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Bakteriofagowe bialka lityczne (lizyny) sa jednym z kluczowych czynnikdéw w procesie
infekcji wirusowej. Ich rola jest dwojaka - umozliwiaja wstrzyknigcie fagowego materiatu
genetycznego do komorki gospodarza poprzez lokalne nadtrawienie peptydoglikanu, a takze
rozktadaja Sciang gospodarza uwalniajac wiriony potomne pod koniec cyklu replikacyjnego.
Cho¢ biatka te maja wsp6lng funkcje biologiczng to sa kodowane przez wiele roznych rodzin
genowych, wykazujg si¢ rdznorodnoscig budowy i aktywnosci enzymatycznych. R6znorodnos¢
ta utrudnia identyfikacj¢ nowych kandydatow nalezacych do tej grupy. Stanowi to problem,
poniewaz biatka te znajduja zastosowanie w wielu obszarach gospodarki i medycyny. W dobie
rosngcej liczby zakazen spowodowanych bakteriami antybiotykoopornymi wykorzystanie
biatek o wlasciwosciach bakteriobdjczych moze by¢ obiecujaca terapia, a preparaty lecznicze
zawierajace inne biatka o podobnych wiasciwosciach sa na etapie badan klinicznych. Co
wigcej, produkty zawierajagce enzymy lityczne juz sa wykorzystywane w kosmetyce. Zatem
zapotrzebowanie na nowe lizyny do zastosowan medycznych i przemystowych jest duze, ale
ich znalezienie nie jest tatwym zadaniem. Tradycyjne metody poszukiwania nowych biatek
wymagajg izolacji fagow ze srodowiska, sekwencjonowania ich genomoéw 1 przeprowadzanie
laboratoryjnych testoéw aktywnosci enzymatycznej. Tak zaprojektowany cykl badawczy jest
zmudny, kosztochtonny 1 nie zawsze przynosi satysfakcjonujace efekty. Dlatego tez kilka grup
badawczych opracowato narzgdzia bioinformatyczne do identyfikacji enzyméw litycznych.
Niestety obecnie wiele z tych programow nie jest dostgpnych, a te ktore sa, nie byly
uaktualnione od czasu opublikowania. Dodatkowo, wigkszo$¢ modeli wykorzystywanych w
tych narzedziach bylo trenowanych i1 testowanych na matych, niezrownowazonych,
powtarzalnych i/lub niewtasciwie opisanych zestawach danych. Ogranicza to wiarygodno$¢
oferowanych przez nie przewidywan a zatem ich uzyteczno$¢ w procesie izolacji nowych lizyn.

Celem tej pracy doktorskiej bylo opracowanie nowej metody identyfikacji
bakteriofagowych biatek litycznych zwigzanych ze Sciang komorkowa z wykorzystaniem
technik uczenia maszynowego. Konstrukcja takiego narzedzia wymagata dogtebnej analizy
wlasciwosci fizykochemicznych biatek litycznych, zakonserwowanych domen zwigzanych z
lizynami 1 rodzin biatkowych, ktore je grupuja.

Aby skonstruowa¢ mozliwie najdoskonalszy klasyfikator bialek litycznych
przetestowano zestaw modeli uczenia maszynowego i reprezentacji danych sekwencji.
Najlepsza metoda opierata si¢ na stosunkowo prostej sztucznej sieci neuronowej i polgczeniu
dwoch metod reprezentacji sktadu aminokwasow z wektorem wlasciwosci fizykochemicznych
catej sekwencji biatkowej. Porownanie wytrenowanego modelu 1 obecnie dostgpnych narze¢dzi
do identyfikacji lizyn wykazato, ze zaproponowane rozwigzanie przewyzsza istniejace pod
wzgledem kilku kluczowych miar wiarygodnos$ci przewidywan, w tym miary F1 oraz czuloSci.



W trakcie realizacji projektu zostat takze zebrany zestaw domen i rodzin zwigzanych z
lizynami. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wskazuja, ze wybrane domeny 1 rodziny
umozliwiajg skuteczniejszg identyfikacj¢ bialek litycznych w porownaniu z wczesniej
zebranymi zestawami modeli. Zastosowanie przygotowanego zestawu umozliwito
identyfikacje¢ biatek litycznych z danych metagenomicznych pochodzacych ze srodowiska i od
pacjentéw. Dlatego tez, zestaw ten moze stanowi¢ uzupetnienie opracowanego klasyfikatora
uczenia maszynowego. Po ocenie in silico zardbwno przewidywania klasyfikatora, jak i
trafienia wybranych modeli zostaly zweryfikowane in vitro. W tym celu wyprodukowano
przewidziane biatka lityczne i oceniono ich aktywno$¢ enzymatyczng za pomocg zymografii.
W ten sposob udato si¢ wyprodukowac, oczysci¢ 1 potwierdzi¢ aktywnos$¢ lizyny zwigzanej z
wirionem, rozktadajgcej peptydoglikan Proteus mirabilis. Wedtug mojej najlepszej wiedzy jest
to pierwsze bialko lityczne zwigzane z wirionem zidentyfikowane dotychczas u bakteriofaga
infekujagcego Proteus mirabilis, ktory jest istotnym patogenem oportunistycznym. Ponadto,
wybrany zestaw modeli umozliwil identyfikacje nowego enzymu w probkach pochodzacych
od pacjentow. Enzym ten zabija bakteric z rodzaju Rothia. Ponadto, opracowane metody
pozwolity wyizolowa¢ z probek metagenomicznych pochodzacych od zwierzat lizyny,
rozktadajace $ciany bakterii z rodzaju Enterococcus.

Podsumowujac, efektem tej pracy jest opracowanie skutecznego algorytmu uczenia
maszynowego, ktoéry umozliwia szybkie wyszukanie nowych bakteriofagowych bialek
litycznych. Biatka te moga znalez¢ zastosowanie w medycynie i przemysle, a w przysztosci
mogg przyczynic si¢ do rozwoju bioinformatyki genomow.



