stuzy¢ do zapoczatkowania rozwoju
litycznego fagow w lizogenach, znanego jako indukcja profagow [4]. System arbitrium oraz
systemy podobne do niego zostaly zidentyfikowane w fagach wielu gatunkéw bakterii, z ktorych
wickszo$¢ to patogenne i bytujace w glebie bakterie rodzaju Bacillus [172]. Roznice sekwencji
aminokwasowej w receptorze feromonowym AImR systemu arbitrium i jego specyficznym
feromonie peptydowym AimP sugeruja, iz specyficznos¢ tego systemu u czterech fagéw kladu
J5a (J5a, z1a, Carmel_SA i Tavor_SA) jest inna niz u dwoch pozostatych fagow tego kladu
I wszystkich tagodnych fagach kladu Wbeta. Roznice w obrgbie fagéw nalezacych do jednego
kladu zaobserwowano réwniez w przypadku miejscowo-specyficznej rekombinazy, enzymu
uczestniczacego w integrowaniu si¢ DNA tagodnego faga z genomem bakterii [70]. Sekwencja
aminokwasowa tego biatka, jak rowniez sekwencje DNA krotkich regionow przed i za genami
rekombinazy, sg bardzo podobne w trzech fagach kladu J5a (J5a, zla i Tavor_SA), ale r6znig si¢
od odpowiednich sekwencji pozostatych wbetafagéw, ktore sg do siebie bardzo podobne. Mozna
przypuszczaé, ze rekombinazy tych dwoch typow rozpoznaja rézne miejsca przylaczenia

w genomach swoich gospodarzy.

Bez watpienia bardzo waznym elementem rozrdzniajacym dwa wydzielone klady sg
specyficzne dla nich moduty lizy komorek bakteryjnych. Podczas gdy fagi z kladu Wbeta koduja
identyczng kanoniczng endolizyne o dtugosci 233 aa i holing klasy IIT o dtugosci 141 aa, fagi
kladu J5a koduja endolizyny o dtugosci 351 aa z peptydem sygnatlowym oraz dwa kroétsze biatka
o0 cechach holin. Wigkszo$¢ endolizyn nie zawiera sekwencji sygnatlowych, umozliwiajacych
przedostanie si¢ enzymu do przestrzeni peryplazmatycznej [51]. Zazwyczaj sg one kumulowane
w cytoplazmie i pokonuja drogg do peptydoglikanu w sposob zalezny od holin [3]. Obecnosé SP
zapewnia ukierunkowany transport lizyn przez btong cytoplazmatyczng z udziatem bakteryjnego
systemu sekrecyjnego — sec [50]. Jak si¢ jednak okazuje, wszystkie badane fagi prezentujace
niekanoniczny system sekrecji endolizyn, tj. kodujace lizyng¢ z peptydem sygnatowym, wcigz
koduja réwniez biatka holinopodobne [26, 56, 157, 161]. Wytlumaczeniem tego stanu rzeczy jest
konieczno$¢ ograniczenia przedwczesnej aktywnos$ci lizyn i tym samym przedwczesnej lizy
komorki bakteryjnej, a okreslanie 1 utrzymywane wtasciwego czasu lizy jest wtasnie kluczowa
rolg holin [48]. Obecnos¢ w fagach kladu J5a dwoch gendéw kodujgcych holiny jest jego

charakterystyczng cechg. Zaangazowanie wigcej niz jednej holiny w lize komorek zostato juz
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opisane w przypadku niektorych innych fagow [76, 117, 131]. Moze to utatwia¢ fagom lizg
komorek rosngcych w réznych warunkach lub komorek roznych gospodarzy fagowych [48].
Endolizyny fagéw kladu Whbeta i przewidywane endolizyny fagéw kladu J5a to amidazy N-
acetylomuramylo-L-alaniny (Tabele 7-9; [99, 164]). Przeprowadzone analizy wykazaly, ze
réznica wielkosci migdzy tymi lizynami jest zwigzana z r6znicag w dtugosci ich domen CBD (od
ang. cell-binding domain) wiazacych $ciang komorkowa (~75 aa vs. 159 aa) oraz z obecnoscia
peptydu sygnatowego (SP) w tych ostatnich. Obecnosc¢ tego peptydu w lizynach fagow kladu J5a
wskazuje na roznice w mechanizmie transportu lizyn przez btone cytoplazmatyczng u tych fagow
w stosunku do fagéw kladu Wheta. Endolizyny syntetyzowane w postaci prebiatek z peptydem
sygnatlowym i transportowane przez bton¢ cytoplazmatyczng do $ciany komodrkowej szlakiem
zaleznym od SecA, z jednoczesnym usunigciem SP [65, 156] sa kodowane przez niektore fagi

bakterii Gram-dodatnich.

Czgscig endolizyn fagow bakterii Gram-dodatnich odpowiedzialng za specyficzne
dziatanie tych enzyméw dzigki zdolnosci do wigzania specyficznych ligandéw w $cianie
komorkowej bakterii, np. bialek, cukrow, czy kwasoéw lipotejchojowych sg ich domeny CBD
[113]. Dowiedziono, ze C-koncowa domena CBD najlepiej poznanej lizyny waglikowej, PlyG
z faga Gamma, o dlugosci 78 reszt aminokwasowych, wigze si¢ specyficznie z drugorzedowymi
polisacharydami $ciany komorkowej (SCWP, od ang. secondary cell wall polysaccharides)
B. anthracis [57, 59]. Lizyna ta moze specyficznie zabija¢ komorki B. anthracis oraz innych
cztonkow klastra B. anthracis, tj. RSVF1 (streptomycynooporny B. cereus 4342) i B. cereus
ATCC 10987 [164]. Lizyna J5a najprawdopdobniej rowniez moze si¢ wigza¢ z ligandem
polisacharydowym, jak wynika z podobienstwa jej przewidywanej struktury CBD do struktur
CBD tych lizyn, ktore zawieraja dwie kopie powtorzen struktury tzw. beta-beczutki podobnej do
spotykanych w strukturach SH3b, takich jak CBD lizyny Ply500. W przypadku lizyny Ply500
wykazano jej specyficzne i silne wigzanie do ligandow cukrowych w $cianie komorkowe;j
Listeria [103, 193]. Wyjasnienie czy podobne ligandy moga by¢ rozpoznawane i wigzane przez

lizyny kladu PlyG i J5a, wymaga dalszych badan.

W obrebie odcinka potozonego w fagach rodzaju Whetavirus na prawo od genéw modutu
lizy bakterii oraz genu kodujgacego rekombinaze znajduja si¢ geny modutu kontroli lizogenii.
Modut ten zostal doktadnie przeanalizowany w przypadku modelowego faga Wbeta [162].
Owczesne badania pokazaty, iz lityczny fag Gamma wyewoluowat z lagodnego faga Whbeta
W procesie obejmujacym rézne rekombinacje DNA, a takze akumulacje mutacji punktowych
oraz matych 1 duzych delecji. Zmiany te dotyczyly m.in. delecji duzego fragmentu o dtugosci

2003 bp w obrgbie modutu lizogenii, usuwajgcej wigkszos¢ genu represora podobnego do cl oraz
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kolejnego genu [162]. Delecja ta tlumaczy przeksztalcenie fenotypu lizogennego w lityczny
| wyewoluowanie bezwarunkowo litycznych wariantoéw fagow z tego rodzaju, tj. Gamma
I Cherry. U wigkszosci fagdw nalezacych do rodzaju Whbetavirus odnotowano obecnos¢
nienaruszonych modutow kontroli lizy-lizogenii, co wskazuje na ich lizogenny charakter,
podobnie jak faga Whbeta. Fagi J5a, F16Ba i zla zostaly poczatkowo uznane za lityczne na
podstawie zdolnosci do tworzenia klarownych tysinek, jednak w omawianych rejonach ich
genomoOw rowniez nie znaleziono wspomnianych delecji. Mozna im zatem réwniez przypisac
charakter lizogenny. Usuniecie odpowiednich regionow w ich genomach takze powinno

umozliwi¢ uzyskanie ich obligatoryjnie litycznych pochodnych.

Konieczno$¢ wyselekcjonowania i1 dysponowania fagami litycznymi przestaje mie¢ tak
istotne znaczenie, jesli do leczenia zakazenia bakteryjnego jest rozpatrywane zastosowanie lizyn
fagowych. Niezaprzeczalng ich zaletg jest to, ze mozna jako $rodki terapeutyczne wykorzystac
lizyny pochodzace zarowno z fagéw litycznych, jak 1 lizogennych. Stosowanie w terapiach
enzymow litycznych niesie ze soba wiele korzysci (patrz sekcja 1.5.) oraz, co wazne, wydaje si¢
by¢ bezpieczniejsze niz uzycie catych bakteriofagow. Mimo wielu potwierdzonych dowodow
skuteczno$ci fagoterapii w leczeniu zakazen bakteryjnych, stosowanie ,,zywych” czastek
wiruséw jakimi sg fagi wciaz wiaze si¢ z réznymi watpliwos$ciami, dotyczacymi m.in. ryzyka
wprowadzania obcego DNA wirusowego, mozliwosci przenoszenia niepozadanych gendéw przez
fagi, odpowiedzi immunologicznej, czy wyksztatcania mechanizmow odpornosci [130]. Nalezy
podkresli¢, ze nie odnotowano do tej pory wyksztatcania mechanizmow opornos$ci bakterii na
lizyny fagowe. Wykorzystanie endolizyn przeciwko infekcjom bakteryjnym in vivo zostato
wdrozone juz na poczatku XXI wieku. W 2001 roku Nelson i wsp. opublikowali pierwszy raport
opisujacy wyniki badan nad mozliwoscig profilaktycznego zastosowania endolizyny faga C1,
nazwang pozniej PlyC, w modelu in vivo przeciwko zakazeniom goérnych drog oddechowych
paciorkowcem z grupy A [133]. Nastepnie Loeffler i wsp. opublikowali nowatorski artykut na
temat zastosowania endolizyny Cpl-1 faga Cp-1 droga dozylng przeciwko bakteriemii
pneumokokowej [112]. Od tamtego czasu wiele uwagi i badan poswigca sie¢ w celu
charakteryzowania 1 opracowywania nowych lizyn przeznaczonych do walki z roéznymi
patogenami. Otrzymane wyniki wskazujg na wysoki potencjat terapeutyczny zarowno fagow, jak
I wyizolowanych i zmodyfikowanych endolizyn w walce przeciwko chorobotwoérczym

bakteriom.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan aktywnosci bakteriobojczej dwoch
zmodyfikowanych lizyn nowych fagéw B. anthracis, tj. lizyn LysJ i LysF z fagow J5a i F16Ba,

otrzymanych w postaci oczyszczonych biatek. Mimo duzego podobienstwa sekwencji DNA
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genow kodujacych te lizyny, kodowane przez nie produkty okazaty si¢ mie¢ nieco rozny stopien
aktywnosci wobec szczepoéw Bacillus uzytych w badaniach. Moze to wynikaé z roznicC
w sekwencjach aminokwasowych tych bialek oraz r6znic, ktdre odnotowano w ich przewidzianej
strukturze drugorzedowej (Ryc. 37), cho¢ ciekawym jest, iz wigkszo$¢ tych ostatnich
zlokalizowana jest w C-koncowej domenie CBD, a nie w domenie katalitycznej. Wymienione w
WYNIKACH (sekcja 6.5.) zamiany reszt aminokwasowych mogg prowadzi¢ do powstawania

istotnych roéznic w strukturze przestrzennej bialek, jak np. usztywnienia struktury.

Pierwsza roznice w aktywnosci enzymatycznej obydwu lizyn zaobserwowano
W zymogramie, gdzie przy uzyciu takich samych st¢zen lizyna LysJ dala zdecydowanie
mocniejsze przejasnienie w zelu zawierajagcym preparat $ciany komorkowej B. anthracis 34F2.
W kolejnych etapach badan aktywnos¢ bialek byta oceniana poprzez ich nakraplanie na ptytki
z warstwa roznych szczepoéw bakteryjnych oraz za pomocg oceny stopnia redukcji gestosci
optycznej zawiesin bakteryjnych. Podobnie jak fagi J5a i F16Ba, lizyny LysJ i LysF nie dawaty
stref przejasnienia w warstwach komorek bakterii z gatunkow B. cereus, B. thuringiensis,
B. mycoides oraz B. subtilis, natomiast obie byly aktywne wzglgdem szczepow B. anthracis, co
sugerowato poczatkowo tozsamy zakres gospodarza fagéw oraz pochodzacych z nich lizyn.
Lizyna Lys) wykazata jednak wyzszy poziom aktywnos$ci wobec Szczepu gospodarza oraz
szerszy zakres dziatania wobec zjadliwych szczepow laseczki waglika niz LysF. Dluzsze czasy
inkubacji nie wplywaly na polepszenie rezultatdw w przypadku ptytek, na ktérych nie
obserwowano pojawiania si¢ stref przejasnienia mimo, iz metoda ptytkowa pomiaru aktywnosci

litycznej wydaje si¢ by¢ bardziej czuta wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji [47].

Nieco odmienne wyniki otrzymano w metodzie oceny redukcji gestosci optycznej (OD)
zawiesin bakteryjnych. Zaréwno w przypadku szczepu gospodarza, B. anthracis 34F2, jak
| wszystkich pigciu badanych szczepow waglikowych (211, PZH, 1153, 1583, 1584)
odnotowano wyrazny spadek OD zawiesin komoérek w czasie trwania doswiadczenia wywotany
przez kazda z lizyn. Obydwa enzymy znacznie redukowaly gesto$¢ zawiesin komorek szczepu
B. anthracis 34F2 nawet w bardzo niskich stezeniach i znacznie nizszych niz te zastosowane do
nakraplania na murawke bakteryjna, tj. 6 pg/ml dla LysJ i 12,5 pg/ml dla LysF (Ryc. 33). Spadki
OD zawiesin zjadliwych szczepow B. anthracis nastepowaly jednak pozniej niz w zawiesinie
izolatu szczepionkowego. By¢ moze przyczyng tego opdznionego dziatania jest obecno$c
otoczki w tych pierwszych, gdzie reszty kwasu poli-y-D-glutaminowego moga utrudniac¢ kontakt
lizyn ze §ciang komorkowa. Szczepionkowy B. anthracis 34F2 pozbawiony jest plazmidu pXO2
kodujacego przede wszystkim geny tej otoczki, uwrazliwiajac go na fagocytoze w zakazonym
organizmie. Dodatkowo okazato sie, ze wbrew spodziewanym wynikom, ok. 2/3 z 33 badanych
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szczepéw z innych gatunkéw rodzaju Bacillus niz B. anthracis rowniez bylo wrazliwe na
dziatanie obydwu lizyn w w testach z wykorzystaniem tej metody. Co wydaje si¢ interesujace
w przypadku rozbieznosci wynikéw uzyskanych dla tych szczepow dwiema badanymi
metodami, nie byly one skorelowane z przynaleznos$cig gatunkowa poszczegdlnych szczepow.
Z badanej puli najwigkszy odsetek tych, w przypadku ktérych gesto$¢ optyczna ulegata
zmniejszeniu, stanowity szczepy z gatunku B. thuringiensis. Warto zauwazy¢, iz obydwie lizyny
byly aktywne réwniez wobec bakterii B. subtilis, gatunku spoza grupy B. cereus. Zakres
gospodarzy lizyn LysJ i LysF wyraznie przewyzszyt zatem zakres gospodarzy fagow, z ktérych
pochodzg. Podobnych obserwacji dokonywano niejednokrotnie w przypadku innych lizyn,
réwniez tych pochodzacych z fagéow infekujacych szczepy Bacillus. Endolizyny nierzadko
charakteryzuja si¢ szerszym zakresem gospodarza niz fagi, wcigz jednak ze wzgledu na swoja
specyficznos¢ dziataja tylko na okreslone patogeny, nie powodujac lizy komodrek innych bakterii
mikroflory [1]. Spektrum wigzania przez domeny CBD lizyn w wielu przypadkach obejmuje
caty rodzaj bakterii, jak zbadano na przyktad w przypadku znakowanych biatkiem GFP (od ang.
green fluorescent protein) domen SH3b gronkowcowych lizyn, co wskazuje na ich zdolnos¢
rozpoznawania bardziej konserwatywnego ligandu w komorkach bakterii [71]. Schuch i wsp.
opublikowali wyniki badan nad lizyng PlyB z faga Bcepl B. cereus. Wykazali jej dziatanie
lityczne wobec wszystkich uzytych szczepow z gatunkéw B. anthracis, B. cereus,
B. thuringiensis, B. mycoides oraz B. megaterium, podczas gdy sam fag byt aktywny tylko wobec
nielicznych szczepéw sposréd wymienionych gatunkéw lub nie dziatal na zadne szczepy
z danego gatunku [165]. Podobnie, lizyny z fagéw infekujacych bakterie z grupy B. cereus,
lizyna PlyB221 z faga Deep-Blue i lizyna PlyP32 z faga Deep-Purple, wykazaty w badaniach

znacznie szerszy zakres specyficzno$ci w porownaniu z ich macierzystymi fagami [109].

Latwo dostrzegalne r6znice w wynikach badan nad aktywnoscig lizyn przeprowadzonych
metoda nakropleniowg w agarze stalym oraz w hodowlach ptynnych sugeruja istnienie
czynnikow determinujacych dostepnos¢ peptydoglikanu dla lizyn w réznych warunkach
hodowli. Komorki B. anthracis na ptytkach z LA pochodzity z gestych catonocnych hodowli
prowadzonych w bulionie LB. Testy sprawdzajace zdolno$¢ lizyn do obnizania gestosci
optycznej w czasie prowadzone za$ byty z uzyciem komorek zawieszonych w 20 mM Tris-HCI
po uprzedniej kilkugodzinnej hodowli w bulionie. Mozna przypuszczaé, iz komorki w trakcie
badan znajdowaly si¢ w r6znych fazach wzrostu, tj. odpowiednio w fazie stacjonarnej oraz fazie
wyktadniczej. Komorki B. anthracis majg na swojej powierzchni dwie struktury, ktore nie
wystepujg u wszystkich bakterii, a mianowicie warstweg S (S-layer, od ang. surface layer)

I otoczke, a w istocie bardzo niewiele bakterii posiada oba te elementy struktury jednocze$nie
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[54]. Warstwa S catkowicie pokrywa komorke ponad warstwg peptydoglikanu i jest zbudowana
z dwoch gtéwnych biatek, Sap i EA1l, kodowanych przez chomosomalne geny. Bialka te s3
kodowane sekwencyjne, a biatko Sap jest kodowane jako pierwsze [125]. Dowiedziono, ze
biatko Sap tworzy warstwe S podczas poczatkowej oraz logarytmicznej fazy wzrostu bakterii
| jest ona bardziej uporzadkowana i elastyczna [35]. Z kolei podczas wczesnej fazy stacjonarnej
w warstwie S zaczynaja by¢ obecne biatkowe sieci tworzone przez obydwa biatka, Sap oraz EA1.
Sie¢ biatkowa zbudowana z biatka EA1l tworzy drobniejsza kratownice z usieciowaniem
zorientowanym w roznych kierunkach [36]. Te cechy budowy oston bakteryjnych mogty mie¢
wplyw na otrzymanie réznych wynikow przeprowadzonych w niniejszej pracy badan. Co
ciekawe, obecno$¢ warstwy S nie jest konieczna do standardowego otoczkowania szczepoOw
B. anthracis, a jednoczesnie biatko Sap jest kodowane przez rézne szczepy zjadliwe, jak tez

bezplazmidowe szczepy B. anthracis [54].

W przypadku lizyn LysJ i LysF metoda oceny aktywnos$ci lizyn poprzez redukcje OD
ptynnych hodowli okazata si¢ bardziej czuta niz uzycie ptytek z podtozem statym. Wyniki
uzyskiwane dla lizyn za pomocg obydwu omawianych metod nie zawsze jednak ksztattuja sie
wedtug takiego schematu. Etobayeva i wsp. odnotowali odwrotng sytuacje w przypadku lizyn
Bacillus PlyP56 i PlyN74, ktore nie powodowaly lizy zawiesin komorek szczepow laseczki
waglika 34F2, Ames35 1 UM23, ale dawaly wyrazne przejasnienia na ptytkach z warstwa
komorek dwoch ostatnich izolatow [47]. Brak efektu w postaci redukcji OD tych szczepoéw
skutkowal uznaniem tych enzyméw przez badaczy jako enzymoé6w o stosunkowo stabej
aktywnosci. Opierajac si¢ tym wniosku mozna zatem zdoby¢ si¢ na stwierdzenie, iz, mimo ze
wyniki aktywnosci bakteriobojczej dla lizyn LysJ i LysF uzyskane metoda nakraplania na ptytki
nie byly tozsame i nie daly zadowalajacych efektoéw na szczepach zjadliwych B. anthracis
w przypadku LysF, ich ogdlne wlasciwosci lityczne mozna uzna¢ za dosy¢ silne biorgc pod
uwage ich zdolno$¢ do znacznego zmniejszania gestosci optycznej wielu z badanych szczepow
bakteryjnych, w tym wszystkich szczepéw waglika. Nowe lizyny, a w szczegdlnosci LysJ, sa
wiec dobrymi kandydatami do dalszych badan w zakresie bardziej szczegotowego okreslenia ich
wlasciwosci 1 skutecznosci pod katem mozliwego przysziego zastosowania. Przedstawiona
W niniejszej pracy charakterystyka trzech nowych fagdéw laseczki waglika oraz dwoch
pochodzacych z nich endolizyn stanowi wktad w poszerzanie wiedzy na temat biologii fagow
rodzaju Whbetavirus oraz ich enzymow litycznych, jak tez ich mozliwego zastosowania.
Mozliwosci wykorzystywania fagow w medycynie 1 dziedzinach lub aplikacjach pokrewnych,
jak detekcja czy diagnostyka sg niezaprzeczalne. W walce z wielolekoopornymi szczepami

bakteryjnymi (MDR, od ang. multidrug resistant bacteria), ktére moga by¢ uzyte przez
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terrorystow jako czynniki broni biologicznej (BWA, od ang. biowarfare agent), fagi moga
stanowi¢ potencjalne narzedzie do ich biokontroli [167]. Zarowno fagi, jak i pochodzace z nich
endolizyny moga réwniez znajdowacé zastosowanie w testach identyfikacji i wykrywania

szczepdw B. anthracis.

Dodatkowo waznym mozliwym obszarem zastosowania jest dezynfekcja
I dekontaminacja. W odr6znieniu od chemicznych dezynfektantow, fagowe enzymy lityczne nie
angazuja uzycia toksycznych zwiazkow, co czyni jest bezpieczniejszg alternatywa [16].
Dezynfekcja abiotycznych powierzchni wykorzystuje ZazZWYycCZzaj srodki
przeciwdrobnoustrojowe o szerokim spektrum, poniewaz selektywnos¢ nie jest tak kluczowa, co
jednak moze wptywaé na nabywanie opornosci przez bakterie. Lizyny moga zwykle dziataé
w podobnych warunkach, jednak tylko na wybrane patogeny, ograniczajac ryzyko wyksztatcania
opornosci [16]. Lizyny fagowe okazaty si¢ rowniez skuteczne w zwalczaniu spor, gdy byly
podane ze zwigzkami, ktore wstepnie prowadzity do kietkowania lub niszczenia ich ostonki. Na
przyktad lizyna PlyPH badana pod katem degradacji spor B. anthracis poddanych uprzednio
dziataniu proteazy (proteinazy K) w celu naruszenia ostonki przetrwalnikoéw oraz lizozymu
i enzymow SleB w celu zaindukowania kietkowania prowadzita do skutecznego niszczenia tych
spor [129]. Stosowanie lizyn fagowych razem z induktorami kietkowania powinno by¢
rozwazane w procesie opracowywaniu srodka, ktory moglby by¢ stosowany zar6wno w celu
dekontaminacji powierzchni, jak tez do walki z BWA [16]. Takie naturalne ,terapeutyki”,
ktérymi moga by¢ fagi oraz ich lityczne enzymy, sa zdecydowanie przyjazniejsze srodowisku
oraz tansze w produkcji. Mimo braku odpowiednich regulacji co do klinicznego zastosowania
oraz potrzeby u§wiadamiania ludzi na temat istnienia, wtasciwosci i mozliwego wykorzystania
tych bakteriobojczych wiruséw, co moze by¢ uznawane za gtdéwne utrudnienia, podejmowanie
dziatan w celu pokonywania tych przeszkod wydaje si¢ by¢ niewielkim wysitkiem wobec
mozliwych zyskow. Dodatkowo w spoteczenstwie coraz bardziej ro$nie $wiadomos¢ potrzeby
szukania 1 stosowania bardziej ekologicznych i1 naturalnych rozwigzan radzenia sobie np.
Z zanieczyszczeniami srodowiska, a takie problemy na duzg skale mogtoby by¢ wygenerowane
przez celowe uzycie laseczki waglika. Poszukiwanie alternatywnych metod zwalczania zakazen
powinno zatem skupia¢ uwage badaczy w stosunku do B. anthracis, jak i innych patogenow

zagrazajacych zyciu lub zdrowiu ludzi 1 zwierzat.
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8. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

. Trzy nowe fagi, J5a, F16Ba i zla, wyizolowane z trzech réznych miejsc w Polsce, sa
specyficzne wytacznie wobec szczepow B. anthracis sposrod wszystkich szczepow uzytych
w badaniach.

. Fagi J5a, F16Ba i zla sa przedstawicielami nowych gatunkéw w obrgbie rodzaju
Whetavirus.

. Zaproponowano podziat fagéw z rodzaju Whbetavirus na dwa klady, klad J5a (grupujacy fagi
Jba, F16Ba i zla, Negev SA, Carmel SA i Tavor SA) oraz klad Wbeta obejmujacy
pozostate fagi, co koreluje z r6znicami migdzy proteomami fagéw reprezentujacych kazdy
klad.

. Nowe fagi odznaczajg si¢ duzg odporno$cig na zmiany pH oraz temperatury.

. Geny fagow J5a, F16Ba i zla kodujace ich endolizyny (N-acetylomuramylo-L-Ala-
amidazy) zostaty sklonowane i poddane ekspresji w komorkach E. coli.

Produkty dwoch z tych genow, endolizyng faga J5a (LysJ) i faga F16Ba (LysF), otrzymano
W postaci oczyszczonych preparatow biatkowych.

Badanie aktywnosci litycznej otrzymanych biatek metoda ptytkowa dato lepsze wyniki dla
lizyny LysJ.

. Metoda badania aktywnosci litycznej za pomocg oceny redukcji gestosci optycznej zawiesin
bakteryjnych okazata si¢ bardziej czuta od metody ptytkowej i wykazata znaczaca
aktywnos¢ lityczna obydwu lizyn wobec wigkszo$ci szczepow uzytych w badaniach.

. Zakres gospodarza lizyn LysJ i LysF okazat si¢ szerszy niz fagow, z ktorych pochodzs.
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9. UPOWSZECHNIANIE WYNIKOW 1 FINANSOWANIE
BADAN

Upowszechnianie wynikéw badan opisanych w niniejszej rozprawie:

1. Publikacje oryginalne:

Opublikowane: Nakonieczna, A., Rutyna, P., Fedorowicz, M., Kwiatek, M., Mizak,
L., & Lobocka, M. (2022). Three Novel Bacteriophages, J5a, F16Ba, and zla,
Specific for Bacillus anthracis, Define a New Clade of Historical Wheta Phage
Relatives. Viruses, 14(2), 213.

W przygotowaniu: Nakonieczna A., Lobocka M. New phage endolysins, LysJ and
LysF, with the potential to control Bacillus anthracis infections.

2. Zamieszczenie sekwencji genoméOw trzech nowych bakteriofagdw w publicznej bazie

danych GenBank:

Bacillus phage J5a, complete genome — numer akcesyjny GenBank MT745955;
Bacillus phage F16Ba, complete genome - numer akcesyjny GenBank MT745954;
Bacillus phage z1a, complete genome - numer akcesyjny GenBank MT745956.

3. Doniesienia plakatowe:

~Wstepna charakterystyka endolizyn kodowanych przez dwa nowe fagi Bacillus
anthracis, J5a i F16Ba”; A. Nakonieczna, M. Lobocka.

Sympozjum Bakteriofagowe, Gdansk, 8-10.09.2022 r.

“Characterization of three novel Bacillus anthracis Iytic phages”’; A. Nakonieczna,
M. Korba, P. Rutyna, L. Mizak, M. Lobocka.

Konferencja migdzynarodowa: The Biology of Anthrax. Bari, Wilochy, 03-
06.09.2019.

“Attempt to analyze the similarity of the sequences of endolysins genes of new phages
lytic against Bacillus anthracis ’; A. Nakonieczna, M. Lobocka, L. Mizak, R. Gryko,
P. Rutyna.

Konferencja miedzynarodowa: EMBO Workshop on Viruses of Microbes 2018,
Wroctaw, 09-13.07.2018 .

“Comparative analysis of new Bacillus anthracis phages and their lytic enzymes”’;
A. Nakonieczna, M. Lobocka, L. Mizak, R. Gryko, P. Rutyna.

Konferencja miedzynarodowa: 5th World Congress on Targeting Infectious
Diseases: Targeting Phage & Antibiotic Resistance, Florencja, Wlochy, 17-
18.05.2018 r.
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Finansowanie badan:
1. Badania zostaly w pelni sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu
PRELUDIUM ,,Analiza porownawcza endolizyn kodowanych przez bakteriofagi lityczne
wobec laseczek waglika” (nr 2016/23/N/NZ7/01992) — kierownik i wykonawca projektu.

2. Projekt Komisji Europejskiej ,,Anthrax Environmental Decontamination Network™ or
‘AEDNet’ - International Research Staff Exchange Scheme (IRSES) - Marie Curie Actions
(PIRSES-GA-2013-612309) umozliwil pozyskanie cze$ci probek srodowiskowych do

badan w kierunku poszukiwania nowych fagow — wykonawca projektu.
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11. ZALACZNIKI

Zal. 1. Wyniki analizy HHpred dla wybranych biatek faga J5a — w wigkszosci hipotetycznych/konserwatywnych
biatek o nieznanej funkcji. Wigkszo$¢ z tych biatek ma homologi w fagach F16Ba i z1a. Gdzie to mozliwe, podano
kilka najlepszych wynikow, z regionami dopasowania, identyfikatorem PDB i prawdopodobienstwem HHpred (%)
dopasowania tych regionéw. Przedstawiono jedynie ORF-y z wynikami prawdopodobienstwa homologow powyzej
80%. ORF-y unikatowe dla faga J5a (bez odpowiednikoéw biatkowych w fagach F16Ba i z1a) zaznaczono gwiazdka.
Zgodnie z BLASTp, odpowiadajace biatka oceniono jako te, ktore wykazuja wigcej niz 70% identyczno$ci
sekwencji.

Dlugos¢  Region Prawdopo-
ORF bialka dopasowa Najlepsze dopasowania HHpred PDB ID dobienstwo
(aa) nia (aa) (%)
J5a_019 108 i iption initiati
- 73-106 Homo's.ap_lens_Transcrlptlon initiation factor IIE, alpha 1VD4_A 98.45
subunit; zinc finger
74-106 Thermpcoccus kodakarensis DNA-directed RNA polymerase 4QIW P 98.36
subunit P
75106 Sulfolobus shlbatae DNA-dlrected RNA polymerase; AAYB_P 98.23
transferase, multi-subunit
J5a_024 210 i i i
L 281 Mycob_act_erlum tubercu!osw (strz?un _ATCC 25618/H37Rv) 5ZHC_ B 97.41
transcriptional regulator; DNA binding protein
10-77 Bacteroides thetaiotaomicron uncharacterized protein 2L02_A 97,36
13-80 Enterobacteria phage T4 transcription regulatory protein 1BJA B 97.33
MOTA -
128-184  Severe fever with thrombocytopenia virus RNA polymerase 6NTV_A 90,09
128-184 Toscana virus RNA-dependent RNA polymerase 6QWO0_B 89,29
J5a_027 287 i ili icati ; ori
| 35116 BaCIIIus_ su_btllls DNA replication protein DnaD; primosome, V79 A 98.49
DNA-binding protein
35-96 Sulfolobu's tol_<0da|| 109::_1a long hypothetical transcriptional 2D1H_B 98.22
regulator; helix-turn-helix
35-96 ngba_cﬂlus ka.us.tophllus HTA426 chromosome replication VN2 C 98,21
initiation protein; DnaD
J5a_029 428 12-384 Bacillus phage phi3T AimR transcriptional regulator 5ZVV_B 99,97
Bacillus phage SPbeta AimR transcriptional regulator; DNA
9-386 binding protein, peptide binding protein, complex with 5Y24 B 99,97
peptide
7-276 Bacillus thuringiensis transcriptional activator PICR protein 3U3w_B 99,94
J5a_032 119 Streptococcus suis 05Z2YH33 ComR; Streptococcus,
1-70 Competence, Quorum sensing, ComR, TRANSCRIPTION 5FD4_B 99,40
REGULATOR
Streptococcus vestibularis FO396 transcriptional regulator
1-108 ComR; RNPP family TPR domain HTH domain bacterial 6HU8_A 99,28
signaling peptide binding, TRANSCRIPTION
Staphylococcus aureus Orf20; SaPl, Repressor,
2-69 STRUCTURAL PROTEIN 6H49_A 99.20
1-119 C_Ios_trldlum d_n"fl(:lle 630 putative transposon-related DNA- VP B 99.18
binding protein -
J5a_033 75 4-71 Cytophaga hutchinsonii uncharacterized protein 30MT_B 99,10
Streptococcus suis 05Z2YH33 ComR; Streptococcus,
4-72 Competence, Quorum sensing, ComR, TRANSCRIPTION 5FD4_B 99,07
REGULATOR
1-69 Bacillus thuringiensis transcriptional activator PICR protein 3U3W_B 99,06
J5a_040 77 i i i
| 1-63 Methanococcu_s maripaludis S2 conserved uncharacterized 207G._C 91.42
archaeal protein -
2-63 Thermoplasma acidophilum UPF0147 protein Ta0600 2QSB_A 85,94
Drosophila melanogaster maternal effect protein oskar; 3'-
1247 TR, dimerization, RNA BINDING PROTEIN SCD8_B 82,23
1-41 Bacillus subtilis PROTEIN (SINI PROTEIN); 1BON_B 80,87

TRANSCRIPTION REGULATOR
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J5a_044* 59 Kluyveromyces lactis (strain ATCC 8585/CBS 2359/DSM
4-55 70799/NBRC 1267/NRRL Y-1140/WM37) mRNA decay, 6AMO_D 93,80
decapping, Nudix, nucleotide analog, TRANSLATION
Staphylococcus aureus host factor for Q beta; Hfqg, hexamer,
5-58 RNA binding protein, translational regulator, Sm motif, 1KQ1 H 91,35
TRANSLATION
) Listeria monocytogenes protein hfg; LSm/Sm proteins, RNA
5-45 chaperone, RNA BINDING PROTEIN 4NL2_C 90,52
J5a_047* 7 Pyrococcus furiosus DNA double-strand break repair rad50
10-11 ATPase; zinc finger, rad50, DNA repair, Recombination 1L8D_A 95,80
Saccharomyces cerevisiae Protein PCF11; zinc-binding,
12-62 mRNA, RNA processing, RNA binding protein SM9Z_A 95,59
Pyrococcus furiosus (strain ATCC 43587/DSM 3638/JCM
10-70 8422/Vcl) DNA double-strand break repair Rad50 ATPase; 6ZFF B 94,40
double strand break repair, DNA damage response
J5a_051* 83 i -bindi in: i
- 12-39 Homo sapiens Myc binding protein; conserved hypothetical 2YY0_ D 92.37
protein
3-44 Escherichia coli cell division protein ZAPB 2JEE C 91,88
Bacillus subtilis 168 initiation-control protein YabA; YabA,
3-44 DnaA, DnaN, Zinc finger, initiation control, replication SDOL_B 91,42
Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508/S288c)
12-58 mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 4; 50QM_h 90,44
transcription initiation
J5a_053 62 Haloarcula marismortui 50S ribosomal protein LX; 50S
1-30 ribosomal subunit, ribonucleoprotein, RNA binding, tRNA 4V9F_6 88,95
binding, metal binding
1-30 Escherichia coli bacterial RNA polymerase inhibitor 4LLG_N 88,74
1-30 !Ent.er_obacterla phage T7 bacterial RNA polymerase JLMC A 87,03
inhibitor =
J5a_056 74 . S . .
- 2-27 De Novo protein coiled-coil Trimer with Glu:Val:Lys Triad 6Q1W_B 88,30
3-35 Bovine Adenovirus 3 assembly intermediate 3ZIF_O 87,40
J5a_059 63 Clostridium botulinum Bot.2110.4; mini-protein binder,
35-55 inhibitor, TOXIN SVMR_C 93,20
) Homo sapiens coiled-coil domain-containing protein 90B,
30-54 mitochondrial, general control protein GCN4 6HOM_C 9148
Silicibacter sp. uncharacterized peroxidase-related protein;
12-61 YP_614459.1 2PFX_A 89,37
J5a_060 84 2-66 Homo sapiens general transcription factor II1E subunit 1 5GPY_A 98,90
2-70 Pyrococcus furiosus transcription factor E 6PLN_A 98,76
2.71 Saccha_rornyc_es_ cerevisiae (strain ATC(_: 204508/5288c) 6GYM W 98.73
transcription initiation factor I1E subunit alpha
J5a_061 48 i -di
| 1-42 Thermpcoccus kodakarensis DNA-directed RNA polymerase 4QIW W 97,60
subunit P
2.35 Pyroc_occus furl_osu_s rubrerythrin; Non heme iron 3PWF B 96,41
peroxidases, oxidative stress =
1-46 Pyr_ocqccus fur!osu§ hypothetl_cal_prot(_eln Pf0610; winged- 2GMG_A 95.34
helix like protein with metal binding site
J5a_062 137 i —di
| 245 Thermpcoccus kodakarensis DNA-directed RNA polymerase 4QIW W 96,60
subunit P
4-45 Sulfolobus shibatae DNA-directed RNA polymerase 4AYB_P 95,63
J5a_063 127 HNH endonuclease; Thermophilic bacteriophage, HNH
1-78 Endonuclease, DNA nicking, HYDROLASE; 1.52A 5HOM_A 99,83

{Geobacillus virus E2}
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Zal. 2. Wyniki analizy HHpred dla hipotetycznych/konserwatywnych biatek fagow F16Ba i z1a o nieznanej funkcji,
niemajace odpowiednikow wsréd biatek faga J5a. Gdzie to mozliwe, podano kilka najlepszych wynikow,
zZ regionami dopasowania, identyfikatorem PDB i prawdopodobiefistwem HHpred (%) dopasowania tych regionow.
Przedstawiono jedynie ORF-y z wynikami prawdopodobienstwa homologéow powyzej 80%. Odpowiadajace biatka
podano w nawiasie. ORF-y unikatowe dla danego faga zaznaczono gwiazdka. Zgodnie z BLASTp, odpowiadajgce
biatka oceniono jako te, ktore wykazuja wigcej niz 70% identycznosci sekwencji.

Dlugos¢ Region Prawdopo-
ORF biatka dopasowa Najlepsze dopasowania HHpred PDB ID dobienstwo
(aa) nia (aa) (%)
F16Ba_020 197 Escherichia coli conjugal transfer protein trwb; coupling
(z1a_020) 74-194 protein, bacterial conjugation, f1-atpase-like quaternary 1E9R_A 99,52
structure, ring helicases
Legionella pneumophila lcmO (DotL); Protein Complex,
75-196  Secretion, Secretion systems, Gram-negative bacteria, type 4 6SZ9 A 99,39
secretion system, T4SS, coupling protein
88-197 Thermoangaerobacter pseude_thanollcqs_type IV secretory 4AG6 B 99,04
pathway virb4 components-like protein; hydrolase -
57.196  Sulfolobus solfataricus hera; hydrolase, nura, helicase, 4D21 B 98.96
translocase -
F16Ba_030* 444 i i inti :
| 35413 Bgcﬂlus phag.e SPbet.a AlmR.transcnp.nonal regulator; DNA 5v24 A 100
binding protein, peptide binding protein =
37-410  Bacillus phage phi3T AimR transcriptional regulator 5ZVV_A 100
33-299  Bacillus thuringiensis transcriptional activator PICR protein 3U3W_A 99,92
z1la_046* 132 iae li in: li i
! 1-115 Syreptococcus pneumoniae lipoprotein; lipocalin, PccL, 5CYB A 97,02
virulence, transport protein -
Mycobacterium smegmatis MC2 51 superoxide dismutase [Cu-
1-88 Zn]; Respiratory, Supercomplex, SOD, Mycobacterium, ETC, 6ADQ _Z 96,53
Lipoprotein, ELECTRON TRANSPORT
1-118 Pseudomonas aeruginosa chaperone CupB2; Ig fold, 3048_A 93.31

periplasmic chaperone
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Zal. 5. Wplyw zmodyfikowanych lizyn LysJ i LysF na gesto$¢ optyczng zawiesin komorek wybranych szczepow
zrodzaju Bacillus — wykresy przedstawiajace stabe dzialanie lizyn lub brak dziatania. Lizyny dodawano
indywidualnie do hodowli bakterii zawieszonych w 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, do uzyskania stezenia koncowego 50
pg/ml. Zawiesina bakterii z dodatkiem 1x stezonego PBS zamiast biatka stuzyta jako kontrola negatywna (0 pg/ml).
Na kazdym wykresie przedstawiono wyniki dziatania uzyskane dla obydwu lizyn.
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B.sp. Ba 813+ #16 B. sp. Ba 813+ #17
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Zal. 6. Dopasowanie sekwencji aminokwasowych biatek Tal/RBP (J5a_015 i jego odpowiednikow) fagow J5a,
F16Ba, zla i innych fagow podobnych do Wbeta.
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