Immunologiczna i biochemiczna charakterystyka receptorow

fagowych w dwoch klinicznych szczepach Pseudomonas aeruginosa

Streszczenie

Pseudomonas aeruginosa jest oportunistycznym patogenem, ktéory moze
atakowac ludzkie ciato 1 powodowac ostre 1 przewlekte infekcje, takie jak zapalenie
phuc, mukowiscydoza, infekcje drog moczowych, infekcje kosci i stawow, bakteriemia,
infekcje rogdwki, rumien spojowek, infekcje skory czy tkanek migkkich. P. aeruginosa
wyksztalcit kilka mechanizméw patogennosci 1 antybiotykoodpornosci, ktore prowadzg
do wzrostu zachorowalno$ci, przypadkéw zakazen szpitalnych 1 $miertelnosci.
Obserwowany w ostatnich latach wzrost czgstosci wystepowania szczepOw
bakteryjnych opornych na wiele lekoéw wymaga dalszego poszukiwania nowych

strategii przeciwbakteryjnych. Jedng z nich jest terapia fagowa.

W niniejszej pracy okreslono skuteczno$ci bakteriofagdw i ich bialek przeciwko,
opornym na wiele lekow, szczepom P. aeruginosa PAR21 i PARS50 izolowanym od
chorych z wrzodziejaca stopa cukrzycowa. Okreslono charakter oddziatywania fagow i
bakterii przy uzyciu analiz immunochemicznych, a takze zbadano wplyw biatek
fagowych na bakterie oraz ich mozliwo$¢ zastosowania w terapii przeciwko szczepom
P. aeruginosa jako element wspomagajacy dziatanie antybiotykow. Szczepy bakteryjne
pochodzity z Kolekcji Mikroorganizméw Uniwersytetu Jagiellonsiego, natomiast fagi
zostaly wyizolowane ze Srodowiska. Wykazano, ze dwa fagi wykazywaty aktywnos¢
przeciwko szczepowi PARS50, natomiast nie obserwowano zadnego wptywu na szczep
PAR21. W pierwszej kolejnosci okreslono charakter oddziatywania fagéw z bakteriami
poszukujac potencjalnych receptorow dla fagow: polisacharydéw oraz bialek btony
zewngtrznej. Polisacharydy byly izolowane poprzez ekstrakcje fenolem, kwasem
trojchlorooctoym lub PBS, nastgpnie oczyszczane z wykorzystaniem technik
chromatograficznych na ztozu DEAE-Sephadex A-25, a nastgpnie na Toyopearl HW-
55S. Ze szczepu PAR21 uzyskano 5 frakcji natomiast ze szczepu PARS0 tylko dwie
zawierajace material cukrowy. Oczyszczone polisacharydy analizowano z uzyciem

klasycznych metod chemicznych i nowoczesnych metod analizy instrumentalne;j:



spektrometrii mas oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego. Analiza

strukturalna wykazata istnienie trzech gtownych struktur chemicznych:

e struktura I, wystepujaca we frakcjach PAR21-PS5, PAR50-PS1 i PARS50-PS2 i

sktadajaca si¢ z dwoch monosacharydéw: galaktozy i mannozy;

a- D-Galp-[(1—3)-B-D-Manp-(1—],

e struktura II, wystepujaca we frakcji PAR21-PS4 bedaca homopolisacharydem
sktadajacym si¢ z B-1,3-podstawionej-galaktopiranozy;

[—3)-B-D-Galp-(1—]n

e struktura III, wystgpujaca we frakcjach PAR21-PS2 oraz PAR21-PS3, ktorej

jednostka powtarzajaca sktada si¢ z pigciu monosacharydow:

[—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)--D-Manp-(1—3)--D-Rhap-(1—]n
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Wykorzystujagc metode Nelsona-Somogyiego oraz wykonujac zymograf na zelu
akryamidowym wzbogaconym w bakteryjny polisacharyd wykazano, ze polisacharydy
nie sg receptorami dla bialek fagowych. Bialka btony zewngtrznej izolowano przy
uzyciu SDS. Wykonujac zymograf na zelu akrylamidowym wzbogaconym w uzyskane
biatka blony zewnegtrznej wykazano, ze jedno z biatek btony zewnetrznej
(zidentyfikowane jako biatko porynowe) jest receptorem dla badanych fagow, a
doktadniej dla ich bialek, ktore oznaczono jako PA-PP1 oraz PA-PP2. Biatka te
wyizolowano, oczyszczono z wykorzystaniem technik chromatograficznych, okreslono
aktywno$¢ proteolityczng z uzyciem kazeiny znakowanej rezuorfing oraz
przeprowadzono szereg analiz pozwalajacych na oceng ich aktywnosci: test punktowy,
zymografig, test spektrofotometryczny oraz analiz¢ z wykorzystaniem skaningowej
mikroskopii elektronowej przy niskim napigciu. Biatka zidentyfikowano za pomoca
analizy porownawczej mas peptydéw (NCBI, bazy danych UniProt). Oba biatka nalezg
do rodziny proteaz serynowych. W celu oceny mozliwosci zastosowania biatek w
terapii przeciwko szczepom Pseudomonas jako element wspierajacy dzialanie

antybiotykdw  przeprowadzono antybiogram. Potaczenie biatek fagowych i



antybiotykow przeciwko P. aeruginosa PARS0 wykazalo wyrazng zmiang skutecznos$ci

antybiotykowej. Znaczgco wzrosta wrazliwos$¢ szczepu na piperacyling.

W niniejszej pracy scharakteryzowano dwa biatka fagowe PA-PP1 i PA-PP2,
ktére maja skuteczno$¢ terapeutyczng przeciwko szczepowi P. aeruginosa PARS0
odpornym na wiele antybiotykow. Receptor fagowy na powierzchni tego szczepu
bakteryjnego zostal zidentyfikowany jako jedno z biatek porynowych, ktore biorg udziat
w wielu mechanizmach oporno$ci wielolekowych np. systemach MexAB i MexXY.
Biatka fagowe poprzez oddziatywanie z biatkiem porynowym moga wplywaé¢ na

zwiekszenie wrazliwo$¢ na antybiotyki.



