Tytul: Ocena zdolnosci bialek kapsydowych bakteriofaga T4

do modulowania reakcji zapalnej

Streszczenie

Wirusy wywotujg silng reakcje zapalng u zwierzat i ludzi. Zwykle to biatka je budujace
nadaja im immunostymulujacy charakter. Aktywujac szlaki sygnatowe przyczyniaja si¢ do
indukcji produkcji mediatorow stanu zapalnego. Potencjalny wptyw wiruséw bakteryjnych na
mediatory procesu zapalnego w organizmach wyzszych powinien by¢ wigc rozpatrywany ze
wzgledu na perspektywe ich medycznych lub weterynaryjnych zastosowan.

Celem niniejszej pracy byta ocena zdolnosci biatek kapsydowych bakteriofaga T4 do
modulowania reakcji zapalnej. Sposrdd licznej 1 wszechobecnej grupy fagéw ogonkowych
podobnych do T4, to wilasnie T4 zostal jako pierwszy catkowicie zsekwencjonowany i
doktadnie scharakteryzowany. Jest to tez wirus reprezentujacy duza grupe podobnych fagéw,
bardzo powszechnych w §rodowisku i w organizmach ludzi 1 zwierzat.

W pierwszej cz¢sci niniejszej pracy zbadano biatka budujace dojrzata forme gtowki
bakteriofaga T4: gp23*, gp24*, Hoc i Soc. Geny kodujace powyzsze biatka zostaty sklonowane
do wektoréw ekspresyjnych, a nastgpnie zoptymalizowano ich ekspresje i oczyszczanie.
Uzyskano preparaty biatkowe o wysokiej czystosci, ktore zastosowano do dalszych badan.

Oceniono wpltyw otrzymanych preparatow biatek fagowych na produkcje czynnikéw
zaangazowanych w reakcje zapalng. Przeprowadzone przesiewowe testy produke;ji
kilkudziesieciu czynnikéw immunologicznych (macierze cytokinowe RayBio® Cytokine
Array) w modelu mysim i ex vivo w krwi ludzkiej wykazatly, ze gp23*, gp24*, Hoc i Soc nie
wplywajg na aktywno$¢ cytokin zapalnych, np. IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12 p40/p70, IFN-
¥, TNF-a, chemokin np. IL-8, MCP-1, MIG, RANTES, czynnikéw wzrostu, np. MCSF, GCSF,
GM-CSF, VEGF, mediatoréw zapalenia zwigzanych z alergia, np. IL-4, IL-5, IL-13, cytokin i
czynnikow przeciwzapalnych, np. IL-10, sTNF RI, sTNF RII, lub czastek adhezyjnych np.
slektyny L, selektyny P, VCAM-1. Stwierdzono réwniez brak wplywu badanych biatek
fagowych na uwalnianie ROS przez ludzkie PBMCs i PMNS.

Struktura T4 jest zlozona 1 istniejg inne elementy, ktore potencjalnie moglyby
wplywa¢ na wystapienie i przebieg reakcji zapalnej. Z tego wzgledu tym samym badaniom

poddano réwniez catg czastke faga T4, by oceni¢ ewentualne dziatanie catlego kapsydu.



Wykazano, ze fag T4 nie indukuje ani czynnikéw regulujacych stan zapalny u myszy, ani nie
stymuluje produkcji ROS w komodrkach krwi ludzkiej. Mozna zatem stwierdzi¢, ze zar6wno
fag T4 jak 1 jego biatka gtowki gp23*, gp24*, Hoc i1 Soc nie stymuluja indukcji stanu zapalnego
u ssakow.

Do badan witaczono réwniez fagi gronkowcowe A3R 1 676Z, w celu porownania
wlasciwosci modelowego faga T4 z innymi fagami. Wyniki przesiewowych testoéw produkcji
kilkudziesieciu czynnikéw immunologicznych w modelu mysim z wykorzystaniem RayBio®
Cytokine Array, wskazuja, ze fagi A3R 1 676Z réwniez nie wpltywaja na aktywacje reakcji
zapalnej. Sa to fagi odlegte taksonomicznie, nie wykazujace homologii (T4 w stosunku do A3R
i 676Z), co sugeruje, ze brak zdolnosci do wzbudzania reakcji zapalnej jest cecha
charakterystyczng dla szerszej grupy wirusow bakteryjnych.

Przeprowadzono testy okreslajace wptyw fagow Escherichia coli T4 i HAP1 oraz
Staphylococcus aureus A3R i 676Z na aktywnos$¢ uktadu dopetniacza. Zbadano wszystkie trzy
drogi aktywacji dopetniacza: Sciezke klasyczna, Sciezke alternatywng i lektynowa. Wykazano,
ze fagi T4, HAP1, A3R i 676Z nie dzialaja na aktywno$¢ $ciezki alternatywnej. HAPI,
naturalny mutant T4 pozbawiony biatka Hoc, obnizal aktywno$¢ §ciezki klasycznej. Fagi
gronkowcowe A3R i 676Z hamowaty aktywnos¢ $ciezki lektynowe;.

Kolejna cze$¢ niniejszej pracy dotyczyla badan biatka budujacego haczyki ptytki
podstawowej bakteriofaga T4, ktore jest zdolne do wigzania LPS. W pierwszej kolejnosci
sklonowano i zoptymalizowano produkcj¢ gp12. Uzyskano oczyszczony preparat gpl12, ktory
zachowat swoja natywng strukturg, a tym samym swoje wlasciwosci biologiczne, tj. zdolno$¢
wigzania LPS, co potwierdzono badajac $rednice hydrodynamiczng mieszaniny gpl2 i LPS.

Oczyszczony preparat gpl2 wykorzystano do badan in vivo. Wykazano, ze w modelu
mysim rekombinowane gp12 moze zmniejsza¢ zdolno$¢ LPS do indukowania stanu zapalnego.
Preparat gpl2 po réwnoczesnym podaniu z LPS myszom powodowal obnizZenie poziomu
mediatorow stanu zapalnego a analiza histopatologiczna wybranych tkanek zwierzgcych
wykazata, ze gp12 moze zmniejszac nacieki leukocytarne w $ledzionie 1 watrobie. Stwierdzono
takze, ze gp12 nie jest toksyczne dla zwierzat oraz dla komoérek eukariotycznych in vitro.

Brak aktywnos$ci immunostymulacyjnej zarowno przez biatka kapsydowe jak i cate
czastki fagowe potwierdza bezpieczenstwo stosowania fagéw w medycynie. Obserwacje te
maja znaczenie dla kazdego medycznego lub weterynaryjnego zastosowania bakteriofagow.
Ostre, przewlekte zakazenia prowadzace do sepsy nadal stanowig ogromne wyzwanie i problem
dla klinicystéw na catym §wiecie. Gp12 wydaje si¢ posiada¢ wlasciwosci, ktére moglyby by¢

przydatnym rozwigzaniem medycznym w przypadkach ostrych zakazen Iub sepsy 0 etiologii



zwigzanej z dziataniem LPS. Wyniki niniejszej pracy majg charakter badan pionierskich, ktore
nalezy w przysztosci rozwing¢ i poszerzy¢, jednak wpisuja si¢ w trend najnowszych
zainteresowan badawczych dotyczacych immunobiologii fagéw oraz bezpieczenstwa ich

stosowania.



