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Streszczenie

Bakteriofagi naturalnie wystepujace w organizmach ludzi i zwierzat, sa waznym skladnikiem
mikrobiomu. Mogg by¢ rowniez stosowane jako potencjalne terapeutyki w infekcjach
spowodowanych lekoopornymi szczepami bakterii. Szczegétowa budowa wigkszosci fagow
oraz ich interakcje z organizmami ssakoOw nie sg dobrze poznane. Zagadnienia te majg
znaczenie dla zrozumienia roli fagéw naturalnie wystepujacych w naszych organizmach oraz
dla bezpieczenstwa i skutecznosci stosowania fagdéw w medycynie. Zdolnos¢ fagow do
utrzymywania si¢ w organizmach ssakow sugeruje, ze wirusy te mogly w toku ewolucji
wyksztalci¢ mechanizmy odpowiedzialne za interakcje z organizmami wyzszymi. Tymczasem
wiedza na temat charakteru tych oddziatywan, a szczegdlnie na temat tego, jakie elementy
wirionéw fagowych sg w nie zaangazowane, jest bardzo ograniczona. Celem niniejszej pracy
byla identyfikacja takich biatek strukturalnych bakteriofagoéw gronkowcowych: A3/R 1 676/Z,

ktére nadajg im zdolno$¢ do oddziatywan z komorkami ludzkimi.

Wykorzystujac modelowego faga o zblizonej do tych fagéw morfologii (T4 znakowany
fluorescencyjnie) oceniono zdolnos¢ do kumulacji w organach petnigcych glowng role w
funkcjach efektrowych uktadu odpornosciowego, w szczegdlnosci w wytapywaniu obcych dla
organizmu elementow (w tym fagow) 1 indukeji specyficznych dla tych elementéw przeciwciat.
Dla wizualizacji wirusOw bakteryjnych, sklonowano 1 poddano ekspresji w systemie
bakteryjnym E. coli gen kodujacy biatko zielonej fluorescencji (GFP) w fuzji z genem
kodujacym dekoratywne biatko faga (biatko hoc). Nastepnie wykorzystano metode phage
display in vivo do wprowadzenia fuzji GFP-hoc na kapsyd bakteriofaga, uzyskujac faga
zdolnego do fluorescencji. Obserwowano akumulacje bakteriofaga w tkankach. Wiriony
gromadzity si¢ gltéwnie w organach zaangazowanych w wytworzenie odpowiedzi ukladu

odpornosciowego, w tym za indukcje odpowiedzi swoistej: w $ledzionie i weztach chtonnych.

W niniejszej pracy zbadano réwniez zdolnos¢ gronkowcowych fagdéw terapeutycznych A3/R i
676/Z, a nastgpnie ich biatek strukturalnych, do indukowania specyficznych przeciwciat.

Stwierdzono, ze w modelu mysim oba bakteriofagi efektywnie indukuja wytwarzanie



specyficznych przeciwciat klasy IgM i IgG, a rozktad wzrostu poziomu tych przeciwciat jest

typowy, obserwowany w wypadku wielu innych rodzajow antygenoéw biatkowych.

W przypadku fagow A3/R 1 676/Z nieznana byla dotad struktura kapsydow, dlatego
przeprowadzono identyfikacje¢ gtdéwnych bialek strukturalnych budujacych wiriony. Metodami
bioinformatycznymi wytypowano geny kodujace potencjalne biatka strukturalne, sklonowano
do wektoréw ekspresyjnych, ekspresjonowano i poddano wieloetapowemu oczyszczaniu.
Otrzymane biatka wykorzystano do testéw immunologicznych, immunolokalizacji biatek w

wirionach oraz do badan wtasciwos$ci adhezyjnych fagow wzgledem komorek eukariotycznych.

Efektem przeprowadzonych badan byto okreslenie funkcji czterech genéw wystepujacych w
genomie bakteriofaga A3/R: AFN38122.1 (A2), AFN38181.1 (A4), AFN38113.1 (A6),
AFN38152.1 (A8) oraz czterech homologicznych genow w genomie faga 676/Z: AFN38316.1
(A2), AFN38375.1 (A4), AFN38307.1 (A6), AFN38346.1 (A8). Za pomoca techniki
immunoelektronomikroskopii stwierdzono, ze biatka kodowane przez powyzsze geny petnig
funkcje strukturalne, budujac kapsyd fagéw. Biatko A2 jest biatkiem strukturalnym budujacym
glowke faga A3/R 1 676/Z. Biatka A4 i A6 wystepuje na tubie w fagu A3/R i 676/Z. Bialko A8
wystepuje w okolicy plytki podstawowej fagow A3/R i 676/Z. Co wigcej, tylko w wypadku
biatka A8 obserwowano calkowite zahamowanie aktywnosci przeciwbakteryjnej faga przez
surowic¢ specyficzng do tego biatka. Nie zaobserwowano neutralizacji fagéw w przypadku
przeciwcial specyficznych do pozostatych biatek (A2, A3, A4, A6). Sugeruje to, ze biatko A8
moze pehi¢ funkcje liganda dla bakteryjnych receptorow wykorzystywanych przez te fagi.

Zbadano réwniez czgstos¢ wystepowania przeciwcial neutralizujacych fagi A3/R 1 676/Z w
populacji ludzkiej. Nie stwierdzono istotnych roznic w czgstosci wystgpowania specyficznych
przeciwcial do fagow A3/R i 676/Z; byta ona na poziomie 30% dla faga A3/R i 35% dla faga
676/Z. Poddano tez analizie wystgpowanie naturalnych przeciwciat skierowanych przeciwko
wybranym biatkom strukturalnym (A2, A6, A8) fagéw gronkowcowych u oséb zdrowych. Nie
zaobserwowano istotnych rdéznic pomie¢dzy wystepowaniem przeciwcial specyficznych

wzgledem badanych biatek w populacji u ludzi.

Poza oczekiwanymi oddziatywanymi fagéw z uktadem odpornosciowym ludzi lub zwierzat, sa
mozliwe innego typu oddziatywania fagéw z organizmem ssaka, a oddzialywania takie sg
mediowane réwniez przez biatka strukturalne obecne w wirionach. Ewentualne istnienie takich
biatek ma znaczenie np. dla kumulacji fagéw w miejscach infekcji spowodowanych przez

bakterie Staphylococcus aureus. Prawdopodobna zdolno$¢ fagéow do adhezji w tych tkankach,



gdzie typowo takie infekcje wystepuja, nadawataby fagowi szanse¢ na zwiekszony kontakt z
bakteriami swojego gospodarza, i decydowala m.in. o skuteczno$ci leczenia za pomoca
adherujacych fagow. W niniejszej pracy zbadano wlasciwosci adhezyjne biatek A2, A4, A6,
A8 wzgledem komorek ssakow in vitro. Zaobserwowano oddziatywania adhezyjne biatka A6
wzgledem komorek ludzkiej linii prawidtowej $rodblonka naczyn krwionosnych phuc
(HLMEC) oraz ludzkich komorek skory (wykorzystano lini¢ nowotworowa Hs294T). Nie
obserwowano oddziatywan adhezyjnych pozostatych biatek. Otrzymane wyniki sugeruja, ze
badane fagi oddziatuja adhezyjnie z niektorymi komoérkami ssakdéw poprzez biatko A6, ktoére

jest ulokowane na tubie.

Bakteriofagi, powszechnie obecne w organizmach ssakéw oraz podawane w celach
terapeutycznych, moga wchodzi¢ w interakcje z komodrkami organizméw wyzszych.
Oddziatywania, zar6wno adhezyjne, jak i te pomiedzy fagami a uktadem immunologicznym,
byly obserwowane wczesniej w wypadku bakteriofagéw modelowych. W niniejszej pracy
zostaty zbadane i opisane dla fagow terapeutycznych. Wiedza ta moze si¢ przystuzyé¢ dla
dalszego rozwoju naszego zrozumienia praktycznego znaczenia tych wirusow, zaré6wno jako
sktadnikow naturalnych ekosysteméw, w tym mikrobiomu cztowieka, jak 1 jako potencjalnych

narzgdzi wykorzystywanych w biotechnologii i medycynie.



