Badanie funkcji biologicznych bialek ogonka bakteriofagow
Yersinia enterocolitica

Streszczenie

Bakteriofagi sa obiektem badan gtéwnie w kontekscie uzycia ich w terapii przeciwko
zakazeniom bakteryjnym. Pomimo korzys$ci jakie posiada terapia fagowa, istniejg takze
ograniczenia uzywania czastek fagowych takie jak np. horyzontalny transfer genéw (HTG).
Najpowazniejszym skutkiem HTG moze by¢ nabywanie czynnikéw wirulencji przez bakterie,
stad terapia fagowa pozostaje terapig Wysokiego ryzyka. W zwigzku z powyzszym wicle badan
naukowych koncentruje si¢ na charakterystyce poszczegdlnych elementéw wirionow
fagowych, a mianowicie biatkach, ktore moga mie¢ funkcje enzymatyczne lub moga by¢
wykorzystane w diagnostyce patogendéw. Poczatkowo bardzo intensywnie badano enzymy
fagowe takie jak depolimerazy czy endolizyny powodujace liz¢ bakterii od wewnatrz komorki.
Jednak obecnie uwaga naukowcoéw zostala skierowana na biatka ogonka. Biatka ogonka
bakteriofagéw, do ktérych zaliczamy biatka tubularne oraz wiokienkowe oprocz funkcji
strukturalnej czyli budulcowej moga petni¢ funkcje enzymatyczne wzgledem zewnetrznych
struktur na powierzchni bakterii. Biatka wiokienkowe petnig funkcj¢ rozpoznajaca i wigzaca
receptor na komodrkach bakteryjnych, czyli sa biatkami adhezyjnymi. Ws$rdd biatek
ogonkowych wystepuje duza réznorodnos$é, wynikajaca z procesoOw adaptacyjnymi, ktore
w duzej mierze sa wynikiem koewolucji fagow oraz ich gospodarzy. Z tego tez wzgledu na
podstawie analizy porownawczej sekwencji nukleotydowych nie jest mozliwe okreslenie
przewidywanej funkcji tych biatek. Dopiero badania eksperymentalne daja mozliwosé
poznania ich wlasciwosci.

Do badan bedacych tematem niniejszej rozprawy doktorskiej wykorzystano fagi
ogonkowe Yersinia enterocolitica ¢$80-18 oraz ¢YeO3-12 nalezace do rodziny Podoviridae.
Gospodarzem dla tych fagow jest Yersinia enterocolitica, patogen jelitowym, ktory powoduje
chorobe¢ u ludzi 1 niektorych zwierzat. Zakazenie tym patogenem wigze si¢ z wystapieniem
gléwnego objawu, ktérym jest wodnista biegunka, wynikajaca ze stanu zapalnego toczacego
si¢ w jelitach. Jest to choroba odzwierzeca, ktorg mozemy si¢ gtownie zarazi¢ poprzez spozycie
wieprzowiny. Wedtug ECDC (Europejskie Centrum Zapobiegania i Kontroli Chorob) w 2019
zanotowano 7048 przypadkow jersiniozy w 29 europejskich krajach. Ze wzgledu na charakter
choroby liczba ta wydaje si¢ niedoszacowana i faktyczny odsetek chorujacych prawdopodobnie
jest wiekszy. Szersza diagnostyka tego schorzenia jest przeprowadzana dopiero w momencie
wystepowania wiekszego ogniska zakazen, badz kiedy infekcja prowadzi do hospitalizacji.
Diagnostyka Yersinia enterocolitica jest oparta gldéwnie o metody hodowlane, ktore w duze;j
mierze sg czasochtonne, oraz dodatkowo wymagaja potwierdzenia w metodach molekularnych
czy z wykorzystaniem spektrometrii mas. Gatunek Yersinia enterocolitica stanowi heterogenna
grupa szczepow, ktore sg wyrdzniane na podstawie biotypowania oOraz serotypowania.
Wyrézniamy odpowiednio 6 biotypéw oraz 57 O serotypoéw, co dodatkowo komplikuje
identyfikacj¢ w obrebie gatunku. Znanym w literaturze podej$ciem, jest mozliwo$¢ uzycia
biatek ogonkowych do diagnostyki patogendéw. Bialka te czgsto posiadaja w swojej sekwencji
regiony, ktore specyficznie rozpoznaja dany patogen, moze si¢ to przyczynia¢ do szybszego
stawiania diagnozy juz w momencie zaistnienia infekcji.



Celem rozprawy doktorskiej byta charakterystyka biatek ogonka fagéw pod katem
wlasciwosci enzymatycznych oraz adhezyjnych i ocena mozliwosci praktycznego ich
wykorzystania zarowno w zwalczaniu jak i detekcji Yersinia enterocolitica.

Badania prowadzgce do osiggnig¢cia powyzszego celu zostaty ujete w opublikowanym
cyklu czterech prac oryginalnych. S3 one poszerzone takze o badania wlasciwosSci
biologicznych bakteriofaga ¢$80-18. W pierwszej pracy badano funkcje oraz mechanizm
dziatania biatka TTPAgp11 (ang. Tail Tubular Protein A) pochodzacego z faga ¢YeO3-12. Jest
to biatko z grupy biatek TTPA, do ktorej nalezy gp31 z faga Klebsiella pneumoniae KP32
wykazujacego aktywnos¢ a-1,4-glukozydazy. W celu wykazania, czy biatkko TTPAgpll
réwniez posiada tg samg aktywno$¢ enzymatyczng co biatko TTPAgp31, wyprodukowano
biatko rekombinowane TTPAgp11, nastepnie uzyto skrobi (komercyjny substrat Red-Starch)
i maltozy jako substratow w testach trawienia z wykorzystaniem metody kolorymetrycznej
1 chromatografii gazowej. Wykazano, ze biatko to posiada aktywnos¢ hydrolityczng wzgledem
badanych substratow i mozemy je sklasyfikowa¢ do enzymow z rodziny a-1,4-glukozydaz.
Dzi¢ki temu potwierdzono hipotezg¢ o dwufunkcyjnosci biatek ogonkowych (ang. dual-function
protein) rowniez w przypadku fagow Yersinia.

Druga praca cyklu dotyczyla ogdlnej charakterystyki bakteriofaga ¢80-18. Zostata ona
zainicjowana trudno$ciami z namnozeniem faga, a co za tym idzie, brakiem mozliwosci
ekstrakcji matrycy DNA niezbednej do syntezy genow bialek ogonkowych. Okazato si¢ takze,
ze brakuje danych literaturowych na temat jego biologii i ogdlnej charakterystyki. Bakteriofag
zostatl wyizolowany w latach 90, natomiast dopiero w 2020 roku zostat opisany wtasnie przy
okazji realizacji niniejszej pracy doktorskiej. Dla faga ¢$80-18 wyznaczono krzywa wzrostu
(ang. one-step growth curve), okreSlono jego stabilnos¢ w szerokim zakresie pH oraz
temperatury, przeanalizowano przynaleznosc¢ filogenetyczna, ale takze przeprowadzono analize
genomu 1 proteomu oraz wyznaczono zakres gospodarzy. Analiza filogenetyczna potwierdzita
przynalezno$¢ faga do rodziny Podoviridae oraz podrodziny Autographivirinae. Gospodarzem
dla tego faga jest patogenny szczep Y. enterocolitica O:8 biotyp 1B, ale rowniez serotypy: O:4,
0:4,32, 0:20 1 O:21. Otrzymane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania ¢80-18
w biokontroli amerykanskiego biotypu 1B Y. enterocolitica.

Trzecia przedstawiona praca dotyczyta charakterystyki biatek TTPBgpl2 (ang. Tail
Tubular Protein B) oraz TFPgp17 (ang. Tail Fiber Protein), ktore pochodza z faga ¢YeO3-12.
Biatka te przynaleza do odpowiednich grup biatek opisanych wcze$niej dla bakteriofagéw
Klebsiella pneumoniae. Z tego tez wzgledu, biatko TTPBgp12 oprocz funkeji strukturalne;j,
byto rozpatrywane pod katem posiadania funkcji enzymatycznej. Nie udalo si¢ wyznaczy¢
specyficznosci substratowej dla biatka TTPBgpl2. W toku badan stwierdzono natomiast,
ze biatko to hamuje wzrost bakterii i spowalnia rozw6j biofilmu bakteryjnego Y. enterocolitica.
W pracy przedstawiono obszerng analize porownawczg in silico dla obu biatek. Ciekawy wynik
uzyskano z analizy dla biatka TFPgp17, dla ktérego wykazano podobienstwo do biatka RsaA
obecnego w warstwie S u bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Podobienstwo
strukturalne obu biatek fagowego i1 bakteryjnego moze by¢ wynikiem ewolucyjnego
przystosowania si¢ wirusa do efektywnego infekowania swojego gospodarza. W pracy
przedstawiono takze wyniki testow dotyczacych stabilnosci bialek ogonka w obecnosci



wybranych cukréw. Najistotniejszym okazatl si¢ wplyw stabilizujacy N-acetylogalaktozaminy
na biatko TFPgp17. GalNac jest gtownym zroédlem wegla dla bakterii Yersinia w przewodzie
pokarmowym cztowieka oraz §win. Nie dziwi wiec fakt, ze ten aminocukier moze stabilizowac
cate czastki fagowe tam obecne. Wykonane badania moga czesciowo potwierdzac ta hipoteze.

Ostatnia przedstawiona praca dotyczyla biatka TFPgpl7 i1 jego wykorzystania jako
specyficznej adhezyny wykrywajacej patogenny serotyp O:3 Yersinia enterocolitica. Biatko
TFPgpl17 wyprodukowano w kompleksie z MBP (ang. maltose binding protein) z metka
histydynowa, co bylo konieczne do umozliwienia detekcji, nie zaktocalo wiasciwosci
adhezyjnych biatka fagowego i dodatkowo pozwalalo na znaczne skrocenie procedury
oczyszczania. Ponadto obecno$¢ metki daje mozliwos¢ immobilizacji biatka (za pomoca metki)
do nosnika np. czujnika §wiattowodowego w $cisle ukierunkowany, nieprzypadkowy sposob
i wykorzystania do opracowania czujnikow np. optycznych. W przeprowadzonych badaniach
wykonano test ELISA, w ktorym analizowano nie tylko szczepy Y. enterocolitica o réznych
serotypach, ale takze inne szczepy m.in. K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa. Test miat na
celu oceng specyficznosci biatka TFPgpl7. Wykazano, Zze bylo ono wysoce specyficzne
i umozliwialo detekcj¢ tylko Y. enterocolitica o serotypie O:3. W celu potwierdzenia
uzyskanych wynikéw wykonano analiz¢ w mikroskopii TEM, gdzie immobilizowano bakterie
do siatki, a nastepnie inkubowano z TFPgpl7. Detekcja utworzonego potaczenia miedzy
biatkiem, a bakterig byta mozliwa wtasnie dzigki obecnosci zastosowanej metki, ktora byta
wykrywana przeciwcialami anty-metka zmodyfikowanymi ztotem koloidalnym. Obrazowanie
TEM pokazato przyczepianie si¢ kompleksu TFPgp17-MBP/his tag na powierzchni komorki
bakteryjnej Y. enterocolitica O:3, co bylo potwierdzeniem wynikow otrzymanych w tescie
ELISA.

Podsumowujac, cel pracy doktorskiej zostat osiggniety. W toku badan udato si¢ uzyskac
1 scharakteryzowa¢ 3 bialka ogonka bakteriofagéw. Dla dwoch z nich, obok funkcji
strukturalnej, udato si¢ wykaza¢ wtasciwosci biologiczne i tak dla biatka TTPAgp11 okreslono
funkcje enzymatyczna, a-1,4-glukozydazy, dla biatka TTPBgp12 wykazano znaczacy wptyw
hamujacy wzrost bakterii patogennych i1 tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego. Wskazanie
antyseptycznego potencjatu biatka TTPBgp12 moze by¢ wykorzystane do rozwoju preparatow
biologicznie czynnych w przysztosci. W przypadku biatka wlokienkowego TFPgpl7
potwierdzono jego adhezynowg funkcje. Okreslono jego specyficzno$s¢ wzgledem bakterii.
Ponadto opracowano wydajng 1 szybka metode uzyskiwania tego biatka w formie
zmodyfikowanej do szerokiego zastosowania w rozwoju biosensorow do szybkiej detekcji
skazen Yersinia enterocolitica serotypu O:3.



