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Bakteriofagi sa to wirusy, ktére atakuja i replikuja sie
w komdr—kach bakteryjnych. Wirusy te zostaly odkryte niezaleznie od siebie przez Felix Twort oraz
Felix d'Herelle w drugiej dekadzie XX wieku. Od tego czasu wzbudzaja one duze zainteresowanie ze
wzgledu na mozliwo$¢ ich zastosowania w leczeniu niektérych choréb zakaznych wywotywanych
przez bakterie. Obecnie bakteriofagi sa uwazane za cenne narzedzie wspotczesnej biotechnologii
i medycyny [1].

Budowa bakteriofagow

Bakteriofagi sa to wirusy bakteryjne zbudowane z materialu genetycznego otoczonego biatkami
strukturalnymi, ktore tworza kapsyd. Materiat genetyczny bakterio—fagéw stanowi DNA lub rzadziej
RNA w postaci jednoniciowej lub dwuniciowej. Zawiera on od kilku do kilkuset genéw kodujacych
biatka strukturalne (budujace kapsyd) oraz niestrukturalne biorace udziat w replikacji wirusa. Kwas
nukleinowy oprécz typowych zasad azotowych zawiera réwniez zmodyfikowane zasady, ktore
chronia go przed nukleazami gospodarza w trakcie infekcji fagowej. Genomy bakteriofagow réznia
sie wielkoscia, od 2,5 kpz do okoto 150 kpz. Ilos¢ gendéw jest w przyblizeniu proporcjonalna do
wielkosci genomu [1].

Kapsyd zwykle sktada sie z jednego rodzaju bialka, odpornego na niszczace dziatanie czynnikow
zewnetrznych. Pelni on funkcje ochronna dla materialu genetycznego wirusa, ktéry bez niego
ulegtby w Srodowisku naturalnym szybkiej inaktywacji i rozktadowi. Kapsyd bakteriofagéw moze
mie¢ ksztalt heliakalny, izometryczny lub ztozony, taczacy w sobie obie formy. Pierwszy z nich,
kapsyd helikalny jest zbudowany z helikalnie utozonych podjednostek biatkowych. Sktada sie on
z jednego gtéwnego biatka kapsydu i czterech innych bialek, zlokalizowanych na jego koncach.
Helikalny kapsyd wystepuje u bakteriofagéw z rodziny Inoviridae. Kolejny kapsyd bakteriofagow
o strukturze izometrycznej zbudowany jest z podjednostek biatkowych (kapsomerow), tworzacych
strukture quasisferyczna. Struktura ta ma symetrie ikosaedralng, tzn. na jej dwudziestu
rownobocznych powierzchniach znajduje sie okoto 60 identycznych elementéw utozonych w formie
kulistej, potaczonych ze soba podwdjna, tréjkrotna i pieciokrotna osia symetrii. Kapsyd o strukturze
izometrycznej wystepuje u bakteriofagéw z rodziny Microviridae. Natomiast kapsyd bakteriofagow
o ztozonej strukturze zbudowany jest z wieloSciennej gtéwki i ogonka (Rys.1). Glowa zbudowana jest
z jednego lub kilku typow biatek i ma za zadanie ochrone kwasu nukleinowego, ktory znajduje sie
w jej wnetrzu. W dolnej czesci gléwki kapsyd przechodzi w ogonek, ktéry jest potaczony z gtéwka za
pomoca biatka tacznikowego. Ogonek sklada sie z wewnetrznej tubularnej struktury rdzeniowej,
otoczonej kurczliwa, helikalna pochewka, przez ktéra nastepuje transfer kwasu nukleinowego
podczas infekcji. Ogonek zakonczony jest ptytka podstawowa, w ktéra wbudowane sa biatka
enzymatyczne rozktadajace sciane komdrkowa bakterii. Od plytki podstawowej odchodzi szes¢
nitkowatych wypustek, ktoére stuza do rozpoznawania odpowiednich receptoréw oraz
przytwierdzania sie do powierzchni komorek bakterii. Taka strukture posiadaja bakteriofagi rodzin
Myoviridae, Siphoviridae i Podoviridae. Ponadto u niektérych fagow obserwuje sie obecnos¢
dodatkowej lipoproteinowej ostonki [1].
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Rys.1. Budowa bakteriofaga o zlozonej strukturze [20].
Cykle replikacyjne bakteriofagow

Bakteriofagi charakteryzuja sie wysoka specyficznoscia. Zwykle jeden gatunek wirusa moze
namnazac sie tylko w jednym gatunku bakterii lub jedynie w obrebie konkretnego jej szczepu [2].
Pierwszym etapem infekcji fagowej jest proces adsorpcji bakteriofaga do komorki bakteryjnej. W tym
procesie wazna role odgrywa ptytka podstawowa oraz wtokienka, ktore rozpoznaja specyficzne
receptory na powierzchni gospodarza. Dochodzi do zwiazania receptora bakteryjnego z widkienkiem
faga. Nastepnie ostonka bakteriofaga oddziatuje z komorka bakteryjna. Niektére fagi posiadaja
odpowiednie enzymy trawiace otoczke bakteryjna. Nastepnie do wnetrza bakterii wprowadzany jest
kwasu nukleinowy, ktéry przechodzi przez ogonek bakteriofaga. Zwykle tylko jeden komponent
fagowy bierze udzial w transferze materiatlu genetycznego z wirusa do komorki bakteryjnej.
W wiekszosci przypadkow do komorki bakteryjnej wprowadzany jest tylko material genetyczny,
natomiast pozostate komponenty bakteriofaga pozostaja na zewnatrz [2].

Wyrdzniamy dwa cykle replikacyjne bakteriofagow: cykl lityczny oraz cykl lizogeniczny. Cykl lityczny
jest to cykl zyciowy bakteriofagéw wirulentnych, ktérych material genetyczny nie integruje
z genomem gospodarza. Polega on na zakazeniu bakterii, namnozeniu nowych czastek fagowych,
rozpadzie bakterii i uwolnieniu nowych bakteriofagéw. Po namnozeniu nowych fagéw komdrka
gospodarza ulega lizie. Innym rodzajem cyklu zyciowego bakteriofagéw jest cykl lizygeniczny,
w ktorym genom faga integruje z genomem gospo—darza. Polega on na namnozeniu materiatu
genetycznego faga podczas podzialéw komoérkowych gospodarza, nie powodu-jac jego lizy.
Zintegrowany material genetyczny ulega represji, z tego powodu nie sa syntetyzowane biatka fagowe.
W takiej formie bakteriofag moze przetrwa¢ nawet kilka podziatdéw. W okreslonych warunkach
fagowy DNA moze ulec wycieciu z chromosomu bakteryjnego i wejs¢ w cykl lityczny. Proces ten nie
zawsze przebiega precyzyjnie i czesto do genomu bakteriofaga zostaja wtaczone sekwencje DNA
bakteryjnego, ktéore moga by¢ przekazywane innym bakteriom podczas ich zakazenia. W tym
wypadku bakteriofag petni funkcje wektora przenoszacego materiatl genetyczny z jednej komérki do
drugiej. W ten sposdb moze powsta¢ szczep oporny na leczenie[2].

Znaczenie bakteriofagow w biotechnologii

Enzymy bakteriofagéow sa wykorzystywane w biotechnologii i inzynierii genetycznej. Charakteryzuje
je wysoka wydajnos¢ katalizy reakcji w ktorej biora udziat. Obecnie wiele enzymdéw wytwarzanych
przez bakteriofagi jest produkowana bez ich udziatu w komoérkach okreslonych szczepéw bakterii,
transformo—wanych pojedynczymi genami tych wiruséw [3].

Najczesciej wykorzystywane sg enzymy fagow T - parzystych. Bakteriofag T4 dostarcza ligazy RNA,
ligazy DNA, polimerazy DNA oraz kinazy polinukleotydowej. Ligaza RNA katalizuje taczenie ze soba



wigzaniami fosfodiestrowymi czasteczek jednoniciowego RNA. Reakcja ligacji odbywa sie z udziatem
adenozynotréjfosforanu (ATP). Enzym ten znalazt zastosowanie do taczenia czasteczek RNA,
cyrkularyzacji krétkich jednoniciowych oligonukleotydow oraz do znakowania RNA za pomoca
cytydyno-2,3-bisfosforanu (aP32). Natomiast ligaza DNA taczacy wolne konice dwuniciowych
czasteczek DNA. Laczenie DNA nastepuje poprzez wytworzenie wiazania fosfodiestrowego pomiedzy
koncem hydroksylowym 3" a koncem fosforowym 5 w reakcji zaleznej od ATP. Enzym ten znalazt
zastosowanie do klonowania fragmentéw DNA do odpowiednich wektoréw oraz do przylaczania
fragmentow DNA do koncow innej czasteczki DNA. Ligaza DNA jest rowniez powszechnie
wykorzystywana w katalizowaniu lancuchowej reakcji ligazy i naprawie nacie¢ w DNA. Z kolei
polimeraza DNA faga T4 bierze udzial w replikacji fagowego genomu. Wykazuje aktywnosc
polimeryzacyjna w kierunku 5'-3' oraz egzonukleolityczng w kierunku 3'-5'. Enzym ten jest
wykorzystywany do wypeniania (,stepiania") wystajacych koncéw czasteczek DNA, znakowania ich
mar—kerami radioaktywnymi lub fluorescencyjnymi oraz celu przeprowadzenia mutagenezy
ukierunkowanej. Kolejny istotny enzym wytwarzany przez bakteriofaga T4 to kinaza
polinukleotydowa. Biatko to przenosi grupe gamma fosforanowa z ATP na wolna grupe 5'
hydroksylowa jedno- lub dwuniciowego RNA lub DNA. Kinaza polinukleotydowa wykorzystywana jest
do znakowania nukleotydéw przy koncu 5' DNA za pomoca radioaktywnego fosforanu gamma oraz
fosforyluje nukleotydy przy koncu 5' w DNA i RNA przed wykonaniem ligacji [3].

Réwniez inne bakteriofagi dostarczaja waznych enzyméw dla biotechnologii i biologii molekularne;j.
Bakteriofag T7 jest Zrédiem polimerazy RNA oraz polimerazy DNA. Polimeraza RNA odpowiada za
wytwarzanie nici RNA na matrycy DNA w procesie zwanym transkrypcja. Enzym ten jest
wykorzystywany w celu przeprowadzenia procesu transkrypcji w warunkach in vitro, np. w celu
uzyskania znakowanych fragmentow RNA. W wielu laboratoriach uzywana jest takze zmodyfikowana
pochodna polimerazy RNA bakteriofaga T7 zwana sekwenaza. Enzym ten znalazt zastosowanie do
sekwencjonowania DNA. Natomiast polimeraza DNA faga T7 jest enzymem katalizujacym synteze
DNA z najwieksza wydajnoscia. Enzym ten jest wykorzystywany w mutagenezie ukierunkowanej oraz
przy wypetnianiu wystajacych koncow DNA. Kolejna istotna polimeraza fagowa jest polimeraza
bakteriofaga phi 29. Enzym ten jest powszechnie wykorzystywany ze wzgledu na zdolnos¢ do syntezy
czasteczki DNA bez udziatu oligonukleotydowych starterow. Wowczas wymagana jest jednak
obecnos¢ biatka terminalnego na koncu nici DNA, ktére zastepuje starter. Ponadto polimeraza ta
charakteryzuje sie wysoka procesywnoscia oraz zdolnoscia do wymiany nici DNA. Polimeraza faga
phi 29 znalazta zastosowanie do amplifikacji DNA metoda toczacego sie kota oraz podczas
przygotowywania DNA do sekwencjonowania. Ponadto w biotechnologii i inzynierii genetycznej
stosowane sg takze polimerazy RNA pozyskiwane z bakteriofagéw SP6 oraz P3. Posiadaja one
wtasciwosci podobne do polimerazy RNA faga T7 [3].

Kolejnym waznym enzymem jest egzonukleaza wytwarzana przez bakteriofaga A. Enzym ten
przeksztatca dwuniciowe czasteczki DNA w jadnoniciowe fragmenty. Egzonukleaza bakteriofaga A
trawi podwdjna ni¢ DNA od strony konca 5'. Wymaga ona do swojego dziatlania obecnosci grup
fosforanowych od strony konca 5' nici DNA. Enzym ten jest wykorzystywany do sekwencjonowania
produktéw PCR o wysokiej zawartosci par GC [3].

Bakteriofagi jako wektory genow
Genomy bakteriofagow sa wykorzystywane do konstruowania wektoréw przenoszacych docelowe
geny do komorek bakteryjnych i umozliwiajacych ich powielanie oraz ekspresje. W tym celu

najczesciej stosuje sie promotory pochodzace z bakteriofagéw T3, T5, T7 oraz SP6 [4].

Po raz pierwszy jako wektora do klonowania DNA wykorzystano bakteriofaga A. Jego genom stanowi
dwuniciowy DNA w formie liniowej, zbudowany z okoto 48,5 tpz. Z materiatu genetycznego



bakteriofaga A mozna usuna¢ duze fragmenty DNA. Pomimo braku czesci DNA nie traci on zdolnosci
do replikacji. Umozliwia to wstawienie obcego fragmentu DNA w zwolnione miejsce. W celu
umieszczenia zrekombinowanego DNA wirusa w kapsydzie, jego catkowita wielko$é musi zawierac
sie w przedziale 38-53 kpz. Ponadto bakteriofaga A posiada zdolnos$é do cyrkularyzacji wtasnego
DNA w komorce bakterii. Proces ten jest mozliwy dzieki znajdujacym sie na konicach genomu faga A
sekwencjom cos, ktére zawieraja komplementarne nukleotydy. Sekwencje te uczestnicza rowniez
w pakowaniu wirusowego DNA do kapsydu bakteriofaga. Sekwencje cos znalazty zastosowanie do
konstruowania wektorow genetycznych zwanych kosmidami. Kosmidy posiadaja zaréwno cechy
bakteriofagow jak i cechy wlasciwe plazmidom. Sekwencjami typowymi dla plazmidéw sa miejsce
startu replikacji (ori), miejsce klonowania (MCS) oraz gen opornosci na antybiotyk. Cechy te
umozliwiaja namnazanie sie kosmidowego DNA w komdrkach bakteryjnych w podobny sposoéb jak
plazmidow. Kosmid wnika do komdrki bakteryjnej podobnie jak bakteriofag w celu upakowania go do
kapsydu wirusowego. Efekt ten mozna osiggna¢ stosujac mieszanine pakujaca, ktéra zawiera biatka
bakteriofaga A, pochodzace z modyfikowanych genetycznie bakterii lub z udziatem faga
pomocniczego [4].

W celu klonowania DNA wykorzystywane sa takze inne wektory genetyczne fagemidy (fazmidy).
Fazmidy podobnie jak kosmidy zawieraja sekwencje bakteriofagowe i plazmidowe, jak miejsce
replikacji dla DNA bakteriofaga (M13 lub f1) i E. coli, gen faga M13 z sekwencja promotorowa
i odpowiednim miejscem klonowania oraz geny opornosci na antybiotyki. Wektory te nie posiadaja
sekwencji niezbednych do wytworzenia peinych czastek fagowych. Fagemidy moga by¢ powielane
jak plazmidy lub pakowane do kapsydu jako rekombinowane czastki faga, w obecnosci w komdrce
faga pomocniczego [5].

Wektory fagowe i fagemidowe znalazly zastosowanie do konstrukcji bibliotek cDNA, DNA
kodujacego przypadkowe peptydy lub fragmenty biatek. Wektory te umozliwily opracowanie techniki
zwanej prezentacja fagowa, ktora stuzy do badania oddziatywan biatko-biatko oraz interakcji biatek
z innymi czasteczkami (Rys.2). W technice tej znalazly zastosowanie zmodyfikowane bakteriofagi
nitkowate jak M13 i f1. Do genomu tych fagéw wprowadza sie odcinek DNA kodujacy badany peptyd
w taki sposdb, aby ulegt on ekspresji wraz z jednym z biatek powierzchniowych jako peptyd fuzyjny.

Biatkiem powierzchniowym moze by¢ biatko gléwne plaszcza lub biatko odpowiedzialne za adsorpcje
wirusa na powierzchni komoérki. Oddziatywania takich peptydéw eksponowanych na powierzchni
czastek fagowych bada sie, analizujac adsorpcje fagéw do czasteczek akceptorowych
optaszczajacych powierzchnie stala. Pierwszym etapem jest dodanie mieszaniny zawierajacej
zrekombinowane fagi do probéwek lub dolkdéw optaszczonych czasteczkami akceptorowymi.
Nastepnie wymywa sie nadmiar bakteriofagéow z podloza. Zwigzane z powierzchnia stalg pozostaja
tylko te bakteriofagi, ktére zawieraja peptydy swoiscie oddziatlujace z substancja oplaszczajaca
powierzchnie. W celu ustalenia najbardziej swoistych oddzialywan nalezy kilkakrotnie powtdrzyé to
postepowanie. Procedure te okresla sie jako przeszukiwanie biblioteki fagowej lub biopanning.
Wyselekcjonowane bakteriofagi mozna ponownie namnozy¢ w komoérkach bakteryjnych do dalszych
badan [6].
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Rys.2. Schemat procedury prezentacji fagowej.

Wklonowanie genu kodujacego obce biatko do genomu bakteriofaga moze prowadzi¢ do utraty
infekcyjnosci wirusa. Z tego powodu takie wektory fa—gowe zawieraja dwie kopie genu wirusowego,
jedna z wklonowanym egzogennym DNA oraz druga peina, ktéra pozwala na synteze czasteczki
fagowego biatka. Za pomoca techniki prezentacji fagowej najczesciej poddawane sa ekspresji
przeciwciata lub antygeny, dla ktorych poszukuje sie specyficznie oddzialujacych przeciwciat.
Zastosowanie tej metody pozwala na wytworzenie duzej liczby swoistych przeciwciat bez
immunizacji, poza organizmem gospodarza. Fakt ten jest istotny dla antygendéw o wysokiej
toksycznosci [7].

W celu otrzymania fragmentéw DNA kodujacych przeciwciata, wykonuje sie izolacje mRNA z krwi
obwodowej, szpiku kostnego lub $ledziony, a nastepnie przepisuje sie je do DNA i powiela za pomoca
technik RT-PCR. Mozliwe jest takze wykonanie izolacji mRNA po immunizacji swoistym antygenem.
Biblioteki fagowe sa powszechnie wykorzystywane w badaniach nad odpowiedziag immunologiczna
organizmu. Stosowane sa one zaro6wno w badaniach dia—gnostycznych, jak réwniez immunoterapii.
Przygotowane przeciwciala sa nastepnie wykorzystywane do identyfikacji marke-réw na powierzchni
komorek. Badanie to mozna prowadzié¢ stosujac komorki, skrawki tkanek pobrane z organizmu, jak
rowniez in vivo. W przypadku stosowania tej techniki in vivo zmodyfikowane bakteriofagi wstrzykuje
sie bezposrednio do ustroju i poszukuje sie miejsca, w ktorym doszto do ich adsorpcji [8].

Po wyselekcjonowaniu bakteriofagéw mozna otrzyma¢ kodowa—ne przez nie przeciwciata oraz inne
biatka w formie rozpuszczal—-nej, klonujac odpowiednie sekwencje do wektoréow umozliwiajacych
wy-—dzielanie biatek do przestrzeni periplazmatycznej bakterii. Najczesciej stosuje sie wektory
fagemidowe, z ktorych nastepnie wycinane sa sekwencje kodujace biatka bakteriofaga. Peptydy
wyselekcjonowane za pomoca biblioteki fagowej z wykorzy—staniem specyficznych przeciwciat moga
by¢ stosowane do ich antagonizacji w leczeniu choréb autoimmunizacyjnych. Mozliwe jest takze
otrzymywanie nowych inhibitoréw enzyméw przydatnych w leczeniu niektérych schorzen. Natomiast
fragmenty DNA kodujace czes$¢ antygenow ulegajacych ekspresji z ge—-nem kodujacym biatko
kapsydu bakteriofaga moga by¢ wykorzystane do mapowania epitopéw rozpoznawanych przez
przeciwciata mono- i poliklonalne oraz do poszukiwania dla nich odpowiednich przeciw—ciat. W ten
sposob zostaly zidentyfikowane specyficzne epitopy dla wirusa grypy czy zapalenia wa—troby typu C
[9].

Informacje uzyskane za pomoca bibliotek fagowych moga pomdc w przygotowaniu nowej klasy
szczepionek przeciw wirusowi grypy, jak rowniez swoistych przeciwcial do neutralizacji zakazen.
Przeciwciata zawarte w surowicy pacjentéw wiaze sie z odpowiednim podtozem lub magnetyczna
kuleczka w celu utatwienia selekcji. Podobna metoda jest stosowana do identyfikowania
odpowiednich epitopow w prionach. Istnieje mozliwos¢ wykorzystania wyselekcjonowanych
przeciwcial do zapobiegania agregacji biatka prionowego [10]. Ponadto peptydy wyizolowane



z biblioteki fagowej zostaty takze zastosowane do wiazania integryn, ktore sa niezbedne do
zakotwiczenia, réznicowania oraz migracji komérek. W ten sposéb zapobiegaja one inwazji
nowotworu czy degradacji ptytek krwi [11].

Zastosowanie bakteriofagow w terapii (fagoterapia)

Rosnaca liczba gatunkéw bakterii opornych na wiekszos¢ an—tybiotykdw zadecydowata o probie
wykorzystania bakteriofagéw w leczeniu zakazen bakteryjnych. Wirusy bakteryjne znalazly
zastosowanie w terapii ropnych zakazen bakteryjnych skdry, duru brzusznego i czerwonki [12].

W fagoterapii wykorzystuje sie naturalna zdolnos¢ bakteriofagéow do zakazania komodrek bakterii
oraz ich lizy podczas uwalniania czastek po—tomnych wirusa. Istotne jest aby przed rozpoczeciem
leczenia zidentyfiko—wac¢ czynnik etiologiczny zakazenia i wybra¢ swoisty szczep bakteriofaga, ktory
wykazuje najwyzszy potencjat lityczny w stosun—ku do danego szczepu bakterii. W fagoterapi stosuje
sie zarowno bakteriofagi o waskim, jak i szerokim spektrum dziatania, w zaleznosci od bakterii
powodujacych skazenia. Natomiast nie mozliwe jest stosowanie bakteriofagéw posiadajacych
lizogenny cykl zyciowy. Do pierwszych dostepnych w handlu preparatéw fagowych o dziataniu
przeciwbakteryjnym naleza: Bacte-coli-phage, Bacte-rhinophage, Bacte-intestiphage, Bactepuophage
i Bacte-staphyphage oraz produkty fagowe stosowane u ludzi przeciw zakazeniom Staphylococci,
Streptococci i Escherichia coli [12].

Proby zastosowania preparatéw fagowych u ludzi wykazaly, ze sa one catkowicie skuteczne
i bezpieczne. Przeprowadzono badania nad wykorzystaniem bakteriofagéw w leczeniu roznych
zakazen bakteryjnych, takich jak ropne zakazenia skéry, ptuc, optucnej, nerek czy uktadu
zotadkowo-jelitowego. Gldwnymi czynnikami etiologicznymi tych zakazen byly bakterie z rodzaju
Staphylococcus, Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella oraz Salmonella, w tym takze mutanty oporne
na wiele réznych grup antybiotykéw. Fagoterapie zastosowano u 550 pacjentow u ktérych leczenie
antybiotykami nie przynosito oczekiwanego efektu. Bakteriofagi moga by¢ aplikowane osobom
zakazonym na wiele sposobdw: doustnie w postaci tabletek i roztworéw, dozylnie, doosierdziowo
i wewnatrzotrzewnowo a takze domiejscowo (skora, oczy, nos, btona sluzowa). Pozytywna odpowiedz
na terapie stwierdzono u 508 pacjentéw (92,4%), u 38 (6,9%) zaobserwowano przejSciowa poprawe,
a u4 (0,7%) terapia nie przyniosta zadnego rezultatu [13]. Obecnie bakteriofagi stosuje sie
w leczeniu zakazen kosci, nie gojacych sie ran pooperacyjnych, géornych dréd oddechowych,
przewodoéw moczowych i organéw rozrodczych, wywotanych przez Staphylococcus, Pseudomonas,
Escherichia, Klebsiella, Salmonella oraz Enterococcus, Citrobacter, Enterobacter, Shigella, Serratia,
Proteus, Stenotrophomonas i Stahylococcus, w tym metycylinooporny Staphylococcus aureus (MRSA)
i wankomycynooporny (VRSA) [14].

W poréwnaniu z antybiotykami, bakteriofagi charakteryzuja sie wysoka swoistoscia wzgledem
gospodarza. Atakuja one konkretny szczep bakterii, nie niszczac przy tym naturalnej flory
bakteryjnej. Zastosowanie bakteriofagéw w terapii nie powoduje rowniez silnych efektéw ubocznych
jak alergie. Stwierdza sie natomiast wystepowanie nudnosci, biegunek, podwyzszenie temperatury
ciala i pogorszenie samopoczucia pacjentéw, zwiazanych z uwolnieniem endotoksyn podczas lizy
komoérek bakte—ryjnych. Sa to jednak efekty uboczne, ktore towarzysza takze antybiotykoterapii.
W przypadku podawania przez dluzszy czas preparatéw zawierajacych bakteriofagi stwierdzono
wzrost miana przeciwciat IgG i IgM w surowicy. Ponadto pomimo uzyskania przez bakterie opornosci
na dziatanie bakteriofaga, pozostaje ona wrazliwa na inne szczepy o tej samej swoistosci w stosunku
do gospodarza. Za bezpieczenstwem stosowania bakteriofagow przemawia fakt, ze sa one
wszechobecne, co utatwia réwniez ich pozyskiwanie. Bakteriofagi izoluje sie z miejsc naturalnego
wystepowania ich gospodarzy. Najwazniejsza zaleta wirusow bakteryjnych jest ich zdolnos¢ do
namnazania sie w organizmie tak dtugo, jak dtugo obecne sa komorki odpowiedniego gospodarza. Po



dotarciu do miejsca zakazenia nastepuje wyktadniczy wzrost liczby cza—steczek bakteriofaga. Dzieki
czemu nie jest wymagane ich wielokrotne podawanie w celu osiagniecia pozadanego efektu
terapeutycznego [14].

Ostatnio prowadzi sie wiele badan nad stosowaniem w fagoterapii bakteriofagéw modyfikowanych
genetycznie. Moga one stanowi¢ nos$nik lekéw w terapii celowanej. W tym przypadku do
bakteriofaga rozpoznajacego okreslony szczep bakterii dotacza sie zmodyfikowany lek w formie
proleku, ktory nastepnie zamienia sie w lek po dotarciu do bakterii i oddysocjowaniu od faga [15].
Trwaja proby nad zastosowaniem fagow nitkowatych w terapii nowotworéw. Wykazano, ze leki
przeciwnowotworowe zwiagzane z fagami sa ponad 1000-krotnie bardziej efektywne w zwalczaniu
komdrek nowotworowych niz podane w formie wolnej [16].

Bialka pochodzenia fagowego jako czynniki terapeutyczne

Zastosowanie bakteriofagdw w terapii ma tez swoje wady. Powaznym zagrozeniem jest udziat fagéw
w horyzontalnym transferze ge—-néw co moze doprowadzi¢ do powstania nowych groznych szczepéw
bakterii. Oprdcz tego problem stanowi staba penetracja czastek fagowych do wielu tkanek pacjenta,
immunogennos$¢ wiriondw oraz trudne otrzymywanie dostatecznie oczyszczonych preparatéw. Wiele
z tych problemdéw mozna ominac, stosujac zamiast catych czastek wirusowych, jedynie ich cze—sci,
jak na przyklad biatka posiadajace aktywnos$¢ przeciwbakteryjna. Zastosowanie takiej metody
eliminuje horyzontalny transfer genéw oraz utatwia penetracje czynnika terapeutycznego do tkanek
objetych zakazeniem. Kolejna zaleta stosowania biatek pochodzenia fagowego jako czynnikow
terapeutycznych jest ograniczenie liczby epitopéw co moze sprawié, ze preparaty zawierajace
pojedyncze bial—ka beda mniej immunogenne [17].

Szczegolnie interesujaca grupa biatek wykorzystywana jako czynniki terapeutyczne sa endolizyny
fagowe. Sa to enzymy wytwarzane przez bakteriofagi dsDNA np. z ro—~dzin Myoviridae, Siphouiridae
czy Podoviridae. Endolizyny fagowe posiadaja w swojej strukturze domene przy koficu N,
odpowiedzialna za aktywnosé enzymatyczna, oraz domene przy koncu C, pozwalajaca na specyficzne
wiazanie z okreslonymi cukrami Sciany komorkowej. Endolizyny biora udziat w lizie $ciany
komédrkowej bakterii od wewnatrz, co w nastepstwie prowadzi do uwal—niania wirionéw potomnych
z komorki. Enzyme te posiadaja aktywno$¢ amidazy przecinajacej wigzania amidowe miedzy
glikanem a mostkiem peptydowym, glukozamidazy lub lizozymu przecinajacych wigzania pomiedzy
aminocukrami mureiny, lub endopeptydazy rozcinajacej mostki peptydowe [18].

Idealnym celem dla endolizyn fagowych sa bakterie kolonizujace btony sluzowe, ze wzgledu na ich
stabsza penetracje w poréwnaniu do lekéw niskoczasteczkowych. Dzieje sie tak, poniewaz bialka te
dobrze dyfunduja przez otoczki sluzowe bakterii. Podejmowano takze proby zastosowania endolizyn
fagowych w leczeniu zakazen systemicznych. Poza terapia choréb bakteryjnych u ludzi, lizyny
bakteriofagéw moga by¢ takze wykorzy-stane w testach diagnostycznych na obecnosé¢ niektérych
bakterii czy jako srodki ochrony roslin (bakteriocydy). Trwaja takze badania nad zastosowaniem
genetycznie modyfikowanych bakterii probiotycznych produkuja—cych endolizyny lub samych biatek
jako dodatkéw do zywnosci, przeciw—dziatajacych rozwojowi w niej bakterii patogennych [19].

Podsumowanie

Od czasu odkrycia bakteriofagéw i poznania ich swoistosci w rozpoznawaniu bakterii oraz zdolnosci
do lizy komorek bakteryjnych, z powodzeniem wirusy te probowano zastosowa¢ w leczeniu zakazen
bakteryjnych. Bakteriofagi stosowane sa takze do identyfikacji bakterii chorobo-twdérczych oraz
odgrywaja wazna role w utrzymywaniu réwnowagi w populacjach bakterii zasiedla-jacych rézne
ekosystemy. Maja wptyw nie tylko na ich sktad, ale réwniez na ich réznorodnosé genetyczna poprzez



proces transdukcji. Ponadto bakteriofagi dostarczaja cennych enzymoéw znajdujacych szerokie
zastosowanie w biotechnologii i inzynierii genetycznej. Natomiast genomy fagéow sa wykorzystywane
do konstruowania wektorow przenoszacych docelowe geny do komoérek bakteryjnych
i umozliwiajacych ich powielanie oraz ekspresje. Rozwdj inzynierii ge—netycznej oraz lepsza
znajomos¢ natury tych wiruséw stwarza szerokie mozliwosci ich praktycznego wykorzystania
w diagnostyce, tera—pii licznych chordb, biologii molekularnej oraz biotechnologii.

Autor: Katarzyna Czuba
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