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Etapy metody VirScan.
Fagi jako antygeny T-zalezne.
Mapa wektora T7Select415-1b.

Uktad prazkéw i dhlugosci fragmentow DNA markera mas GeneRuler DNA
Ladder Mix.

System do zageszczania lizatow fagowych stworzony w Laboratorium Biologii

Molekularnej Bakteriofagow I1TD PAN.

Schemat prob badanych i kontroli zastosowanych w reakcji stracania epitopow
bakteriofagowych za pomoca swoistych przeciwcial wystepujacych

w surowicach ludzkich.

Etapy oczyszczania dsSDNA z wykorzystaniem kulek magnetycznych Agencourt
AMPure.

Przyktadowy oligonukleotyd przygotowany do klonowania do wektora faga T7.

Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy produkt reakcji amplifikacji biblioteki
oligonukleotydéw kodujacych fragmenty biatek bakteriofagowych.

Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy przygotowang do klonowania

biblioteke oligonukleotydow kodujacych fragmenty biatek bakteriofagowych.

Wyglad tysinek tworzonych przez zrekombinowanego bakteriofaga T7
prezentujacego na swojej powierzchni oligopeptydy pochodzace z bialek

bakteriofagowych . Posiew redukcyjny gospodarza (E.coli) dla bakteriofaga T7.

Lokalizacja przyktadowego oligonukleotydu bakteriofagowego w sekwencji
wektora T7Select415-1.
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Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy produkty reakcji amplifikacji
materialu DNA bakteriofagow T7 pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji
(a) oraz produkty reakcji przylagczenia indeksow (barkodow DNA) do
zaplifikowanego materialtu DNA bakteriofagow T7 pozyskanych w wyniku

immunoprecypitacji (b).

Przyktadowy raport wygenerowany na serwerze urzadzenia NextSeq (Illumina)

po sekwencjonowaniu DNA metodg NGS.

Procentowy udziat zidentyfikowanych oligopeptydow bakteriofagowych
pochodzacych z bakteriofagow prezentujacych lityczny lub lizogenny cykl
infekcyjny.

Specyficznos$¢ bakteriofagdw z ktorych pochodzity sekwencje oligopeptydowe
najczgsciej rozpoznawane przez badane surowice. Okreslono czestosé
procentowa identyfikacji specyficznosci fagow do poszczegdlnych gatunkow

bakterii (odczyt globalny- populacja polska i USA faczenie).

Zrédta izolacji bakteriofagow, z ktorych pochodzity zidentyfikowane sekwencje
oligopeptydow rozpoznane przez swoiste przeciwciala wystepujace we

wszystkich badanych surowicach bez wzgledu na pochodzenie geograficzne.

Bialka bakteriofagowe, z ktorych pochodzily zidentyfikowane sekwencje
oligopeptydow rozpoznane przez swoiste przeciwciata wystepujace we

wszystkich badanych surowicach bez wzgledu na pochodzenie geograficzne.
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Tabela 2.
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Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Budowa bakteriofaga T7 i funkcje biatek tworzacych jego strukture.
Przyktady wykorzystania metody phage display opartej na bakteriofagu T7.

Stany chorobowe, w ktorych zaobserwowano inny sktad fageomu niz

obserwowany u 0s6b zdrowych.
Istotne informacje i niewiadome dotyczace przeciwciat swoistych dla fagow.

Kodony Escherichia coli zastosowane w bibliotece oligonukleotydowej

przygotowanej w niniejszej pracy.

Miana odptukiwanych po kazdym etapie oraz odzyskanych w etapie elucji
bakteriofagow.

Stezenie biblioteki dSDNA poddanej sekwencjonowaniu metoda NGS.

Lista oligopeptyddw bakteriofagowych rozpoznanych przez przeciwciata klasy

IgG przynajmniej w 30% badanych surowic — populacja polska.

Lista oligopeptyddw bakteriofagowych rozpoznanych przez przeciwciata klasy
IgG przynajmniej w 30% badanych surowic — populacja USA.
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Zalacznik nr 1

Zalacznik nr 2

Zalacznik nr 3

Zalacznik nr 4

Zalacznik nr 5

Zalacznik nr 6

Zalacznik nr 7

Spis wynikow eksperymentow badawczych z uzyciem bakteriofagow,
skupiajacych si¢ na produkcji przeciwciat po podaniu fagéw (Systematic
review data extration) [opublikowano w: Gembara & Dgbrowska, 2021;

plik w formacie .xIsx dolaczony w wersji elektronicznej do niniejszej

pracy]*

Zgoda Komisji Bioetycznej na wykorzystanie ludzkich surowic do badan

naukowych

Sekwencje zaprojektowanych oligonukleotydéw bakteriofagowych
syntetyzowanych przez firm¢ Agilent [plik w formacie .xlsx dotaczony

w wersji elektronicznej do niniejszej pracy]*

Indeksy (barkody DNA) do sekwencjonowania DNA metoda NGS

(IMumina)

Lista zidentyfikowanych reaktywnych epitopéw bakteriofagow [plik

w formacie .xlsx dotaczony w wersji elektronicznej do niniejszej pracy|*

Wieloaspektowa charakterystyka zidentyfikowanych reaktywnych
epitopow bakteriofagdw [plik w formacie .xIsx dotaczony w wersji

elektronicznej do niniejszej pracy]*

Wieloaspektowa charakterystyka zidentyfikowanych reaktywnych
epitopow bakteriofagéw wraz z ich sekwencjami homologicznymi [plik

w formacie .xIsx dotaczony w wersji elektronicznej do niniejszej pracy|*

*Zalaczniki przygotowane w jezyku angielskim w celu zachowania zgodno$ci z formatem

danych uzytym w zrédtowych bazach danych oraz w odpowiednich publikacjach Zzrodtowych.
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(k)Da
AFM

AIDS

anty-CTL

APC

AVARDA

BAL

BLAST

BSA
CD4+
cDNA
CFA
COVID-19
CpG
DMSO
DNA
dsDNA

E. coli

EDTA

(kilo) Dalton

(z ang. acute flaccid myelitis) ostre zwiotczajgce zapalenie rdzenia kregowego

(z ang. acquired immunodeficiency syndrome) zesp6l nabytego niedoboru

odpornosci

(z ang. anti-cytotoxic T lymphocyte) przeciwciata przeciwko cytotoksycznym
limfocytom T

(z ang. antigen presenting cell) komoérka prezentujaca antygen

(AntiViral Antibody Response Deconvolution Algorithm) wielomodutowy

pakiet oprogramowania do analizy zbioréw danych VirScan
(z ang. bronchoalveolar lavage) poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe

(ang. Basic Local Alignment Search Tool) narzedzie informatyczne do

przyréwnywania sekwenji

(z ang. bovine serum albumin) surowicza albumina wotowa

(z ang. cluster of differentation 4+) kompleks réoznicowania 4+

(z ang. complementary DNA) komplementarny DNA

(z ang. complete Freund's adjuvant) kompletny adjuwant Freunda
(z ang. coronavirus disease 2019) choroba koronawirusowa 2019
regiony w genomie o podwyzszonej zawartosci dinukleotydow 5°-CpG—3’
dimetylosulfotlenek

(z ang. deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

(z ang. double-stranded DNA) dwuniciowe DNA

Escherichia coli

(z ang. ethylenediaminetetraacetic acid) kwas etylenodiaminotetraoctowy

15



Spis zastosowanych skrotow

ELISA
FcRn
FMDV

GeneBank

gp

HIN1
H3N2
HIV

Hoc

HSV-1

IBBR

IgA
IgD
IgE
1gG
IgG1
19G2
IgM
Igs
IgY

I1'TD PAN

(z ang. enzyme-linked immunosorbent assay) test immunoenzymatyczny
(z ang. Neonatal Fc receptor) noworodkowy receptor Fc
(z ang. Foot-and-mouth disease virus) wirus pryszczycy

bioinformatyczna baza danych zawierajagca zbiér genowych sekwencji

nukleotydowych (NCBI)

(z ang. Gene product) produkt genu

podtyp wirusa grypy typu A zawierajacy podjednostki H1 i N1

podtyp wirusa grypy typu A zawierajacy podjednostki H3 i N2

(z ang. human immunodeficiency virus) ludzki wirus niedoboru odpornosci

(z ang. highly antigenic outer capsid protein) silnie-antygenowe zewngtrzne
biatko kapsydu T4

(z ang. herpes simplex virus 1) wirus opryszczki pospolitej 1

(z ang. Institute for Bioscience and Biotechnology Research) Instytut Badan

Biologicznych i Biotechnologicznych

(z ang immunoglobulin A) immunoglobulina typu A

(z ang immunoglobulin D) immunoglobulina typu D
(z ang immunoglobulin E) immunoglobulina typu E

(z ang immunoglobulin G) immunoglobulina typu G

(z ang immunoglobulin G1) immunoglobulina typu G1
(z ang immunoglobulin G2) immunoglobulina typu G2
(z ang immunoglobulin M) immunoglobulina typu M
(z ang immunoglobulins) immunoglobuliny

(z ang immunoglobulin Y) immunoglobulina typu Y

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk
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INF-Y

LB

MCP

MHC |

MOl

MR
MRNA

NCBI

NGS

ODe0o

ORF
PB1
PBS
PCR
PFU

pH

PhageScan

interferon gamma

(z ang. Luria-Bertani broth) pozywka ptynna do hodowli bakterii
marker masy DNA do elektroforezy zelowej

(z ang. major capsin protein) gtdwne biatko kapsydu

(z ang. major histocompatibility complex class 1) czasteczki gtdéwnego uktadu

zgodnosci tkankowej klasy 1

(z ang. multiplicity of infection) liczba czgsteczek wirusa w przeliczeniu na

jedng komorke bakteryjng dodana podczas infekcji
(z ang. mineralocorticoid receptor) receptor mineralokortykoidowy
(z ang. messenger RNA) matrycowy RNA

(z ang. National Center for Biotechnology Information) Narodowe Centrum

Informacji Biotechnologicznej
(z ang. next-generation sequencing) sekwencjonowanie nowej generacji

(z ang. optical density 600) gestos¢ optyczna mierzona przy fali o dtugosci
600 nm

(z ang. open reading frame) otwarta ramka odczytu

nazwa bakteriofaga atakujacego bakterie Pseudomonas

(z ang. phosphate buffered saline) buforowany roztwor soli fizjologicznej
(z ang. polymerase chain reaction) tancuchowa reakcja polimerazy

(z ang. plaque forming unit) jednostka tworzaca tysinke

(z ang. potential of hydrogen lub power of hydrogen) ilosciowa skala
kwasowos$ci 1 zasadowos$ci roztwordw wodnych zwigzkéw chemicznych,

ujemny logarytm stezenia jondéw wodorowych (HY)

technologia do badania interakcji pomi¢dzy wirusami bakteryjnymi a uktadem

odporno$ciowym
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Spis zastosowanych skrotow

POChP

RefSeq

rpom
rRNA
RTD

Sars-CoV-2

scFv
ssDNA
TBE

TBST

TLR9
Tris

UniProt

UV-VIS

VirScan

VLP

przewlekta obturacyjna choroba ptuc

(z ang. Reference Sequence) ogolnodostepna baza danych nukleotydowych

sekwencji referencyjnych i ich produktow biatkowych (NCBI)

(z ang. revolutions per minute) obroty na minute

(z ang. ribosomal RNA) rybosomalny, rybosomowy RNA

(z ang. routine test dilution) standardowa metoda rozcienczeniowa

(z ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) koronawirus zespotu

ostrej niewydolnosci oddechowej 2

(z ang. single-chain variable fragment) jednotancuchowy fragment zmienny
(z ang. single stranded DNA) jednoniciowy DNA

Tris-boran-EDTA

(z ang. tris buffered saline + tween 20) sl fizjologiczna buforowana Trisem

z dodatkiem Tweenu 20
(z ang. Toll-like receptor 9) receptor Toll-podobny 9
2-amino-2-hydroksymetylo-propan-1,3-diol

(z ang. Universal Protein Resource) ogdlnodostepna baza danych dotyczaca

sekwencji biatkowych
bliski ultrafiolet-obszar widzialny

technologia do badania interakcji pomigdzy wirusami eukariotycznymi

a uktadem odpornosciowym [Xu i in., 2015]

(z ang. virus-like particle) czasteczki wirusopodobne
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1. Wstep

1.1 Phage display

Opracowana ponad 30 lat temu technologia prezentowania obcych elementow
peptydowych na wirionach fagowych nazywana ,,phage display” to technika molekularna,
w ktorej bakteriofag jest modyfikowany w taki sposob, aby na swojej powierzchni prezentowat
obce peptydy lub biatka. Te peptydy lub bialka sa potaczone z jednym z bialek ptaszcza
fagowego. Popularnym przyktadem bialek prezentowanych na powierzchni faga mogg by¢
fragmenty przeciwcial, takie jak jednotancuchowe fragmenty zmienne (scFv) [Sioud, 2019;
Tan i in., 2016]. NajczeSciej, aby osiggna¢ ten efekt, egzogenne sekwencje DNA bedace
przedmiotem zainteresowania sg wprowadzane w okreslone miejsce w sekwencji
nukleotydowej genomu faga, ktéra koduje jedno z bialek ptaszcza faga, tak, aby mogla powstaé
fuzja biatka fagowego i obcego elementu. Kiedy nastapi infekcja bakterii-gospodarza przez
faga, rozpoczyna si¢ ekspresja genomu fagowego, a uzyskana fuzja jest wbudowywana
w strukture wirionu, co pozwala na pojawienie si¢ obcego elementu na powierzchni faga

[Jaroszewicz i in., 2021].

Metoda phage display znalazta szerokie zastosowanie poniewaz opiera si¢ na fakcie,
iz genotyp i fenotyp faga sa fizycznie powigzane- oznacza to, ze okreslajac doktadng sekwencje
genomu, w tym sekwencj¢ wigczonych do niego obcych elementéw, mozemy jednoznacznie
okresli¢, jakie obce biatko/peptyd znalazly si¢ na konkretnej czastce fagowej. Powigzanie
genotypowo-fenotypowe jest wiec wykorzystywane do selekcji okreslonych klonoéw
(np. selekcji w kierunku zdolnosci do wigzania z wybranym celem molekularnym), a nastepnie
natychmiastowej identyfikacji sekwencji aminokwasowej poszczegdlnych czynnikow
wigzacych (prezentowanych peptydow lub biatek) poprzez sekwencjonowanie DNA wstawek
w genomie faga [Jaroszewicz i in., 2021]. Phage display jest wigc uzywany do tworzenia
bibliotek, ktore moga zawieraé nawet ponad 10° roznych wariantow fagow. Wielkoskalowe
biblioteki bakteriofagowe moga by¢ przechowywane przez dlugi czas, ze wzgledu na duza
odporno$¢ bakteriofagow. Metoda ta pozwala unikna¢ indywidualnej syntezy lub klonowania
i ekspresji gendw dla wielu réznych peptydéw (np. fragmentdw przeciwciat), a nastgpnie
oczyszczania i analizy kazdego konkretnego konstruktu pojedynczo [Jaroszewicz i in., 2021;

Arap, 2005; Marintcheva, 2017].
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Jako metoda pozwalajaca na tworzenie wielkoskalowych bibliotek, phage display to
wysokowydajna technologia przesiewowa, ktora pozwala na poszukiwanie biatek i peptydow
zdolnych do wigzania celu molekularnego bedacego przedmiotem zainteresowania badacza.
Pomimo istnienia innych metod in vitro, takich jak prezentacja na powierzchni drozdzy,
prezentacja rybosomalna, prezentacja puromycynowa to metoda prezentacji fagowej ze
wzgledu na swoje zalety: duzej zdolno$ci przesiewowej, masowej produkcji W prostych
hodowlach mikrobiologicznych i prostoty uzycia jest szeroko stosowana w bioinzynierii
I biomedycynie, zwlaszcza w opracowywaniu nowych technik w diagnostyce i terapii, gdzie
prowadzona jest selekcja ludzkich przeciwcial i peptydow wiazacych np. komorki

nowotworowe.

Wraz z pojawieniem si¢ technologii sekwencjonowania nast¢gpnej generacji metoda
phage display stala si¢ jeszcze potezniejszym i bardziej popularnym narzedziem do odkrywania
i opracowywania lekdw, poniewaz identyfikacja wariantow aktywnych (wigzacych) w oparciu
0 powigzanie genotypowo-fenotypowe jest coraz tatwiejsza i wydajniejsza [Liu i in., 2020;
Sioud 2019]. Ze wzgledu na szerokie zastosowanie techniki phage display, potowa Nagrody
Nobla w dziedzinie chemii za rok 2018 zostala przyznana dwém naukowcom bedacym
tworcami phage display. Otrzymali ja George P. Smith oraz Sir Gregory P.Winter za
opracowanie i zastosowanie techniki phage display w odkrywaniu i izolacji przeciwciat [Anand
i in., 2021; Barderas, 2019]. Odkrycie zrewolucjonizowato rozwoj chemii i biofarmaceutykow
oraz stworzyto podwaliny pod nowe odkrycia dotyczace przeciwcial, mapowanie epitopow
i selekcje powinowactwa [Jaroszewicz i in., 2021]. Dzigki zastosowaniu technologii phage
display ludzkie przeciwciata monoklonalne moga by¢ produkowane bez immunizacji [Sioud,
2019].

1.2 Bakteriofag T7: struktura i biologiczne wlasciwosSci

Bakteriofagi znajduja szerokie zastosowanie jako wektory genetyczne ze wzgledu na
swoja prostg struktur¢ oraz mato ztozony genom [Tan 1 in., 2016]. Najczesciej stosowanymi
systemami prezentacji fagowej sg systemy oparte o fagi filamentowe (M13, fd, f1). Jednak

szczegbtowe poznanie struktury, genetyki i cykli Zyciowych niektdrych innych bakteriofagow
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dato podstawe do budowy systemdw prezentacji fagowej z ich wykorzystaniem [Jaroszewicz
i in., 2021]. Jednym z takich bakteriofagow jest fag T7.

Bakteriofag T7 nalezacy do rodziny Podoviridae zostat opisany w 1945 roku jako jeden
z siedmiu fagow replikujacych si¢ w Escherichia coli. Bakteriofag T7 zawiera materiat
genetyczny w formie liniowego dwuniciowego DNA o dlugosci 39 937 pz upakowanego
w ikozaedrycznym kapsydzie o srednicy 60 nm. DNA tego faga koduje ok. 50 biatek, w tym
sze$¢ biatek glownych: gpl10A, gpl0B, gp8, gpll, gpl2 oraz gpl7 kodujacych odpowiednio:
gtéwne biatko kapsydu, mniejsze biatko kapsydu, biatko laczace, biatka ogonka oraz biatka
wlokna ogonka. Oba biatka gpll i1 gpl2 tworzg ogonek o dtugosci 29 nm, ktéry umozliwia
wigzanie faga T7 do komorki gospodarza czyli bakterii E. coli. W wypadku uzycia tego faga
jako platformy phage display, biatka fuzyjne sa prezentowane na C-koncu gtéwnego biatka
kapsydu (gen 10), ktéry obejmuje gpl0A (344 aminokwasy) i gpl0B (397 aminokwasow).
Gp10A 1 gp10B sa produktami genu 10 1 W normalnych warunkach ulegaja ekspresji w stosunku
9:1. GplOB jest wynikiem przesuni¢cia ramki odczytu na koncu ramki kodujacej gplOA.
Proporcja gpl0A i gp10B moze zmieniac si¢ w zalezno$ci od warunkoéw, jednak nie wptywa to
na aktywnos$¢ faga. Pozostate biatka tworzace strukture bakteriofaga T7 oraz ich funkcje zostaly
przedstawione w Tabeli 1. Prezentacja duzej liczby biatek fuzyjnych (tj. 415 kopii) na calej
powierzchni kapsydu koreluje z duza wydajnos$cia klonowania i pakowania, co przektada si¢
na duzg wydajnos¢ biblioteki T7 phage display [Anand i in., 2021; Deng i in., 2018;
Jaroszewicz i in., 2021].
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Tabela 1. Budowa bakteriofaga T7 i funkcje biatek tworzacych jego strukture.

Biatko Funkcja
fEpH gpl0A, | budowa kapsydu
gpl0B
kapsyd (gp10A, gp108)
gp8 laczenie ogonka z kapsydem
gpll, budowa ogonka
| gp12
. gpl7 budowa widkien ogonka

gpl4, tworzenie szlaku przez
R et gp15, zewnetrzng  blone  komorki
Na podstawie Serwer i in., 2008. | gp16 bakteryjnej, po poczatkowym

etapie infekcji

1.2.1 Zalety systemu phage display T7

Wektory bakteriofagdw filamentowych cechuja si¢ ograniczong zdolnoscig
klonowania, ktéra w przypadku bakteriofaga M13 wynosi <1500 pz, a ich genom wykazuje
znacznie mniejszg stabilno$¢ po wstawieniu obcego DNA. W przeciwienstwie do tego,
zrekombinowany bakteriofag T7 jest bardzo stabilny nawet przy wstawkach obcych genéw
powyzej 3000 pz, co umozliwia konstrukcje duzych bibliotek [Jaroszewicz i in., 2021; Deng
i in, 2018; Deutscher, 2019]. Jest to zwigzane z duzg réznicg wielkosci tych genomow, fagi

M13 i T7 maja (odpowiednio) genomy wielkosci ok. 6400 pz oraz ok. 40 000 pz.

W poréwnaniu do M 13, zalety T7 jako wektora dotycza rowniez faktu, iz T7 mnozy si¢
szybko 1 tworzy tysinki w ciggu 3 godzin, co oszczedza czas podczas klonowania
i przeszukiwania bibliotek [Deng i in., 2018]. Lityczny mechanizm propagacji faga T7 utatwia
prezentacj¢ duzego polipeptydu lub nawet biatka, co w przypadku faga M13 jest wyzwaniem
lub czasami nie jest niemozliwe. Jest to zwigzane z jego nielityczng propagacja, czyli eksportem
wszystkich sktadnikow czasteczki faga przez wewnetrzng btong bakteryjna. W zwigzku z tym
tylko biatka, ktore nadaja si¢ do takiego eksportu moga by¢ prezentowane na kapsydzie faga
M13 [Danner i in., 2001; Yue i in., 2022]. Kolejng zaleta bakteriofaga T7 jest jego stabilno$¢

w trudnych warunkach srodowiskowych (np. wysoka temperatura, niskie pH) [Jaroszewicz
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i in., 2021]. Konstrukcja bibliotek faga T7 ma takze wiecle zalet technologicznych, ktdre
zwigzane s3 z szerokg dostgpnoscig niezbednych odczynnikow, szybkoscia wykonania
procedury, przy jednoczesnych niewielkich wymaganiach sprzetowych. Wszystkie te zalety
powoduja, ze bakteriofag T7 jako platforma phage display byt wykorzystywany w licznych
badaniach i przyczynit si¢ do wielu odkry¢ naukowych (Tabela 2).

1.2.1 Ograniczenia systemu phage display T7

Mimo wielu zalet metoda T7 phage display ma rowniez ograniczenia. W wypadku
biatek eukariotycznych wazne modyfikacje potranslacyjne, takie jak: fosforylacja, glikozylacja,
prenylacja oraz dostosowywanie konca C i N, nie moga by¢ prezentowane na bakteriofagu T7,
co zwigzane jest z ograniczeniami wynikajacymi z biologii gospodarza [Deng i in., 2018;
Jaroszewicz i in., 2021]. Bardzo duze, skomplikowane, wielodomenowe i zwigzane z btong
biatko prawdopodobnie nie bedzie prawidtowo prezentowane na powierzchni faga T7. Ponadto,
w wypadkach, kiedy nie zostanie zastosowane projektowane klonowanie w ustalonych
miejscach restrykcyjnych, dwie trzecie egzogennych genéw w bibliotekach T7 jest
wstawianych z genem biatka ptaszcza faga poza ramka odczytu, co skutkuje wyswietleniem
losowych fragmentow peptydow, ktore nie sg kodowane przez dotaczony gen [Piggott i Karuso
2016]. Prezentacja fagowa T7 jest zalezna od ekspresji gendow w zywych komorkach
gospodarza (E. coli) co zwigzane jest z ograniczeniami jesli eksprymowane i prezentowane

majg by¢ toksyczne biatka lub peptydy [Deng i in., 2018].

Warto jednak podkresli¢, ze wiele z tych teoretycznych ograniczen prezentacji
czasteczek na bakteriofagu T7 jest w praktyce nieistotnych ze wzgledu na bardzo duza liczbe
czasteczek fagowych, ktére mozna otrzymac¢ w malej objetosci probki [Jaroszewicz i in., 2021,
Piggott i Karuso, 2016]. Na przyktad, typowy lizat faga T7 zawiera 10'? klonéw na ml, wiec
nawet jesli tylko 0,1% klonow zawiera uzyteczne bialka, to wciaz jest to wigcej niz potrzebna
pojemno$¢ biblioteki do prezentacji typowego genomu eukariotycznego z doskonalym
pokryciem [Piggott i Karuso, 2016].
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Tabela 2. Przyktady wykorzystania metody phage display opartej na bakteriofagu T7.

Bibliografia Cel prowadzonych Prezentowana Wyniki/Wnioski
badan biblioteka
T7 jako system do selekcji genetycznej in vitro

Danner i Selektywna  amplifikacja | Biblioteka cDNA | Phage display T7 mozna wykorzysta¢ do szybkiego i selektywnego klonowania
Belasco, faga T7, ktory prezentuje na | ludzkiego pluca | praktycznie kazdego biatka, ktore wigze si¢ ze znanym elementem regulatorowym
2001, swojej powierzchni | (wielkos¢ biblioteki: | RNA, w tym z tymi, ktoére wigza si¢ z niskim powinowactwem lub ktore musza

konkretne biatka wigzace | 1.2x10"  niezaleznych | konkurowac o wigzanie z innymi biatkami.

RNA. Klonéw).

T7 jako no$nik szczepionek przeciwnowotworowych lub profilaktycznych

immunologicznej u bydta
zaszczepionego
rekombinowang czasteczka
faga T7.

FMDV z ang. foot-and-

mouth disease virus)
(brak informacji o
wielkosci biblioteki).

Shadidi i in., | Ekspresja kilku antygenéw | Biblioteka cDNA | Wywotanie specyficznej odpowiedzi immunologicznej (hamowanie wzrostu guza

2008 nowotworowych na | przygotowana z linii | i przerzutow) u myszy BALB/c po immunizacji doustnej zmodyfikowanym fagiem
powierzchni  faga  T7 | komorek rakowych. T7 prezentujacym na swojej powierzchni antygeny nowotworowe. Metody
i sprawdzenie odpowiedzi proteomiczne mogg identyfikowaé antygeny nowotworowe prezentowane na
immunologicznej u myszy fagach, co moze stanowi¢ skuteczng strategie dla szczepionek. Macierze fagow
po podaniu  doustnym prezentujacych antygeny nowotworowe moga by¢ przydatne jako test przesiewowy
modyfikowanego faga T7. (oparty na surowicy) do wykrywania kilku antygenéw nowotworowych.

Wong i in., | Prezentacja epitopu VP1 | Biblioteka Immunodominujacy region biatka kapsydu VP1 wirusa pryszczycy (FMDV) ulegt

2013 wirusa  pryszczycy na | immunodominujacego fuzji z bakteriofagiem T7 i zostal wyekspresjonowany na powierzchni biatka
bakteriofagu T7 i | regionu biatka kapsydu | kapsydu bakteriofaga T7. Rekombinowane biatko o masie okoto 42 kDa wykryto
sprawdzenie  odpowiedzi | VP1 wirusa pryszczycy ( | za pomocag przeciwciata monoklonalnego anty-T7-tag w analizie Western blot.

Fagowy test ELISA wykazal, ze surowice bydlgce zaszczepione oraz dodatnie
reagowaly znaczaco z rekombinowang czgsteczka faga T7.
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T7 jako no$nik antygendw wykorzystywanych w diagnostyce choréb

Talwar i in., | Opracowanie biblioteki | Biblioteka cDNA | Zidentyfikowanie 50 klonow faga T7, ktére rozrdzniaja gruzlice, sarkoidoze
2015 fagobw T7 do wykrywania | pochodzaca z mRNA | i zdrowa kontrolg. Zsekwencjonowano 10 najlepszych klonow specyficznych dla
sarkoidozy i gruzlicy przez | wyizolowanego z | sarkoidozy i gruzlicy, przeszukano homologie w publicznej bazie danych
panel nowych antygenéw. | komorek BAL | i yjawniono unikalne epitopy i mimotopy w kazdej grupie. Po raz pierwszy
otrzymanych po | pokazano, ze screening immunologiczny biblioteki dostarczonej od pacjentow
plukaniu  oskrzelowo- | z sarkoidoza rozr6znia antygeny sarkoidozy i gruzlicy. Nowe markery moga
pecherzykowym poprawi¢ diagnostyke sarkoidozy i gruzlicy oraz moga pomoc w opracowaniu lub
i leukocytow pacjentdw | ocenie szczepionki przeciw gruzlicy.
Z sarkoidozg.
T7 jako no$nik czasteczek stymulujacych odpowiedZ immunologiczna
Pouyanfard i | Indukcja ochronnych | Syntetyczne DNA | Splenocyty wyizolowane od myszy immunizowanych zmodyfikowanymi fagami
in., 2012 odpowiedzi epitopdw anty- | kodujace biatko p66 | odpowiedziaty na ponowng stymulacje p66 wytwarzajac znaczng odpowiedz IFN-
CTL (MHC 1) przeciwko | i biatko p66x2. Y. Poziomy produkcji cytokin byty wyzsze niz w komorkach wyizolowanych od
komérkom raka  piersi myszy immunizowanych p66 zemulgowanym w silnym adjuwancie CFA. Praca
HER-2 pozytywnym wykazata, ze powtarzalna prezentacja immunogennych peptydéw przy pomocy
prezentowanych na metody T7 phage display czyni z niej obiecujaca technologi¢ przezwycigzania
zmodyfikowanym fagu T7. tolerancji immunologicznej w celu wytworzenia silnej przeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej. Technologia T7 phage display okre$lona zostata
jako wysoce wydajna platforma do prezentacji peptydéw, ktéra jest bardzo
immunogenna i promuje wychwyt przez APC, czego nie mozna powiedzie¢
0 peptydach (szczepionkach peptydowych), ktore sg stabo immunogenne
| wymagaja wiaczenia silnego adiuwantu w celu wygenerowania odpowiedzi
specyficznej dla antygenu.
T7 jako narzedzie do badania oddzialywan molekul
Yang i in, | Identyfikacja nowych | Biblioteka cDNA | Metoda phage display zostala wykorzystana do przeszukiwania tkankowo-
2014 biatek  oddzialywujacych | ludzkiego serca oraz | selektywnych bibliotek cDNA pod katem biatek oddziatujacych z potencjalnie
Z receptorami biblioteka cDNA | nowymi koregulatorami mineralokortydoidowymi. Zidentyfikowano trzydziesci

mineralokortykoidowymi
(MR) z wykorzystaniem
technologii  T7  phage
display.

pochodzenia nerkowego.

peptydow wiazacych MR, z ktorych wybrano trzy do dalszej charakteryzacji m.in.
na podstawie ich lokalizacji jadrowej iich interakcji z innymi biatkami
oddziatujacymi z MR. Uzyskane w badaniu wyniki podkreslaja uzytecznosé
metody do szybkiego i czulego badania przesiewowego biatek wigzacych MR.

25



Wstep

Wykazano, ze eukariotyczny czynnik przedtuzenia 1Al, biatko 1 rozpoznajace
specyficzne struktury i biatko 6 krzyzowo komplementarne naprawiajace si¢ pod
wplywem promieniowania rentgenowskiego moga by¢ potencjalnymi
koaktywatorami MR, ktérych aktywno$¢ jest zalezny od liganda, kontekstu
komorkowego i promotora genu docelowego.

T7 jako narzedzie do w

krywania antygenow i epitopow

Hashemi i in., | Sprawdzenie  odpowiedzi | Syntetyczne DNA | Prezentacja ektodomeny biatka M2 wirusa grypy A na powierzchni faga T7 oferuje
2012 immunologicznej umyszy | kodujace peptyd M2e. wydajng i ekonomiczng mozliwo$¢ indukowania krzyzowej odpornosci przeciwko
po immunizacji grypie typu A opartej o M2e. Immunizacja myszy T7-M2e (bez adjuwantu)
nanoczasteczkami wywotata odpowiedzi przeciwcial swoistych dla M2e w surowicy, ktorych ilos¢
bakteriofaga T7 niosacego byta podobna do tej wywolywanej przez peptyd podawany w adiuwancie Freunda.
na swojej powierzchni Poréwnywalne odpowiedzi IgG skierowane przeciwko kapsomerom faga T7
czasteczki peptydu M2e. indukowano po szczepieniu dzikim typem T7 lub T7-M2e. Immunizacja T7-M2e
indukowata zrownowazone ilosci przeciwciat IgGl 1 IgG2a, a przeciwciala te
specyficznie rozpoznawaly natywne M2 na powierzchni komodrek ssakow
zakazonych wirusem grypy A. Czesto$¢ limfocytow T wydzielajacych IFN-y
indukowanych przez nanoczastki T7-M2e byta porownywalna do tych
wywolywanych przez peptyd M2e emulgowany w adiuwancie Freunda. Ponadto
myszy immunizowane T7-M2e byly chronione przed $miertelng prowokacijg
wirusem HIN1 lub H3N2, co sugeruje indukcje heteropodtypowej odpornosci
w badanym modelu mysim.
Xuiin., 2015 | Profilowanie serologiczne | Syntetyczne DNA | Opracowanie wysokoprzepustowej techniki VirScan stuzgcej do badania interakcji
populacji ludzkiej | kodujace peptydy | migdzy wirusem eukariotycznym a uktadem odpornosciowym. Metoda ta polega
z wykorzystaniem wirusow na analizie przeciwcial przeciwwirusowych przy uzyciu immunoprecypitacji
syntetycznego  ludzkiego | eukariotycznych (2x10° | i masowego rownolegtego sekwencjonowania DNA biblioteki bakteriofagéw T7
wiromu. reprezentacji  kazdego | prezentujacych peptydy obejmujace caty proteom wszystkich ludzkich wirusow.

klonu bakteriofaga T7)

Przetestowane zostalo ponad 10° interakcji przeciwciato-peptyd u 569 ludzi na
czterech kontynentach, prawie podwajajac liczbe wezesniej ustalonych epitopow
wirusowych.
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1.3 VirScan -nowe narzedzie do profilowania serologicznego

Ludzki wirom ma duzy wptyw na ludzkie zdrowie i odpornos$¢. Jednak tradycyjne
metody wykrywania infekcji wirusowych i odpowiedzi przeciwwirusowej ze strony uktadu
odporno$ciowego maja ograniczong przepustowosé i zasigg. W badaniu opublikowanym
w Science, Xu i in. (2015) opisali wysokowydajng metod¢ kompleksowej analizy przeciwciat
przeciwwirusowych, ktéra moze znacznie poszerzy¢ badania wiromu. Metoda, nazwana
VirScan, wykorzystuje nowatorskie podejscie pozwalajace na kompleksowe profilowanie
serologiczne populacji, czyli identyfikacje przeciwciat specyficznych do wirusow przy uzyciu
syntetycznego ludzkiego viromu. Xu i in. zastosowat biblioteke bakteriofagowa zawierajaca
peptydy reprezentujace wirusy eukariotyczne 1 z jej wykorzystaniem przeprowadzit
immunoprecypitacje polaczong z sekwencjonowaniem nowej generacji. Byto to mozliwe dzigki
zaawansowanej technologii syntezy oligonukleotydéw opartej o tzw. uwalniane mikromacierze
DNA, a uzyskana w ten sposob biblioteka oligonukleotydow zostata sklonowana do systemu
phage display i1 umozliwila prezentacje bakteriofagowa peptydow wirusowych, w tym
peptydéw z 206 gatunkéw wiruséw odpowiadajacych 1000 réznym szczepom, o ktorych

wiadomo, ze zakazaja ludzi.

Waznym etapem VirScan jest sekwencjonowanie nowej generacji, poniewaz to dzigki
niemu mozna okre§la¢ sekwencje DNA kodujace peptydy rozpoznawane przez przeciwciata
w probkach krwi badanych osob. Ta kombinacja podej$¢ serologicznych i opartych na
sekwencjonowaniu jest wysokoprzepustowa metoda badania interakcji miedzy ludzkim
ukladem odporno$ciowym a wiromem. Co wigcej, poniewaz VirScan wykorzystuje
syntetyczny wirom do wykrywania przeciwcial przeciwko wirusom, nie tylko wykrywa
niedawne lub obecne infekcje wirusowe u danej osoby, ale do pewnego stopnia umozliwia
odtworzenie skumulowanej historii infekcji wirusowych i szczepien (przeciwwirusowych)
W ciggu zycia danej osoby [Xu i in., 2015; Burnham i McAdam, 2016]. W pracy przetestowano
ponad 10® oddziatywan przeciwciato-peptyd u 569 ludzi na czterech kontynentach, niemal
podwajajac liczbe wezesniej poznanych epitopow wirusowych. Wykryte zostaty przeciwciata
rozpoznajace $rednio 10 gatunkdéw wiruséw eukariotycznych na jedng badang osobe i 84
gatunki u co najmniej dwdch testowanych osob. Chociaz wskazniki narazenia na specyficzne
wirusy byty niejednorodne w populacjach, odpowiedzi przeciwciat byly ukierunkowane na te

same lub bardzo podobne ,,publiczne epitopy” dla kazdego wirusa, co sugeruje, ze mogg one
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efektywnie wzbudzaé przeciwciata. VirScan to nowatorskie i wysokoprzepustowe podejscie do
badania interakcji miedzy wirusem a uktadem odporno$ciowym [Xu i in., 2015]. Poszczegolne

etapy metody VirScan zostaly przedstawione i opisane na Rysunku 1.

b c
biatka wirusowe " I‘l “l l",‘ U/
— — [l —
v .

56 aa 28 aa
in silico synteza oligonukleotydow phage display T7
f e d \Y
[ =37
——— \ e~
PCR : )
immunoprecypitacja inkubacja biblioteki
epitopow z badang
surowic3
g
NGS

Rysunek 1. Etapy metody VirScan: a) projektowanie sekwencji oligonukleotydow
kodujacych fragmenty biatek wirusowych w oparciu o informacje dostgpne w bazach
danych, b) synteza oligonukleotydéw w oparciu o tzw. uwalniane mikromacierze DNA, ¢)
klonowanie zsyntetyzowanych oligonukleotydow do genomu bakteriofaga T7 (phage
display) w celu przygotowania biblioteki bakteriofagéw eksponujgcych potencjalne epitopy
wirusow eukariotycznych, d) inkubacja biblioteki epitopéw z badang surowica, f)
immunoprecypitacja- stracanie epitopdw za pomoca swoistych przeciwciat wystgpujacych w
surowicach ludzkich poddanych profilowaniu serologicznemu, f) izolacja i amplifikacja
pozyskanego w wyniku immunoprecypitacji materiatu DNA (PCR), g) sekwencjonowanie
NGS w celu okreslenia immunoprecypitowanych epitopéw wirusow eukariotycznych

[zmodyfikowane na podstawie Xu i in., 2015]
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1.3.1 VirScan jako uzyteczne narzedzie do profilowania serologicznego-

przyklady zastosowania

Hasan i in. (2021) ocenili zwigzek miedzy otytosciag a wystepowaniem
W organizmie pacjenta szerokiej gamy wirusow, za pomoca kompleksowej analizy opartej na
metodzie VirScan. Analizie zostaty poddane probki surowicy zarowno dorostych jak i dzieci
z Kataru (osoby szczupte oraz otyle). Nie stwierdzono zwigzku pomigdzy obecno$ciag
okre$lonych wirusow a otytos$cig w populacji pediatrycznej. Odmienne wyniki uzyskano dla
populacji 0sob dorostych, gdzie wyniki sugeruja, ze otytos¢ Katarczykow moze by¢ zwigzana
z wigksza czestoscig wystgpowania infekcji wirusem opryszczki, w szczegdlnosci HSV-1
(wirus opryszczki pospolitej 1). Ponadto wysoka czgstos¢ wystgpowania przeciwcial przeciwko
epitopom peptydowym HSV-1 i -2 w populacji otytych sugeruje, ze te peptydy wirusowe moga
wplywaé na przebieg adipogenezy. W badaniach zastosowano rozszerzong bibliotek¢ phage
display (2 x 10'° PFU) prezentujaca w sumie 115 753 peptydoéw wirusowych [Hasan i in.,
2021].

Liu i in. (2020) zademonstrowali, w jaki sposéb historia infekcji wirusowych,
rozpoznana na podstawie prébek krwi ludzkiej i analizy przeciwcial przeciwwirusowych
VirScan moze postuzy¢ do stworzenia sygnatury ekspozycji na ludzkie wirusy okreslajacej
wczesne stadium raka watrobowokomorkowego. Sygnatura identyfikowata zagrozonych
pacjentow z rakiem przed postawieniem diagnozy klinicznej; byta lepsza od metody opartej na
okreslaniu stezeniu biatka wytwarzanego przez komorki rakowe- alfa-fetoproteiny [Liu i in.,
2020].

Uzyteczno$¢ wysokowydajnej metody VirScan zostala przetestowana w obserwacji
kohorty biorcow przeszczepow, co zostatlo opisane przez Isnarda i in. (2019) Do badania
wlgczono 45 biorcow przeszczepu nerki i przeprowadzono profilowanie serologiczne badanej
populacji 1 identyfikacje epitopéw ludzkich wirusow najczesciej rozpoznawanych przez
przeciwciala znajdujace si¢ w surowicy pacjentow w dniu 0 i +365 . Wykryto odpowiedzi
przeciwcial na 39 z 206 gatunkdéw wirusa obecnych w bibliotece VirScan, srednio 12 gatunkow
wirusa na probke. Wykazano, ze przeciwwirusowa odporno$¢ humoralna nie jest istotnie
zmieniana przez badane schematy immunosupresyjne, w tym leczenie rytuksymabem. Testy

ELISA wykonane w dniu 0 dla sze$ciu gatunkdw wirusa wykazaly zgodnos¢ z zastosowana
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technologia VirScan bliska 100%, a zakazenie wirusowe udokumentowane metoda PCR
stwierdzono u czterech z pieciu pacjentdéw przebadanych metodg VirScan. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze VirScan oferuje bezprecedensowg mozliwos¢ testowania i monitorowania infekcji
wirusowej po przeszczepie w oszczedny 1 tatwy sposob. Uzyta w badaniach biblioteka
peptydow wiromu sktadata si¢ z 93 904 réznych 56-aminokwasowych peptydéw zawartych

w proteomach 206 gatunkéw wirusow [lIsnard i in., 2019].

Metoda VirScan znalazla swoje zastosowanie w ocenie potencjalnego zwigzku
pomiegdzy ekspozycja na okreslone wirusy a postepujaca demencja i przewleklym stanem
zapalnym, w ramach Programu Nierozpoznanych Chordb (USA, Narodowy Instytut Zdrowia).
VirScan ujawnij obecnos¢ przeciwciat specyficznych do wirusa dengi w plynie mézgowo-
rdzeniowym, niewykrywalnych w surowicy. Autorzy podkreslajg uzytecznos¢ kompleksowej
metody profilowania przeciwcial w diagnostyce zapalenia moézgu o nieznanej etiologii

[Johnson i in., 2019].

Badania nad ostrym wiotkim zapaleniem rdzenia kregowego (AFM) prowadzone przez
Schubertai in. (2019) oparte byty rowniez o metode VirScan. Badacze skonstruowali biblioteke
bakteriofagbw T7 prezentujaca 481 966 naktadajacych si¢ peptydow pochodzacych ze
wszystkich znanych krggowcow oraz arbowirusow , ktorych sekwencje zostaty pobrane z baz
danych UniProt i RefSeq . Przy pomocy metody VirScan zidentyfikowano wysokie poziomy
przeciwcial specyficznych dla enterowirusow innych niz polio w ptynie mézgowo rdzeniowym,
dostarczajac tym samym wskazania na rol¢ Enterowirusow innych niz polio w etiologii AFM

[Schubert i in., 2019].

Pou i in. (2019) wykorzystali metode VirScan do globalnego profilowania przeciwciat
matczynych IgG na 93 904 r6zne epitopy wirusowe z 206 ré6znych wiruséw u 78 noworodkow
(wcze$niakéw 1 urodzonych w terminie) podczas ich pierwszych trzech miesigecy Zycia.
Otrzymane wyniki pokazuja, ze skrajnie wczesniaki i1 dzieci urodzone w terminie sg
wyposazone w porownywalng odporno$¢ bierng na wirusy po urodzeniu, z repertuarem
podobnym do ich matek 1 skoncentrowanym na okreslonym zestawie epitopow
immunodominujacych, chociaz w nizszych stezeniach bezwzglednych 1 w konsekwencji
krotszym okresie pottrwania. Wykazano rowniez, ze determinanty stgzenia przeciwcial roznig
si¢ migdzy wirusami, co sugeruje, ze inne cechy czasteczek IgG, takie jak izotypy, modyfikacje

potranslacyjne 1 wigzanie z noworodkowym FcRn odpowiedzialnym za przenoszenie
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odpornosci humoralnej na pldd, moga mie¢ znaczenie i powinny by¢ dalej badane
W przysztosci. Odkrycia te majg znaczenie dla zrozumienia podatnosci na choroby zakazne,

opracowywania szczepionek i planowania szczepien u noworodkéw [Pou i in., 2019].

Metoda VirScan wykorzystana zostata roéwniez do glebokiego profilowania
serologicznego 232 pacjentow cierpigcych na COVID-19 i pordéwnania do 190 prob
kontrolnych sprzed pandemii COVID-19. Wyniki ujawnity ponad 800 epitopéw w protcomie
SARS-CoV-2, w tym 10 epitopdw prawdopodobnie rozpoznawanych przez przeciwciata
neutralizujace. Co wazne, ujawniono znaczace korelacje migdzy nasileniem COVID-19
a historig ekspozycji na wirusy i ogolng sitag odpowiedzi przeciwciat na przebyte infekcje.
Osoby z cigzsza postacia COVID-19 wykazywaty silniejsza 1 szersza odpowiedZz na SARS-
CoV-2, slabsza odpowiedz przeciwcial na wczesniejsze infekcje 1 wicksza czestosé
wystepowania przeciwcial swoistych dla cytomegalowirusa i wirusa opryszczki pospolitej 1,
na co prawdopodobnie wplyw mialy wspolzmienne demograficzne. Wérod hospitalizowanych
pacjentow wykazano, ze me¢zczyzni wytwarzaja silniejsza odpowiedz przeciwciat dla SARS-

CoV-2 niz kobiety [Shrock i in., 2020].

Metoda VirScan w ostatnich latach wykorzystana zostata rowniez do analizy selekcji
Klondw przeciwciat przeciwwirusowych u bliznigt [Venkataraman i in.,, 2022],
zidentyfikowania 1 okreslenia dtugofalowego wplywu przebytej odry na uktad odpornosciowy,
a takze pozwolita na ponowne wykazanie znaczenia powszechnych szczepien [Mina 1 in.,
2019]. Metoda VirScan porownano reaktywno$¢ i specyficzno$¢ przeciwcial u 0sob
zakazonych HIV, z uwzglednieniem indukowanej leczeniem supresji wirusa i lub jej braku
[Kammers 1 in., 2021]. Ponadto metoda VirScan wykorzystana zostala réwniez do
wygenerowania profilu antygenowego rozpoznawanego w ostrej odpowiedzi immunologicznej
wywolanej enterowirusem A71 [Leon i in., 2020], a takze badania odpowiedzi
immunologicznej po przeszczepieniu komorek krwiotworczych, co moze mie¢ potencjalny
wplyw na prawidtowy dobor dawcdw lub monitorowanie pacjentdw po przeszczepie [Ignacio
i in., 2019].

Powstat juz nawet wielomodulowy pakiet oprogramowania do analizy zbiorow danych
VirScan- AVARDA (AntiViral Antibody Response Deconvolution Algorithm), ktory
prawdopodobnie znajdzie szerokie zastosowanie w epidemiologii i diagnostyce chordb

zakaznych [Monaco i in., 2022].
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Podsumowujac, epitopy wirusow eukariotycznych sa dobrze rozpoznane, do czego
w duzym stopniu przyczynito si¢ opracowanie technologii VirScan, a bazy zidentyfikowanych
epitopow zostaly ostatnio znaczgco powickszone dzigki jej zastosowaniu [Xu i in., 2015].
Zastosowana technologia pozwolita na identyfikacje specyficznych przeciwcial, ktore
rozpoznajg charakterystyczne epitopy wirusOw i tym samym dajg pewien wglad w historie
kontaktu jednostek z wirusami eukariotycznymi, a takze czesto$¢ ich wyst¢powania na

poziomie populacji.

1.4  Bakteriofagi jako naturalny skladnik mikrobiomu

Bakteriofagi (fagi) sg zr6znicowana grupa wirusow bakteryjnych infekujacych bakterie,
stanowig znaczacy sktadnik mikrobiomu ssakéw [Van Belleghem i wsp., 2018]. Wiele analiz
metagenomicznych ludzkich mikrobiomow wskazuje na wystepowanie licznych fagow,
ktorych jest na ogo6t wiecej niz wirusOw eukariotycznych. Zostalo to wykazane
W metagenomicznej analizie mikrobioty ptuc, pochwy, skory, jamy ustnej i jelit [Navarro
I wsp.,2017]. Fagi wykryto réwniez w probkach klinicznych takich jak ptyn otrzewnowy
i mocz [Brown-Jaque i wsp., 2016]. Fagi maja zdolno$¢ przekraczania warstwy komorek
nabtonka, przedzialow pecherzykowych 1 cytozolowych komorek eukariotycznych.
Transcytoza bakteriofagéw jest naturalnym i wszechobecnym procesem, ktory dostarcza
mechanistycznego wyjasnienia wystepowania fagéw w organizmie [Nguyen i in., 2017].
W modelu mysim wykazano nawet przemieszczanie fagow z krwi cigzarnej samicy do tkanek

ptodowych [Srivastava i in., 2004].

Podczas gdy wigkszos¢ badan historycznie koncentruje si¢ na praktycznym
wykorzystaniu fagéw do celow terapeutycznych i biotechnologicznych, dziedzina wiedzy
obejmujagca tzw. naturalne ,,spotecznosci” fagowe, np. w jelitach, jest stosunkowo nowa,
a informacje o fagach sg nadal czesto pomijane w metagenomowych i metatranskryptomowych
bibliotekach drobnoustrojow [Townsend i in., 2021]. Bakteriofagi sa obecne w jelicie ludzkim
w co najmniej takiej samej liczbie jak bakterie. Mimo tego faktu, badania nad fageomem
jelitowym sa znacznie mniej zaawansowane niz zrozumienie wplywu bakteryjnej czesci

mikrobiomu jelitowego na zdrowie czlowieka [Fitzgerald i in., 2021]. Zbiorowiska fagowe sa
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waznym sktadnikiem mikrobiomu, obejmujac zarowno bakteriofagi, jak i fagowe elementy
genetyczne zintegrowane z genomem bakteryjnym (profagi); fagi charakteryzuja si¢ zdolno$cig
modyfikacji bakteryjnej cze¢$ci mikrobiomu oraz zdolno$cig do udziatu w poziomym transferze

gendw gospodarza [Chen i in., 2021].

Wiadomo, ze mozliwe jest zastosowanie bakteriofagow w leczeniu choréb wywotanych
dysbiozg bakteryjng. Takie zastosowanie fagdw byloby poréwnywalne ze stosowaniem
probiotykow lub prebiotykow, poniewaz fagi moga posrednio promowac wzrost pozytecznych
bakterii w przewodzie pokarmowym poprzez usuwanie niepozadanych konkurentow
[Fernandez i in., 2021]. Fageom czlowicka rozwija si¢ od urodzenia, jest gtbwnie pochodzenia
matczynego, szybko rozwija si¢ w odpowiedzi na wiele czynnikow S$rodowiskowych,
dietetycznych oraz indukcji profagdw z bakteryjnej frakcji mikrobiomu, ktora rowniez rozwija
si¢ dynamicznie. Poczatkowo fageom jest mato zréznicowany i odpowiada populacjom bakterii
tworzagcym mikrobiom Warte podkreslenia s zmiany roéznorodnosci w sktadzie fageomu
zachodzace w ciggu pierwszych dwoch tygodni zycia. Fageom jelitowy niemowlecia
poczatkowo zdominowany jest przez fagi Caudovirales, nastepnie w wieku okoto dwoch i pot
roku populacja zdominowana zostaje przez bakteriofagi z rodziny Microviridae. Fageom
jelitowy dorostego cztowieka wykazuje powrdt do populacji z dominacjg Caudovirales ale
z obecnosciag Microviridae, chociaz istnieje duzy stopien zrdznicowania miedzyosobniczego.
Ta migdzyosobnicza roznorodnos¢ wydaje si¢ by¢ stymulowana czynnikami srodowiskowymi.
W poézniejszym okresie zycia mikrobiom jelitowy zmniejsza swoja roéznorodnos¢, co
prawdopodobnie moze mie¢ wptyw na zdolnosci funkcjonalne fageomu. Niedawne badania
wykazaty, ze zarowno CrAssphage i Microviridae byly dwiema najbardziej stabilnymi
populacjami rodzin wiruséw jelitowych, co moze wskazywac na ich potencjalng role jako

czesci stanowigcej tzw. rdzen fageomu [Townsend i in., 2021].

Prowadzone w ostatnich latach badania zidentyfikowaty rozszerzone populacje fagow
zarowno u zdrowych niemowlat jak 1 u pacjentdow z chorobg zapalna jelit, co sugeruje odmienng
aktywno$¢ fagéw podczas poszczegolnych faz rozwoju osobniczego i w okreslonych stanach
chorobowych [Lawrence i in., 2019]. Przyklady stanow chorobowych zwigzanych

z zaburzeniami fageomu zostaly przedstawione w Tabeli 3.

Wiele badan wykazato wysoki poziom swoistosci i stabilnosci w czasie poszczegolnych

fageomow jelitowych, a takze ich specyficzne zmiany w kohortach chorobowych, idace
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réwnolegle ze zmianami w mikrobiomie bakteryjnym [Fitzgerald i in., 2021]. Na przyktad,
cukrzyca typu 2 jest ztozong chorobg metaboliczna, ktéra powoduje zmiany w mikrobiomie
jelitowym, zaobserwowano tez roznice pomiedzy fageomem o0sob zdrowych i chorych. Chen
i in. (2021) w swoich badaniach skupili si¢ na zmianach w fageomie zewnatrzkomorkowym
i oméwili mozliwe korelacje tych zmian z wystepowaniem cukrzycy typu 2. Badania wykonane
zostaly w oparciu o sekwencjonowanie 16S rRNA w celu identyfikacji bakteriofagow po
izolacji VLP (czastek wirusopodobnych) z probek katu. W grupie 0sob z cukrzyca typu
2 populacja fagow jelitowych byta inna niz w grupie kontrolnej bez cukrzycy. Liczebnos¢
fagoéw swoistych dla gospodarzy Enteriobacteriaceae znacznie wzrosta w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Dodatkowo stwierdzono, ze grupa o$miu fagéw odrozniala pacjentow
z cukrzycg typu drugiego od osob z grupy kontrolnej bez cukrzycy Chen i in., 2021]. Nalezy
jednak podkreslié, ze na dzien dzisiejszy nie ma zadnych dowodow na to, ze zmiany w skladzie
fageomu sg przyczyng rozwoju réznego rodzaju chorob, w tym cukrzycy typu 2. W zwigzku
Z tym, ze jest to poczatek badan nad fageomem, nie znana jest jeszcze korelacja pomiedzy
sktadem fageomu a réznymi jednostkami chorobowymi. Nie wiemy co przewaza i co bylo
pierwsze, czy sa to zmiany w sktadzie fageomu, ktére wywotuja choroby, czy moze to skutkiem
danej jednostki chorobowej oraz powigzanej terapii (w tym farmakologicznej) sa specyficzne
zmiany w sktadzie fageomu charakterystyczne dla danej jednostki chorobowe;j. Przy leczeniu
wielu chordb stosowane sa leki majace drastyczny wplyw na mikrobiom bakteryjny, co

w konsekwencji moze powodowaé¢ zmiany W sktadzie fageomu.

U pacjentéw ze spektrum autyzmu zaobserwowano zmiany w sktadzie mikrobiomu
jelitowego, ktore charakteryzowaly si¢ zmniejszong bioréznorodno$cia 1 zmianami
w liczebnosci bakterii beztlenowych, ktore potencjalnie przyczyniajg si¢ do nasilenia choroby.
Wiadome jest, ze fageom jelitowy zmienia si¢ w dziecinstwie i mozliwe jest, ze dysbioza
jelitowa w dziecinstwie moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju lub nasilenia zaburzen ze spektrum
autyzmu, a takze kilku innych zaburzen psychicznych. Zidentyfikowano réwniez kilka fagow
mogacych stanowi¢ biomarkery w badaniach nad ludzkimi zaburzeniami psychicznymi. Na
przyktad fag Lactobacillus @adh wystepuje cze$ciej w mikrobiomie jamy ustnej i gardia
U pacjentow ze schizofrenig. Zaburzenia psychiczne sg niezwykle zlozone, a ich bezposrednie
przyczyny wcigz pozostaja nieznane. Z aktualnych doniesien naukowych wynika, ze fagi, jako

czes¢ wigkszej ,,spotecznosci” mikrobiomu jelitowego prawdopodobnie beda wykazywac
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korelacje w tym zakresie, ale wlasciwe zrozumienie przyczyn bedzie mozliwe dopiero wraz

Z przysztymi badaniami [Townsend i in., 2021].

Zakazenie wirusem HIV jest bardzo zlozonym stanem chorobowym o powaznych
konsekwencjach ogdlnoustrojowych dla pacjenta, nawet przy stosowaniu lekow
przeciwretrowirusowych. Interakcja mikrobiomu jelitowego, sktadnikow krwi i uktadu
odporno$ciowego podczas stanu zakazenia wirusem HIV moze powodowaé trudno$ci podczas
prowadzonych badan nad tym stanem chorobowym. Wydaje si¢, ze fagi moga odgrywac rolg
W prognozowaniu postepu choroby i wptywa¢ na odpowiedz na zastosowang terapi¢. Dinh i in.
(2015) oraz Zilberman-Schapira i in. (2016) szczegdtowo opracowali przeglad mechanizmow
za pomocg ktérych HIV zmienia mikroflorg jelitowa 1 sposob w jaki populacja drobnoustrojow
jelitowych moduluje zréznicowane reakcje na zakazenie. Monaco i in. (2016) nie wykazali
znaczacych réznic w bogactwie i réznorodnosci fagow obecnych w mikroflorze osob
zarazonych wirusem HIV oraz u 0s6b zdrowych (kontrola). Badania nad udziatem fagow
w infekcji HIV zwigzane sg z faktem bezposredniego oddzialywania fagéw z komorkami
uktadu odpornosciowego. Osocze pacjentow z HIV/AIDS byto zdominowane przez fagi
I bakterie podobne do tych znajdujacych si¢ w ludzkich jelitach, podczas gdy zdrowe kontrole
nie wykazywaty wykrywalnych fagow w ich wiromie cyrkulujagcym w surowicy Duza cze$é
wiromu osocza 0sob z HIV sktadata si¢ z fagow Enterobacteria i Pseudomonas. Sugerowano,
ze fagi 1 bakterie wyciekaja z jelit podczas zakazenia wirusem HIV i przemieszczaja si¢ do
tkanek uktadowych [Townsend 1 in., 2021].

Gogokhia i in. (2019) w swoich badaniach wykazali, ze bakteriofagi moga indukowac
odpowiedz immunologiczng nabtonka wplywajac tym samym na zdrowie ludzi 1 zwierzat.
Zauwazyli oni indukcje odpornosci gospodarza podczas eksperymentalnego leczenia
nowotworu wywotanego przez bakterie i postanowili sprawdzi¢, czy bakteriofagi zmieniaja
odpowiedZ immunologiczng. Leczenie bakteriofagami myszy wolnych od drobnoustrojow
doprowadzito do ekspansji komorek odpornosciowych w jelitach. Bakteriofagi Lactobacillus,
Escherichia, Bacteroides oraz sam fagowy DNA stymulowatly IFN- y poprzez aktywacje szlaku
zaleznego od TLR9. Receptor ten obecny na komorkach dendrytycznych pozwala na
rozpoznanie bakteriofagdw przez te komorki, poniewaz wykrywa niemetylowane wyspy CpG
charakterystyczne dla prokariotycznego DNA. Nastepnie mediuje stymulacj¢ komorek T CD4+

do wytwarzania IFN-Y. Zauwazono, ze pacjenci z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego
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reagujacy na przeszczep Mikrobioty katu mieli zmniejszong liczbe fagéw w poréwnaniu
z osobami nieodpowiadajacymi na leczenie. Sluzdwkowy IFN- y dodatnio korelowat
z poziomem bakteriofagdw. Bakteriofagi pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita
grubego indukowaty wigcej IFN- y w porownaniu ze zdrowymi osobnikami [Gogokhia i in.,
2019]. Cytokiny takie jak IFN-Y sa uwazane za gltéwne czynniki stymulujace nadmierng
odpowiedz immunologiczng w tej jednostce chorobowej. Odpowiedz ta prowadzi do masywnej

infiltracji leukocytow i uszkodzenia btony sluzowe;j jelit [Langer i in., 2019].

Wiele prac wykazalo juz, ze mikrobiom jelitowy ma wazny zwigzek z rozwojem
nadci$nienia. Badania te jednak byly zwigzane z badaniem tylko bakterii jelitowych. Han i in.
(2018), przeanalizowali 196 prob danych metagenomicznych dotyczacych sktadu wiromu katu
W populacji chinskiej wsréod osob zdrowych, ze stanem przednadcisSnieniowym oraz
nadci$nieniem. Autorzy zidentyfikowali 397 taksonéw wirusowych sktadajacych si¢ gtéwnie
z bakteriofagow we wszystkich badanych prdbach. Uzyskane wyniki wykazaty istnienie
zwigzku miedzy sktadem ludzkiego wiromu (w tym fageomu) jelitowego a nadci$nieniem oraz
pomogty w zaproponowaniu biomarkeréw, potencjalnie uzytecznych w diagnozie nadcisnienia
na wczesnym etapie. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano, ze wszystkie badane
proby dzielity si¢ na dwa rodzaje: pierwszy, gdzie dominowatl bakteriofag Erwinia phiEaH2
oraz drugi, gdzie dominowat Lactococcus 1706. Autorzy spekuluja, iz obfitos$¢ tych dwoch

fagéw moze by¢ zwigzana z rozwojem nadci$nienia [Han i in., 2018].
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Tabela 3. Stany chorobowe, w ktorych zaobserwowano inny sktad fageomu niz obserwowany

u 0séb zdrowych

STAN CHOROBOWY

BIBLIOGRAFIA

Przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP)

Gregory i in., 2018

Bakteryjne zapalenie pochwy

Jakobsen i in., 2020

Zakazenie drog moczowych

Santiago-Rodriguez i in., 2015

Cukrzyca typu pierwszego Tetz i in., 2019

Cukrzyca typu drugiego Maiin., 2018
Cheniin., 2020
Harstra i in., 2015
Parki in., 2019

Otylo$¢ dziecigea i zespot metaboliczny Bikel i in., 2021

Przewlekte infekcje ptuc wywotane Pseudomonas
aeruginosa i antybiotykoopornos¢ w
mukowiscydozie

Rak jelita grubego

Choroba Crohna

Zaburzenia psychiczne (w tym zaburzenia ze

spektrum autyzmu)

Wrzodziejace zapalenie okreznicy

Zakazenie ludzkim wirusem niedoboru odpornosci

(HIV)
Nadci$nienie tetnicze

Choroby sercowo-naczyniowe

Burgener i in., 2019

Handley i Devkota, 2019
Hannigan i in., 2018
Lepage i in., 2008
Perez-Brocal i in., 2015
Norman i in., 2015
Wagner i in. 2013
Fernandesi in., 2019
Limiin., 2016
Shervinii in, 2016
Dickersoni in., 2017
Lepage i in. 2008

Zuoiin., 2019
Gogokhiai in., 2019
Liin., 2012
Haniin., 2018
Jieiin., 2017
Haniin., 2018
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1.5 Interakcje fagow z ukladem odpornosciowym

Uktady immunologiczne ludzi i zwierzat wystawione na dziatanie substancji obcej
(antygenu) odpowiadaja produkcja bialek ochronnych: przeciwciat (immunoglobuliny, Igs). Ta
specyficzna reakcja ma kluczowe znaczenie w obronie organizmu przed patogenami
i toksynami, ale r6znorodno$¢ nieznanych zagrozen sprawia, ze uktad odporno$ciowy reaguje
,ha wszelki wypadek” nawet na niepatogenne obiekty, takie jak bakteriofagi (fagi).
Przeciwciata specyficzne do wirionéw fagowych obserwowano wielokrotnie, zaréwno
u zwierzat traktowanych fagami, jak i u ludzi [Dgbrowska i in., 2019]. Przeciwciala specyficzne
do fagow zaobserwowano rowniez u 0sob ktore nigdy nie byly celowo traktowane fagiem (np.
w formie terapii fagowej), poniewaz fagi, bedac wszechobecne w §rodowisku i w naturalnych
mikrobiomach (fageom), wnikaja do ciata i stymulujg uktad odpornosciowy [Van Belleghem
iin., 2018; Hajek i in., 1967; Kucharewicz-Krukowska i Slopek, 1987; Reyes 1 in., 2012;
Rubinstein i in., 2000].

Przeciwciata sg elementem odpornosci nabytej, ktora wymaga czasu i odpowiedniej
ekspozycji aby uktad odpornosciowy ,,nauczyt si¢” specyficznego rozpoznawania i reagowania
na obce antygeny. Zazwyczaj jednak wynikajaca z tego zdolno$¢ do neutralizowania obcych
obiektow jest spektakularna. Gtéwnymi efektorami odpornosci nabytej sa limfocyty (komorki
T 1 komorki B), ktore sg zdolne do tworzenia réznych swoistych receptorow do rozpoznawania
antygenow. Przeciwciata sa wytwarzane przez komorki B, podczas gdy specyficzne dla
antygenu komoérki pomocnicze T mogg dostarcza¢ sygnaly stymulujace roznicowanie komoérek
B w komorki wydzielajace przeciwciata. Zalezny od komorek T typ odpowiedzi ma
fundamentalne znaczenie dla powstawania pamigci immunologicznej i zachowania
dhugotrwatej zdolnosci do rozpoznawania obcych epitopow i odpowiedzi na nie [Turner i in.,
2020]. Wiriony fagowe zazwyczaj sktadajg si¢ z wielu biatek pokrywajacych kwas nukleinowy;
bialka te niosg zrdznicowane epitopy. Fagi jako antygeny biatkowe spelniaja biochemiczna
charakterystyke typowych antygenow T-zaleznych [Rubinstein i in., 2000; Pyun i in., 1989;
Smith i in., 2014; Nonoyama i in., 1993; Witherspoon i in., 1981].

38



Wstep

1.5.1 Rodzaje przeciwcial indukowanych przez bakteriofagi

Rézne klasy (izotypy) i1 podklasy przeciwcial okreslaja biologiczng role przeciwciat
I skutki (dla danego organizmu) ich powstania. Indukcja IgM, a nastepnie IgG w surowicy krwi
oraz wydzielanie IgA na powierzchni §luzowki to najczgstszy ,,wlasciwy” sposob odpowiedzi,
ktory pozwala na skuteczng neutralizacj¢ patogenu lub toksyny, do ktérego te przeciwciata
wykazuja specyficznosé. IgM 1 IgG sg wazne dla neutralizacji ogolnoustrojowej. IgA stanowi
barier¢ immunologiczng na powierzchni btony S$luzowej. Typowo, bakteriofagi najpierw
indukuja swoiste IgM jako pierwotng odpowiedz na pierwsze podanie lub naturalny kontakt
z fagiem. Po&zniej, szczegblnie po wielokrotnym podaniu (-ach), obserwuje si¢ wzrost
swoistych IgG [Majewska i in., 2019; Zaczek i in., 2016; Uhr i in., 1962; O’Neil i in., 1988].
Wykazano rowniez sekrecj¢ fagowo-specyficznego IgA na powierzchni btony sluzowe;j, ktorej
towarzyszyt wzrost IgA w krazeniu ogdlnoustrojowym [Majewska i in., 2019; Dabrowska i in.,
2014; Pescovitz i in., 2011; Majewska 1 in., 2015]. Schemat ten moze r6zni¢ si¢ szczegdtami
w zaleznos$ci od konkretnych warunkéw doswiadczalnych, a szczegodlnie IgM lub IgA moga
wystapi¢ na nizszym poziomie i pozosta¢ niewykrywalne pomimo pozniejszego Wykrywania
IgG o wysokim powinowactwie. Zatem ogélna Kinetyka, ktra obejmuje bardzo skuteczne
przetaczanie klas (na IgG) jest zgodna z Kinetyka opisang dla wielu innych antygenow
T zaleznych, na przykiad szczepionek lub innych (Rysunek 2) [Rubinstein i in., 2000; Pyun
i in., 1989; Smith i in., 2014; Nonoyama i in., 1993]. Zalezno$¢ tworzenia si¢ przeciwcial
rozpoznajacych fagi od aktywnosci limfocytow T wykazano u myszy po tymektomii [Snippe
i in., 1976] oraz u ludzi poddanych leczeniu preparatami niszczacymi tymocyty, co skutkowato
uposledzeniem wytwarzania przeciwciat antyfagowych [Witherspoon i in., 1981]. Nie mozna
wykluczy¢ udzialu innych typéw odpowiedzi, by¢ moze réwniez niezaleznej od limfocytow
T [Ochsenbein i in., 1999], ale mechanizmy te nie zostaly wystarczajaco poznane w wypadku

fagow.

Podklasy przeciwcial fagowo-specyficznych obserwowane u ludzi, ktorym
wstrzyknieto faga phiX174 (Microviridae) obejmowaty gtéwnie [gG1 i IgG2, a nastepnie IgG3,
podczas gdy IgG4 bylo wykrywalne tylko po wielokrotnym podaniu fagéw (trzykrotne
immunizacje) [Pyun i in., 1989], (w niektorych przypadkach nadal trudno wykrywalne) [Pyun
i in.,1989; Shearer i in., 2001]. U myszy, ktorym wstrzyknigto mieszaning Myoviridae,

zaobserwowano wzrost catkowitego (niespecyficznego dla faga) poziomu IgG2 w surowicy
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(IgG4 nie bylo oceniane) [Rouse i in., 2020]; poniewaz przelaczenie klasy na IgG2 jest
w szczegdlnosci indukowane przez antygeny polisacharydowe, obserwacja wzrostu 1gG2 po
podaniu preparatu fagowego moze sugerowaé pewien wptyw pozostatosci hodowli bakteryjne;j

w preparatach.

Badania nad potencjalng indukcja przeciwciat klasy IgE przez fagi sg ciaggle bardzo
skape, mimo, ze IgE moze wskazywa¢ na nadwrazliwo$¢ i sugeruje alergic na docelowe
antygeny. Zatem badanie na obecno$¢ antyfagowego IgE powinno by¢ elementem oceny
bezpieczenstwa bakteriofagdw. Tymczasem IgE jest badane w kontekscie bakteriofagéw
bardzo rzadko. We wszystkich takich przypadkach nie zaobserwowano IgE specyficznych do
faga, w niektorych przypadkach nawet pomimo stosowania adiuwantow promujacych IgE
[Pyun i in., 1989; Wojtyna i in., 2017]. Cha i in. (2018) zaobserwowali u myszy niewielki
wzrost catkowitego IgE (do 20%) (swoisto$¢ nie zostata okreslona) po traktowaniu fagami, bez
odnotowania zadnych skutkow fizjologicznych. Warto zauwazy¢, ze ludzie oraz pozostale ssaki
maja te same typy przeciwciat (IgM, IgG, IgA, IgD, IgE), ale r6znig si¢ one na przyktad od
ptakow (IgM, IgY i IgA) lub innych zwierzat znacznie stabiej rozwinigtg swoistg odpowiedzig

humoralng.

B cell T, cell

T call recepior

MHE 11 y oG

*
[
|
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Current Opinion in Biotechnology

Rysunek 2. Fagi jako antygeny T-zalezne. Limfocyty T stymulujg limfocyty B do roznicowania
sie¢ w komorki wydzielajace przeciwciata, tak wigc wytwarzanie IgM 1 IgG specyficznych dla

fagdw u osobnikow eksponowanych na fagi jest powszechne [Gembara & Dabrowska, 2021].
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1.5.2 Bialka fagowe jako immunogeny

Fagi nie sg prostymi antygenami. Sg to ztozone struktury ztozone z wielu biatek,
z ktorych kazde posiada wiele potencjalnych epitopow. Dlatego tak zwane przeciwciala
»specyficzne dla faga” sg raczej suma odpowiedzi na r6zne biatka faga (przeciwciata sg wigC
wtedy poliklonalne). Mozliwe jest opracowanie przeciwcial, ktore specyficznie rozpoznaja
epitop na wybranym biatku (monoklonalne) [Kurochkina i in., 2006], ale nie dzieje si¢ tak
w przypadku leczenia ludzi lub zwierzat kompletnymi wirionami fagowymi, ani w wypadku
ekspozycji na naturalnie propagujace np. w jelicie i krazace w organizmie bakteriofagi.
Bezposrednia neutralizacja faga jest mozliwa, gdy przeciwciala (monoklonalne Ilub
poliklonalne) wigza si¢ z biatkami fagowymi kluczowymi dla infekcji fagowej komorki
bakteryjnej, np. zapobiegajac wiazaniu faga do powierzchni bakterii [Jerne i in., 1956;
Ledeboer i in., 2002]. Jednak przeciwciala wigzace inne miejsca wiriondw moga inicjowaé
posrednig neutralizacj¢ faga przez inne elementy uktadu immunologicznego, dlatego nie
powinny by¢ uwazane za oboj¢tne (szczegoty w podrozdziale: Wspotpraca elementow

odpornosci wrodzonej z przeciwciatami specyficznymi do fagow).

R&zne biatka strukturalne jednego faga moga r6zni¢ si¢ immunogennos$cia, oznacza to,
ze niektore bialka indukuja wysokie poziomy IgG swoistych dla biatek, podczas gdy inne nie.
Wysoka immunogenno$¢ moze by¢ powigzana z duzg liczbg kopii biatka w wirionie, gdy
osobnik jest traktowany catymi wirionami. Na przyktad gtéwne biatka kapsydu (MCP) lub
glowne biatka ogona zostaly opisane jako bardzo skuteczne induktory IgG [Dabrowska i in.,
2014]. Jest to zgodne z zaleznoscia skutecznos$ci indukcji przeciwciat od zastosowanej dawki
antygenu. Jednak niektore mniej liczne biatka rowniez okazaty si¢ immunogenne. Na przyktad
biatko Hoc w fagu T4 skutecznie indukuje specyficzne przeciwciata, chociaz liczba kopii biatka
Hoc w kazdym wirionie jest 6 razy nizsza niz w przypadku MCP. Co wigcej, odpowiedz
specyficzna dla Hoc znacznie bardziej obnizata efektywnos¢ eksperymentalnej terapii fagowej
u myszy niz odpowiedz specyficzna dla MCP [Dabrowska i in., 2014; Majewska i in., 2015].
Warto podkresli¢, ze biatko Hoc jest silnie eksponowanym biatkiem, co moze przyczyni¢ si¢
do tego efektu . Do tej pory nie wykryto molekularnych determinant wysokiej immunogennosci

Hoc.
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Strukturalne biatka fagowe moga by¢ podobne lub identyczne miedzy roéznymi
szczepami fagowymi, co sprawia, ze przeciwciala indukowane przez jednego faga moga
reagowa¢ krzyzowo z innym (podobnym) fagiem. Reakcje krzyzowe mogg skutkowaé
krzyzowa neutralizacja i zakldcaé terapeutyczne wykorzystanie faga. Ma to wazne
konsekwencje. Naturalne przeciwciata specyficzne dla fagow (wywolane przez naturalny
kontakt z fagomem) wystepuja u ludzi i zwierzat, ktore nigdy nie byty poddawane fagoterapii,
wiec moga neutralizowaé potencjalne fagi terapeutyczne. Skala tej neutralizacji roézni sie
znacznie migdzy typami fagow [Dabrowska i in., 2014; Hodyra-Stefaniak i in., 2020,].
Prawdopodobienstwo reakcji krzyzowych przeciwciat moze ro6zni¢ si¢ w zalezno$ci od
typu/grupy fagéw. Obserwacje te moga stanowi¢ kluczowe rozwazania przy projektowaniu
terapii fagowej, poniewaz wysoce podobne fagi moga by¢ neutralizowane krzyzowo przez
specyficzng odpowiedz immunologiczna, co potencjalnie utrudniatoby wielokrotne
terapeutyczne zastosowanie fagow [Kucharewicz-Krukowska i Slopek, 1987; Dabrowska i in.,
2014; Hodyra-Stefaniak i in., 2020]. Jerne i Avengo (1956) i Jerne (1956) postulowali, ze tylko
czg$¢ przeciwciat specyficznych dla fagéw moze by¢ neutralizujaca. Zatem indywidualna
identyfikacja immunogennych biatek w wirionach fagowych wraz z indywidualng oceng ich
zdolnosci do indukowania przeciwcial neutralizujacych fagi wydaje si¢ by¢ kluczowa dla
zrozumienia w jaki sposob okreslony fag (lub grupa fagéw) oddzialuje z uktadem

odpornosciowym oraz jak ta odpowiedz wptywa na faga [Hodyra-Stefaniak i in., 2020].

1.5.3 Wspélpraca elementow odpornosci wrodzonej z przeciwcialami

specyficznymi do fagéw

Specyficzna odpowiedz immunologiczna, w tym przeciwciala, nie jest odrebnym
sposobem odpowiedzi immunologicznej, ale raczej wzmacnia ona i rozszerza nieswoiste,
wrodzone funkcje ukladu odpornosciowego. Przeciwciata moga bezposrednio celowaé
w antygeny, ale moga réwniez wplywa¢ na reakcje innych elementow uktadu
odpornosciowego, takich jak: fagocytoza 1 uktad dopetniacza. Dzieje si¢ tak gldéwnie poprzez
utatwianie fagocytozy antygenow opsonizowanych przeciwciatami lub aktywacje uktadu
dopehiacza przeciwciatami, ktore zwiaza si¢ z obcymi epitopami, na drodze klasycznej $ciezKi

aktywacji [Gruenheid i in., 2003; Maloney i in., 2020]. Zaréwno fagocytoza, jak i kaskada
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dopetniacza przyczyniaja si¢ do usuwania fagow in vivo [Hajek i in., 1967; Hajek i in., 1969;
Hodyra-Stefaniak i in., 2015; Barfoot i in., 1989]. Ich wzmocnienie przeciwciatami, w tym
nieneutralizujagcymi, moze dalej wplywa¢ na farmakokinetyke, biodostgpnos¢ i potencjat
przeciwbakteryjng faga [Dabrowska i in., 2019; Dabrowska i in., 2014; Hodyra-Stefaniak i in.,
2015; Hajek i in., 1966; Sokoloff i in., 2000].

1.5.4 Czy przeciwciala specyficzne do fagow moga wplywac¢ na wyniki terapii

fagowej?

Przeciwciata moga potencjalnie wplywac na terapi¢ fagowa na trzy gtowne sposoby:
(1) istniejace wczesniej naturalne przeciwciata mogg zmniejszaé lub zapobiega¢ skutecznos$ci
terapeutycznej faga, (2) szybka indukcja przeciwcial specyficznych dla terapeutycznego faga
podczas leczenia moze zmniejszy¢ lub uniemozliwi¢ sukces terapeutyczny lub (3) przeciwciata
specyficzne do fagow indukowane przez pierwsze podanie bakteriofagdw moga utrudniac¢
kolejne podanie, gdy stosuje si¢ tego samego lub bardzo podobnego faga. Niestety, zaden z nich
nie zostal zbadany na tyle doktadnie, aby dostarczy¢ twardych dowodow do sprecyzowania
jasnych i uniwersalnych wnioskéw. Co do pierwszego problemu z istniejacymi wcze$niej
(przed terapig) naturalnymi przeciwciatami, nie ma danych eksperymentalnych, ktére moglyby
powigza¢ profile serologiczne leczonych pacjentbw z potencjalnym sukcesem lub
niepowodzeniem terapii fagowej in vivo. Jednak stwierdzona zdolnos$¢ ludzkich surowic (od
0sob, ktore nigdy nie byly poddawane fagoterapii) do neutralizacji fagow ex vivo silnie
sugeruje, ze istniejace przeciwciata mogg zmniejsza¢ biodostgpnos¢ faga [Kucharewicz-
Krukowska i Slopek, 1987; Dabrowska i in., 2014; Hodyra-Stefaniak i in., 2020]. Byé¢ moze

wplyw istnienia tych przeciwcial na fagi terapeutyczne jest nadal niedoceniony.

Co ciekawe, podczas terapeutycznego zastosowaniu fagow u ludzi nie zawsze mozna
byto zaobserwowac oczekiwane tworzenie si¢ przeciwcial [Bruttin i Brussow, 2015; Hodyra-
Stefaniak i in., 2020] lub bywa ono raczej stabe i nie ma wptywu na skutecznos¢ fagow
w kontrolowaniu infekcji bakteryjnej u pacjentéw [Zaczek i in., 2016; Lusiak-Szelachowska
I in., 2017; Bochkareva i in., 2019]. Jest to zgodne z faktem, ze skuteczna swoista odpowiedz
immunologiczna wymaga dostatecznej ilosci czasu 1 odpowiedniej dawki. Zwlaszcza

w terapiach eksperymentalnych u ludzi doustne podawanie fagdbw moze wigza¢ si¢ z dosé¢
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niskimi stezeniami ogolnoustrojowymi fagéw i zapobiec silnej aktywacji specyficznej
odpowiedzi na fagi. W modelach zwierzgcych zaobserwowano nieimmunogenne podanie
doustne bakteriofagow [Denou i in., 2009] a takze ,,0kna terapeutyczne”, gdy na przyktad fagi
podawane w wodzie do picia lub wstrzykiwane dootrzewnowo indukowaty znaczne poziomy
swoistych przeciwcial dopiero po tygodniach lub nawet miesigcach [Majewska i in., 2019;
Majewska i in., 2015; Denou i in., 2009; Clark i in., 2002]. Fag wstrzyknicty w celu
eksperymentalnego leczenia infekcji Pseunomonas indukowat specyficzne przeciwciata wiele
dni po okresie niezbednym dla skutecznego wyleczenia [Wang i in., 2006; Wang i in., 2006].
Zatem szybka indukcja przeciwcial swoistych dla terapeutycznego faga podczas leczenia nie

wydaje si¢ by¢ gtdéwnym problemem w pierwszych terapeutycznych zastosowaniach faga.

Skutki odpowiedzi uktadu odpornosciowego na wielokrotne podawanie fagow nie byty
badane u ludzi poddanych terapii fagowej. Nieterapeutyczny fag phiX174 u ludzi po podaniu
wtornym (lub kolejnym) indukowal przeciwciata skuteczniej i Szybciej niz po podaniu
pierwotnym [Ochs i in., 1971]. Do$wiadczenia z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych
wykazaly, ze przeciwciata swoiste dla fagoéw indukowane in vivo po pierwszym podaniu
zmniejszaty ilos¢ aktywnych fagéw w krwioobiegu po drugim (lub kolejnym) podaniu.
W wielu przypadkach przeciwciata swoiste dla fagow miaty na nie wyraznie niszczacy wptyw
[Bradley i in., 1963; Hodyra-Stefaniak i in., 2015; Nelstrop i in., 1968; Huff i in., 2003; Huff
iin., 2002]. W ramach przegladu systematycznego ,,Phage-specific antibodies” [Gembara
i Dagbrowska 2021] powstato zestawienie publikacji dotyczace indukcji przeciwcial przez
bakteriofagi, ktore obejmuje 174 prace, a z nich wyekstrahowane syntetyczne dane na temat
wynikow eksperymentow badawczych z uzyciem bakteriofagdw, skupiajacych si¢ na produkcji
przeciwcial po podaniu fagéw. Przygotowane zestawienie zostato dotgczone do niniejszej pracy

jako Zatacznik nr 1.

Nasza wiedza na temat przeciwcial fagowych jest wcigz bardzo ograniczona (Tabela 4),
a gléwnym ograniczeniem dla sformutowania ogdlnych wnioskoéw jest ogromna réznorodnos¢
fagow. Fagi r6znig si¢ morfologia i biochemia (np. ssDNA vs dsDNA). Nadal nie jest jasne,
jak daleko mozna uogdlni¢ obserwacje dotyczace jednego typu faga na inne typy fagow.
Niektore intensywnie badane fagi sa stosowane lub proponowane jako fagi terapeutyczne (np.
fagi z rodziny PB1), inne nie sa wigzane z mozliwymi zastosowaniami terapeutycznymi (np.

phiX174). Niemniej jednak, odpowiedZ immunologiczna swoista dla faga 1 pamigé
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immunologiczna sg uwazane za potencjalnie utrudniajace terapi¢ fagowa. Wraz z rozwojem
kolekcji terapeutycznych fagow, identyfikacja epitopéw specyficznych dla faga moze by¢
wazng czescig charakterystyki fagow, uzupehiajgc dobrze znang charakterystyke zakresu
gospodarzy i badania przesiewowe pod katem potencjalnie niepozadanych genéw w genomach

fagowych.

45



Wstep

Tabela 4. Istotne informacje i niewiadome dotyczace przeciwciat swoistych dla fagow

ZNANE

Fagi s3g immunogenne i indukujg specyficzna
odpowiedz uktadu odpornosciowego, w tym
przeciwciala specyficzne do fagow.

Wickszo$¢ doniesien wskazuje na indukcje

IgM i 1gG swoistych dla faga.

Wytwarzanie przeciwciat specyficznych do
fagow byto uposledzone u myszy poddanych

tymektomii i u ludzi poddanych leczeniu

preparatami  blokujagcymi tymocyty, CO
wskazuje na
T-zalezny tryb odpowiedzi
immunologiczne;j.

Fagi skladaja si¢ z wielu biatek

zawierajacych wiele epitopow; tak wigc
przeciwciata specyficzne do fagow sg
W rzeczywisto$ci sumg odpowiedzi na rozne
biatka faga.

Przeciwciata indukowane przez jednego faga

moga reagowac krzyzowo z innym fagiem.

NIEZNANE/PRZYSZEE KIERUNKI

BADAWCZE
Fagi sg niezwykle zroznicowane- jak dalece
mozna uogo6lni¢ obserwacje dotyczace

jednego faga na inne typy fagéw?
Jakie sa typowe podklasy przeciwcial
specyficznych do fagow?

Jak czesto IgE swoiste dla fagéw mogg by¢

indukowane przez fagi naturalne lub
terapeutyczne?
Czy IgD odgrywa jakakolwiek role

w ksztattowaniu farmakokinetyki fagow in
vivo?

W jaki sposob antygeny pochodzace z fagoéw
sg przetwarzane i1 prezentowane przez uktad
odpornosciowy?

W jakim stopniu i w jaki sposob odpowiedz
niezalezna od limfocytow T przyczynia si¢
do indukcji przeciwcial swoistych dla faga ?
Czy mozliwe jest zidentyfikowanie
typowych epitopéw fagowych, szczegdlnie
tych, ktore

s3 wysoce immunogenne

i predysponuja faga do Dbycia dobrze
widocznym dla uktadu odpornosciowego?

Czy inne mikroorganizmy (wirusy, bakterie)
sa w stanie indukowac¢ przeciwciata, ktore
reaguja krzyzowo z fagami? Czy antygeny
eukariotyczne mogg wywotywac reakcje

krzyzowe przeciwciat z fagami?
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2. Cel pracy

Jak dotagd nie ma danych ani nie zostala ustalona metodologia umozliwiajaca
przesledzenie historii ekspozycji na fagi w zyciu czlowieka, a w szczegdlnosci nie sg znane
typowe epitopy fagowe, ktore sa najczgsciej rozpoznawane przez ludzki uktad odpornosciowy.
Warto podkresli¢, ze w jednym fagu mozna znalez¢ wiele réznych biatek oraz istnieje rowniez
niezwykle duza rdéznorodnos¢ miedzy fagami, z trudng do oszacowania liczbg mozliwych
epitopow. Dlatego tez W niniejszej pracy podjeta zostata tematyka profilowania serologicznego,
czyli identyfikacji epitopow antygenowych, w tym przypadku epitopow bakteriofagowych
rozpoznawanych przez uktad immunologiczny na poziomie populacji. Ze wzgledu na dobrze
znane 1 czgsto demonstrowane w literaturze kluczowe znaczenie przeciwciat klasy IgG dla
farmakokinetyki i biodostgpnosci fagéw, w tym dla powodzenia terapeutycznego stosowania
réznych szczepow fagowych, w niniejszej pracy podjetam problem identyfikacji epitopow

fagowych najcze¢sciej rozpoznawanych przez przeciwciala klasy IgG.

Epitopy takie sa dobrze rozpoznane w wypadku wiruséw eukariotycznych, a bazy
epitopéw zostaly rozszerzone dzigki zastosowaniu technologii VirScan. Technologia ta
umozliwita identyfikacj¢ epitopéw antygenowych wirusow eukariotycznych dla ktorych
W wybranej grupie pacjentow wystepuja specyficzne przeciwciata. Warto podkresli¢, iz
Virscan nie zawieral epitopdw pochodzacych z fagow i nigdy dotad nie dokonano identyfikacji
epitopéw fagowych. Stanowi to szczegdlng ,luke” w dotychczas zgromadzonej wiedzy,
zarowno w dziedzinie badan nad bakteriofagami, jak i nad uktadem odpornosciowym

cztowieka.

Celem niniejszej pracy jest identyfikacja oligopeptydow pochodzenia
bakteriofagowego najczesciej rozpoznawanych przez przeciwciata klasy 1gG na poziomie
populacji, z uzyciem prob pochodzacych od zdrowych dawcow reprezentujacych populacje
polska oraz USA, samodzielnie wykonanej biblioteki phage display, immunoprecypitacji oraz
identyfikacji sekwencji kodujgcej epitopy metodg NGS. Oczekiwanym rezultatem projektu jest
utworzenie pierwszej bazy zidentyfikowanych epitopdéw bakteriofagowych (immunogennych
grup fagowych i immunogennych biatek bakteriofagowych) w kontekscie catych puli fagowych
(fageomdw) wystepujacych w organizmach ludzkich. Pozwoli to okresli¢ na jakie fagi i biatka

szczegblnie czgsto wystepuje specyficzna odpowiedZz immunologiczna u ludzi. Analiza
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statystyczna 1 identyfikacja korelacji pomiedzy populacjami w aspekcie geograficznym oraz
plci pozwoli na identyfikacje epitopow czesciej rozpoznawanych w badanych subpopulacjach
oraz na analiz¢ zbiorczag populacji i poszukiwanie trendu. Umozliwi to zarysowanie historii
ekspozycji na fagi w badanych grupach, a w dalszej perspektywie pozwoli na dostarczenie
kluczowych informacji dla spersonalizowanej terapii fagowej, umozliwiajac np. wybor tylko
takich fagow, ktore z mniejszym prawdopodobienstwem moga by¢ neutralizowane przez

przeciwciala pacjentOw.

3. Materialy

3.1 Startery PCR

Sekwencja startera ,,forward” (5” — 3’) stosowanego w reakcji amplifikacji biblioteki
oligonukleotyddw (Agilent):
GATCACATTCGGTAGCACACTGGAATTCTTCTTCTTCT

Sekwencja startera ,,reverse” (5° — 3’) dla stosowanego w reakcji amplifikacji biblioteki

oligonukleotydow (Agilent):
TGTGCACAAGTAACCACGAGCAAGGATAAGCTTCA

Sekwencja startera ,,forward” (5 — 3’) stosowanego w reakcji amplifikacji materiatu DNA

bakteriofagow T7 pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji:
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATCCGAATTCTTCTTCTTCT

Sekwencja startera ,,reverse” (5° — 3’) stosowanego w reakcji amplifikacji materiatu DNA

bakteriofagow T7 pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji:

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTAACTAGTTACTCGAGTGCG
G
Indeksy (barkody DNA) do sekwencjonowania (set A, set B, set C, set D) —Zatacznik nr 4.
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Rysunek 3. Mapa wektora T7Select415-1b dostarczonego w zestawie T7Select® 415-1

Cloning przez firm¢ Novagen.

Punkty orientacyjne sekwencji T7Select415-1b:

e 10B miejsce startu translacji 20446

o polilinker, miejsce wielokrotnego klonowania - BamHI: poz. 21492, - Xhol: poz. 21532

3.3 Media hodowlane

Agarki (LB-agar), pH 7,4 (Pracownia Chemii Ogolnej IITD):
Pepton 4 g/l
Ekstrakt migsny 0,4 g/l
Enzymatyczny hydrolizat kazeiny 5,4 g/l
Ekstrakt drozdzowy 1,7 g/l
NaCl 3,5 g/l
Agar 14 g/l

49



Materiaty

Podltoze do ptytek fagowych, pH 7,4 (Pracownia Chemii Ogo6lnej I[ITD)
NaCl 5 g/l
Na2HPO4 3 g/l
Hydrolizat kazeiny 10 g/l
Wycigg migsny 3 g/l

Agar 12 g/l

Podtoze ptynne LB-broth high salt, pH = 7,5 (Sigma-Aldrich):
Enzymatyczny ekstrakt kazeiny 10 g/l
Ekstrakt drozdzowy 5 g/l

NaCl 10 g/l

3.4 Surowice ludzkie

Do doswiadczen uzyto surowic pozyskanych od 200 zdrowych dorostych dawcow
ochotnikdéw pochodzacych z Polski oraz USA, zaréwno me¢zczyzn jak i kobiet. Pobranie 100
prébek krwi od zdrowych dawcéw pochodzacych z Polski przeprowadzono na podstawie zgody
nr KB/ nr 2/rok 2017 (Zatacznik nr 2) wydanej przez Komisje Bioetyczng przy Wojewodzkim
Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu. Surowice od 100 osob pochodzacych z USA zostaly
pozyskane komercyjnie we wspotpracy z prof. D. C. Nelsonem (IBBR, University of Maryland,
MD, USA).
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3.5 Bufory

Bufor TBE (sktad na litr):
Tris 10,089 g/l (Sigma-Aldrich)
H3B035,90 g/l (Sigma-Aldrich)
EDTA 0,935 g/l (Sigma-Aldrich)
Orange DNA Loading Dye (Fermentas):
Tris-HCI 10 mM (pH 7.6)
Orange G 0,15%
Xylene cyanol FF 0.03%
Glicerol 60%

EDTA 60 mM

PBS bez jonow Mg?" i Ca®* (Pracownia Chemii Ogoélnej IITD PAN (sklad na litr)):

Na;HPO4 bezwodny 0,91738 mg/I
KCI 200,0 mg/l
KH2PO4 200,0 mg/I
NaCl 8,0 g/l
NazHPO4x12H20 2,9 mg/l
Phage Extraction Buffer:
Tris-HCI 20 mM (pH 8,0) (Sigma-Aldrich)
NaCl 100 mM (POCH)

MgSO4 60 mM (Merck-KGaA)
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Wash Buffer:
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) (Sigma-Aldrich)
NaCl 150 mM (POCH)
Tween-20 0,1% (BIO-RAD)
TBST z 3% BSA:
Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) (Sigma-Aldrich)
NaCl 138 mM (POCH)
KCI 2,7 mM (AppliChem)
Tween-20 0,05% (BIO-RAD)

BSA 3% (Sigma-Aldrich)

3.6 Odczynniki

Agaroza w tabletkach (Thermo Fisher Scientific)
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter)

Biblioteka oligonukleotydéw syntetyzowana de novo metodg drukowania nukleotyddéw
(Agilent)

Bromek etydyny (VWR)

Dynabeads protein A (Invitrogen)

Dynabeads protein G (Invitrogen)

Etanol do biologii molekularnej (Sigma-Aldrich)

GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use — marker mas DNA (Thermo Fisher Scientific)
(Rysunek 4)
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Rysunek 4. Uktad prazkow i dlugosci fragmentow DNA markera mas GeneRuler DNA Ladder
Mix (Thermo Fisher Scientific)

Glicerol (AppliChem)

H-O dejonizowana mQ (Pracownia Chemii Ogo6lnej 1ITD PAN)

H->0O destylowana (Pracownia Chemii Ogolnej IITD PAN)

H20 do biologii molekularnej, wolna od rybonukleaz i deoksyrybonukleaz (Sigma)
Izopropanol do biologii molekularnej (Sigma-Aldrich)

NaOH (POCH)

3.7 Zestawy do badan

Phusion Blood Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, nr kat. F175S): Phusion
Blood Direct PCR Master Mix (2x), EDTA 50 mM (pH 8.0), MgCl> 50 mM, 100% DMSO,
universal control primer mix, woda wolna od nukleaz, O’GeneRuler Express DNA Ladder —
zestaw do reakcji amplifikacji metodg PCR materiatu DNA bakteriofagéw T7 pozyskanych

w wyniku immunoprecypitacji
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Phusion Hot Start 11 High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, nr kat. F565S):
Phusion Hot Start 11 High-Fidelity PCR Master Mix (2x), 100% DMSO, woda wolna od nukleaz
(2x) — zestaw do reakcji amplifikacji PCR

Zestaw FastDigest EcoRI (Thermo Fisher Scientific, nr kat. FD0274): FastDigest EcoRl,
10x FastDigest Buffer, 10x FastDigest Green Buffer — zestaw do reakcji restrykcji DNA

Zestaw FastDigest Hindlll (Thermo Fisher Scientific, nr kat. FD0504): FastDigest Hindlll,
10x FastDigest Buffer, 10x FastDigest Green Buffer — zestaw do reakcji restrykcji DNA

Zestaw Liga5™ (A&A Biotechnology, nr kat. 1108-25): enzym Liga5™, bufor Liga5™, woda

jatowa — zestaw do reakc;ji ligacji

Zestaw NextSeq 500/550 Mid Output v2 (300 Cycles) (Illumina, nr kat. 15057939), NextSeq
Resuspension Buffer (RSB) + PhiX Control (lllumina, nr kat. 15041963), NextSeq Accessory
Box v2 (Illumina, nr kat. 15058251), NextSeq 500/550 Mid Output Flow Cell Cartridge v2.5
(Mumina, nr kat. 20022409), NextSeq 500/550 Buffer Cartridge v2 (lllumina, nr Kat.
15057941), IDT ® for Illumina® DNA/RNA UD Indexes Set A (96 Indexes , 96 Samples)
(lMlumina, nr kat. 20027213 (ANALITYK)), IDT ® for Illumina® DNA/RNA UD Indexes Set
B (96 Indexes , 96 Samples) (Illumina, nr kat. 20027214 (ANALITYK)), IDT ® for lllumina®
DNA/RNA UD Indexes Set C (96 Indexes , 96 Samples), (lllumina, nr kat. 20027215
(ANALITYK)), IDT ® for lllumina® DNA/RNA UD Indexes Set D (96 Indexes , 96 Samples)
(IMumina, nr kat. 20027216 (ANALITYK)) — Zestawy do sekwencjonowania metodg NGS

Zestaw QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN, nr kat. 28106T): PB Buffer, sodium acetate
3 M (pH 5.0), QIAquick column, collection tube, PE Buffer, EB Buffer 10 mM Tris-Cl (pH
8.5), Loading Dye — zestaw do oczyszczania DNA

Zestaw QuantiFluor® dsDNA (Promega, nr kat. E2671): 20x TE Buffer (pH 7.5),
QuantiFluor®dsDNA Dye, Lambda DNA Standard 100 pg/ml — zestaw do oznaczania stezenia
dsDNA

Zestaw T7Select® 415-1 Cloning (Novagen, nr kat.70015-3): T7Select415-1 EcoRI/HindlIlI
Vector Arms 5 g, T7Select Control Insert 0.2 pmol, T7 Packaging Extracts (6x), T7Select
Packaging Control DNA 1 pg, BL21 Glycerol Stocks 0.2 ml, T7SelectUP Primer 500 pmol,

54



Materiaty

T7SelectDOWN primer 500 pmol — zestaw do konstrukcji biblioteki oligopeptyddw w systemie
T7 metoda phage display

3.8 Materialy laboratoryjne

Butelki Duran 100 ml, 500 ml, 1000 ml z gwintem GL45 (DWK Life Sciences)
Chusteczki bezpytowe (Kimtech)

Filtry strzykawkowe Millex PES 33 mm, $rednica poréw 0,22 um (Merck Millipore)
Folie uszczelniajaca do ptytek PCR (Thermo Fisher Scientific)

Kolby do hodowli szklane przegrodowe (POCH)

Koncoéwki do pipet automatycznych (10, 200, 1000 ul, 5 ml) (Sarstedt)

Maty zatyczkowe do ptytek PCR (Thermo Fisher Scientific)

Papierki wskaznikowe pH Dosatest (VWR)

Parafilm (Heathrow Scientific)

Ptytki 96-dotkowe do PCR (Thermo Fisher Scientific)

Ptytki 96-dotkowe MicroWell, Nunc (Thermo Fisher Scientific)

Ptytki do hodowli bakterii (ptytki Petriego) (Sarstedt)

Probdwki cienkoscienne 0,5 ml do pomiaréw fluorymetrycznych (Promega)
Probowki jatowe typu falcon (10, 15, 50 ml) (Sarstedt)

Probéwki typu Eppendorf (0,2 ml; 1,5 ml) (Eppendorf)

Probowki typu Eppendorf Biopur (1,5 ml) (Eppendorf)

Rynienki polistyrenowe do pipety wielokanatowej (Corning)

Statywy chtodzace na probowki (SSIbio)

Statywy na probowki (VWR)
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Strzykawki 3-cz¢sciowe jalowe, koncowka Luer Lock (igta nakrecana) (50 ml) (BD Plastipak)
UV-Kiivette mikro (Merck)

Zestawy do filtracji prozniowej, filtry PES Rapid-Flow MF 75 Nalgene , $rednica poréw
0,45 um i 0,22 um (Thermo Fisher Scientific)

Zlewki laboratoryjne (VitLab)

3.9 Aparatura i akcesoria

2-portowa i 4-portowa zakretka do butelki GL45 (VWR)
Chtodziarko-zamrazarka (LG A Class)
Chtodziarko-zamrazarka (Samsung A Class)
Chtodziarko-zamrazarka (Siemens A* Class)

Cisnieniomierz, zaciski do wezykow (Castorama)

Fluorymetr (Promega Quantus)

Inkubator z wytrzgsaniem (Heidolph UNIMAX 1010 INKUBATOR 1000)
Inkubator z wytrzasaniem (Infors HT AG CH-4103 Bottmingen)
Inkubator z wytrzasaniem (Infors HT Minitron)

Kotyska (Heidolph Polymax 1040)

Komora laminarna (Esco Class |1 BSC)

Komora z transiluminatorem do wizualizacji 1 dokumentacji zeli G:BOX wraz

z oprogamowaniem (Syngene)
Kuchenka mikrofalowa (LG)
Kuchenka mikrofalowa (Zelmer)
Manometr (WIKA EN 837-1)

Miernik pH (Mettler Toledo Fe-20 FiveEasy TM pH)
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Mieszadto magnetyczne (IKA color squid)

Mieszadlo magnetyczne (IKA RTC Classic)

Mieszadto magnetyczne (VWR VS-C4)

Modut filtrujacy Hollow Fiber (SpectrumLabs.com MidiKros)

Pipety automatyczne (0,5-10, 2-20, 10-100, 20-200, 100-1000 pl, 1-5 ml, wielokanatowa 20-
200, 30-300 pl) (Eppendorf)

Plytka 96-dotkowa do magnetycznej separacji (New England BioLabs #S1511S)
Pompa perystaltyczna (LEADFLUID BT100L YZ15)
Pompa perystaltyczna (VWR FastLoad)

Sekwenator Il generacji (Illumina NextSeq 550)
Serwer obliczeniowy (1ITD PAN)

Spektrofotometr (Amersham Biosciences Ultrospec 10)
Spektrofotometr/fluorometr (DeNovix DS-11)
Termocykler (Eppendorf Mastercycler nexus GX2)
Termomikser (BIOSAN TS-100C Thermo Shaker)
Termomikser (Eppendorf ThermoMixer C)
Wytrzgsarka typu vortex (Biosan Bio vortex V1)
Wytrzasarka typu vortex (IKA MS 3 basic)
Wytrzasarka typu vortex (IKA Vortex 1)

Waga (OHAUS Ranger 3000)

Waga (OHAUS Valor 5000)

Wezyki do pomp perystaltycznych (Watson Marlow)

Wiréwka (Eppendorf Centrifuge 5804 R)
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Wiréwka (Eppendorf Mini Spin plus)

Wirowka (Eppendorf Mini Spin)

Wirdwka (Sigma Laboratory Centrifuges 3K30)

Zamrazarka o temperaturze zamrazania do -80°C (GRAM bioline BioUltra UL 570)

Zestaw do elektroforezy poziomej (AA Hoefer)

4, Metody

4.1 Projektowanie biblioteki oligonukleotydow kodujacych fragmenty
bialek bakteriofagowych (wg Xu i in., 2015, zmodyfikowano)

Biblioteka oligonukleotydéw kodujacych fragmenty biatek bakteriofagowych zostala
zaprojektowana w laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagéw przez bioinformatyka
mgr inz. Marka Harhale na podstawie pracy Xu i in., 2015. W tym celu przeszukano baze
danych Genbank (NCBI) w zakresie wszystkich dostepnych genomdw fagowych (data dostepu:
01.06.2018 r.). Do dalszych badan wybrano annotowane otwarte ramki odczytu (ORF), ktore
byly opisane stowami kluczowymi: 'structural’, 'tail', 'decoration’, 'capsid', 'scaffold’, 'baseplate’,
‘coat’, 'virion', 'structure’, ale nie zawieraly stow kluczowych: ‘initiator’, ‘chaperone’, ‘maturation
protease’, 'morphogenesis’. Numery dostepu biatek zostaly wykorzystane jako nazwy
wybranych biatek. Sekwencje odnalezionych bialek, ktére spetniaty zatozenia (stowa
kluczowe) zostaly pobrane z bazy danych, a nastgpnie zostaty wirtualnie podzielone na
oligopeptydy o dtugosci 56 aminokwaséw, z zatozeniem, ze kolejne sekwencje w danym biatku
naktadajg si¢ w zakresie 28 aminokwasow, tak aby ostatni oligopeptyd z danego biatka stanowit
56 aminokwasow na koncu C. Operacje t¢ wykonano z wykorzystaniem skryptu w jezyku
programowania Python (pakiet BioPython do pracy z danymi biologicznymi), Powtarzajace si¢
sekwencje oligopeptydow zostaty usunigte z tworzonej biblioteki. Reprezentatywne sekwencje
oligopeptydow zostaty przettumaczone odwrotnie w kodony DNA (sekwencje nukleotydowe)
zoptymalizowane pod wzgledem efektywnosci ekspresji informacji genetycznej w Escherichia
coli (Tabela 5). Wybrano najczesciej wystepujace kodony. Miejsca restrykcyjne usunigto

poprzez wprowadzenie neutralnych mutacji punktowych (ang. silent mutation).

58



Metody

Tabela 5. Kodony Escherichia coli zastosowane w bibliotece oligonukleotydowej

przygotowanej w niniejszej pracy.

Nazwa aminokwasu Skrét jednoliterowy
Alanina A GCG
Cysteina C TGC
Kwas asparaginowy D GAT
Kwas glutaminowy E GAG
Fenyloalanina F TTC
Glicyna G GGC
Histydyna H CAT
Izoleucyna I ATC
Lizyna K AAA
Leucyna L CTG
Metionina M ATG
Asparagina N AAC
Prolina P CCG
Glutamina Q CAG
Arginina R CGT
Seryna S TCT
Treonina T ACC
Walina \ GTG
Tryptofan W TGG
Tyrozyna Y TAT

Do konca 5’ kazdej sekwencji oligonukleotydowej dodano odpowiednie sekwencje
homologiczne (adaptery) dla startera ,,forward” (5> — 3”) stosowanego w reakcji amplifikacji
biblioteki oligonukleotyd6w, miejsce restrykcyjne dla enzymu EcoRI oraz sekwencj¢ kodujaca
tacze serynowe (4S) w celu zwigkszenia lokalnej rozpuszczalnosci produktu biatkowego
| ograniczenie w ten sposob niepozadanych interakcji pomigdzy poszczegdlnymi domenami:
GGTAGCACACTGGAATTCTCTCTTCTTCT. Do konca 3’ kodonu STOP kazdej sekwencji

oligonukleotydowej dodano miejsce restrykcyjne dla enzymu HindIll oraz sekwencje
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homologiczng (adaptera) dla startera ,reverse” (sekwencja komplementarna i odwrdcona
wzgledem sekwencji  wyj$ciowej) stosowanego w reakcji amplifikacji  biblioteki
oligonukleotydéw: TGAAGCTTATCCTTGCTCGTGGTTAC. Adaptery do konca 5” i 3’
dodano w celu utworzenia sekwencji oligonukleotydowych o dlugosci 222 par zasad.
Sekwencje zaprojektowanych oligonukleotyddw (Zatgcznik nr 3) w formacie FASTA zostaly
przekazane jako wzorzec dla syntezy, ktora zostala przeprowadzona w technologii SurePrint
(Agilent).

4.2 Reakcja amplifikacji Dbiblioteki oligonukleotydow kodujacych
fragmenty bialek bakteriofagowych metoda PCR (wg Thermo Fisher

Scientific, zmodyfikowano)

Przygotowano mieszaning do reakcji tahcuchowej polimerazy (PCR) w probowkach

0 pojemnosci 200 ul mieszajac w odpowiednich ilo$ciach nastepujace reagenty:

Mieszanina starterow: forward (20 uM) i reverse (20 pM) 1,25 ul

Matryca (biblioteka oligonukleotydow) 1,00 pl

(zgodnie z procedurg 4.1)

100% DMSO 1,50 ul

Woda do biologii molekularnej 21,25 ul

Phusion Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix 25,00 pl
Vreakeji=50 pl

Etapy oraz czas trwania reakcji:

1. denaturacja wstgpna 4 min. 30 sekund 98°C

2. denaturacja whasciwa 20 sekund 98°Ce+—

3. polaczenie starterow z % 30
komplementarnymi sekwencjami 20 sekund 57°C

4. reakcja polimeryzacji 30 sekund 72°C —
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5. wydhuzenie koncowe 10 min.  72°C

6. przechowywanie 0 10°C

Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerze Eppendorf Mastercycler nexus
GX2. Jako matrycy do powielania genéw kodujacych fragmenty biatek bakteriofagowych
uzyto biblioteki oligonukleotydow dostarczonej przez firme Agilent. Produkt reakcji
amplifikacji metoda PCR oczyszczono (procedura 4.3) i naniesiono na zel agarozowy.
Przeprowadzono elektroforezg (procedura 4.4). Oznaczono st¢zenie otrzymanego produktu

przeprowadzonej reakcji amplifikacji metoda PCR (procedura 4.5).

4.3  Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych z wykorzystaniem
zestawu QIAquick (wg QIAGEN)

Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych odbywato si¢ zgodnie z instrukcja
producenta. W celu pozbycia si¢ pozostalo$ci po przeprowadzonej reakcji PCR (w kolejnym
kroku reakcji restrykcji), otrzymane DNA potaczono z 5 objgtosciami buforu wigzacego PB,
zawierajacego wysokie stezenie chlorowodorku guanidyny oraz izopropanolu. Mieszaning
doktadnie wymieszano i cato$¢ naniesiono na minikolumn¢ z wypetnieniem krzemionkowym,
umieszczong w probowce dostarczonej w zestawie, przeznaczong do oczyszczania DNA.
Wirowano przez 60 sekund przy 13 000 rpm. Minikolumn¢ wyjeto w probowki, wylano
przesacz 1 umieszczono ponownie kolumng w probowce. Dodano 750 ul buforu ptuczacego PE
(poufny sktad) i wirowano przez 60 sekund, 13 000 rpm. Nastepnie wylano przesacz i ponownie
umieszczono minikolumne w proboéwce, wirowano 60 sekund przy 13 000 rpm w celu pozbycia
si¢ resztek buforu ptuczacego. Minikolumng przeniesiono do nowej probowki typu Eppendorf
Biopur (1,5 ml) i dodano na $rodek membrany 30 ul buforu do elucji EB, zawierajacego 10 mM
Tris-Cl (pH 8,5), inkubowano przez 1 minute w temperaturze pokojowej w celu elucji DNA ze

ztoza kolumny. Nastepnie cato$¢ wirowano 1 minute, 13 000 rpm, minikolumne usunigto.
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4.4  Elektroforeza DNA (wg Sambrook i Russell 2001, zmodyfikowano)

Sporzadzono 1,4% (standardowo) lub 3% (dla najwyzszej
rozdzielczo$ci/najdoktadniejszego rozdziatu prazkow) roztwér agarozy (agaroza w tabletkach)
w 1x stezonym buforze TBE, podgrzano do wrzenia. W zaleznosci od potrzebnej grubosci zelu
z 24 studzienkami (rozdziat probek po amplifikacji metodg PCR lub rozdziat probek po reakcji
enzymatycznej z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych) odmierzano odpowiednio 50 ml
lub 250 ml sporzadzonego roztworu agarozy w 1x stezonym TBE. Roztwor agarozy lekko
ostudzono poprzez mieszanie na mieszadle magnetycznym, dodano 2 ul bromku etydyny.
Mieszaning wylano do formy, wtozono grzebien w celu utworzenia studzienek i pozostawiono
zel do zat¢zenia. Nastepnie wyciggnigto grzebien, a forme przelozono do aparatu i zalano 1x
stezonym buforem TBE. Do 4 pl badanej probki dodano 4 ul barwnika obcigzajacego (Orange
DNA Loading Dye). Do pierwszej studzienki naniesiono 4 ul markera (GeneRuler DNA Ladder
Mix), a do pozostatych, badane préby. Elektroforeze prowadzono ok. 40 min przy napigciu
elektrycznym 140 V. Zdjecia zelu po elektroforezie DNA wykonano w komorze
Z transluminatorem do wizualizacji i1 dokumentacji zeli G:BOX z wykorzystaniem

oprogramowania Syngene.

4.5 Pomiar stezenia DNA (wg instrukcji uzytkowania spektrofotometru
DeNovix DS.-11)

Naniesiono za pomoca pipety 1 pl buforu do elucji EB (zgodnie z procedura 4.3) w celu
kalibracji ~ aparatu. Nastepnie przy pomocy chusteczek bezpytowych oczyszczono
powierzchni¢ dedykowang do nalozenia probki. Natozono 1 pl badanej probki DNA
0 nieznanym st¢zeniu. Pomiar stezenia DNA w probce urzadzenie wykonywato na podstawie
detekcji UV-VIS mierzac absorbancje przy dtugosci fali: 230 nm, 260 nm, 280 nm a nastepnie

odpowiednio przeliczajac stezenie.
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4.6 Reakcja enzymatyczna z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych

DNA (wg Thermo Fisher Scientific, zmodyfikowano)

W celu utworzenia ,,lepkich” koncéw amplifikowanej biblioteki oligonukleotydow

przygotowano w probéwce typu Eppendorf Biopur (1,5 ml) mieszaning reakcyjng do reakcji

restrykcji:

Bufor10xFB 6,0 ul

DNA po oczyszczeniu (zgodnie z procedurg 4.3) 0,8 ug

Enzym restrykcyjny FastDigest EcoRI 3,0 ul

Enzym restrykcyjny FastDigest HindllI 3,0 ul

Woda do biologii molekularnej uzupetniono do 60 pul

Vreakcji=60 |J.|

Reakcje prowadzono w Termomikserze (Eppendorf ThermoMixer C) przez 45 minut
w 37°C, bez mieszania. Nastgpnie oczyszczono produkt reakcji restrykcji (procedura 4.3).
Probke naniesiono na zel agarozowy. Przeprowadzono elektroforeze (zgodnie z procedurg 4.4).
Oznaczono st¢zenie otrzymanego produktu przeprowadzonej reakcji amplifikacji metoda PCR

(procedura 4.5).

4.7 Reakcja enzymatyczna z wykorzystaniem enzymu ligazy DNA (wg
A&A Biotechnology i Novagen, zmodyfikowano)

W celu sklonowania amplifikowanej biblioteki  oligonukleotydow
z utworzonymi ,,lepkimi koncami” po trawieniu enzymami restrykcyjnymi EcoRI i Hindlll do
wektora T7Select415-1b (wektor dostarczony w zestawie T7Select® 415-1 Cloning przez firme
Novagen zawiera juz ,lepkie konce”, jest po restrykcji z wykorzystaniem enzymow
EcoRI/HindIIl) w miejscu EcoRI/HindlIl przygotowano w probdwce typu Eppendorf Biopur

(1,5 ml) nastgpujaca mieszaning reakcyjng do reakcji ligacji:

63



Metody

T7Select415-1 EcoRI/Hindlll Vector Arms 1,00 ul

DNA po reakcji restrykcji (zgodnie z procedurg 4.6) 0,06 pmol

Bufor Liga 5™ 1,25 pl

Enzym Liga 5™ 0,25 ul

Woda do biologii molekularnej uzupetniono do 5 pl
Vreakcji=D M

Reakcje prowadzono w Termomikserze (Eppendorf ThermoMixer C) przez 3 godziny
w 20°C, bez mieszania. Ilo$¢ potrzebnego DNA do reakcji obliczono z wykorzystaniem
kalkulatora dostepnego pod adresem: https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation (dostep

w dniu 03.02.2019 r.) wpisujac stezenie oraz liczbe par zasad DNA uzytego do reakcji ligacji.

4.8 Przygotowanie bankow bakteryjnych (wg procedury ustalonej

w Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagéw I1TD PAN)

Pobrano 20 ul bakterii Escherichia coli BL21 dostarczonych w zestawie T7 Select®
415-1 Cloning przez firm¢ Novagen i hodowano przez noc w 50 ml ptynnego podtozu LB
w 37°C z wytrzasaniem 210 rpm. Nastepnie 500 pl hodowli bakteryjnej umieszczono w jalowe;j
probowce typu Eppendorf wraz z 500 pl jatowego 50% glicerolu. Sporzadzone banki

bakteryjne umieszczono w — 20°C.

4.9 Reakcja pakowania genomu bakteriofaga T7 in vitro (wg Novagen,

zmodyfikowano)

Produkt reakcji ligacji o objetosci 5 pl dodano bezposrednio do rozmrozonego
wczesniej na statywie chtodzacym T7 Packaging Extracts o objetosci 25 ul. Mieszaning
ostroznie zamieszano za pomoca koncowki pipety Reakcje prowadzono w termomikserze
(Eppendorf ThermoMixer C) przez 2 godziny w 22°C, uruchamiajac delikatne mieszanie (300
rpm) na 1-2 minuty co ok. 20 minut. Reakcje¢ pakowania zatrzymano dodajac 270 pl sterylnego

medium LB. Mieszaning delikatnie zamieszano za pomocg koncowki pipety. Pobrano 10 pl
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otrzymanej mieszaniny i Oznaczono miano faga w celu okreslenia liczby wytworzonych

rekombinantéw (procedura 4.11).

4.10 Amplifikacja zrekombinowanej biblioteki faga T7 (wg Novagen,

zmodyfikowano)

Przygotowano prehodowle bakterii Escherichia coli BL21 bedacej gospodarzem dla
bakteriofaga T7: do 50 ml plynnego LB dodano 20 ul bakterii Escherichia coli BL21
z przygotowanych wczesniej bankdéw bakteryjnych (procedura 4.8). Prehodowle prowadzono
w temperaturze 37°C, z wytrzasaniem 220 rpm przez cala noc. Nastgpnego dnia rano
odswiezono nocng prehodowle bakterii Escherichia coli BL21. Do 50 ml ptynnego podtoza LB
dodano 500 pl nocnej prehodowli bakterii Escherichia coli BL21. Hodowle prowadzono
w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 240 rpm przez ok. 2 godziny az do uzyskania ODeoo
w zakresie 0,7-1,0. Nast¢pnie do hodowli bakteryjnej Escherichia coli BL21 dodano 290 pl
pltynnego lizatu rekombinowanych bakteriofagow T7 (procedura 4.9). Amplifikacje
prowadzono w 37°C z wytrzasaniem OK. 250 rpm przez ok.3 godziny, az do momentu
obserwowania lizy komorek gospodarza, t.j. bakterii Escherichia coli BL21. Zamplifikowany
lizat zrekombinowanej biblioteki faga T7 wirowano przez 10 minut w 4°C przy 8000 x g w celu
pozbycia si¢ resztek komoérek gospodarza. Otrzymany supernatant przeniesiono do sterylnej
probowki tylu falcon o objetosci 50 ml a nastepnie do sterylnej strzykawki o pojemnosci 50 ml.
Supernatant filtrowano przy uzyciu filtrow strzykawkowych Millex PES 33 mm o $rednicy
porow 0,22 um do sterylnej probowki typu falcon o objetosci 50 ml. Pobrano 10 pl
przefiltrowanego namnozonego lizatu zrekombinowanej biblioteki faga T7 w celu oznaczenia
miana (procedura 4.11). Cze$¢ otrzymanego lizatu przetozono do probdwek typu Eppendorf
(1,5 ml) po 1 ml i przechowywano w -80°C jak banki namnozonego lizatu zrekombinowanej

biblioteki faga T7. Pozostatg czgs¢ przygotowanej biblioteki faga T7 przechowywano w 4°C.

W celu uzyskania wigkszej ilosci ptynnego lizatu zrekombinowanej biblioteki faga T7
wykonano nastepujace kroki. Przygotowano prehodowle bakterii Escherichia coli BL21: do 50
ml ptynnego LB dodano 20 pl bakterii Escherichia coli BL21 z przygotowanych wczesniej
bankow bakteryjnych (procedura 4.8). Prehodowle prowadzono w temperaturze 37°C,

z wytrzasaniem 220 rpm przez calg noc. Nastepnego dnia rano od$wiezono nocng prehodowle
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bakterii Escherichia coli BL21. Do 300 ml ptynnego podtoza LB dodano 3 ml nocnej
prehodowli bakterii Escherichia coli BL21. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C
z wytrzgsaniem 180 rpm przez ok. 2 godziny az do uzyskania ODgoo W zakresie 0,7-1,0. Liczbe

komorek bakteryjnych w roztworze obliczono korzystajac z ponizszego wzoru:

2 X 108 komérek /ml

OD¢go X
600 0.5 X 0Dy

X objeto$¢ hodowli [ml] = catkowita liczba komoérek

Kultury bakteryjne infekowano biblioteka bakteriofagowa o MOI pomigdzy 0,001 — 0,01 (np.
100-1000 komoérek na kazda czastke fagowa PFU). Dodano odpowiednig objeto$é lizatu
biblioteki bakteriofagowej (opisanej w poprzedzajacym akapicie). Zamplifikowany lizat
zrekombinowanej biblioteki faga T7 wirowano przez 10 minut w 4°C przy 8000 x g w celu
pozbycia si¢ resztek komorek gospodarza. Otrzymany supernatant przeniesiono do zestawu do
filtracji prozniowej, filtrowano przez filtry o $rednicy porow 0,22um. Pobrano 10 pl
przefiltrowanego namnozonego lizatu zrekombinowanej biblioteki faga T7 w celu oznaczenia
miana (procedura 4.11). Nastepnie lizat poddano zaggszczaniu z wykorzystaniem systemu
hollow-fiber (procedura 4.11). System ten umozliwil réwniez wymian¢ ptynnej pozywki
hodowlanej LB, w ktorej zawieszona byta zrekombinowana biblioteka faga T7, na Phage

Extraction Buffer (Xu i in., 2015). Przygotowang biblioteke faga T7 przechowywano w 4°C.

4.11 Koncentracja i wymiana medium plynnego lizatu zrekombinowane;j
biblioteki faga T7 (wg procedury ustalonej w Laboratorium Biologii
Molekularnej Bakteriofagéw 11TD PAN)

Namnozona biblioteka bakteriofaga T7 (procedura 4.10) zostata skoncentrowana min.
10 razy z wykorzystaniem rozwini¢tej w Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagow
metody z wykorzystaniem membrany filtracyjnej typu hollow-fiber (optymalizacje metody
przeprowadzita mgr lIzabela Rybicka). Przed rozpoczeciem procesu zaggszczania pobrano
10 pl przefiltrowanego lizatu zrekombinowanej biblioteki faga T7 w celu oznaczenia miana

(procedura 4.11). Po zakonczonym procesie koncentracji pobrano 10 pl skoncentrowanego
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lizatu zrekombinowanej biblioteki faga T7 w celu oznaczenia miana (procedura 4.12).
W kolejnym kroku zmieniono pltynng pozywke LB, w ktoérej zawieszona byla namnozona
i skoncentrowana biblioteka bakteriofaga T7, na Phage Extraction Buffer dedykowany do
procesu immunoprecypitacji (procedura 4.12, Xu i in., 2015). Otrzymany preparat fagowy
filtrowano przy uzyciu filtrow strzykawkowych Millex PES 33 mm o $rednica poréw 0,22 um
do sterylnej probowki typu falcon o objetosci 50 ml. Zageszczong biblioteke bakteriofaga T7

zawieszong W Phage Extraction Buffer przechowywano w 4°C do czasu immunoprecypitacji.

linia retentatu
(koncentratu)

It N4

rezerwuar faga

membrana filtracyjna
typu hollow-fiber

linia permeatu
(filtratu)

linia odpadow

/

=

pompa retentatu  manometr zacisk
pompa buforu

Rysunek 5. System do zageszczania lizatow fagowych stworzony w Laboratorium Biologii
Molekularnej Bakteriofagow IITD PAN. Zielong strzatkg zaznaczono kierunek przeptywu
lizatu fagowego. Niebieska strzatkg zaznaczono kierunek przeptywu nowego buforu (Phage
Extraction Buffer), w ktorym zostala zawieszona zrekombinowana zageszczona biblioteka
bakteriofagbw T7 [Rysunek pochodzi z procedury ustalonej w Laboratorium Biologii
Molekularnej Bakteriofagéw IITD PAN przez Izabelg Rybicka, 2021].
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4,12 Oznaczanie miana bakteriofagdbw (wg procedury ustalonej

w Laboratorium Biologii Molekularnej Bakteriofagéw I1TD PAN)

Miano bakteriofagdw oznaczano dwoma metodami: (a) metodg testu standardowych

rozcienczen (RTD) i (b) metodg ptytek dwuwarstwowych.

a. Metoda testu standardowych rozcienczen (wg Rees i in., 2015, zmodyfikowano)

Bakterie Escherichia coli BL21 hodowano w podtozu ptynnym LB przy 230 rpm przez
ok. 3 godziny w temperaturze 37°C. Nastgpnic 1 ml hodowli bakteryjnej naniesiono
i rozprowadzono na catej powierzchni ptytki Petriego z podtozem statym do ptytek fagowych.
Plytke pozostawiono do wyschnigcia W temperaturze pokojowej. Przygotowano szereg
rozcienczen badanego preparatu bakteriofagowego w podtozu plynnym LB. Rozcienczenia
nakropiono na poszczegodlne sektory ptytki z wysianymi wczesniej bakteriami. Inkubowano
przez 7 godzin w temperaturze 37°C, a nastgpnie w 22°C do nastgpnego dnia. Policzono
powstate tysinki i wyznaczono miano bakteriofaga wyrazone w jednostce [PFU/mI] (liczba

czastek fagowych na mililitr) zgodnie ze wzorem:

PFU 1 1
= liczba tysinek X X

miano — . ; —
rozcienczenie nakropiona objetos¢ faga [ml]

‘ml

b. Metoda ptytek dwuwarstwowych (Gratia 1936 opisana przez Adamsa 1959,
zmodyfikowano)

Przygotowano szereg rozcienczen badanego preparatu bakteriofagowego oraz ptynng
hodowle bakteryjna Escherichia coli BL21 w 50 ml LB, ktora wytrzasano przy 230 rpm przez
3 godziny w 37°C. Do probowek z 0,7% pltynnym agarem o temperaturze 42°C dodano 100 pl

zawiesiny bakteryjnej oraz preparat bakteriofagowy w ustalonej objetosci. Zawartos¢ probowki

68



Metody

wymieszano na wytrzasarce typu vortex, wylano na powierzchnig ptytek Petriego z podtozem
stalym do ptytek fagowych i inkubowano przez 7 godzin w temperaturze 37°C, a nastgpnie
w 22°C do nastepnego dnia. Policzono powstale tysinki 1 wyznaczono miano bakteriofaga

wyrazone w jednostce [PFU/ml] (liczba czastek fagowych na mililitr) zgodnie ze wzorem:

PFU
miano [ﬁ] = liczba tysinek X

1
X
rozcienczenie objeto$¢ dodanego faga [ml]

4.13 Reakcja immunoprecypitacji, czyli stracanie epitopow reaktywnych za
pomoca swoistych przeciwcial wystepujacych w surowicach ludzkich
poddanych profilowaniu serologicznemu (wg Xu i in., 2015 oraz Invitrogen,

zmodyfikowano)

Do dotkéw ptytki 96-dotkowej natozono 300 pl roztworu 3% BSA w TBST. Plytke
inkubowano przez noc w 4°C z wytrzasaniem 40 rpm. Nast¢pnego dnia usunigto zawartos¢
dotkéw plytki 96-dotkowej poprzez odwrdcenie ptytki a nastepnie ptytke osuszono recznikiem
laboratoryjnym. Do dotkéw plytki 96-dotkowej natozono bibliotekg bakteriofaga T7
prezentujacego na swojej powierzchni oligopeptydy bakteriofagowe (zgodnie z Xu i in., 2015,
2x10° reprezentacji kazdego klonu biblioteki bakteriofaga T7 prezentujacego na powierzchni
swojego kapsydu inny oligopeptyd bakteriofagowy (wielko$¢ biblioteki oligopeptydow
wynosila 2,8x10°, czyli biblioteke o lacznym mianie 5,6x10*° PFU na jedna badana probe
surowicy)) oraz badang surowice (1 ul). Zawartos¢ kazdego dotka uzupeilniono Phage
Extraction Buffer do objgtosci 250 pul i mieszano 4 razy pipeta 0 objetosci 100 pl w celu dobrego
wymieszania surowicy 1 biblioteki fagowej. Plytke inkubowano przez noc w 4°C
z wytrzgsaniem 50 rpm. Kolejnego dnia rano do kazdego dotka ptytki 96-dotkowej dodano
kulki magnetyczne do immunoprecypitacji: 10 pul Dynabeads Protein A oraz 10 pl Dynabeads
Protein G (Dynabeads Protein A i Protein G 1acza si¢ w rdzny sposob z regionem Fc
przeciwcial). Zawarto$¢ dotkéw zamieszano 5 razy pipeta automatyczng o objetosci 100 pl.
Plytke inkubowano przez 4 godziny w 4°C z wytrzasaniem 50 rpm. Po inkubacji ptytke 96-
dotkowg umieszczono na statywie magnetycznym i pobrano probki (20 pl) startowe w celu
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okreslenia ilosci inkubowanej biblioteki fagowej (procedura 4.11). Nastepnie ze wszystkich
dotkow ptytki 96-dotkowej odciggnieto za pomocg pipety automatycznej calg zawarto$¢
i wyrzucono. Ptytke zdjeto ze statywu magnetycznego i nalano 140 pl Wash Buffer kierujac
strumien z koncowki pipety automatycznej na kulki, ale ich nie dotykajac. Nastepnie dodano
kolejne 140 pl Wash Buffer i wymieszano kazdy z dotkow 5 razy lub wigcej, jezeli kulki
stanowily "nierozerwalng mase". Plytke pozostawiono na ok. 30 sek. poza statywem
magnetycznym a nast¢pnie wstawiono na statyw magnetyczny i odczekano az dolki bedg
przejrzyste i kulki magnetyczne powedruja na $cianke dotka (w kierunku magnesu). Pobrano
po 20 pl prébki na miano (w celu okreslenia ilosci odptukiwanych, niewiazacych sig
bakteriofagow T7 (procedura 4.11)), a nastgpnie odebrano catg zawarto$¢ dotkow i wyrzucono.
Nalano 2x140 pl Wash Buffer zgodnie z wytycznymi opisanymi powyzej i calg procedure
powtorzono facznie 5 razy. Po ostatnim plukaniu odebrano zawarto$¢ dotkow (ptytke 96-
dotkowa umieszczono na statywie magnetycznym) i kulki magnetyczne zawieszono w 60 pl
wody do biologii molekularnej (ptytkg 96-dotkowa umieszczono poza statywem
magnetycznym) w celu elucji bakteriofagdw rozpoznanych i zwigzanych przez przeciwciata
obecne w badanych surowicach. Kulki magnetyczne bardzo doktadnie wymieszano za pomoca
pipety automatycznej. Nastepnie z odpowiednich dotkow pobrano probke na miano (20 pl)
w celu okreslenia ilosci biblioteki fagowej rozpoznanej przez przeciwciata obecne w badanych
surowicach (procedura 4.11). Kontrole techniczne wykonane w doswiadczeniu zostaly
zaprezentowane na rysunku nr 6. Ptytki 96-dotkowe z odzyskanymi epitopami rozpoznanymi
przez przeciwciala wystepujace w badanych surowicach poddanych profilowaniu

serologicznemu przechowywano w -20°C.
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PROBA BADANA KONTROLA 1 KONTROLA 2 KONTROLA 3
biblioteka /" biblioteka ™\, /" biblioteka ™, bad
bakteriofaga 7 bakteriofaga /' bakteriofaga acana
+ 7 \ / 7 \ surowica

badana surowica | | +
+ . Ny kulki
kulki . kulki \ ~ badama .
magnetyczne . magnetyczne . surowica : \\magnetyczne/ g

Kontrole wykonano w celu sprawdzenia poprawnosci oddziatywan kulek
magnetycznych Dynabeads® Protein A i Protein G (Invitrogen) z
przeciwcialami (regionem Fc) obecnymi w badanej surowicy wigzacymi sie
do konkretnych epitopow (oligopeptydow znajdujgcych sie na powierzchni
kapsydu bakteriofaga T7-biblioteka stworzona metoda phage display).

Rysunek 6. Schemat prob badanych i kontroli technicznych zastosowanych w reakcji
stracania epitopow bakteriofagowych za pomoca swoistych przeciwcial wystepujacych

w surowicach ludzkich [zmodyfikowano na podstawie Xu i in., 2015].

4.14 Reakcja amplifikacji metoda PCR materialu DNA bakteriofagow T7
pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji (wg Thermo Fisher Scientific,

zmodyfikowano)

Przygotowano mieszaning do reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) na plytce 96-
dotkowej 0 pojemnosci roboczej dotka 200 pl mieszajac w odpowiednich ilosciach nastgpujace

reagenty:

Mieszanina starteréw: forward (20 uM) i reverse (20 uM) 0,10 ul
Matryca (materiat DNA bakteriofagow T7) 9,02 ul
(zgodnie z procedurg 4.12)

EDTA 50 mM 0,88 pul
Phusion Blood Direct PCR Master Mix 10 ul
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Etapy oraz czas trwania reakcji:

1. denaturacja wst¢pna 4 min. 30 sekund 98°C

2. denaturacja wlasciwa 10 sekund 98°Ce+—

3. potaczenie starteréw z « 25
komplementarnymi sekwencjami 20 sekund 62°C

4. reakcja polimeryzacji 30 sekund 72°C —

5. wydtuzenie koncowe 10 min.  72°C

6. przechowywanie 0 10°C

Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerze Eppendorf Mastercycler nexus
GX2. Jako matrycy do powielania genéw kodujacych fragmenty biatek bakteriofagowych
uzyto bakteriofagow T7 pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji. Produkt reakcji

amplifikacji naniesiono na zel agarozowy. Przeprowadzono elektroforezg (procedura 4.4).

415 Reakcja  przylaczenia  indeksow  (barkodow DNA) do
zamplifikowanego materialu DNA bakteriofagéw T7 pozyskanych w wyniku
immunoprecypitacji metoda PCR niezbednych do sekwencjonowania

metoda NGS (wg Thermo Fisher Scientific, zmodyfikowano)

Przygotowano mieszaning do reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) na ptytce 96-

dotkowej o pojemnosci roboczej dotka 200 pl mieszajac w odpowiednich ilosciach nastepujace

reagenty:

Mieszanina indeksow (barkodéw DNA) 0,50 ul
(odpowiedni dotek na ptytce (set A/B/C/D Illumina, Zatgcznik nr 4)
Matryca (materiat DNA bakteriofagow T7) 2,00 pl
(zgodnie z procedurg 4.14)

EDTA 50 mM 0,88 ul
Woda do biologii molekularnej 6,62 ul
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Phusion Blood Direct PCR Master Mix 10 pl
V'reakcji=20 Lll

Etapy oraz czas trwania reakcji:

1. denaturacja wstepna 3 min. 72°C

2. denaturacja wlasciwa 30 sekund 95°Ce+—

3. polaczenie starterow z % 12
komplementarnymi sekwencjami 10 sekund 95°C

4. reakcja polimeryzacji 30 sekund 55°C —

5. wydtuzenie koncowe 30 sekund 72°C

6. przechowywanie 5 min. 72°C

Reakcje przytaczania indeksow (barkodow DNA) prowadzono w termocyklerze
Eppendorf Mastercycler nexus GX2. Jako matrycy uzyto zamplifikowany materiat genetyczny
bakteriofagow T7 pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji (procedura 4.13 & 4.14). DNA
zidentyfikowanych bakteriofagow T7 z przytaczonymi indeksami (barkodami DNA) metoda
PCR oczyszczono (procedura 4.15) i naniesiono na zel agarozowy. Przeprowadzono
elektroforeze (procedura 4.4).0znaczono stezenie otrzymanego produktu przeprowadzonej

reakcji amplifikacji metodg PCR (procedura 4.17).

4.16 Oczyszczanie biblioteki dsDNA do sekwencjonowania metoda NGS

(wg Beckman Coulter, zmodyfikowano)

Do ptytki 96-dotkowej do PCR zawierajacej bibliotek¢ dsDNA z przytaczonymi
indeksami do sekwencjonowania metodg NGS (procedura 4.15) dodano do kazdego dotka 36
pl wymieszanych kulek paramagnetycznych Agencourt AMPure XP. Objetos¢ kulek
magnetycznych zostala wyznaczona na podstawie ponizszego wzoru dostarczonego przez

producenta:

VAgencourtAMPure XP/reakcje = 1,8 X Vreakcji
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Powstalg mieszaning zamieszano 10 razy przez pipetowanie. Plytke 96-dotkowa
inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej a nastepnie umieszczono na statywie
magnetycznym i inkubowano 2 minuty w celu separacji kulek z oczyszczanego roztworu.
Kiedy roztwor zostal oczyszczony z kulek, ktére utworzyty pierScien na S$ciance dolka,
pozostaly w dotku roztwor odciggnigto za pomoca pipety i wyrzucono. Na dnie dotka
pozostawiono ok. 5 pl roztworu, aby unikng¢ wyschnigcia kulek magnetycznych
Z przytaczonym dsDNA znajdujacych si¢ na $ciance dotka. Trzymajac dalej ptytke reakcyjng
na statywie magnetycznym do kazdego dotka dodano 200 ul przygotowanego ,,na §wiezo” 70%
etanolu (roztwor przemywajacy). Plytke wyciagnieto ze statywu magnetycznego i wymieszano
zawarto$¢ dotkéw przez kilkakrotne pipetowanie i ponownie odstawiono plytke na statyw
magnetyczny. Inkubowano przez 5 min a nastgpnie odebrano cala zawarto$¢ dotkéw,
pozostawiajac tylko pier§cien utworzony z kulek magnetycznych. Plukanie powtorzono 3 razy.
Po ostatnim kroku ptukania odciggni¢to z dotkdéw resztki 70%etanolu. Nastepnie plytke
reakcyjng wyciagnigto ze statywu magnetycznego i do kazdego dotka dodano 20 pl wody do
biologii molekularnej w celu elucji dsDNA z kulek magnetycznych. Zawarto$¢ dotkow
doktadnie wymieszano przez pipetowanie (min.10 razy). Plytke reakcyjng inkubowano 5 minut
w temperaturze pokojowej, a nastgpnie umieszczono na Statywie magnetycznym
I pozostawiono na 5 minut w temperaturze pokojowej w celu separacji kulek magnetycznych
z roztworu. Eluat z kazdego dotka odciagnigto pipeta i przeniesiono do zbiorczej proboéwki typu
Eppendorf Biopur (1,5 ml). Wykonano pomiar st¢zenia oczyszczonej biblioteki dSDNA do

sekwencjonowania metodg NGS (procedura 4.17).
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Przeniesienie

(, Agencourt Plukanie Elucja woda do oczyszezonego
AMPure XP Wiazanie Separacja 70% etanol biol.mol. eluatu )
.94 g 790 E- o
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Cu s b P vy
, a 4 4
magnes magnes magnes
I 2 3 4 5 6

Rysunek 7. Etapy oczyszczania dSDNA z wykorzystaniem kulek magnetycznych Agencourt

AMPure XP: 1) Dodanie do oczyszczanego roztworu dsDNA odpowiedniej ilosci kulek
magnetycznych Agencourt AMPure XP, 2) Zwigzanie fragmentow dsDNA do
paramagnetycznych kulek, 3) Separacja kulek magnetycznych z zwigzanym dsDNA od
zanieczyszczen, 4) Trzykrotne plukanie dsSDNA zwigzanego z kulkami magnetycznymi 70%
roztworem etanolu, 5) Elucja oczyszczonych fragmentow dsDNA z kulek magnetycznych, 7)
Przeniesienie oczyszczonego eluatu do nowej probowki [zmodyfikowane na podstawie

instrukcji Beckman Coulter].

4.17 Pomiar stezenia biblioteki dSDNA do sekwencjonowania metoda NGS

(wg Promega)

W probdéwce typu Eppendorf (1,5 ml) rozcienczono dotagczony do zestawu bufor TE
(20x) w wodzie wolnej od nukleaz. Przygotowano QuantiFluor® Dye working solution
(probdéwka typu Eppendorf 1,5 ml) poprzez zmieszanie QuantiFluor® Dye z rozcienczonym
buforem TE w stosunku 1:400 i delikatnie zamieszano na wytrzasarce typu vortex. Nastepnie
do probéwki PCR 0,5 ml dedykowanej do zestawu przeniesiono 200 pl QuantiFluor® Dye
working solution i dodano 2 pl oczyszczonej biblioteki dsSDNA (procedura 4.16) lub 2 pl
standardu dsDNA dotaczonego do zestawu. Mieszaning zamieszano 3 razy poprzez powolne
pipetowanie a nastgpnie umieszczono na wytrzasarce typu Vortex i bardzo ostroznie mieszano
przez ok. 10 sekund. W celu zerowania aparatu pomiarowego przygotowano 200 pl
QuantiFluor® Dye working solution w 0,5 ml probéwce PCR. Probéwki PCR 0,5 ml
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut chronigc przed dostgpem $wiatta. Pomiar

fluorescencji wykonano zgodnie z instrukcja dotaczong do fluorymetru Quantus (Promega).
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4,18 Sekwencjonowanie DNA metoda NGS (wg Illumina, zmodyfikowano

I Genomed)

Sekwencjonowanie DNA metodg NGS wykonano w celu okreslenia sekwencji DNA
immunoprecypitowanych epitopdéw bakteriofagow. Do wyizolowanego i namnozonego DNA
w reakcji PCR (procedura 4.13) przytaczono pary indeksowanych adapterow do
sekwencjonowania DNA metoda NGS (Zatgcznik nr 4, procedura 4.15). Kazdy oligonukleotyd
biblioteki DNA zostal obustronnie znakowany sekwencja indeksu o dtugosci 10 par zasad.
Stezenie przygotowanej do sekwencjonowania wyjsciowej biblioteki DNA oceniono zgodnie
z procedurg 4.16. Sekwencjonowanie prob czgsciowo przeprowadzono samodzielnie
w Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki IITD PAN, a czeSciowo wykorzystujac serwis

komercyjny Genomed.

Sekwencjonowanie DNA metodg NGS w Laboratorium Genomiki
i Bioinformatyki 11TD PAN wykonano na sekwenatorze Il generacji NextSEQ (Illumina)
zgodnie z instrukcja producenta. Reagent Cartridge dotgczony do zestawu zostat przetozony do
8°C dzien przed wykonywaniem sekwencjonowania metoda NGS. Przeliczenie st¢zenia
otrzymanej do sekwencjonowania biblioteki DNA (z ng/pl zgodnie z procedura 4.17) do nM

wykonano zgodnie z ponizszym wzorem zawartym w instrukcji dostarczonej przez producenta

urzadzenia:
PR . ng
stezenie biblioteki DNA w ul
i x 10° = stezenie w nM
660 ol % $redni rozmiar biblioteki w pz

Sredni rozmiar biblioteki DNA poddanej sekwencjonowaniu metoda NGS wynosit 300 pz.

Przygotowano seri¢ rozcienczen roztworu NaOH w wodzie do biologii molekularnej (2 M, 1 M,
0,2 M). Wyjsciowg biblioteke do sekwencjonowania rozcienczono w dotaczonym do zestawu
odczynnika RSB do stezenia 4 nM. Nastepnie W celu denaturacji biblioteki DNA do 1,5 ml
probowki typu Eppendorf biopur dodano 5 ul biblioteki DNA o stezeniu 4 nM oraz 5 pl 0,2 M
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NaOH. Probowke umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce typu vortex. Wirowano przez
1 minute przy 280 x g. Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Nastepnie do
probowki reakcyjnej dodano 5 pl 200 mM Tris-HCI o pH 7,0. W celu przygotowania 200 mM
Tris-HCl 1 M Tris-HCI rozstat rozcienczony 5 razy w wodzie do biologii molekularnej.
Proboéwke z mieszaning reakcyjng umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce typu vortex.
Wirowano przez 1 minute przy 280 % g. Zdenaturowang bibliotek¢ DNA rozcienczono do 20
pM poprzez dodanie 985 pul dofaczonego do zestawu odczynnika HTI1. Probowke
Z rozcienczong zdenaturowang biblioteka DNA umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce
typu vortex. Wirowano przez 1 minute przy 280 x g. Probowke umieszczono na lodzie do czasu
przygotowania ostatecznych rozcienczen. Zgodnie 2z wytycznymi uzywanych do
sekwencjonowania zestawow (Mid Output Kits) zdenaturowang biblioteke DNA o stezeniu 20
pM rozcienczono do 1,5 pM. W tym celu zmieszano 97 ul zdenaturowanej biblioteki DNA
0 stezeniu 20 pM z 1203 ul odczynnika HT1. Mieszaning pomieszano poprzez inwersje
probowki a nastgpnie krotko (kilka sekund) wirowano przy 280 x g. Proboéwke z 1,5 pM
zdenaturowang biblioteka DNA do sekwencjonowania umieszczono na lodzie. Przygotowano
dotaczona do zestawu biblioteke PhiX, ktora stanowila kontrole sekwencjonowania DNA.
W probéwce typu Eppendorf Biopur zmieszano 2,5 pl 10 nM biblioteki PhiX z 3,75 pl
dofaczonego do zestawu odczynnika RSB, otrzymujac rozcienczenie 4 nM. Probowke
Z mieszaning reakcyjng umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce typu vortex. Wirowano
kilka sekund przy 280 x g. W celu zdenaturowania kontrolnej biblioteki w probowece typu
Eppendorf Biopur zmieszano 5 pl 4nM PhiX z 5 ul przygotowanego wczesniej 0,2 M NaOH.
Probowke z mieszaning reakcyjng umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce typu vortex.
Wirowano kilka sekund przy 280 x g. Inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie do probdéwki reakcyjnej dodano 5 pl 200 mM Tris-HCl o pH 7,0. Probowke
umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce typu vortex. Wirowano 1 minutg przy 280 x g.
Zdenaturowang kontrolng biblioteke¢ PhiX rozcienczono do 20 pM poprzez dodanie 985 pl
dotaczonego do zestawu odczynnika HT1. Proboéwke z rozcienczong zdenaturowang kontrolng
biblioteka umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce typu vortex. Wirowano przez 1 minute
przy 280 x g. Probowke umieszczono na lodzie do czasu przygotowania ostatecznych
rozcienczen. Zgodnie z wytycznymi uzywanych do sekwencjonowania zestawoéw (Mid Output
Kits) zdenaturowang kontrolng biblioteke PhiX o stezeniu 20 pM rozcienczono do 1,5 pM.

W tym celu zmieszano 97 pl zdenaturowanej kontrolnej biblioteki PhiX o stezeniu 20 pM
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z2 1203 pl odczynnika HT1. Mieszaning pomieszano poprzez inwersje probéwki a nastepnie
wirowano przez 1 minute przy 280 x g. Do probowki typu Eppendorf Biopur przeniesiono
otrzymane biblioteki mieszajac je ze sobg w odpowiedniej ilosci: 130 ul 1,5 pM kontrolnej
biblioteki PhiX (10%) z 1170 pl 1,5 pM biblioteki DNA badanych probek (90%). Probowke
umieszczono na kilka sekund na wytrzasarce typu vortex. Wirowano 1 minutg przy 280 x g.
Tak przygotowana mieszanina (1,3 ml) zostala natozona za pomocag pipety na Reagent
Cartridge w miejscu wyznaczonym przez producenta. Flow Cella, Reagents Container oraz
Buffer Cartridge zostaly przygotowane zgodnie z informacjami wys$wietlonymi na ekranie
urzadzenia NextSEQ. Reagent Cartridge z natlozong mieszaning do sekwencjonowania zostat
wlozony do urzadzenia NextSEQ zgodnie z komunikatami wys$wietlonymi na urzadzeniu.
Sekwencjonowano w trybie sparowanych koncow w dwoch odczytach po 149 zasad.
Urzadzenie uruchomiono po zaplanowaniu procesu wpisujgc 10 jako dlugos$¢ pz uzytych

indeksow (barkodow) oraz 149 jako liczbe zasad w oczekiwanych odczytach.

Sekwencjonowanie w serwisie Genomed (Warszawa). Pozostata cze$¢ prob zostata
zsekwencjonowana metoda NGS na urzadzeniu NovaSeq6000 (lllumina) w trybie sparowanych
koncoéw w dwodch odezytach po 150 zasad z gwarancjg uzyskania 750 mln par odczytdw na catg
pul¢ dostarczonej biblioteki przez serwis Genomed. Wykonano kontrole jako$ci
sekwencjonowania, filtrowanie odczytéw oraz kwantyfikacj¢ 1 puli dostarczonej biblioteki
DNA. Wyniki sekwencjonowania DNA metoda NGS zostaly udostepnione przez firme

Genomed w formie plikdw w formacie .fastq.

4.19 Analiza danych uzyskanych po sekwencjonowaniu DNA metoda NGS

Po zakonczonym sekwencjonowaniu DNA metodg NGS prowadzonego w pracowni
IITD z serwera urzadzenia NextSEQ (Illumina) pobrano pliki wynikowe w formacie .bcl. Przy
uzyciu programu bcl2fastq (Illumina) przekonwertowano pliki wynikowe w formacie .bcl do
formatu .fastq.gz. Nastepnie rozpakowano pliki z formatu .fastq.gz do formatu .fastq
z wykorzystaniem programu do dekompresji plikow gunzip (wolne oprogramowanie). Zbior
uzyskanych plikéw wynikowych w formacie .fastq zostal polaczony ze zbiorem plikdéw
uzyskanych z serwisu Genomed i dalej analizowany réwnolegle. Kolejnym krokiem analizy

bylo potaczenie odczytow (R1 i R2) dla badanej probki. Etap ten zostal wykonany
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z wykorzystaniem skryptu napisanego w jezyku programowania Python (autorem skryptu jest
bioinformatyk mgr inz. Marek Harhala). Nastepnie sekwencje plikéw wynikowych w formacie
fasta (odczyty po sekwencjonowaniu metoda NGS) zostaly zmapowane do oryginalnej
biblioteki sekwencji nukleotydowych, ktore zostaly wystane w formacie FASTA do firmy
Agilent i stanowity wzor syntezy biblioteki oligonukleotydow (procedura 4.1). Zaindeksowanie
oryginalnej biblioteki sekwencji nukleotydowych odpowiadajacych biatkom bakteriofagowym
oraz mapowanie do niej uzyskanych odczytow po sekwencjonowaniu metodg NGS zostato
wykonane z wykorzystaniem oprogramowania bowtie2 (Johns Hopkins University). Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej (autorem analizy jest bioinformatyk mgr inz. Marek
Harhala). Sygnat (S) =zostat obliczony dla kazdego syntezowanego oligonukleotydu
bakteriofagowego, kazdej badanej surowicy i biblioteki kontrolnej osobno jak pokazano na

ponizszym réwnaniu:

C:.
Sijm = logy <leém )
i “ijm

gdzie:

i — syntezowany oligonukleotyd w bibliotece wej$ciowe;j

j — prébka badana

m- powtorzenie techniczne

| — zbior wszystkich oligonukleotydéw zsytnezowanych w bibliotece wejsciowej

S — sygnat oligonukleotydu i w prébce j i powt6rzeniu technicznym m

Sredni sygnat i jego odchylenie standardowe z grupy probek kontrolnych dla kazdego oligonukleotydu
zostal osobno obliczony i przypisany do tego oligonukleotydu. Nastgpnie oceniono statystyczna
waznos$¢ sygnatu z kazdej badanej probki (szansg, ze sygnat odczytany jest przypadkowy) (p). Szansa
ta zostata obliczona uwzgledniajac rozktad standardowy, srednig i SD z probek kontrolnych oraz sygnat
w probcee badanej dla kazdego oligonukleotydu osobno. Za statystycznie wzbogacone oligonukleotydy
(kodujace immunogenne oligopeptydy) uznawano oligopeptydy z p<0.0001 w obu powtoérzeniach
technicznych prébki.
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4.20 Opis zidentyfikowanych epitopow bakteriofagow (wg NCBI oraz
BLAST)

Otrzymane w  wyniku analizy statystycznej (procedura 4.19) zestawienie
zidentyfikowanych epitopow bakteriofagowych najcze$ciej rozpoznanych przez przeciwciata
w ludzkiej surowicy poddano analizie z wykorzystaniem bazy danych zawierajacej sekwencje
biatkowe (NCBI) oraz narzg¢dzia do analizy sekwencji (BLAST). Sekwencje aminokwasowe
poszczegolnych oligopeptydow zostaty pobrane z bazy sekwencji biatkowych (NCBI). W tym
celu numer dostepu danego zidentyfikowanego bialka bakteriofagowego zostat wpisany
w wyszukiwarke dla bazy biatkowej NCBI i pobrana zostata sekwencja odpowiadajacego mu
zidentyfikowanego oligopeptydu, ktora rozpoczynata si¢ od aminokwasu wyliczonego wedtug

nastepujacego wzoru:

(n—1) X 28 + 1 = pierwszy aminokwas w danym oligopeptydzie

gdzie:n — numer zidentyfikowanego peptydu epitopu bakteriofagowego

Wzér ten jest SciSle zwigzany ze schematem przygotowania biblioteki
oligonukleotydéw kodujacych fragmenty bialek bakteriofagowych (procedura 4.1).
Z wykorzystaniem tej samej bazy odczytano dla danego zidentyfikowanego oligopeptydu
bakteriofagowego nastepujace informacje: nazwe gospodarza, gatunek oraz miejsce izolacji
bakteriofaga, z ktérego pochodzi dany oligopeptyd, bibliografi¢ oraz inne informacje.
Informacje dotyczace cyklu zyciowego danego bakteriofaga, z ktérego pochodzi dany
zidentyfikowany oligopeptyd zostaly zaczerpnigte z bibliografii dotaczonej do danej
zidentyfikowanej sekwencji biatkowej bakteriofaga dostgpnej w bazie biatkowej NCBI.
Sekwencje homologéw dla zidentyfikowanych sekwencji oligopeptydoéw bakteriofagowych
zostaly zidentyfikowane przy pomocy narzgdzia do analizy sekwencji BLAST. Podczas
wyszukiwania zastosowano wykluczenie, ktorym byty sekwencje biatek eukariotycznych. Za
sekwencje homologiczne do analizowanego oligopeptydu uznano sekwencje, ktérych procent

identycznosci  wynosit  90% 1 wigcej. Bakteryjne sekwencje homologiczne do
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zidentyfikowanych epitopow bakteriofagowych uznano za podobne, gdy procent identycznosci

obu sekwencji wyniost 50% 1 wigce;.

5. Wyniki

5.1. Zamplifikowana biblioteka oligonukleotydow kodujacych fragmenty
bialek bakteriofagowych

Zamplifikowano biblioteke 2,8x10° oligonukleotydéw kodujacych fragmenty biatek
bakteriofagowych zgodnie z procedura 4.2. Sekwencje wszystkich zaprojektowanych
oligonukleotydow bakteriofagowych zostaty przedstawione w Zataczniku nr 3. Przyktadowy

oligonukleotyd przygotowany do klonowania do wektora faga T7 zostal przedstawiony na

Rysunku 8.
Apol
Start (0) EcoRI
PfIMI*
T Forward BclI* XmnI AlwNI*
|:|GGTAGCACACTGGAATTCTTCTTCTTCT
[ 1
5 (IBGTAGCACACTGGAATTCTTCTTCTTCTATGGATGCGAAAGTGATCACCCGTTATATCGTGCTGATCCTGGCGCTGGTGAACCAGTTCCT
! ! I f ! I ! N !
I + t + t + t + t + t + t + 1 + t + t
3 CCATCGTGTGACCTTAAGAAGAAGAAGATACCTACGCTTTCACTAGTGGGCAATATAGCACGACTAGGACCGCGACCACTTGGTCAAGGA
4 > przyktadowy oligonukleotyd pochodzacy z faga )
1acznik serynowy
sekwencja specyﬂcina dla EcoRI
BbsI BseRI Btgl Accl BstZ171

GGCGAACAAAGGCATCTCTCCGATCCCGGTGGATGAGGAGTCTGTGTCTTCTATCATCCTGACCGTGGTGGCGCTGTATACCACCTATAA
' 1 ' 1 ' I ' 1 ' ! ' I ‘ 1 ' 1 ' !

T T T T T T T T T 1€
CCGCTTGTTTCCGTAGAGAGGCTAGGGCCACCTACTCCTCAGACACAGAAGATAGTAGGACTGGCACCACCGCGACATATGGTGGATATT

przykiadowy oligonukleotyd pochodzacy z faga

BssSI
HindIII  Tsol BssSal End (222)

AGATAACCCGACCTCTTGAAGCTTATCCTTGCTCGTGGTTAC 3r
' ! ' 1 ' I ' T

T T T T 222
TCTATTGGGCTGGAGAACTTCGAATAGGAACGAGCACCAATG 5’

>
‘ sekwencja specyficzna dla HindIII
przyktadowy oligonukleotyd pochodzacy z faga

@CGAATAGGAACGAGCACCAATGAACACGTGT

Rysunek 8. Przyktadowy oligonukleotyd przygotowany do klonowania do wektora
T7Select415-1; wskazano miejsca przytaczania starteréw forward i reverse oraz sekwencje

towarzyszace.

Przeprowadzona zgodnie z procedurg 4.4 elektroforeza DNA potwierdzita uzyskanie

produktu po przeprowadzonym PCR (Rysunek 9). Na przedstawionym rysunku nr 9 widoczne
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sa prazki o wielkosci okoto 300 pz (ocenione na podstawie wykorzystanego w procedurze
markera masy DNA), ktore odpowiadajg wielkoscig oligonukleotydom do klonowania do
wektora faga T7. Produkt PCR oczyszczono zgodnie z procedurg 4.3. Stezenie otrzymanego

produktu przeprowadzonej reakcji amplifikacji metodg PCR wynosito 82,52 ng/pl.

M

3000 pz
1000 pz

500 pz

300 pz
200 pz

Rysunek 9. Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy produkt reakcji amplifikacji biblioteki
oligonukleotydow kodujacych fragmenty bialek bakteriofagowych.

5.2. Przygotowanie do klonowania biblioteki oligonukleotyddw

kodujacych fragmenty bialek bakteriofagowych

W celu przygotowania biblioteki oligonukleotydéw bakteriofagowych do klonowania
do wektora T7Select415-1 wykonano reakcje enzymatyczna z wykorzystaniem enzymow
restrykcyjnych DNA (zgodnie z procedurg 4.6) w celu utworzenia ,lepkich” koncéw
amplifikowanej biblioteki oligonukleotydéw. Otrzymane ,lepkie” konce po restrykcji
enzymami EcoRI oraz HindIIl umozliwity swobodne potaczenie z ,,lepkimi” koncami wektora
T7Select415-1 dostarczonego z zestawem T7Cloning (Novagen). Przeprowadzona zgodnie
zprocedura 4.4 elektroforeza DNA potwierdzita uzyskanie pocietego produktu po
przeprowadzonej reakcji restrykcji (Rysunek 10). Na przedstawionym rysunku nr 10 widoczne
sa prazki o wielkoSci nieco mniejszej niz produkty zamplifikowanej biblioteki
oligonukleotydow bakteriofagowych o wielkosci 222 pz (ocenione na podstawie

wykorzystanego w procedurze markera masy DNA), ktore odpowiadaja wielko$cig pocietym
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oligonukleotydom do klonowania do wektora faga T7Select415-1. Roznica w wielkosci
fragmentow DNA odpowiadajacej powstalym na zelu agarozowy prazkom jest nieznaczna,
poniewaz po cigciu enzymami restrykcyjnymi sekwencje oligonukleotydow bakteriofagowych
tracg nieduzy fragment swojej sekwencji. Produkt reakcji restrykcji oczyszczono zgodnie
z procedurg 4.3. Stezenie otrzymanego produktu reakcji enzymatycznej z wykorzystaniem
enzymow restrykcyjnych DNA wynosito 12,22 ng/ul.

3000 pz
1000 pz

500 pz

300 pz
200 pz

4>
proby po PCR* préba po
restrykcji

*dwa powtodrzenia techniczne

Rysunek 10. Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy przygotowang do klonowania
biblioteke oligonukleotydow kodujacych fragmenty biatek bakteriofagowych (préba po
restrykcji).

5.3. Klonowanie biblioteki oligonukleotydow do wektora T7Select415-1
I konstrukcja biblioteki rekombinowanych bakteriofagbw  T7

prezentujacych na swojej powierzchni oligopeptydy bakteriofagowe

Zamplifikowana biblioteka oligonukleotydow po restrykcji enzymami EcoRI i Hindlll
zostala wklonowana podczas reakcji ligacji do wektora T7Select415-1, rowniez pocigtego

enzymami restrykcyjnymi EcoRI/Hindlll (procedura 4.7). Ze wzglgdu na wielko$¢ produktu
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reakcji ligacji nie wykonywano elektroforezy DNA po tym etapie. Miano biblioteki po etapie
sktadania (procedura 4.9) i po etapie namnazania (4.10) wynosito odpowiednio 1,66x10°

PFU/ml i 5,5x10° PFU/m.

5.4. Przygotowanie biblioteki zrekombinowanego bakteriofaga T7
prezentujacego na swojej powierzchni oligopeptydy pochodzace z bialek
bakteriofagowych do immunoprecypitacji

Przygotowano 10 | ptynnego lizatu zrekombinowanej biblioteki faga T7 zgodnie
z procedura 4.10, ktory zostat skoncentrowany do 800 ml lizatu (zgodnie z procedurg 14.11).
Iloé¢ biblioteki bakteriofaga T7 przed koncentracja wynosita: 8,3x10° PFU/mI (obliczone
zgodnie z procedura 4.12). Po koncentracji miano biblioteki wynosito 3,9x101° PFU/mI.
Wyglad tysinek tworzonych przez bibliotek¢ bakteriofaga T7 prezentujacego na swojej
powierzchni oligopeptydy pochodzace z bialek bakteriofagowych zostat przedstawiony na
rysunku 11.

Rysunek 11. Wyglad tysinek tworzonych przez zrekombinowanego bakteriofaga T7
prezentujacego na swojej powierzchni oligopeptydy pochodzace z biatek bakteriofagowych

(a). Posiew redukcyjny gospodarza (E.coli) dla bakteriofaga T7 (b).
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5.5. Stracanie epitopow  bakteriofagowych w  wyniku reakcji

Immunoprecypitacji

Stracanie epitopow bakteriofagowych wykonano w wyniku reakcji immunoprecypitacji
zgodnie z procedurg 4.13. Miana odptukiwanych po kazdym etapie oraz odzyskanych w etapie

elucji bakteriofagow przedstawiono w tabeli nr 6.

Tabela 6. Miana odptukiwanych po kazdym etapie oraz odzyskanych w etapie elucji

bakteriofagow.

Etap immunoprecypitacji Miano biblioteki bakteriofagow [PFU/ml]
Start 8,4x10%°
Ptukanie nr 1 1,3x10°
Ptukanie nr 2 7,8x10°
Plukanie nr 3 3,1x106
Plukanie nr 4 4,3x10°
Ptukanie nr 5 2,2x10°
Elucja 5,5%x107

*Kontrola 1 [4,5x10° PFU/mI], Kontrola 2 [5,0x10* PFU/mI]

5.6. Izolacja materialu genetycznego z immunoprecypitowanej czeSci
biblioteki zrekombinowanego bakteriofaga T7 prezentujacego na swojej
powierzchni oligopeptydy pochodzace 2z bialek bakteriofagowych
I przygotowanie uzyskanego materialu do sekwencjonowania DNA metoda
NGS.

Izolacje materialu genetycznegd z immunoprecypitowanej cze$ci biblioteki
zrekombinowanych bakteriofagow T7 wykonano zgodnie z procedurg 4.16. Na rysunku 12
przedstawiono lokalizacje przyktadowego oligonukleotydu bakteriofagowego w sekwencji
wektora T7Select415-1. Przeprowadzona zgodnie z procedura 4.4 elektroforeza DNA
potwierdzita uzyskanie produktu po wykonanej izolacji (Rysunek 13 (a)). Na przedstawionym

rysunku nr 13 (a) widoczne sg prazki o wielkosci okoto 300 pz (ocenione na podstawie
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wykorzystanego w procedurze markera masy DNA), ktore odpowiadaja wielkoscig
oligonukleotydom pochodzacym z bakteriofagow T7 prezentujgcych na swojej powierzchni
strgcone w wyniku immunoprecypitacji oligopeptydy. Na przedstawionym rysunku nr 13 (b)
widoczne sg prazki o wielko$ci rowniez okoto 300 pz (ocenione na podstawie wykorzystanego
w procedurze markera masy DNA), ktére odpowiadaja wielkoscig oligonukleotydom
pochodzacym z bakteriofagow T7 prezentujacych na swojej powierzchni strgcone w wyniku
immunoprecypitacji oligopeptydy wraz z przytaczonymi barkodami (zgodnie z procedurg
4.15). Przylaczone barkody posiadaja 10 pz dlatego tez roznica w wielkosci prazkéw na
wykonanym zelu agarozowym jest niezauwazalna. Produkt PCR oczyszczono zgodnie

Z procedurg 4.16.
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BpmI
Start (o)‘ ‘BmgBI Bpul0I BsrBI BssHIT Eco57MI
5 AGCACGTCTTCCCTGCCAATAAAGGTGAGGGTAATGTCAAGGTTGCTAAGGACAACGTTATCGGCCTGTTCATGCACCGCTCTGCGGTAGGTACTGTTAAGCTGCGTGACTTGGCTCTGGAGCGCGCTCGCCGTGCTAACTTCCAAGCGGACCAGATTATCGCTAAGTAC
f L ' 4 4 ' 4 ' )} 4 f ; ' 4 ; ' L y
| + } + + } + } + + } + } + + } + } 170
3 TCGTGCAGAAGGGACGGTTATTTCCACTCCCATTACAGTTCCAACGATTCCTGTTGCAATAGCCGGACAAGTACGTGGCGAGACGCCATCCATGACAATTCGACGCACTGAACCGAGACCTCGCGCGAGCGGCACGATTGAAGGTTCGCCTGGTCTAATAGCGATTCATG

P

MFIT*
BstYI Apol
BamHI EcoRI

BsrDI sfcl  Pstl Forward BclT* XmnI PfIMI*
‘ ‘ | |TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGATCCGAATTCTTCTTCTTCT ‘ ‘

[ \
GCAATGGGCCACGGTGGTCTTCGCCCAGAAGCTGCAGGAGCTGTCGTATTCCAGTCAGGTGTGATGCTCGGGGATCCGGGTAGCACACTGGAATTCTTCTTCTTCTATGGATGCGAAAGTGATCACCCGTTATATCGTGCTGATCCTGGCGCTGGTGAACCAGTTCCTGG
| s | ! s ' ' ! ! s | s ' ! ' | '

T T T T T T T T T T T T T T T T T 340
CGTTACCCGGTGCCACCAGAAGCGGGTCTTCGACGTCCTCGACAGCATAAGGTCAGTCCACACTACGAGCCCCTAGGCCCATCGTGTGACCTTAAGAAGAAGAAGATACCTACGCTTTCACTAGTGGGCAATATAGCACGACTAGGACCGCGACCACTTGGTCAAGGACC

< przykiadowy oligonukleotyd pochodzacy z faga >
NotI XhoI
Eael PspXI

BseRI HindIII Eagl BsiEI PaeR7I Spel Styl Eco01091

CGAACAAAGGCATCTCTCCGATCCCGGTGGATGAGGAGTCTGTGTCTTCTATCATCCTGACCGTGGTGGCGCTGTATACCACCTATAAAGATAACCCGACCTCTTGAAGCTTATCCTTGCTCGTGGTTACAGCTTGCGGCCGCACTCGAGTAACTAGTTAACCCCTTGGG
! 1 ! ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1 ! ! 1 ! 1

t 1 t t 1 t 1 t t 1 t 1 t t 1 t 1
GCTTGTTTCCGTAGAGAGGCTAGGGCCACCTACTCCTCAGACACAGAAGATAGTAGGACTGGCACCACCGCGACATATGGTGGATATTTCTATTGGGCTGGAGAACTTCGAATAGGAACGAGCACCAATGTCGAACGCCGGCGTGAGCTCATTGATCAATTGGGGAACCC

KCGTGAGCTCATTGATCAATTGACAGAGAATATM

Reverse

przykiadowy oligonukleotyd pochodzacy z faga

BpuEIL Pvull BsaHI NmeAIIT

GCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATGCGCTCATACGATATGAACGTTGAGACTGCCGCTGAGTTATCAGCTGTGAACGACATTCTGGCGTCTATCGGTGAACCTCCGGTATCAACGCTGGAAGGTGACGCTAACGCAGATGCAGCG
! ' L ! ' ! L L ! N ! ' L ! ' ! '

+ t + t t + t + + t + t + t t + t
CGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCTCCTTGATATACGCGAGTATGCTATACTTGCAACTCTGACGGCGACTCAATAGTCGACACTTGCTGTAAGACCGCAGATAGCCACTTGGAGGCCATAGTTGCGACGCTTCCACTGCGATTGCGTCTACGTCGC

Mmel

AACGCTCGGCGTATTCTCAACAAGATTAACCGACAGATTCAATCTCGTGGATGGACGTTCAACATTGAGGAAGGCATAACGCTACTACCTGATGTTTACTCCAACCTGATTGTATACAGTGACGACTATTTATCCCTAATGTCTACTTCCGGTCAATCCATCTACGTTAA
| N | ! ' | ' | ! s ' s ' ! ' | N

t 1 t t 1 t 1 t t 1 t 1 t t 1 t 1
TTGCGAGCCGCATAAGAGTTGTTCTAATTGGCTGTCTAAGTTAGAGCACCTACCTGCAAGTTGTAACTCCTTCCGTATTGCGATGATGGACTACAAATGAGGTTGGACTAACATATGTCACTGCTGATAAATAGGGATTACAGATGAAGGCCAGTTAGGTAGATGCAATT

End (883)

CCGAGGTGGCTATGTGTATGACCGAACGAGTCA 3’
L s L I

T T T 1 883
GGCTCCACCGATACACATACTGGCTTGCTCAGT 5

Rysunek 12. Lokalizacja przyktadowego oligonukleotydu bakteriofagowego w sekwencji wektora T7Select415-1, wskazano miejsca

przylaczania starterow forward i reverse oraz sekwencje towarzyszace. Ze wzgledu na wielko$¢ sekwencji wektora T7Select415-1 na

powyzszym rysunku przedstawiono jedynie fragment, w ktérym wprowadzane sg sekwencje oligonukleotydow bakteriofagowych.
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M proby po PCR (a) proby po PCR (b)
< > < >
3000 pz .
1000 pz —H
500 pz =3
300pz _ § ad L B B F oAk
200 pz

Rysunek 13. Obraz -elektroforetyczny przedstawiajacy produkty reakcji amplifikacji
materiatu DNA bakteriofagdbw T7 pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji (a) oraz
produkty reakcji przytaczenia indekséw (barkodéow DNA) do zaplifikowanego materiatu
DNA bakteriofagéw T7 pozyskanych w wyniku immunoprecypitacji (b).

5.7. Sekwencjonowanie = immunoprecypitowanej czesci  biblioteki
zrekombinowanego bakteriofaga T7 prezentujacego na swojej powierzchni

oligopeptydy pochodzace z bialek bakteriofagowych (metoda NGS)

Pomiar stgzenia oczyszczonej biblioteki dSDNA do sekwencjonowania metoda NGS

wykonano zgodnie z metoda 4.16. Otrzymane wyniki zamieszczono w tabeli nr 7.

Tabela 7. Stezenie biblioteki dsSDNA poddanej sekwencjonowaniu metoda NGS.

Nazwa biblioteki Stezenie Stezenie

[1lo$¢ prob poddanych sekwencjonowaniu]

Biblioteka dsDNA nr 1 [30]* 37,5 ng/ul 172,2 nM
Biblioteka dsDNA nr 2 [34]* 9,5 ng/pl 47,98 nM
Biblioteka dsDNA nr 3 [36]* 27,0 ng/pl 136,36 nM
Biblioteka dsDNA nr 4 [36]* 19,0 ng/ul 87,23 nM
Biblioteka dsDNA nr 5 [64]* 32,50 ng/ul niewymagane

(Sekwencjonowane przez firm¢ Genomed)

*liczba ta nie zawiera powtorzen technicznych i probek kontrolnych
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Przeliczono st¢zenie otrzymanej biblioteki DNA zgodnie ze wzorem zawartym
w procedurze 4.18 w akapicie dotyczacym sekwencjonowania DNA metodg NGS
w Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki IITD PAN. Otrzymane st¢zenie wyrazone W nM
dla danej biblioteki zostalo przedstawione w tabeli 7. Nastgpnie wykonano kolejne kroki
w procedurze 4.18 1 zsekwencjonowano przygotowane biblioteki DNA metoda NGS.
Zsekwencjonowano 200 prob po immunoprecypitacji, w tym 100 prob po immunoprecypitacji
z surowicami pochodzacymi z populacji polskiej oraz 100 préb po immunoprecypitacji
z surowicami pochodzacymi z populacji USA (liczba prob sekwencjonowanych w IITD PAN
wynosita 136, liczba prob sekwencjonowanych przez serwis Genomed wynosita: 64. Kontrole
(referencjg¢) stanowila biblioteka zrekombinowanego bakteriofaga T7 prezentujacego na swojej
powierzchni fragmenty biatek bakteriofagowych przed immunoprecypitacja; referencje
utworzono z 45 powtdrzen sekwencjonowanej biblioteki wyjSciowej (w tym liczba prob
biblioteki wyj$ciowej sekwencjonowanych przez serwis Genomed). Na etapie analizy wynikow
sekwencjonowania DNA metodg NGS odrzuconych zostato 40 prob (pochodzacych z populacji
polskiej lub USA) i czes¢ powtdrzen biblioteki wyjsciowej ze wzgledu na niska jakosc
uzyskanych odczytdw lub niezgodnosci w powtdrzeniach technicznych dla tych prob.
Przyktadowy plik wynikowy z podsumowaniem sekwencjonowania DNA metoda NGS
generowany z serwera urzadzenia NextSeq (Illumina) dla sekwencjonowania biblioteki DNA

nr 1 wygladat nastepujaco (Rysunek 14):

Instrument Created

C e strument Type

NextSeqg-simulator 61.04 7918 2021-03-03 11:57 IJex\Seqr g
%Q30 4PF

File Count/Size ile

3826 files (19 GB) Active
Run Status Lane QC Status Flow Cell Status
Complete QcPassed QcPassed Owner User

Katarzyna Gembara Marek Harhala
Latest Analysis Cycles Yield Floweelo i
FASTQ Generation 2... 149 10|10 | 149 3411 Gbp
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Per Read Metrics

READ CYCLES YIELD PROJECTED YIELD AL\GN‘EyD] ERROR RAJI? INTENSITY CYCLE 1 %>Q30
Read 1 149 16.09 Gbp 16.09 Gbp 701 292 2999.92 55.89
Read 2 (1) 10 977.28 Mbp 977.28 Mbp 0.00 0.00 772618 78.25
Read 3 (1) 10 978.71 Mbp 978.71 Mbp 0.00 0.00 6137.49 7791
Read 4 149 16.06 Gbp 16.06 Gbp 6.37 2.27 4930.68 6412
MNon-index Reads 298 3215 Gbp 3215 Gbp 6.69 280 3965.30 60.00
Total
Total 318 3411Gbp 3411 Ghp 6.69 2.60 5448.56 61.04
Per Lane Metrics
LANE STATUS READ CLUSTER %= Q30 YIELD ERROR READS PF DENSITY TILES LEGACY PHAS COMMENTS INTENSITY
PF(%) RATE(%) | PREPHAS (%)
[ QC Passed Read 1 79.8122.64 53.75 3.99 Gbp 3.83 =1.30 27 001514 156 29 72 0.456 /0107 30862434
Read 2 (1) 78.39 0.24 Gbp 0.00 £0.00 0.000 / 0.000 8210532
Read 3 (I) 77.80 0.24 Gbp 0.00 £0.00 0.000 / 0.000 64231402
Read 4 60.96 3.98 Gbp 0.126 / 0.004 423822539
o2 QC Passed Read 1 79.6312.63 5751 3.93 Gbp 2.67 :0.83 26618722 154 26 72 0.346 /0138 3033£403
Read 2 () 77.96 0.24 Gbp 0.00 £0.00 0.000 / 0.000 7870:228
Read 3 (I} 78.33 0.24 Gbp 0.00 £0.00 0.000 / 0.000 6281320
Read 4 66.08 3.93 Gbp 1.99 045 0.145 / 0.000 549311250
o 3 QC Passed Read 1 79.92:2.69 56.36 4.08 Gbp 2.79 £1.02 27 588 800 159 7 72 0.361/0.089 28932425
Read 2 (1) 78.50 0.25 Gbp 0.00 £0.00 0.000 / 0.000 7537£337
Read 3 (I) 7757 0.25 Gbp 0.00 £0.00 0.000 / 0.000 59562256
Read 4 64.51 4.07 Gbp 2.35 2077 0.170/ 0.001 463522046
4 QC Passed Read 1 77.73:3.09 55.96 4.09 Gbp 2.41:0.80 27 858 862 164 =5 72 0.385 /0169 29881477
Read 2 () 7816 0.25 Gbp 0.00 £0.00 0.000/0.000 7287:448
Read 3 () 77.96 0.25 Gbp 0.00 £0.00 0.000/0.000 58902419
Read 4 64.92 4.09 Gbp 2.032042 0.091/0.000 53571877

Rysunek 14. Przyktadowy raport wygenerowany na serwerze urzadzenia NextSeq (Illumina)

po sekwencjonowaniu DNA metodg NGS.
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5.8 Charakterystyka zidentyfikowanych reaktywnych oligopeptydow

bakteriofagéw

,Reaktywne epitopy bakteriofagowe” — przyjeto, ze dany obszar biatka fagowego
(oligopeptyd) zawiera epitop ,,reaktywny”, jesli obserwowano jego statystycznie istotne
wzbogacenie po reakcji immunoprecypitacji u co najmniej 5% badanej populacji. Wzbogacenie
bylo obliczane w odniesieniu do wyj$ciowego, rzeczywistego sktadu sklonowanej biblioteki,
ktory zostal oznaczony metodg sekwencjonowania NGS i zostal wykorzystany jako kontrola
(referencja). W wyniku tej analizy statystycznej w probkach kontrolnych (biblioteka
zrekombinowanego bakteriofaga T7 prezentujacego na swojej powierzchni fragmenty
oligopeptydow pochodzacych z bakteriofagdbw) =zidentyfikowano 37 oligoepeptyddw
zoryginalnej biblioteki, ktore po etapie konstrukcji biblioteki okazaly si¢ by¢
nadreprezentowane w i dlatego zostaty usunigte z dalszej analizy (z tych 37 oligonukleotydow
tylko 6 zostato zidentyfikowane jako wzbogacone w ponad 5% badanych surowicach). Lista
zidentyfikowanych 245 najczgstszych epitopéw bakteriofagowych zostata przedstawiona

w Zataczniku nr 5.

Ze wzgledu na ilo$¢ uzyskanych danych do dalszej charakterystyki zostalo wybranych
67 pierwszych najczesciej rozpoznanych oligopeptyddw bakteriofagowych przez przeciwciata
IgG obecne w badanych surowicach (najsilniej ,,reaktywne”). Dalsza analiza dotyczy 67
oligopeptydow bakteriofagowych zidentyfikowanych jako najczesciej rozpoznawane wsrod
badanych surowic (tgcznie dla populacji polskiej oraz USA). Obszerna charakterystyka 67
zidentyfikowanych epitopow bakteriofagowych zostata przedstawiona w Zalaczniku nr 6.
Charakterystyka ta obejmuje: nazwe oraz sekwencje aminokwasowsa oligopeptydu, numer
dostepu w bazie sekwencji biatkowych (NCBI) oraz nazwa biatka bakteriofagowego, z ktérego
pochodzi dany oligopeptyd. Ponadto w charakterystyce zamieszczone zostaty takie informacje
jak: nazwa bakteriofaga, z ktérego pochodzi dane biatko bakteriofagowe (bedace zrodiem
oligopeptydu), specyficznos¢ tego faga wobec gatunku bakterii oraz prezentowany cykl
infekcyjny i miejsce izolacji bakteriofaga. W Zataczniku nr 6 przedstawione zostaly rowniez
wyniki obliczen: procent wystgpowania zidentyfikowanego oligopeptydu bakteriofagowego w
badanych surowicach (osobno dla populacji polskiej i USA oraz dla wszystkich badanych préb

bez wzglegdu na pochodzenie), procent wystepowania zidentyfikowanego oligopeptydu
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bakteriofagowego wsrod populacji zenskiej oraz meskiej (bez podzialu na przynaleznosé

geograficzng badanej surowicy).

5.8.1 Geograficzna analiza bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych

rozpoznanych przez przeciwciala obecne w badanych surowicach

W Zalaczniku nr 6 do niniejszej rozprawy przedstawiona zostata m.in. lista 67
oligopeptydow bakteriofagowych najczesciej rozpoznanych przez przeciwciata IgG i procent
przebadanych surowic, ktore byty zdolne do reakcji z danym oligopeptydem. W kolumnie ,,H”
(Ratio.nation [PL]) (Zatacznik nr 6) zostal przedstawiony udziat surowic pozytywnych
wzgledem obecnos$ci przeciwcial rozpoznajacych dany oligopeptyd w populacji polskiej
aw kolumnie ,,I” (Ratio.nation [USA]) udziat préb pozytywnych w populacji USA.
Oligopeptydy, ktore zostaty rozpoznane przez przeciwciala obecne w badanych surowicach
w co najmniej 30% badanych prob przedstawia Tabela nr 8 (populacja polska) oraz Tabela nr 9
(populacja USA). Oligopeptyd bakteriofagowy, ktory zostat rozpoznany w najwickszym
procencie badanych préb, co ciekawe: zarowno wsrod populacji polskiej jaki i USA, to
ASR85707.1 oligopeptide 4 pochodzacy z scaffolding protein nalezacego do bakteriofaga
Edugator, ktdrego gospodarzem jest Mycobacterium smegmatis mc? 155. Bakteriofag ten zostat
wyizolowany z gleby. ASR85707.1 oligopeptide 4 rozpoznany byt czgsciej przez
przeciwciala obecne w surowicach osob pici zenskiej [87,95%] niz meskiej [46,75%]
niezaleznie od przynaleznosci geograficznej badanej proby. Przy pomocy programu BLAST
dla badanego oligopeptydu ASR85707.1 oligopeptide_4 znaleziono dwie homologiczne
sekwencje w biatkach pochodzacych z dwdch bakteriofagdéw Mycobacterium InvictusManeo
(scaffolding protein o numerze dostgpu UEM46404.1, procent identycznosci sekwencji
96,30%) oraz Mycobacterium Kratio (scaffolding protein o numerze dostgpu YP_009212755.1,
procent identycznos$ci sekwencji 96,30%). Dla obu wymienionych bakteriofagéw gospodarzem
jest Mycobacterium smegmatis mc? 155. Kolejnym najczesciej rozpoznanym oligopeptydem
przez przeciwciala obecne w surowicy osob nalezacych to polskiej populacji byt
ANH51765.1 oligopeptide_8 pochodzacy z putative tail fiber protein (hipotetyczne biatko
wilokienka ogonkowego) nalezacego do bakteriofaga Erwinia vB_EamM_Simmy50, ktdrego

gospodarzem jest Erwinia amylovora. Bakteriofag ten zostal wyizolowany z kory drzew.
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ANHS51765.1 oligopeptide 8 rozpoznany byt czesciej przez przeciwciala obecne
W surowicach osob pflci zenskiej [57,83%] niz meskiej [28,57%] niezaleznie od przynaleznosci
geograficznej badanej préby. Dla oligopeptydu nr 8 pochodzacego z biatka o numerze dostepu
ANH51765.1 Nastepnym najczgséciej rozpoznanym oligopeptydem przez przeciwciala obecne
w surowicy osOb nalezacych do polskiej populacji byt (bardzo podobny do poprzedniego)
AHI60452.1 oligopeptide 8 pochodzacy z tail fiber protein (biatko widkienka ogonkowego)
nalezacego do bakteriofaga Erwinia Ea35-70, ktérego gospodarzem jest Erwinia amylovora
szczep Ea29-7. Bakteriofag ten zostal wyizolowany z gleby przylegajacej do zainfekowanego
drzewa. AHI60452.1 oligopeptide_8 rozpoznany byl czeSciej przez przeciwciala obecne
w surowicach osob pfici zenskiej [53,01%] niz meskiej [27,27%] niezaleznie od przynaleznosci

geograficznej badanej préby.

Analiza wynikow dla populacji USA przedstawiona w tabeli nr 9 wykazata, ze nie
obserwowano tak wysokiego procentu surowic pozytywnych wobec kazdego ze
zidentyfikowanych sekwencji oligopeptydow bakteriofagowych, a najczgséciej rozpoznawane
oligopeptydy fagowe poza wymienionym juz ASR85707.1 oligopeptide 4 pochodzacym
z bakteriofaga Edugator to YP_009304338.1_oligopeptide 5 pochodzacy z hypothetical
protein SEA YEEZY_7 (hipotetyczne biatko SEA YEEZY_7) nalezacego do bakteriofaga
Gordonia phage Yeezy, ktdrego gospodarzem jest Gordonia terrae 3612. Bakteriofag ten zostat
wyizolowany z gleby. YP_009304338.1 oligopeptide 5 rozpoznany byl czesciej przez
przeciwciata obecne w surowicach osob plci zenskiej [49,40%] niz meskiej [37,66%]
niezaleznie od przynaleznosci geograficznej badanej proby. Dla oligopeptydu nr 5
pochodzacego z biatka o numerze dostgpu YP_009304338.1 wykryte zostaty w programie
BLAST nastepujace sekwencje homologiczne: hypothetical protein SEA OHGEESY 7
0 numerze dostgpu QNJ56236.1 pochodzacy z Gordonia phage Ohgeesy (procent identycznoS$ci
sekwencji  100%), hypothetical protein SEA_BAXTERFOX_ 7 o numerze dostepu
YP_009300791.1 pochodzacy z Gordonia phage BaxterFox (procent identycznosci sekwencji
100%), hypothetical protein PBI_HOWE_7 o numerze dostepu ALYO07641.1 pochodzacy
z Gordonia phage Howe (procent identycznos$ci sekwencji 94,74%). Wymienione bakteriofagi
wykazuja specyficznos¢ dla szczepu Gordonia terrae szczep 3612. Ponadto wykryte zostaty
jeszcze nastgpujace sekwencje homologiczne: hypothetical protein o numerze dostepu

WP_258324916.1 z Gordonia sp. GONU (procent identyczno$ci sekwencji 94,74%),
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hypothetical protein o numerze dostepu WP_007625636.1 z Gordonia soli (procent
identycznosci sekwencji 68,57%), hypothetical protein o numerze dostepu WP_056446025.1
z niesklasyfikowanego Rhodococcus (procent identycznosci sekwencji 64,86%), hypothetical
protein o numerze dostepu WP_054246388.1 z Rhodococcus opacus (procent identycznosci
sekwencji 50%).

Nastepnym najczesciej rozpoznanym oligopeptydem przez przeciwciata obecne
w surowicy 0s6b nalezgcych do populacji USA byt YP_009200816.1 oligopeptide 10
pochodzacy z tail fiber protein (biatko wtokienka ogonkowego) nalezacego do Escherichia
phage vB_EcoM_AYO145A, ktorego gospodarzem jest Escherichia coli szczep O145:NM.
Bakteriofag ten =zostal wyizolowany 2z przyczepy do transportu bydia (Kanada).
YP_009200816.1_oligopeptide_10 rozpoznany byl cze$ciej przez przeciwciala obecne
w surowicach osob pflci zenskiej [46,99%] niz meskiej [37,66%] niezaleznie od przynaleznosci
geograficznej badanej proby. Dla oligopeptydu nr 10 pochodzacego z biatka o numerze dostepu
YP_009200816.1 zostato wykrytych w programie BLAST 17 sekwencji homologicznych; opis
sekwencji homologicznych dostepny jest w Zataczniku nr 7 (wiersz: 18-34). Warto podkreslié,
ze wykryte sekwencje homologiczne pochodzace z bakteriofagéw dotyczyly gléwnie
bakteriofagéw wykazujacych specyficzno$§¢ do Escherichia coli (procent identycznoS$ci
sekwencji 100%). Ponadto wykryte sekwencje homologiczne pochodzace z organizméw
prokariotycznych dotyczyty Shigella sonnei (procent identycznosci sekwencji 100%),
Escherichia coli (procent identycznosci sekwencji 100%), Pseudomonas aeruginosa (procent

identycznosci sekwencji 97,22%)).
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Tabela 8. Lista oligopeptyddw bakteriofagowych rozpoznanych przez przeciwciata klasy 1gG przynajmniej w 30% badanych surowic — populacja

polska.
) Sekwencja aminokwasowa | Surowice
Lp Nazwa oligopeptydu Nazwa bialka bakteriofagowego oliqonentvdy oZVIVWIG
bakteriofagowego [Nazwa bakteriofaga] [Nazwa gospodarza] gopepty POZYtyW
bakteriofagowego [%%6]
1. | ASR85707.1 oligopeptide 4 | scaffolding protein [Mycobacterium phage Edugator*] aeftalrdriasakgvpagsltgkteeelt | 95,16%
[Mycobacterium smegmatis mc? 155] asadsliawrdgnapkpepkpkprnp
2. | ANH51765.1 oligopeptide | putative tail fiber protein [Erwinia phage waenagtssfvklgavkgakgdkgd | 79,03%
8 vB_EamM_Simmy50] [Erwinia amylovora] kgdkgdtgakgdagakgadgakgdk
gdkgdk
3. | AHI60452.1 oligopeptide 8 | tail fiber protein [Erwinia phage Ea35-70*] waenagtssfvklgavkgakgdkgd | 75,81%
[Erwinia amylovora strain Ea29-7] kgdkgdtgpkgdtgakgadgakgdk
gdkgdk
4. | YP_950528.1 oligopeptide | virion RNA polymerase [Escherichia phage N4] ganafepgtvgsdfmnltpmgimnk | 61,29%
3 [Escherichia coli K-12] ygveqglglinaradagngvfndsvttr
tpg
5. | YP_009200816.1 oligopepti | tail fiber protein [Escherichia phage ygtkgtnttgnhthnvsgntstngthnh | 53,23%
de_10 vB_EcoM_AYO145A] [Escherichia coli 0145:NM] dvyprendgtgnavadsdgggarrtsr
t
6. | ASW31364.1 oligopeptide | head-to-tail connector protein [Mycobacterium phage mkirstingglaevdddyaaeliaggn | 53,23%

2

Lokk*] [Mycobacterium smegmatis mc? 155]

weaadapkparkprsprtpkpapeee
pksee
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7. | ASR86845.1 oligopeptide 4 | scaffolding protein [Mycobacterium phage Jeckyll*] veferlrdkvanregkrvpvaslvgkte | 53,23%
[Mycobacterium smegmatis mc? 155] aeliasadaliawrdenapkppeqpkq
q
8. | AHZ95019.1 oligopeptide internal virion protein B [Pseudomonas phage phiPSAZ2] gaaedagrrsareqvkqgmnmananl | 51,61%
2 [Pseudomonas syringae pv. Actinidiae] ninagdkadearkqlaevnmagalrnq
gtirt
9. | YP_009304338.1 oligopepti | hypothetical protein SEA_YEEZY _7 [Gordonia phage kewedyaaalheasggkegfpradae | 45,16%
de 5 Yeezy*] [Gordonia terrae 3612] amskaeliealq
10. | ADW01238.1 oligopeptide | phage tail tape measure protein [Lactobacillus phage LF1] | rsnfnsefagmerdakkhlggvegae | 41,94%
26 [Lactobacillus sp.] kgmstevtaavergankerkgyvntla
dag
11. | YP_006299953.1 oligopepti | putative structural protein [Pseudomonas phage vB_Pae- dltaenvaqvdlgamadatgtgtrrrrn | 37,10%
de 3 ThilisiM32] [Pseudomonas aeruginosa PA32] gagtgvsqtlginy
12. | ASR84211.1 oligopeptide_2 | minor tail protein [Rhodococcus phage Hiro*] dsstftiarkgvmgadwddgtsvsam | 37,10%
4 [Rhodococcus erythropolis RIA 643] lylkagsrvragtnhngynpdivgda
wnrc
13. | ARM71100.1 oligopeptide_ | virion-encapsulated RNA polymerase [Vibrio phage pVco- | awsvgagaldrigdaslvksakkasgt | 33,87%
11 5] [Vibrio corallilyticus] gaqtlketlkglgksavtegateaaqgtai
14. | AKU42946.1 oligopeptide | tail tape measure protein [Staphylococcus phage nsnqattaqlkrasdavgkgsakhkal | 33,87%
7 vB_SauS_phi2] [Staphylococcus aureus] veqykgegngvgklkvgndnlsksn
dkie
15. | ASR76063.1_oligopeptide_9 | baseplate hub and lysozyme [Synechococcus phage algyekgspeyedlkgrrvaegirnrk | 33,87%

Bellamy] [Synechococcus str. WH8109]

kaanspiapvgpgptlegvddvtvisa
ad
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16. | AIX46509.1 oligopeptide_6 | baseplate hub + tail lysozyme [Synechococcus phage npatmhpmnpnsvmagtkeegynr | 33,87%
ACG-2014a] [nicokreslono] vkedntvvvpgtkkatasaagrgspa
nvgnql
17. | YP_003344865.1_oligopepti | minor structural protein [Streptococcus phage ALQ13.2] vagkntmkltfttrkvgsdtevldngga | 33,87%
de 14 [Streptococcus thermophilus] ggswsqvsefnasdanlgnrypadts
yiv
18. | AKP24406.1 oligopeptide putative structural protein [Pseudomonas phage gieawyrkgmkdmsklmiadyrsei | 33,87%
2 vB_PaeM_CEB_DP1] [Pseudomonas aeruginosa PAO1] enalsgpaaerffasdesvnvifkmtlr
slq
19. | ALA45720.1 oligopeptide_ | tail fiber protein [Lambdavirus lambda] [Escherichia coli aatkaseaatsardavaskeaakssetn | 32,26%
9 K-12 CV601] asssagraassataaensaraaktsetn
20. | ASR77210.1_oligopeptide_1 | head-to-tail connector protein [Mycobacterium phage mgvrltnkhgivctveedfadellatgn | 32,26%
Avocado*] [Mycobacterium smegmatis mc? 155] fkkestgrrakkddgstanqggdggq
np
21. | ALY07248.1 oligopeptide | baseplate hub subunit and tail lysozyme [Vibrio phage fyhtagkskndmigipsdellwfhva | 32,26%
2 vB_VmeM-32] [Vibrio metschnikovii DSM 29715] gsvdgcisgigktplglkcgttvygefr
dd
22. | YP_009212755.1 oligopepti | scaffolding protein [Mycobacterium phage Kratio*] pagsltgkteeeltasadsliawrdgng | 30,65%
de 5 [Mycobacterium smegmatis mc? 155] pkpepkpkprnpagsggglksgatga
99
23. | YP_004322906.1 oligopepti | baseplate tail tube cap [Synechococcus phage S-SM1] vrmnpnsngfvtpsgaevdggatnlih | 30,65%

de 11

[Synechococcus sp. WH6501]

frmadtvcsgvsvnytpdnqytsfksi
rgd
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24. | APD21423.1 oligopeptide tail-length tape measure protein [Staphylococcus phage gvgklkvgndnlsksndkiessyaktn | 30,65%
8 P240] [Staphylococcus aureus] tklkgtekefndInntiknhsanvakae
t
25. | AKQO07495.1 oligopeptide_ | tail fiber [Klebsiella phage Sushi] [Klebsiella pneumoniae] | aasetaaktsetnakasenkaktsetna | 30,65%
6 kasetaaktsetnakasetaaktsetna
26. | ABR68774.1 oligopeptide_ | putative tail fiber [Escherichia phage phiEcoM-GJ1] gsleegatgftrngmsygqtqtvvnvk | 30,65%
43 [Escherichia coli 0149:H10:F4 JG280] idakvnnqvasatvavpggqtvtggm

nmn

Objasnienia do tabeli:

Pojedyncze podkreslenie — Oligopeptydy pochodzace z bialek bakteriofagdw o litycznym cyklu zyciowym

Podwdine podkreslenie — Oligopeptydy pochodzace z bialek bakteriofagdw, o lizogennym cyklu zyciowym
Brak podkreslenia — Oligopeptydy pochodzace z bialek bakteriofagow, ktorych rodzaju cyklu zyciowego nie udato si¢ okresli¢

*bakteriofagi izolowane z gleby
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Tabela 9. Lista oligopeptyddw bakteriofagowych rozpoznanych przez przeciwciata klasy 1gG przynajmniej w 30% badanych surowic — populacja

USA.
Sekwencja
Lp Nazwa oligopeptydu Nazwa bialka bakteriofagowego aminokwasowa Surowice
bakteriofagowego [Nazwa bakteriofaga] [Nazwa gospodarza] oligopeptydu pozytywne[%6]
bakteriofagowego
1. | ASR85707.1 oligopeptide 4 scaffolding protein [Mycobacterium phage aeftalrdriasakgvpagsltg | 51,02
Edugator*] [Mycobacterium smegmatis mc? 155] kteeeltasadsliawrdgnap
kpepkpkprnp
2. | YP_009304338.1 oligopeptide 5 hypothetical protein SEA_YEEZY 7 [Gordonia kewedyaaalheasggkegf | 42,86%
phage Yeezy*] [Gordonia terrae 3612] pradaeamskaeliealq
3. | YP_009200816.1 oligopeptide 10 | tail fiber protein [Escherichia phage ygtkgtnttgnhthnvsgntstn | 35,71%
vB_EcoM_AYO145A] [Escherichia coli O145:NM] | gthnhdvyprendgtgnavad
sdgggarrtsrt
4. | ASW31364.1 oligopeptide 2 head-to-tail connector protein [Mycobacterium phage | mkirstingglaevdddyaael | 34,69%
Lokk*] [Mycobacterium smegmatis mc? 155] iaggnweaadapkparkprsp
rtpkpapeeepksee
5. | AHZ95019.1 oligopeptide 2 internal virion protein B [Pseudomonas phage gaaedagrrsareqvkgmnm | 30,61%

phiPSA2] [Pseudomonas syringae pv. Actinidiae]

ananinlnagdkadearkglae
vnmagalrnqgtirt

Objasnienia do tabeli:
Pojedyncze podkre$lenie — Oligopeptydy pochodzace z biatek bakteriofagdw o litycznym cyklu zyciowym

Podwoine podkreslenie — Oligopeptydy pochodzace z bialek bakteriofagdw, o lizogennym cyklu zyciowym

*bakteriofagi izolowane z gleby
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5.8.2 Analiza bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych rozpoznanych
przez przeciwciala obecne w badanych surowicach pod katem cyklu

infekcyjnego bakteriofaga, z ktérego pochodzi zidentyfikowany oligopeptyd

Na rysunku 15 przedstawiono procentowy udziat zidentyfikowanych oligopeptydow
bakteriofagowych pochodzacych z bakteriofagow prezentujacych okreslony cykl infekcyjny
(lityczny lub lizogenny); 42% oligopeptydow zidentyfikowanych jako immunoreaktywne na
poziomie populacji pochodzito z bakteriofagdw charakteryzujacych sie litycznym cyklem
infekcyjnym, natomiast 18% rozpoznanych oligopeptydow pochodzito z bakteriofagow
prezentujacych lizogenny cykl infekcyjny. Pozostate pochodzity z fagow, dla ktorych charakter
cyklu rozwojowego nie zostal jednoznacznie okreslony. Warto podkresli¢, ze oligopeptyd
pochodzacy z bakteriofaga prezentujacego lizogenny cykl infekcyjny, ktory zostat
zidentyfikowany w najwigkszym procencie badanych prob to ASW31364.1_oligopeptide_2
pochodzacy z Mycobacterium phage Lokk. Wykryty zostal w prawie 54% badanych préb
w populacji polskiej (Tabela 8 poz. 6) oraz prawie 35% w populacji USA (Tabela 9 poz. 4).
Oligopeptyd pochodzacy z bakteriofaga prezentujacego lityczny cykl infekcyjny, ktory zostat
zidentyfikowany w najwigkszym procencie badanych prob to ASR85707.1 oligopeptide_4
pochodzacy z Mycobacterium phage Edugator, ktory byl jednoczesnie najczesciej
identyfikowanym fagiem w obu badanych populacjach. Wykryty zostat w prawie 96%
badanych prob (w przypadku populacji polskiej) oraz 51% (w przypadku populacji USA)
(Tabela 8 poz.1 i Tabela 9 poz. 1). Dla 40% zidentyfikowanych sekwencji oligopeptydowych
nie mozna bylo jednoznacznie ustali¢ typu cyklu infekcyjnego danego bakteriofaga, z ktérego
pochodzi zidentyfikowany oligopeptyd. Wynikato to z braku informacji w bazie NCBI lub
wykluczajacych si¢ informacji w publikacjach naukowych. Zidentyfikowane oligopeptydy
pochodzace z bakteriofagéw o lizogennym cyklu infekcyjnym wykazywaty wysoki procent
identycznosci  z sekwencjami  pochodzacymi z organizméw  bakteryjnych np.:
ASW31364.1 oligopeptide 2, APD21423.1 oligopeptide_8, ATE85480.1 oligopeptide 21,
YP_007173607.1_oligopeptide 12, YP_009204362.1_oligopeptide 26,
ANO57318.1 oligopeptide_18, ARM67965.1 oligopeptide_10, co jest spojne z faktem, ze
fagi te moga wystgpowaé w formie profagow i1 by¢ wykrywane jako zintegrowane czesci

genomdw bakteryjnych ich gospodarzy.
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Rysunek 15. Procentowy udziat zidentyfikowanych oligopeptydow bakteriofagowych
pochodzacych z bakteriofagow prezentujacych lityczny lub lizogenny cykl infekcyjny.

5.8.3 Analiza bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych rozpoznanych
przez przeciwciala obecne w badanych surowicach pod wzgledem
bakteryjnego gospodarza bakteriofaga, z ktorego pochodzi zidentyfikowany

oligopeptyd

Rysunek 16 przedstawia specyficzno$¢ bakteriofagéw z ktorych pochodzily sekwencje
oligopeptydowe najczesciej rozpoznawane przez przeciwciata obecne w badanych surowicach,
bez wzgledu na obszar geograficzny, z ktérego pochodzila badana surowica (w ujeciu
globalnym). Wsrod zidentyfikowanych bakteriofagowych oligonukleotydow najwigksze dwie
grupy stanowily oligonukleotydy pochodzace z bialek nalezacych do bakteriofagow, dla
ktorych gospodarzami byly gatunki: Mycobacterium smegmatis (18% gospodarzy
bakteriofagdéw, z ktérych pochodzity zidentyfikowane sekwencje oligopeptydowe) oraz
Escherichia coli (15% gospodarzy bakteriofagéw, z ktorych pochodzity zidentyfikowane
sekwencje oligopeptydowe). Kolejne, najczgéciej wystepujace grupy gospodarzy dla
zidentyfikowanych bakteriofagbw (pochodzacych z nich oligopeptydow) dotyczyty
w pierwszej kolejnosci bakterii z gatunku Erwinia amylovora, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus aureus (kazdy z tych taksonow stanowil 6% gospodarzy bakteriofagow,

101



Wyniki

z ktorych pochodzity zidentyfikowane sekwencje oligopeptydowe). Nastepnie byt to gospodarz
z gatunku Pseudomonas aeruginosa (takson stanowit 4% gospodarzy bakteriofagow, z ktorych
pochodzity zidentyfikowane sekwencje oligopeptydowe). Kolejnymi zidentyfikowanymi
gatunkami gospodarzy byty: Delftia tsuruhatensis, Lactococcus lactis, Salmonella enterica
(kazdy takson stanowit 3% gospodarzy bakteriofagow, z ktorych pochodzity zidentyfikowane
sekwencje oligopeptydowe). Kolejng grupe zidentyfikowanych oligopeptydéw stanowity
oligopeptydy pochodzace z bakteriofagow dla ktorych gospodarzami sg bakterie z gatunku:
Gordonia terrae, Pseudomonas syringae, Vibrio corallilyticus, Lactobacillus, Lactobacillus
helveticus, Streptococcus thermophilus, Shigella sonnei, Rhodococcus erythropolis,
Salmonella  typhimurium, Vibrio alginolyticus, Salmonella enterica, Bacillus pumilus,
Xanthomonas oryzae, Bacillus subtilis, Vibrio metschnikovii, Serratia marcescens,
Providencia, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus cereus, Morganella morganii,
Citrobacter freundii (kazdy takson stanowil 1% gospodarzy bakteriofagow, z ktorych
pochodzity zidentyfikowane sekwencje oligopeptydowe). Oligopeptydy bakteriofagowe, dla
ktorych nie znaleziono (w bazie danych NCBI zawierajacej sekwencje biatkowe) gospodarzy
dla fagéw, z ktéry pochodzity stanowily 3% i zostaly przedstawione na rysunku 15 jako

nieokreslone.
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Rysunek 16. Specyficzno$¢ bakteriofagow z ktorych pochodzity sekwencje oligopeptydowe najczeSciej rozpoznawane przez badane
surowice. Okreslono czgsto$¢ procentowg identyfikacji specyficznosci fagéw do poszczegdlnych gatunkow bakterii (odczyt globalny-

populacja polska i USA tgczenie).

103



Wyniki

5.8.4 Analiza bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych rozpoznanych
przez przeciwciala obecne w badanych surowicach pod wzgledem zroédlia

izolacji bakteriofaga, z ktdérego pochodzi zidentyfikowany oligopeptyd

Rysunek 17 przedstawia zrodla izolacji bakteriofagéw, z ktorych pochodzity
zidentyfikowane sekwencje oligopeptydow rozpoznane przez swoiste przeciwciata
wystepujagce we wszystkich badanych surowicach bez wzglegdu na ich pochodzenie
geograficzne. Najwigcej zidentyfikowanych oligopeptyddw pochodzi z bakteriofagéw, ktorych
zrédtem izolacji jest gleba (25%), Scieki (19%) oraz woda (12%). Rozpoznane oligopeptydy
pochodzace z bakteriofagdw, ktérych zrodla izolacji nie byty zamieszczone w bazie sekwencji
bialkowych (NCBI) stanowity 18%. Do kategorii roslin zostaly zaliczone bakteriofagi
izolowane z: kory drzew, lisci kiwi (Actinidia deliciosa) zainfekowanych przez Pseudomonas
syringae pv. actinidiae (Psa), tkanek jablek i gruszek zainfekowanych przez zaraze ogniowg
(wywotang zakazeniem Erwinia amylovora). Do kategorii jedzenia zostaly zaliczone
bakteriofagi izolowane z: surowego mleka, serow, serwatki, kimchi (Lactobacillus fermentum
typu dzikiego), srodowiska mleczarskiego oraz paszy dla bydita migsnego. Do kategorii
zwierzat zostaly zaliczone bakteriofagi izolowane z: przyczepy do transportu bydta wotowego,
zbiornika wylegarni ostryg, odchodow kaczek, §wini oraz gnojowicy bydlecej. Do kategorii
czlowiek zostaty zaliczone bakteriofagi izolowane z rany. Do kategorii szpital zostaly zaliczone

bakteriofagi izolowane ze srodowiska szpitalnego.
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Rysunek 17. Zrodta izolacji bakteriofagow, z ktérych pochodzity zidentyfikowane sekwencje
oligopeptydow rozpoznane przez swoiste przeciwciala wystepujace we wszystkich badanych

surowicach bez wzglgdu na pochodzenie geograficzne.

5.8.5 Analiza bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych rozpoznanych
przez przeciwciala obecne w badanych surowicach pod wzgledem bialek

fagowych, z ktérych pochodzi zidentyfikowany oligopeptyd

Rysunek 18 przedstawia biatka bakteriofagowe, z ktorych pochodzity zidentyfikowane
sekwencje oligopeptydow rozpoznane przez swoiste przeciwciata wystepujace we wszystkich
badanych surowicach bez wzgledu na pochodzenie geograficzne. Najwigcej zidentyfikowanych
oligopeptydow pochodzi z biatek tworzacych ogonek bakteriofagow (46%) oraz biatek
przypisanych do ogolnej kategorii biatek strukturalnych o niesprecyzowanej funkcji (ang.
scaffold, rusztowanie/szkielet) (28%). Jedenascie procent zidentyfikowanych oligopeptydow
pochodzi z bialek tworzacych ptytke podstawowa. Najmniej (po 3%) zidentyfikowanych
oligopeptydow pochodzi z biatek tworzacych gtowke oraz tacznik. Rowniez 3%

zidentyfikowanych oligopeptydéw nie zostato przypisanych do zadnego biatka ze wzgledu na
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niejednoznaczne nazwy biatek, ktore dostgpne byly w bazie NCBI, np.: hypothetical protein
SEA YEEZY 7 oraz DUF2213 domain-containing protein. W przypadku tych biatek ich
prawidlowe nazwy (zgodne z algorytmem stow kluczowych zastosowanych w procedurze 4.1)
zostaty zapisane w miejscu notatek przypisanych do kazdej sekwencji wyszukiwanej w bazie
sekwencji biatkkowych NCBI. Do grupy biatek tworzacych plytke podstawowa przypisane
zostaly oligopeptydy, ktore pochodzg z bialek o nast¢pujgcych nazwach: baseplate hub,
baseplate hub and lysozyme, baseplate hub subunit tail length determinator, baseplate hub
subunit and tail lysozyme, baseplate tail tube cap, baseplate hub + tail lysozyme. Do grupy
biatek budujacych gtowke bakteriofagéw przypisane zostaly oligopeptydy ktére pochodza z
biatek o nast¢pujacych nazwach: capsid protein oraz major capsid protein. Do grupy enzymow
bakteriofagowych przypisane zostaty oligopeptydy ktore pochodzg z biatek o nastepujacych
nazwach: virion-encapsulated RNA polymerase, virion RNA polymerase, putative tail lysin 2.
Do grupy bialek tworzacych tacznik przypisane zostaty oligopeptydy ktore pochodzg z biatek
o nastepujacej nazwie: head-to-tail connector protein. Do grupy biatek tworzacych ogonek
przypisane zostaty oligopeptydy ktore pochodzg z bialek o nastepujacej nazwie: tail fiber
protein, tail tape measure protein, putative tail fiber protein, phage tail tape measure protein,
minor tail protein, putative tail length tape measure protein, tail-length tape measure protein,
tail length tape-measure protein 1, tail fiber, long tail fiber proximal subunit. Do grupy biatek
tworzacych biatka strukturalne o niesprecyzowanej funkcji przypisane zostaty oligopeptydy,
ktore pochodzg z biatek o nast¢pujacej nazwie: scaffolding protein, internal virion protein B,
putative structural protein, minor structural protein, putative virion structural protein, internal
virion protein, internal virion-like protein, virion protein, lysozyme-like domain virion

structural protein, structural protein, internal virion protein C.
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Rysunek 18. Biatka bakteriofagowe, z ktorych pochodzily zidentyfikowane sekwencje
oligopeptydow rozpoznane przez swoiste przeciwciata wystgpujace we wszystkich badanych

surowicach bez wzgledu na pochodzenie geograficzne.

5.8.6 Analiza bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych rozpoznanych
przez przeciwciala obecne w badanych surowicach pod wzgledem

zidentyfikowanych sekwencji homologicznych

Dla wigkszosci bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych rozpoznanych przez
przeciwciala obecne w badanych surowicach bylo mozliwe znalezienie sekwencji
homologicznych przy pomocy narzedzia do przyréwnywania sekwencji BLAST (w bazie
NCBI). Pelna lista zidentyfikowanych sekwencji homologicznych dla kazdego
bakteriofagowego oligopeptydu (zaliczonego do 67 najczgsciej identyfikowanych) zostata
zamieszczona w kolejnych wierszach pod danym oligopeptydem (Zatacznik nr 7). Zgodnie
z procedurg 4.20 za sekwencje homologiczne do analizowanego oligopeptydu uznano
sekwencje, ktorych procent identycznosci wynosit 90% 1 wiecej. Bakteryjne sekwencje

homologiczne do zidentyfikowanych epitopdw bakteriofagowych uznano za podobne, gdy
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procent identycznosci obu sekwencji wyniost 50% 1 wiecej. Dla kazdego zidentyfikowanego
homologu w Zatgczniku nr 6 zamieszczono jego nazwe, numer dostgpu w bazie sekwencji
biatkowych (NCBI), procent identycznosci do zidentyfikowanych sekwencji oligopeptydow
bakteriofagowych oraz nazwe gospodarza, jesli znaleziony homolog pochodzit z bakteriofaga.
W wigkszo$ci przypadkéw wykryto kilka-kilkadziesigt sekwencji homologicznych
pochodzacych z innych bakteriofagéw, co oznacza, ze wykrywana reaktywno$¢ surowic moze
by¢ wynikiem ekspozycji poszczegolnych osob nie tylko na jeden zdefiniowany, ale na grupg
szczepOw bakteriofagdw o zblizonej charakterystyce molekularnej. Podczas wyszukiwania
zastosowano wykluczenie, ktorym byly sekwencje biatek eukariotycznych, dlatego tez
sekwencje homologiczne pochodzace =z organizmdéw eukariotycznych nie zostaty
przedstawione. Zidentyfikowanymi oligopeptydami bakteriofagowymi, dla ktérych nie
znaleziono zadnych sekwencji homologicznych byty: ANH51765.1 oligopeptide_8 (putative
tail fiber protein [Erwinia phage vB_EamM_Simmy50]), AHI60452.1_oligopeptide_8 (tail
fiber protein [Erwinia phage Ea35-70]), ASR76063.1 oligopeptide 9 (baseplate hub and
lysozyme [Synechococcus phage Bellamy]), AIX46509.1 oligopeptide_6 (baseplate hub + tail
lysozyme [Synechococcus phage ACG-2014a]), APC43971.1 oligopeptide_32 (minor tail
protein [Mycobacterium phage Tuco]), YP_006299953.1 oligopeptide_3 (putative structural
protein [Pseudomonas phage vB_Pae-ThilisiM32]), AlU44322.1_oligopeptide_6 (virion RNA
polymerase [Delftia phage RG-2014]), ALA45720.1 oligopeptide 9 (tail fiber protein
[Lambdavirus lambda]), APU02851.1 oligopeptide_32 (minor tail protein [Mycobacterium
phage CrystalP]), AHC94073.1_oligopeptide_12 (internal virion protein [Vibrio phage AS51]),
YP_007349185.1_oligopeptide_43 (putative tail lysin 2 [Bacillus phage phiAGATE]),
AlX44930.1 oligopeptide 6 (putative base plate hub subunit and tail lysozyme
[Synechococcus phage ACG-2014e]), ALY07248.1_oligopeptide_2 (baseplate hub subunit and
tail lysozyme [Vibrio phage vB_VmeM-32]), 1U44323.1_oligopeptide_21 (lysozyme-like
domain vision structural protein [Delftia phage RG-2014]), AQT25208.1_oligopeptide_2 (tail
fiber protein [Providencia phage vB_PreS_PR1]).
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6. Dyskusja

W niniejszej pracy metoda phage display uzyskano biblioteke bakteriofaga T7
prezentujacego na swojej powierzchni fragmenty biatek bakteriofagowych, reprezentujacych
wszystkie znane strukturalne biatka bakteriofagow wg stanu bazy NCBI w dniu 01.06.2018 r.
Poprawnos$¢ biblioteki zostata potwierdzona m.in. poprzez bezposrednie sekwencjonowanie
gotowej biblioteki. Tak wykonang biblioteke uzyto do badan reaktywnosci surowic ludzkich
pozyskanych z populacji polskiej oraz USA. Do tego celu zastosowano zamplifikowana,
zageszczong 1 oczyszczong biblioteke. Zageszczanie 1 oczyszczanie przeprowadzono dzieki
systemowi do zaggszczania preparatow fagowych z membrang typu hollow-fiber udato sig
zage$ci¢ namnozong biblioteke bakteriofagbw prezentujacych na swojej powierzchni
oligopeptydy bakteriofagowe, jednoczesnie przeprowadzajgc zaggszczang biblioteke do

odpowiedniego buforu, przewidzianego jako srodowisko dla reakcji immunoprecypitacji.

Reakcja immunoprecypitacji w tym wypadku opierata si¢ na reakcji kulek
magnetycznych (2,8 pm) z kowalentnie zwigzanym na ich powierzchni zrekombinowanym
biatkiem G (~ 17 kDa) lub biatkiem A (~ 17 kDa), ktore wykazuja silne powinowactwo do
regionu stalego przeciwciata [Yanaka i in., 2019; Antibody Fc, 2014]. Sita specyficznego
wigzania zalezy od klasy i podklasy Ig. Dynabeads® biatko A i Dynabeads® biatko G maja
zdolno$¢ wiazania 250 pg ludzkiego IgG na mililitr zastosowanych kulek magnetycznych
[Invitrogen]. Zastosowane w reakcji immunoprecypitacji kulki magnetyczne pozwolity na
utworzenie kompleksu faga T7 prezentujacego dany oligopeptyd bakteriofagowy na swojej
powierzchni, ktory zostal rozpoznany i1 zwigzany przez specyficzne do oligopeptydu
przeciwcialo (region zmienny przeciwciata), a to rozpoznane przeciwciato zwigzane bylo
(W czgéci statej przeciwciata) z biatkiem G lub biatkem A, ktérymi oplaszczone sg zastosowane
w doswiadczeniu kulki magnetyczne (Rysunek 1). Reakcja immunoprecypitacji biblioteki
phage display oligopeptyddw reprezentujacych strukturalne biatka fagowe z surowicami
ludzkimi pozwolila na stracenie reaktywnych epitopow bakteriofagowych rozpoznanych przez
przeciwciala IgG znajdujace si¢ w ludzkiej surowicy. Potwierdzeniem tego jest ilos¢
bakteriofagow T7 pochodzacych z biblioteki po etapie elucji, czyli odptukaniu z powierzchni
kulek magnetycznych przeciwcial z badanej surowicy zwigzanych z rozpoznanymi
reaktywnymi epitopami, ktora przewyzszata ilo§¢ bakteriofagdéw w poprzedzajacych elucje

etapach plukan o okoto 1 rzad wielkosci (Tabela 6).
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Analiza jakosciowa uzyskanych wynikdw wysokoprzepustowego sekwencjonowania
NGS (w technologii lllumina) biblioteki T7 prezentujacej na swojej powierzchni reaktywne
oligopeptydy pozwolita na wytypowanie 160 prob surowicy, ktore przeszly pozytywnie
kontrole¢ jakosci i mogly by¢ poddawane dalszej analizie statystycznej a nast¢pnie
merytorycznej. Analiza ta polegala na statystycznej ocenie, czy dany oligopeptyd po
immunoprecypitacji z prébg surowicy zostal statystycznie znamiennie wzbogacony
w porownaniu do jego czestoSci wystgpowania w wyjsciowej, hieimmunoprecypitowanej
jeszcze bibliotece (takze poddanej sekwencjonowaniu jako kontrola/referencja; wykonano 45
préb referencyjnych). Na podstawie analizy statystycznej wynikéw sekwencjonowania w 160
zakwalifikowanych probach, otrzymano 245 oligopeptydow bedacych ,reaktywnymi
oligopeptydami bakteriofagowymi” (Tabela 5), przyjeto, ze oligopeptyd jest ,,reaktywny”, jesli
obserwowano jego statystycznie istotne wzbogacenie po reakcji immunoprecypitacji u co
najmniej w 5% badanej populacji. Zatozenie to przyjeto w oparciu o analiz¢ czestosci tzw.
publicznych epitopow wiruséw eukariotycznych (public epitopes), na ktére Xu i in. (2015)
identyfikowali odpowiedZz IgG u ludzi w technologii VirScan stanowigcej inspiracj¢ dla

niniejszej pracy (zmodyfikowano).

Do szczegdtowej charakterystyki wybrano 67 najczgsciej wystepujacych
zidentyfikowanych oligopeptydéw bakteriofagowych (Tabela 6). Charakterystyka ta
obejmowata: nazwe, oraz sekwencje aminokwasowa zidentyfikowanego oligopeptydu wraz
znumerem dostegpu w bazie sekwencji biatkowych (NCBI) oraz nazwg biatka
bakteriofagowego, z ktérego pochodzi dany oligopeptyd. Ponadto w charakterystyce
zamieszczone zostaly takie informacje jak: nazwa bakteriofaga, z ktorego pochodzi dane biatko
bakteriofagowe, specyficznos¢ wobec gatunku bakterii oraz prezentowany cykl infekcyjny
I miejsce izolacji bakteriofaga. W charakterystyce przedstawione zostaly rowniez wyniki
obliczen: czesto§¢ wystgpowania zidentyfikowanego oligonukleotydu bakteriofagowego
w badanych surowicach (osobno dla populacji polskiej i USA oraz dla wszystkich badanych
prob bez wzgledu na pochodzenie), procent wystgpowania zidentyfikowanego oligonukleotydu
bakteriofagowego wsrod populacji zenskiej oraz meskiej (bez podzialu na przynalezno$¢
geograficzng badanej surowicy). Podjgto rowniez probe znalezienia sekwencji homologicznych
dla danych rozpoznanych epitopdw bakteriofagowych, w oparciu o analize¢ bazy danych NCBI
(stan bazy w dniu 14.09.2022 r.) (Zatacznik nr 7).
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Wykazano, ze wséréd populacji USA wystepuje szerokie zrdznicowanie w obregbie
rozpoznanych sekwencji oligopeptydow bakteriofagowych w poréwnaniu do populacji
polskiej, poniewaz znacznie mniej oligopeptydéw fagowych zostato rozpoznane przez istotng
wiekszos$¢ surowic z populacji USA niz populacji polskiej (poréwnanie Tabeli 8 i Tabeli 9).
Sugeruje to wigksze ,,rozproszenie” specyficznosci odpowiedzi pomiedzy rézne rodzaje fagow
1 wigkszg trudnos$¢ z osiggnieciem zatozonego progu odcigcia (tu: 30%). By¢ moze fakt ten jest
zwigzany z wigkszg roznorodno$cig populacji USA, a takze jej rozproszeniem na bardziej
zroznicowanych geograficznie i klimatycznie terenie [Hurrell i in., 2012], a tym samym
mozliwo$ciami kontaktu z wicksza gama bakteriofagow wystepujacych w srodowisku. Gupta
i in. (2017) omowili réznice w strukturze mikrobiomu migdzy zdrowymi osobami z r6znych
ras i grup etnicznych w zaleznosci od polozenia geograficznego. Na podstawie
opublikowanych danych scharakteryzowali mikrobiote rdzeniowg — zbidr rodzajow
powszechnie wystepujacych we wszystkich populacjach, niezaleznie od ich potozenia
geograficznego, pochodzenia etnicznego czy sposobu bytowania. Roéznice etniczne lub
specyficzne dla populacji w sktadzie ludzkiego mikrobiomu omoéowione przez Gupta i in. (2017)
kwestionuja uniwersalno$¢ strategii terapeutycznych opartych na mikrobiomie i zalecaja
dostosowane geograficznie podejscie do inzynierii mikrobiomu danej populacji. Tematyka
roznic w sktadzie ludzkiego mikrobiomu w zaleznosci od pochodzenia geograficznego
i roznych stref klimatycznych jest przedmiotem wielu badan [Suzuki i Worobey, 2014; Li i in.,
2014; Porras i in., 2021]. Réznice w sktadzie organizmow bakteryjnych zasiedlajacych
mikrobiomy w zaleznosci od pochodzenia geograficznego koreluja tym samym
z réznorodnoscig w sktadzie bakteriofagow zasiedlajacych ten mikrobiom co wydaje si¢
korelowa¢ z szerokim zrdznicowaniem w obrgbie rozpoznanych sekwencji oligopeptydow

bakteriofagowych wsrod populacji USA w poréwnaniu do populacji polskie;j.

Bardzo ciekawa obserwacja jest to, Ze mimo rdéznic w na poziomie zmiennosci,
najczesciej rozpoznanym oligopeptydem bakteriofagowym zaréwno wsrdd populacji polskiej
jak i USA Dbyl oligopeptyd nr 4 =z biatka szkieletowego faga Edugator
[https://phagesdb.org/phages/Edugator/, dostep w dniu 24.11.2022 r.; King i in., 2017]
wykazujacego specyficznosé¢ do Mycobacterium smegmatis mc? 155 (Tabela 8 i 9). Gatunek tej
bakterii jest powszechnie wystepujacym gatunkiem w Srodowisku. Wystepuje czesto w glebie,

wodzie i roslinach [Li i in., 2016], co znajduje potwierdzenie w uzyskanych przeze mnie
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wynikach. Mycobacterium jest bardzo waznym rodzajem drobnoustrojow skladajacym sie
z gatunkow saprofitycznych i chorobotworczych (Mycobacterium tuberculosis) [Long i in.,
2012]. Kilka reprezentatywnych cech genomowych dla stylu zycia saprofitow, takich jak
wysoka odporno$¢ na sol oraz krotki czas generacji, zostato odkrytych dla Mycobacterium
smegmatis w analizie ontologii genow [Long i in., 2012]. Mycobacterium smegmatis zostato
wyizolowane po raz pierwszy w 1885 roku z ludzkich narzadéw piciowych [Long i in., 2012;
https://www.uniprot.org/proteomes/UP000000757, dostep w dniu 24.11.2022 r.] Warto
podkresli¢, ze Mycobacterium smegmatis charakteryzuje sie¢ brakiem zdolnosci przechodzenia
przez komoérki nabtonkowe [Long i in., 2012]. Mycobacterium smegmatis posiada system
toksyna-antytoksyna (z ang. toxin-antitoxin (TA) systems) pozwalajacy bakterii na adaptacje
do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska [Zhang i in., 2022]. Informacja ta moze miec¢
Kluczowe znaczenie w uzyskanych przeze mnie wynikach, gdzie najczgsciej rozpoznanym
oligopeptydem bakteriofagowym zaréwno wsrod populacji polskiej jak 1 USA byt oligopeptyd
nr 4 z biatka szkieletowego faga Edugator wykazujacego specyficznos¢ do Mycobacterium
smegmatis. To dlatego, ze moze wskazywa¢ na duze rozpowszechnienie tej bakterii
I potencjalnie wysokg czestos¢ kontaktu ludzi zarowno z tym szczepem bakteryjnym, jak

i z bakteriofagiem specyficznym do niego.

Bakteriofagi moga do swojego rozwoju 1 namnazania w komorkach bakterii
wykorzystywa¢ dwa zupehie rézne typy cykli rozwojowych: lityczny lub lizogenny. Cykl
lityczny polega na zakazeniu bakterii (gospodarza), produkcji nowych czastek fagowych,
rozpadzie gospodarza i uwolnieniu nowych kompletnych czastek bakteriofagowych [Campbell,
2003]. Cykl lizogenny polega na wnikaniu materialu genetycznego wirusa do komorki
gospodarza i jego replikacji wraz z DNA gospodarza (w formie profaga). Replikacja ta nie
prowadzi do lizy komérki gospodarza. [Howard-Varona i in., 2017]. Analiza wykonana
W niniejszej pracy pozwolita stwierdzi¢, ze wudzial immunoreaktywnych sekwencji
oligopeptydowych pochodzacych z bakteriofagow prezentujacych lizogenny cykl infekcyjny
byt znacznie mniejszy niz sekwencji z fagow litycznych (odpowiednio 18 142%) (Rysunek 15).
Tymczasem bakteriofagi o lizogennym cyklu infekcyjnym obserwowane sg jako state sktadniki
fageomu czltowieka, uwazane za bardzo powszechne w bakteriach zasiedlajacych np. jelito
cztowieka [Townsend i in., 2021]. Bakteriofagi o lizogennym cyklu infekcyjnym obserwowane

sg rowniez jako state sktadniki mysiego fageomu [Kim i Bae, 2018]. Wydaje si¢ zatem, ze
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czlowiek moze by¢ znacznie czgéciej wystawiony na kontakt z fagami lizogennymi, stale
obecnymi jako sktadnik ludzkiego mikrobiomu, niz z fagami litycznymi, ktore maja
w mikrobiomie raczej charakter przej$ciowy. Z drugiej strony jednak, uzyskane wyniki moga
sugerowac, ze fagi jelitowe (w duzej czesci lizogenne) by¢ moze korzystajg z mechanizméw
tolerancji immunologicznej, ktéra dotyczy jelitowego mikrobiomu bakteryjnego, a takze
antygendw pochodzenia pokarmowego [Christiakov i in., 2015; Descamps i Thaiss, 2018; Ma
i in., 2019]. W takim wypadku stata obecnos$¢ tych fagéw w stosunkowo nieduzych stezeniach
promowalaby tolerancje, w przeciwienstwie do raczej masowego 1 krotkotrwalego
wystepowania fagéw litycznych, ktdore w populacjach bakteryjnych powoduja raczej ,,masowe
infekcje” niz ,zakazenia chroniczne”. Zagadnienie tolerancji fagowych skladnikow
mikrobiomu nie zostato jednak do tej pory wtasciwie wcale zbadane, a niniejsza obserwacja
jest prawdopodobnie pierwsza sugerujaca, ze zjawisko tolerancji moze mie¢ zwigzek

z rodzajem faga, jakiego dotyczy.

Cickawa obserwacja jest ta, ze rozpoznanie bakteriofagowych sekwencji
oligopeptydowych przez przeciwciata obecne w surowicy ludzkiej znacznie czeséciej miato
miejsce w przypadku surowic plei zenskiej (to znaczy: w immunoprecypitacji z surowicami
pochodzacych od kobiet identyfikowano wigcej istotnie wzbogaconych oligopeptydow
fagowych; takie zjawisko wystapito zarowno w populacji polskiej jak 1 USA) (Zatacznik nr 6,
kolumna J [Ratio.gender [F]). To moze nasuwaé hipotezg, iz kobiety maja bogatszy fageom.
Roéznice w sktadzie bakteryjnego mikrobiomu pomigdzy picig zenska a meska s3 tematem
zainteresowania wielu grup badawczych [Wang i in., 2022; Kim i Benayoun, 2020; Koliada
i in., 2021]. Wykazano, ze bakteryjna cz¢s¢ mikrobiomu kobiet charakteryzuje sie wigksza
réznorodno$cig w poréwnaniu do bakteryjnej czg¢sci mikrobiomu mezczyzn [de la Cuesta-
Zuluaga i in., 2019]. Co wazne, bakteriofagi sg bezposrednio zwigzane z bakteriami jako
gospodarzami bakteriofagowymi, bogaty mikrobiom bakteryjny moze pociggaé za soba
wigksza szanse na bogaty fageom. Fakt ten wigze si¢ z mozliwoscig czestszego rozpoznania
bakteriofagowych sekwencji oligopeptydowych przez przeciwciata obecne w surowicy
ludzkiej, co potwierdzaja uzyskane przeze mnie wyniki w niniejszej pracy. Jednoczesnie jednak
pojawiaja si¢ doniesienia sugerujgce brak zwigzku wigkszej bioréznorodnosci w sktadzie
bakteryjnym mikrobiomu z ptcig [Ma i Li, 2019], zatem kwestia ta pozostaje do wyjasnienia w

dalszych badaniach nad fageomem.
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Otrzymane w pracy wyniki wskazuja réwniez, ze najczeéciej rozpoznanymi
oligopeptydami bakteriofagowymi sa oligopetydy tworzace ztozonag struktur¢ ogonka
bakteriofagowego lub ptytki podstawowej (Rysunek nr 18 ). Mozna zauwazy¢, ze np. struktura
glowki bakteriofagowej jest strukturg najcze$ciej zbudowang z jednego lub dwdch
(maksymalnie kilku) biatek, a struktura ogonka i plytki to czesto wielobiatkowa struktura,
ztozona nawet z kilkunastu-kilkudziesieciu biatek [Fokine i in., 2004; Yap i in., 2016; Leiman
i in., 2010]. Zatem mozliwo$¢ generowania réznorodnych, potencjalnie immunogennych
epitopéw wydaje si¢ wicksza w obszarze ogonka bakteriofagowego niz w obszarze gtowki. Co
wiecej, to ogonek i plytka skupiajg bialka stanowigce bardzo precyzyjny aparat infekcyjny,
Zaangazowany Ww rozpoznanie, wigzanie, a nastgpnie infekcje fagowym DNA komorki
bakteryjnej. Glowka fagowa nie jest zaangazowana w procesy, ktore wymagatyby
przestrzennych rearanzacji i przekazywania sygnatu pomigdzy biatkami odpowiedzialnymi za
przeprowadzenie infekcji. Gtoéwka stanowi stabilne ,,opakowanie” dla DNA, a jednoczesnie jej
powierzchnia jest najsilniej eksponowang na interakcje z ukladem odpornosciowym cze¢scia
faga [Dabrowska i in., 2014; Van Belleghem i in., 2018; KaZmierczak i in., 2021]. Nasuwa to
hipoteze, ze by¢ moze w trakcie ewolucji fagowej biatka glowki mialy wicksza szans¢ na
zaadoptowanie si¢ w ten sposob, aby zawieraty jak najmniej silnie immunogennych epitopow,
co dawaloby tak zaadaptowanym fagom lepsze szanse na unikanie neutralizacji i zniszczenia

w warunkach in vivo, czyli w organizmach ludzi i zwierzat (szczeg6lnie ssakow).

Istotne dla krytycznej analizy przedstawionych wynikdw jest wskazanie
najwazniejszych  ograniczen zastosowane] metody. Mimo, ze jest to analiza
wysokoprzepustowa, to charakter zastosowanej technologii pozwala na identyfikowanie
epitopoéw o charakterze liniowym. Tymczasem ludzkie przeciwciata poza epitopami liniowymi
sg zdolne do rozpoznawania pewnej puli epitopow konformacyjnych [Forsstrém i in., 2015].
Liniowe epitopy sa rozpoznawane przez limfocyty T. Czesto te epitopy sa wewnetrznymi
hydrofobowymi  sekwencjami  aminokwasowymi  przetwarzanymi przez makrofagi
I prezentowanymi komoérkom T w kontekscie czasteczek ludzkiego antygen leukocytarnego
(HLA z ang. Human leukocyte Antigen) klasy 1 i klasy Il [Flaherty, 2012]. Epitopy
konformacyjne stanowig grupe aminokwasow sktadajgcych si¢ na antygen, ktore wchodzg w
bezposredni kontakt z receptorem uktadu odpornosciowego, ale w tancuchu biatka, w ktérym

si¢ znajduja, nie leza obok siebie, lecz w roznych jego czesciach. Dopiero uzyskanie przez
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biatko struktury Il- i lll-rzedowej powoduje, ze aminokwasy te zajmuja miejsce obok siebie
i mogg utworzy¢ epitop. Conformational Epitope Database [CEB; http://immunet.cn/ced/,
dostep w dniu 28.11.2022 r. ] to baza danych, w ktérej przechowywane sg r¢cznie wybierane
informacje na temat epitopéw konformacyjnych komoérek B i powigzane informacje, w tym
sktad 1 polozenie epitopu, wilasciwosci immunologiczne epitopu, zrodtowy antygen
i odpowiednie zwigzane czgseczki Ig [Flower, 2013]. W niniejszej pracy badane byty epitopy
liniowe, poniewaz tylko takic mogly sie znalez¢ w krotkich odcinkach oligopeptydowych
mozliwych do ekspresji w systemie phage display. Warto takze podkresli¢, ze rozne populacje,
szczegolnie te z roznych regionow geograficznych moga mie¢ inne profile produkowanych
przeciwcial. Profil ten moze by¢ rdzny w zaleznosci od wieku oraz stanu zdrowia i przebytych
chorob w ciagu zycia. W niniejszej pracy zostaty przebadane osoby doroste, bez stwierdzonych
istotnych choréb, farmakoterapii, charakterystycznej diety, lub innych czynnikow, ktére moga

profilowa¢ mikrobiom oraz fageom cztowieka.

Takie podejscie bylo jednak podyktowane proba zdobycia mozliwie uniwersalnych
danych, reprezentujacych przecietng populacj¢. Powodem takiego podejScia jest strategiczny
cel pracy, czyli zdobycie informacji mogacych przyczyniaé si¢ do rozwoju terapii fagowej.
Bakteriofagi sa skutecznie stosowane w rozwijajacej si¢ od XX wieku terapii fagowej
(fagoterapii). Dzigki swojej zdolnosci do niszczenia bakterii, w tym rowniez bakterii
antybiotykoopornych, sg przedmiotem wielu badan, w tym rowniez badan klinicznych.
Uzyskane przeze mnie w niniejszej pracy wyniki miaty na celu odpowiedZz na aktualne
problemy i pytania pojawiajace si¢ podczas badan prowadzonych w zakresie odziatywania
bakteriofagéw z ukladem odpornosciowym czlowieka. Stworzona przeze mnie baza
immunoreaktywnych bakteriofagowych sekwencji oligopetydowych (potencjalnych epitopow
bakteriofagowych) jest wazna ze wzgledu na to, jak niewiele ciggle wiadomo o przeciwciatach
neutralizujacych faga [Gembara i Dgbrowska, 2021]. Terapie fagowe i ich skutecznos¢ zalezg
od unikania negatywnych, neutralizujacych efektow odpowiedzi ze strony uktadu
odpornos$ciowego. Przygotowana przeze mnie lista to pierwszy taki spis istotnych populacyjnie
epitopdw. Umozliwi ona na przyktad sprawdzenie, czy identyczne lub bardzo podobne
oligopeptydy sg obecne w innych bakteriofagach, jesli sg one kandydatami do fagoterapii.
Pozwolitoby to od razu i bez badan laboratoryjnych kazdego faga oceni¢ prawdopodobienstwo

Jjego neutralizacji przez przeciwciala obecne w surowicy statystycznego pacjenta.
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Identyfikacja bakteriofagowych sekwencji oligopeptyddéw (potencjalnych epitopow)
rozpoznanych przez przeciwciata ludzkie moze tez dostarczy¢ kluczowych informacji dla
rozwijajacej si¢ inzynierii genetycznej i stanowi¢ potencjalny cel planowych modyfikacji.
Epitopy zidentyfikowane jako wysoce reaktywne moglyby by¢ zmieniane np. poprzez
mutageneze lub "ukrywane" poprzez dotaczenie innych, niereaktywnych elementéw. Bytoby
to szczegoblnie korzystne w fagach, ktére miatyby unikalne, pozadane cechy terapeutyczne (np.
unikalng specyficzno$¢é, wysoka stabilno$¢), ale zawieralyby epitopy z wysokim
prawdopodobienstwem narazajace je na szybka neutralizacj¢ i przez to bylyby mniej uzyteczne
terapeutycznie. Planowe modyfikacje dawalyby szanse na ,,deimmunizacj¢” uzytecznych
szczepow fagowych, lub na ograniczenie skali neutralizacji takich fagéw uzywanych in vivo.
Jako takie, fagi ,,wysoce widoczne” dla uktadu odporno$ciowego moga nie by¢ optymalne do
uzytku terapeutycznego, a zamiast tego fagi ,,niewidoczne” (te bez wysoce immunogennych
epitopow) moga by¢ wybrane do leczenia zakazen u ludzi i zwierzat. Takie dane mogtyby by¢
wykorzystane np. w Os$rodku Terapii Fagowej dziatajacym przy Instytucie Immunologii
i Terapii Do$wiadczanej PAN we Wroctawiu, gdzie pacjentom podaje si¢ preparaty fagowe,

zwlaszcza w przypadku infekcji wywotanych przez bakterie wielolekooporne.

W przyszlosci chciatabym wykorzysta¢ zoptymalizowana przeze mnie metode
PhageScan do przebadania wigkszej liczby surowic pochodzacych od pacjentow
reprezentujacych inne populacje (inna grupa wiekowa, inny obszar geograficzny, pacjenci
Z r6znymi stanami chorobowymi). Planuje znalez¢ 1 porowna¢ w innych populacjach gtowne
epitopy fagowe, ktére sprawiaja, ze fagi sa ,,widoczne” dla ukladu odpornosciowego

i neutralizowane.

W literaturze opisanych jest wiele stanéw chorobowych, w ktérych zaobserwowano
inny sktad fageomu niz obserwowany u 0sob zdrowych. Inny sktad fageomu osob chorych
koreluje rowniez z obecnoscia przeciwciat neutralizujacych fagi, ktore to moga przyczyni¢ si¢
do mniejszej skutecznos$ci terapii fagowej zastosowanej u osoby obarczonej chorobami
wspotistniejagcymi  w poréwnaniu do osoby nie posiadajgcej takich chorob. W bliskiej
przysztosci planuje¢ wykorzystanie mojej dobrze ugruntowanej metodologii do wykrywania
epitopow do przewidywania mutacji, ktore umozliwiaja bakteriofagom ucieczke spod kontroli
immunologicznej. Prowadzg juz prace nad przygotowaniem biblioteki zidentyfikowanych

epitopow z mozliwymi mutacjami (podstawieniem aminokwasow), immunoprecypitacja
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anastgpnie identyfikacja przez sekwencjonowanie metoda NGS sekwencji kodujacych

oligopeptydy reaktywne i niereaktywne.

Wyniki uzyskane dzigki powyzszym badaniom oraz badaniom planowanym
W najblizszej przysztosci moga przyczynic si¢ do rozwoju spersonalizowanej terapii fagowe;.
Terapie personalizowane, czyli takie, gdzie zarowno lek jak i strategia terapeutyczna sg
dopasowywane do indywidualnej charakterystyki pacjenta, sg obecnie uwazane za jeden
z kierunkow przysztosci w medycynie. W zakresie terapii fagowych jest to bardzo wazne ze
wzgledu na narastajacy problem antybiotykooporno$ci bakterii oraz pojawianie si¢ nowych
szczepOW  zagrazajacych zdrowiu 1 zyciu cztowieka. Z informacji uzyskanych
Z przeprowadzonych badan moglyby skorzysta¢ rGwniez osoby zajmujace si¢ wprowadzaniem
preparatéw fagowych na rynek medyczny, ale takze osoby badajace fageomy roéznych

organizmow i ich interakcje z komorkami uktadu odporno$ciowego cztowieka.
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7. Whioski

1. Ludzie posiadaja szeroki repertuar przeciwcial rozpoznawajacych epitopy
bakteriofagowe, rozpoznawanych analogicznie do epitopéw wiruséw eukariotycznych, co
udato si¢ scharakteryzowaé dzigki zastosowanej w niniejszych badaniach technologii

PhageScan.

2. Zroznicowanie  osobnicze w  specyficznym  rozpoznawaniu  epitopow
bakteriofagowych (profil serologiczny) zwigzane jest zbadang populacja i1 obszarem
geograficznym na ktorym wystepuje badana populacja. Mimo to istniejg elementy uniwersalne,
czego przyktadem jest bakteriofag Edugator specyficzny do gatunku Mycobacterium
rozpoznawany najczesciej wsrod wszystkich szczepéw fagowych, zarowno przez populacje

polska ja i USA

3. Wysoki procent rozpoznanych epitopéw pochodzi od fagéw charakteryzujacych si¢
litycznym cyklem infekcyjnym, co prawdopodobnie zwigzane jest przejsSciowym i masowym
charakterem ich obecnosci w fageomie ludzkim, w pordwnaniu do stale obecnych fagow
lizogennych, co moze sugerowaé, ze te drugie korzystaja z mechanizméw tolerancji

immunologicznej, podobnie jak bakteryjne sktadniki mikrobiomu.

4. Najczgsciej rozpoznane epitopy bakteriofagowe pochodza z biatek budujacych
struktur¢ ogonka bakteriofagowego, charakteryzujacych sie ztozong strukturg w poréwnaniu
np. do gltéwki bakteriofaga tworzonej ze znacznie mniejszej liczby rodzajow biatek,
niezaangazowanych w precyzyjnie regulowany mechanizm infekowania komarki bakteryjnej,
a jednocze$nie silnie eksponowanych na interakcje z ukladem odporno$ciowym. Moze to
sugerowac, ze presja selekcyjna w organizmach ludzi i zwierzat promuje fagi, ktorych biatka

glowki tracg immunogenne epitopy.
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8. Streszczenie

Jak juz wiadomo, bakteriofagi sg czynnikami immunogennymi i indukujga swoistg
odpowiedz immunologiczng, w tym przeciwciata swoiste dla faga. Dotyczy to zar6wno fagow
obecnych w organizmie cztowieka (fageomu), jak i fagow dostarczanych réznymi drogami
w terapii fagowej. Aby skutecznie i bezpiecznie prowadzi¢ terapi¢ fagowa, niezbg¢dne jest
zrozumienie naturalnych interakcji bakteriofagow z uktadem immunologicznym cztowieka. Jak
dotad nie ma danych ani nie jest znana metodologia $ledzenia historii ekspozycji na fagi
W naszym zyciu, a w szczegolnosci nie sg znane typowe epitopy fagowe, ktore sa najczesciej
rozpoznawane przez ludzki uktad odpornosciowy. Fagi skladaja si¢ z wielu bialek
prezentujacych wiele epitopow, tak wiec przeciwciata specyficzne dla faga sa w rzeczywistosci

suma odpowiedzi na rdzne biatka faga.

Celem niniejszej pracy byla identyfikacja najczgsciej rozpoznawanych przez IgG
epitopoéw bakteriofagowych na poziomie populacji, z uzyciem prob pochodzacych od zdrowych
dawcow reprezentujacych populacje polskg oraz USA. W wykonanych badaniach zastosowano
wysokoprzepustowa metode analizy taczaca wiele technik badawczych (klonowanie
w systemie phage display, immunoprecypitacja, masowe sekwencjonowanie DNA metoda

NGS).

Efektem zrealizowanego projektu jest pierwsza baza zidentyfikowanych epitopow
bakteriofagowych  (immunogennych grup fagowych 1 immunogennych biatek
bakteriofagowych) w kontekscie catych puli fagowych (fageoméw) wystepujacych
w organizmach ludzkich. Pozwolito to okresli¢ na jakie fagi i biatka szczegdlnie czgsto
wystepuje specyficzna odpowiedz immunologiczna u ludzi. Analiza statystyczna
I identyfikacja korelacji pomig¢dzy populacjami w aspekcie geograficznym oraz ptci pozwolita
na identyfikacje epitopéw czesciej rozpoznawanych w badanych subpopulacjach oraz na
analiz¢ zbiorczg populacji. Otrzymane dane pozwalajg na zarysowanie historii ekspozycji na
fagi u badanych populacji, w zakresie w jakim te przeciwciala pozostajag wykrywalne oraz
dostarczenie kluczowych informacji do spersonalizowanej terapii fagowej, m.in. wybieranie do
terapii tylko tych fagdéw, ktére nie sa neutralizowane przez przeciwciata pacjenta. Bylo to

mozliwe dzigki zidentyfikowaniu powszechnych epitopdéw bakteriofagowych, zwtaszcza tych,
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ktore sg wysoce immunogenne i predysponuja faga do tego, aby byl on wysoce widoczny dla

komorek uktadu odpornosciowego.
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9. Summary

As already known, bacteriophages are immunogenic agents and induce a specific
immune response, including phage-specific antibodies. This applies both to phages present in
the human body (phageome) and to phages delivered in various ways in phage therapy. In order
to conduct phage therapy effectively and safely, it is necessary to understand the natural
interactions of bacteriophages with the human immune system. So far, there is no data or known
methodology to track the history of phage exposure in our lives, and in particular, the common
phage epitopes that are most commonly recognized by the human immune system are not
known. Phages are composed of multiple proteins displaying multiple epitopes, so phage-

specific antibodies are actually the sum of responses to various phage proteins.

The aim of this study was to identify the most frequently recognized bacteriophage
epitopes by 1gG at the population level, using samples from healthy donors representing the
population of Poland and the USA. In the performed studies, a high-throughput analysis method
was used, combining many research techniques (cloning in the phage display system,
immunoprecipitation, mass DNA sequencing using the NGS method).

The result of the completed project is the first database of identified bacteriophage
epitopes (immunogenic phage groups and immunogenic bacteriophage proteins) in the context
of entire phage pools (phageomes) found in human organisms. This made it possible to
determine to which phages and proteins a specific immune response in humans is particularly
common. Statistical analysis and identification of correlations between populations in terms of
geography and gender allowed for the identification of epitopes more frequently recognized in
the studied subpopulations and for the collective analysis of the population. The obtained data
allow to outline the history of exposure to phages in the studied populations, to the extent to
which these antibodies remain detectable, and provide key information for personalized phage
therapy, e.g. selecting for therapy only those phages that are not neutralized by the patient's
antibodies. This was made possible by identifying common bacteriophage epitopes, especially
those that are highly immunogenic and predispose the phage to be highly visible to cells of the

immune system
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10. Zalaczniki

Zalacznik nr 1

Spis wynikéw eksperymentow badawczych z uzyciem bakteriofagéw, skupiajgcych si¢ na
produkcji przeciwciat po podaniu fagéw (systematic review data extration) [opublikowano w:
Gembara & Dagbrowska, 2021; plik w formacie .xIsx dotgczony w wersji elektronicznej do
niniejszej pracy]

Zalacznik nr 2

Zgoda Komisji Bioetycznej na wykorzystanie ludzkich surowic do badan naukowych
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7"."3!\.’_HS‘JA BIOETYCZNA
p;;yWu|ewc%k;mﬁﬂté}:ﬁﬂ:pIxstycznym OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ

54 3 ;'4’(3'\'}\‘?'3"8% 7L3my Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu

Osrodek Badawczo-Rozwojowy
51-124 Wroctaw ul. Kamienskiego 73A tel. (071) 32 70 196

KB/ nr 2/rok 2017

Dzialajac na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodzie lekarza
(Dz. U. z 1997 r. Nr 28 poz. 152 wraz ze zm.), Zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1990 r. w sprawie szczegélowych zasad powolywania
i funkcjonowania oraz trybu dzialania Komisji Bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz. 480)
oraz zgodnie z zasadami zawartymi w GCP (Good Clinical Practice) oraz w Deklaracji
Helsinskiej.

Komisja Bioetyczna przy Wojewédzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroclawiu
Osrodek Badawczo-Rozwojowy na posiedzeniu w dniu 20.06.2017 r. przeanalizowata wniosek
zlozony przez dr. n. med. Andrzeja Koniecznego oraz dr hab. Krystyne Dabrowska w
sprawie badania pt.: ,Profilowanie serologiczne oraz aktywno$¢ niespecyficznych
elementéw ukladu odpornosciowego wzgledem wybranych skladnikéw mikrobiomu
czlowieka ze szczegblnym uwzglednieniem wiruséw bakteryjnych oraz ich bialek, w
populacji 0s6b zdrowych”.

Po zapoznaniu si¢ ze ztozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
tajnego glosowania, Komisja Bioetyczna podj¢ta uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu tego
wniosku.

Kierownik badania zobowiazany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw
dotyczacych badania przez okres 20 lat od chwili zakonczenia badania.

0Od niniejszej uchwaty mozna si¢ odwola¢ do Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy
Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycznym we Wroclawiu Osrodku Badawczo-Rozwojowym w terminie 14 dni od daty

otrzymania niniejszej opinii.
Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

Prof. dr hab. Zdzistawa Bem

Otrzymuja: P
1. Wnioskodawca projektu W;lew"d“‘““ lJl onelyczne‘
2. Kierownik jednostki organizacyjnej, we Wroc L

w ktorej projekt bedzie realizowany.
prof. dr hab, Zd} wa em
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Zalacznik nr 3

Sekwencje zaprojektowanych oligonukleotydow bakteriofagowych syntetyzowanych przez

firme¢ Agilent [plik w formacie .xIsx dotgczony w wersji elektronicznej do niniejszej pracy]

Zalacznik nr 4

Indeksy (barkody DNA) do sekwencjonowania DNA metodg NGS (Set A, B, C, D, Illumina)

[Header],,,,,110

Date,6/1/2018,,,,,,,,

Workflow,GenerateFASTQ,,,,,,,,

Assay,IDT-ILMN Nextera DNA UD Indexes (384) - Nextera DNA Flex,,, .,

Index Kit,IDT-ILMN Nextera DNA UD Indexes (384),,,,1,

Description,,,,,,m,

Chemistry,Amplicon,,,,,,,,,

[Reads],,, sy

149,100

149,100

[Settings],,, 10,

Adapter, CTGTCTCTTATACACATCT, .,

[Data],,
Lane,Sample_ID,Sample_Name,Index_Plate,Index_Plate_Well,17_Index_ID,index,15_Index_ID,index2,
Sample_Project,Description

1,1,,A,A01,UDP0001,GAACTGAGCG,UDP0001, TCGTGGAGCG,Project,Description
1,2,,A,B01,UDP0002,AGGTCAGATA,UDP0002,CTACAAGATA Project,Description
1,3,,A,C01,UDP0003,CGTCTCATAT,UDP0003, TATAGTAGCT,Project,Description
1,4,,A,D01,UDP0004,ATTCCATAAG,UDP0004, TGCCTGGTGG,Project,Description
1,5,,A,E01,UDP0005,GACGAGATTA,UDP0005,ACATTATCCT,Project,Description
1,6,,A,FO1,UDP0006,AACATCGCGC,UDP0006,GTCCACTTGT,Project,Description
1,7,,A,G01,UDP0007,CTAGTGCTCT,UDP0007, TGGAACAGTA,Project,Description
1,8,,A,H01,UDP0008,GATCAAGGCA,UDP0008,CCTTGTTAAT,Project,Description
1,9,,A,A02,UDP0009,GACTGAGTAG,UDP0009,GTTGATAGTG,Project,Description
1,10,,A,B02,UDP0010,AGTCAGACGA,UDP0010,ACCAGCGACA Project,Description
1,11,,A,C02,UDP0011,CCGTATGTTC,UDP0011,CATACACTGT,Project,Description
1,12,,A,D02,UDP0012,GAGTCATAGG,UDP0012,GTGTGGCGCT,Project,Description
1,13,,A,E02,UDP0013,CTTGCCATTA,UDP0013,ATCACGAAGG,Project,Description
1,14, A,F02,UDP0014,GAAGCGGCAC,UDP0014,CGGCTCTACT,Project,Description
1,15,,A,G02,UDP0015,TCCATTGCCG,UDP0015,GAATGCACGA Project,Description
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1,16,,A,H02,UDP0016,CGGTTACGGC,UDP0016,AAGACTATAG,Project,Description
1,17,,A,A03,UDP0017,GAGAATGGTT,UDP0017, TCGGCAGCAA Project,Description
1,18,,A,B03,UDP0018,AGAGGCAACC,UDP0018,CTAATGATGG,Project,Description
1,19,,A,C03,UDP0019,CCATCATTAG,UDP0019,GGTTGCCTCT,Project,Description
1,20,,A,D03,UDP0020,GATAGGCCGA,UDP0020,CGCACATGGC,Project,Description
1,21,,A,E03,UDP0021,ATGGTTGACT,UDP0021,GGCCTGTCCT,Project,Description
1,22,,A,FO03,UDP0022, TATTGCGCTC,UDP0022,CTGTGTTAGG,Project,Description
1,23,,A,G03,UDP0023,ACGCCTTGTT,UDP0023, TAAGGAACGT,Project,Description
1,24,,A,H03,UDP0024, TTCTACATAC,UDP0024,CTAACTGTAA Project,Description
1,25,,A,A04,UDP0025,AACCATAGAA,UDP0025,GGCGAGATGG,Project,Description
1,26,,A,B04,UDP0026,GGTTGCGAGG,UDP0026,AATAGAGCAA Project,Description
1,27,,A,C04,UDP0027,TAAGCATCCA,UDP0027, TCAATCCATT,Project,Description
1,28,,A,D04,UDP0028,ACCACGACAT,UDP0028, TCGTATGCGG,Project,Description
1,29,,A,E04,UDP0029,GCCGCACTCT,UDP0029, TCCGACCTCG,Project,Description
1,30,,A,F04,UDP0030,CCACCAGGCA,UDP0030,CTTATGGAAT,Project,Description
1,31,,A,G04,UDP0031,GTGACACGCA,UDP0031,GCTTACGGAC,Project,Description
1,32,,A,H04,UDP0032,ACAGTGTATG,UDP0032,GAACATACGG,Project,Description
1,33,,A,A05,UDP0033, TGATTATACG,UDP0033,GTCGATTACA,Project,Description
1,34,,A,B05,UDP0034,CAGCCGCGTA,UDP0034,ACTAGCCGTG,Project,Description
1,35,,A,C05,UDP0035,GGTAACTCGC,UDP0035,AAGTTGGTGA,Project,Description
1,36,,A,D05,UDP0036,ACCGGCCGTA,UDP0036, TGGCAATATT,Project,Description
1,37,,A,E05,UDP0037, TGTAATCGAC,UDP0037,GATCACCGCG,Project,Description
1,38,,A,F05,UDP0038,GTGCAGACAG,UDP0038, TACCATCCGT,Project,Description
1,39,,A,G05,UDP0039,CAATCGGCTG,UDP0039,GCTGTAGGAA Project,Description
1,40,,A,H05,UDPO0040,TATGTAGTCA,UDP0040,CGCACTAATG,Project,Description
1,41,,A,A06,UDP0041,ACTCGGCAAT,UDP0041,GACAACTGAA Project,Description
1,42,,A,B06,UDP0042,GTCTAATGGC,UDP0042,AGTGGTCAGG,Project,Description
1,43,,A,C06,UDP0043,CCATCTCGCC,UDP0043, TTCTATGGTT,Project,Description
1,44,,A,D06,UDP0044,CTGCGAGCCA,UDP0044,AATCCGGCCA,Project,Description
1,45,,A,E06,UDP0045,CGTTATTCTA,UDP0045,CCATAAGGTT,Project,Description
1,46,,A,F06,UDP0046,AGATCCATTA,UDP0046,ATCTCTACCA,Project,Description
1,47,,A,G06,UDP0047,GTCCTGGATA,UDP0047,CGGTGGCGAA Project,Description
1,48,,A,H06,UDP0048,CAGTGGCACT,UDP0048, TAACAATAGG,Project,Description
1,49,,A,A07,UDP0049,AGTGTTGCAC,UDP0049,CTGGTACACG,Project,Description
1,50,,A,B07,UDP0050,GACACCATGT,UDP0050,TCAACGTGTA,Project,Description
1,51,,A,C07,UDP0051,CCTGTCTGTC,UDP0051,ACTGTTGTGA,Project,Description
1,52,,A,D07,UDP0052, TGATGTAAGA,UDP0052,GTGCGTCCTT,Project,Description
1,53,,A,E07,UDP0053,GGAATTGTAA,UDP0053,AGCACATCCT,Project,Description
1,54,,A,F07,UDP0054,GCATAAGCTT,UDP0054, TTCCGTCGCA,Project,Description
1,55,,A,G07,UDP0055,CTGAGGAATA,UDP0055,CTTAACCACT,Project,Description
1,56,,A,H07,UDP0056,AACGCACGAG,UDP0056,GCCTCGGATA,Project,Description
1,57,,A,A08,UDP0057, TCTATCCTAA,UDP0057,CGTCGACTGG,Project,Description
1,58,,A,B08,UDP0058,CTCGCTTCGG,UDP0058, TACTAGTCAA Project,Description
1,59,,A,C08,UDP0059,CTGTTGGTCC,UDP0059,ATAGACCGTT,Project,Description
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1,60,,A,D08,UDP0060,TTACCTGGAA,UDP0060,ACAGTTCCAG,Project,Description
1,61,,A,E08,UDP0061, TGGCTAATCA,UDP0061,AGGCATGTAG,Project,Description
1,62,,A,F08,UDP0062,AACACTGTTA,UDP0062,GCAAGTCTCA,Project,Description
1,63,,A,G08,UDP0063,ATTGCGCGGT,UDP0063, TTGGCTCCGC,Project,Description
1,64,,A,H08,UDP0064, TGGCGCGAAC,UDP0064, AACTGATACT,Project,Description
1,65,,A,A09,UDP0065, TAATGTGTCT,UDP0065,GTAAGGCATA,Project,Description
1,66,,A,B09,UDP0066,ATACCAACGC,UDP0066,AATTGCTGCG,Project,Description
1,67,,A,C09,UDP0067,AGGATGTGCT,UDP0067, TTACAATTCC,Project,Description
1,68,,A,D09,UDP0068,CACGGAACAA,UDP0068,AACCTAGCAC,Project,Description
1,69,,A,E09,UDP0069, TGGAGTACTT,UDP0069, TCTGTGTGGA,Project,Description
1,70,,A,F09,UDP0070,GTATTGACGT,UDP0070,GGAATTCCAA,Project,Description
1,71,,A,G09,UDP0071,CTTGTACACC,UDP0071,AAGCGCGCTT,Project,Description
1,72,,A,H09,UDP0072,ACACAGGTGG,UDP0072, TGAGCGTTGT,Project,Description
1,73,,A,A10,UDP0073,CCTGCGGAAC,UDP0073,ATCATAGGCT,Project,Description
1,74,,A,B10,UDP0074, TTCATAAGGT,UDP0074, TGTTAGAAGG,Project,Description
1,75,,A,C10,UDP0075,CTCTGCAGCG,UDP0075,GATGGATGTA,Project,Description
1,76,,A,D10,UDP0076,CTGACTCTAC,UDP0076,ACGGCCGTCA,Project,Description
1,77,,A,E10,UDP0077, TCTGGTATCC,UDP0077,CGTTGCTTAC,Project,Description
1,78,,A,F10,UDP0078,CATTAGTGCG,UDP0078, TGACTACATA,Project,Description
1,79,,A,G10,UDP0079,ACGGTCAGGA,UDP0079,CGGCCTCGTT,Project,Description
1,80,,A,H10,UDP0080,GGCAAGCCAG,UDP0080,CAAGCATCCG,Project,Description
1,81,,A,A11,UDP0081, TGTCGCTGGT,UDP0081, TCGTCTGACT,Project,Description
1,82,,A,B11,UDP0082,ACCGTTACAA,UDP0082,CTCATAGCGA,Project,Description
1,83,,A,C11,UDP0083, TATGCCTTAC,UDP0083,AGACACATTA,Project,Description
1,84,,A,D11,UDP0084,ACAAGTGGAC,UDP0084,GCGCGATGTT,Project,Description
1,85,,A,E11,UDP0085, TGGTACCTAA,UDP0085,CATGAGTACT,Project,Description
1,86,,A,F11,UDP0086, TTGGAATTCC,UDP0086,ACGTCAATAC,Project,Description
1,87,,A,G11,UDP0087,CCTCTACATG,UDP0087,GATACCTCCT,Project,Description
1,88,,A,H11,UDP0088,GGAGCGTGTA,UDP0088,ATCCGTAAGT,Project,Description
1,89,,A,A12,UDP0089,GTCCGTAAGC,UDP0089,CGTGTATCTT,Project,Description
1,90,,A,B12,UDP0090,ACTTCAAGCG,UDP0090,GAACCATGAA Project,Description
1,91,,A,C12,UDP0091, TCAGAAGGCG,UDP0091,GGCCATCATA,Project,Description
1,92,,A,D12,UDP0092,GCGTTGGTAT,UDP0092, ACATACTTCC,Project,Description
1,93,,A,E12,UDP0093,ACATATCCAG,UDP0093, TATGTGCAAT,Project,Description
1,94,,AF12,UDP0094, TCATAGATTG,UDP0094,GATTAAGGTG,Project,Description
1,95,,A,G12,UDP0095,GTATTCCACC,UDP0095,ATGTAGACAA Project,Description
1,96,,A,H12,UDP0096,CCTCCGTCCA,UDP0096,CACATCGGTG,Project,Description
1,97,,B,A01,UDP0097,TGCCGGTCAG,UDP0097,CCTGATACAA Project,Description
1,98,,B,B01,UDP0098,CACTCAATTC,UDP0098, TTAAGTTGTG,Project,Description
1,99,,B,C01,UDP0099, TCTCACACGC,UDP0099,CGGACAGTGA,Project,Description
1,100,,B,D01,UDP0100,TCAATGGAGA,UDP0100,GCACTACAAC,Project,Description
1,101,,B,E01,UDP0101,ATATGCATGT,UDP0101,TGGTGCCTGG,Project,Description
1,102,,B,F01,UDP0102,ATGGCGCCTG,UDP0102, TCCACGGCCT,Project,Description
1,103,,B,G01,UDP0103,TCCGTTATGT,UDP0103, TTGTAGTGTA,Project,Description
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1,104,,B,H01,UDP0104,GGTCTATTAA,UDP0104,CCACGACACG,Project,Description
1,105,,B,A02,UDP0105,CAGCAATCGT,UDP0105, TGTGATGTAT,Project,Description
1,106,,B,B02,UDP0106, TTCTGTAGAA,UDP0106, GAGCGCAATA,Project,Description
1,107,,B,C02,UDP0107,GAACGCAATA,UDP0107, ATCTTACTGT,Project,Description
1,108,,B,D02,UDP0108,AGTACTCATG,UDP0108,ATGTCGTGGT,Project,Description
1,109,,B,E02,UDP0109,GGTAGAATTA,UDP0109,GTAGCCATCA Project,Description
1,110,,B,F02,UDP0110,TAATTAGCGT,UDP0110,TGGTTAAGAA Project,Description
1,111,,B,G02,UDP0111, ATTAACAAGG,UDP0111, TGTTGTTCGT,Project,Description
1,112,,B,H02,UDP0112, TGATGGCTAC,UDP0112,CCAACAACAT,Project,Description
1,113,,B,A03,UDP0113,GAATTACAAG,UDP0113,ACCGGCTCAG,Project,Description
1,114,,B,B03,UDP0114, TAGAATTGGA,UDP0114,GTTAATCTGA Project,Description
1,115,,B,C03,UDP0115,AGGCAGCTCT,UDP0115,CGGCTAACGT,Project,Description
1,116,,B,D03,UDP0116,ATCGGCGAAG,UDP0116, TCCAAGAATT,Project,Description
1,117,,B,E03,UDP0117,CCGTGACCGA,UDP0117,CCGAACGTTG,Project,Description
1,118,,B,FO3,UDP0118, ATACTTGTTC,UDP0118, TAACCGCCGA, Project,Description
1,119,,B,G03,UDP0119,TCCGCCAATT,UDP0119,CTCCGTGCTG,Project,Description
1,120,,B,H03,UDP0120,AGGACAGGCC,UDP0120,CATTCCAGCT,Project,Description
1,121,,B,A04,UDP0121, AGAGAACCTA,UDP0121,GGTTATGCTA,Project,Description
1,122,,B,B04,UDP0122,GATATTGTGT,UDP0122,ACCACACGGT,Project,Description
1,123,,B,C04,UDP0123,CGTACAGGAA,UDP0123, TAGGTTCTCT,Project,Description
1,124,B,D04,UDP0124,CTGCGTTACC,UDP0124, TATGGCTCGA,Project,Description
1,125,,B,E04,UDP0125, AGGCCGTGGA,UDP0125,CTCGTGCGTT,Project,Description
1,126,,B,F04,UDP0126,AGGAGGTATC,UDP0126,CCAGTTGGCA,Project,Description
1,127,,B,G04,UDP0127,GCTGACGTTG,UDP0127, TGTTCGCATT,Project,Description
1,128,,B,H04,UDP0128,CTAATAACCG,UDP0128, AACCGCATCG,Project,Description
1,129,,B,A05,UDP0129,TCTAGGCGCG,UDP0129,CGAAGGTTAA Project,Description
1,130,,B,B05,UDP0130,ATAGCCAAGA,UDP0130,AGTGCCACTG,Project,Description
1,131,,B,C05,UDP0131, TTCGGTGTGA,UDP0131,GAACAAGTAT,Project,Description
1,132,,B,D05,UDP0132, ATGTAACGTT,UDP0132,ACGATTGCTG,Project,Description
1,133,,B,E05,UDP0133,AACGAGGCCG,UDP0133,ATACCTGGAT,Project,Description
1,134,,B,F05,UDP0134, TGGTGTTATG,UDP0134, TCCAATTCTA,Project,Description
1,135,,B,G05,UDP0135,TGGCCTCTGT,UDP0135, TGAGACAGCG,Project,Description
1,136,,B,H05,UDP0136,CCAGGCACCA,UDP0136,ACGCTAATTA,Project,Description
1,137,,B,A06,UDP0137,CCGGTTCCTA,UDP0137, TATATTCGAG,Project,Description
1,138,,B,B06,UDP0138,GGCCAATATT,UDP0138,CGGTCCGATA,Project,Description
1,139,,B,C06,UDP0139,GAATACCTAT,UDP0139,ACAATAGAGT,Project,Description
1,140,,B,D06,UDP0140,TACGTGAAGG,UDP0140,CGGTTATTAG,Project,Description
1,141, B,E06,UDP0141,CTTATTGGCC,UDP0141,GATAACAAGT,Project,Description
1,142,,B,F06,UDP0142,ACAACTACTG,UDP0142, AGTTATCACA,Project,Description
1,143,,B,G06,UDP0143,GTTGGATGAA,UDP0143, TTCCAGGTAA,Project,Description
1,144, B,H06,UDP0144 AATCCAATTG,UDP0144,CATGTAGAGG,Project,Description
1,145, B,A07,UDP0145 TATGATGGCC,UDP0145,GATTGTCATA,Project,Description
1,146,,B,B07,UDP0146,CGCAGCAATT,UDP0146, ATTCCGCTAT,Project,Description
1,147,,B,C07,UDP0147,ACGTTCCTTA,UDP0147,GACCGCTGTG,Project,Description
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1,148,,B,D07,UDP0148,CCGCGTATAG,UDP0148, TAGGAACCGG,Project,Description
1,149,,B,E07,UDP0149,GATTCTGAAT,UDP0149,AGCGGTGGAC,Project,Description
1,150,,B,F07,UDP0150,TAGAGAATAC,UDP0150,TATAGATTCG,Project,Description
1,151,,B,G07,UDP0151, TTGTATCAGG,UDP0151,ACAGAGGCCA,Project,Description
1,152,,B,H07,UDP0152,CACAGCGGTC,UDP0152,ATTCCTATTG,Project,Description
1,153,,B,A08,UDP0153,CCACGCTGAA,UDP0153, TATTCCTCAG,Project,Description
1,154,,B,B08,UDP0154,GTTCGGAGTT,UDP0154,CGCCTTCTGA,Project,Description
1,155,,B,C08,UDP0155, ATAGCGGAAT,UDP0155,GCGCAGAGTA,Project,Description
1,156,,B,D08,UDP0156,GCAATATTCA,UDP0156, GGCGCCAATT,Project,Description
1,157,,B,E08,UDP0157,CTAGATTGCG,UDP0157, AGATATGGCG,Project,Description
1,158,,B,F08,UDP0158,CGATGCGGTT,UDP0158,CCTGCTTGGT,Project,Description
1,159,,B,G08,UDP0159,TCCGGACTAG,UDP0159, GACGAACAAT Project,Description
1,160,,B,H08,UDP0160,GTGACGGAGC,UDP0160,TGGCGGTCCA,Project,Description
1,161,,B,A09,UDP0161,AATTCCATCT,UDP0161,CTTCAGTTAC,Project,Description
1,162,,B,B09,UDP0162, TTAACGGTGT,UDP0162, TCCTGACCGT,Project,Description
1,163,,B,C09,UDP0163,ACTTGTTATC,UDP0163,CGCGCCTAGA,Project,Description
1,164,,B,D09,UDP0164,CGTGTACCAG,UDP0164, AGGATAAGTT,Project,Description
1,165,,B,E09,UDP0165, TTAACCTTCG,UDP0165,AGGCCAGACA,Project,Description
1,166,,B,F09,UDP0166,CATATGCGAT,UDP0166,CCTTGAACGG,Project,Description
1,167,,B,G09,UDP0167,AGCCTATGAT,UDP0167,CACCACCTAC,Project,Description
1,168,,B,H09,UDP0168, TATGACAATC,UDP0168, TTGCTTGTAT,Project,Description
1,169,,B,A10,UDP0169,ATGTTGTTGG,UDP0169,CAATCTATGA,Project,Description
1,170,,B,B10,UDP0170,GCACCACCAA,UDP0170,TGGTACTGAT,Project,Description
1,171,,B,C10,UDP0171,AGGCGTTCGC,UDP0171, TTCATCCAAC,Project,Description
1,172,,B,D10,UDP0172,CCTCCGGTTG,UDP0172,CATAACACCA Project,Description
1,173,,B,E10,UDP0173,GTCCACCGCT,UDP0173, TCCTATTAGC,Project,Description
1,174, B,F10,UDP0174, ATTGTTCGTC,UDP0174, TCTCTAGATT,Project,Description
1,175,,B,G10,UDP0175,GGACCAGTGG,UDP0175,CGCGAGCCTA,Project,Description
1,176,,B,H10,UDP0176,CCTTCTAACA,UDP0176, GATAAGCTCT,Project,Description
1,177,B,A11,UDP0177,CTCGAATATA,UDP0177,GAGATGTCGA,Project,Description
1,178,,B,B11,UDP0178,GATCGTCGCG,UDP0178,CTGGATATGT,Project,Description
1,179,,B,C11,UDP0179, TATCCGAGGC,UDP0179,GGCCAATAAG,Project,Description
1,180,,B,D11,UDP0180,CGCTGTCTCA,UDP0180,ATTACTCACC,Project,Description
1,181,,B,E11,UDP0181, AATGCGAACA,UDP0181, AATTGGCGGA Project,Description
1,182,,B,F11,UDP0182, AATTCTTGGA,UDP0182, TTGTCAACTT,Project,Description
1,183,,B,G11,UDP0183,TTCCTACAGC,UDP0183,GGCGAATTCT,Project,Description
1,184, B,H11,UDP0184, ATCCAGGTAT,UDP0184,CAACGTCAGC,Project,Description
1,185,,B,A12,UDP0185,ACGGTCCAAC,UDP0185 TCTTACATCA,Project,Description
1,186,,B,B12,UDP0186,GTAACTTGGT,UDP0186,CGCCATACCT,Project,Description
1,187,,B,C12,UDP0187,AGCGCCACAC,UDP0187,CTAATGTCTT,Project,Description
1,188,,B,D012,UDP0188, TGCTACTGCC,UDP0188,CAACCGGAGG,Project,Description
1,189,,B,E12,UDP0189,CAACACCGCA,UDP0189,GGCAGTAGCA,Project,Description
1,190,,B,F12,UDP0190,CACCTTAATC,UDP0190, TTAGGATAGA Project,Description
1,191,B,G12,UDP0191, TTGAATGTTG,UDP0191,CGCAATCTAG,Project,Description
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1,192,,B,H12,UDP0192,CCGGTAACAC,UDP0192, GAGTTGTACT,Project,Description
1,193,,C,A01,UDP0193,TCTCATGATA,UDP0193,AACACGTGGA,Project,Description
1,194,,C,B01,UDP0194,CGAGGCCAAG,UDP0194,GTGTTACCGG,Project,Description
1,195,,C,C01,UDP0195, TTCACGAGAC,UDP0195, AGATTGTTAC,Project,Description
1,196,,C,D01,UDP0196,GCGTGGATGG,UDP0196, TTGACCAATG,Project,Description
1,197,,C,E01,UDP0197, TCCTGGTTGT,UDP0197,CTGACCGGCA Project,Description
1,198,,C,FO1,UDP0198, TAATTCTGCT,UDP0198, TCTCATCAAT,Project,Description
1,199,,C,G01,UDP0199,CGCACGACTG,UDP0199,GGACCAACAG,Project,Description
1,200,,C,H01,UDP0200,GAGGTTAGAC,UDP0200,AATGTATTGC,Project,Description
1,201,,C,A02,UDP0201,AACCGAGTTC,UDP0201,GATCTCTGGA,Project,Description
1,202,,C,B02,UDP0202, TGTGATAACT,UDP0202,CAGGCGCCAT,Project,Description
1,203,,C,C02,UDP0203,AGTATGCTAC,UDP0203, TTAATAGACC,Project,Description
1,204,,C,D02,UDP0204,GTAACTGAAG,UDP0204,GGAGTCGCGA,Project,Description
1,205,,C,E02,UDP0205,TCCTCGGACT,UDP0205,AACGCCAGAG,Project,Description
1,206,,C,F02,UDP0206,CTGGAACTGT,UDP0206,CGTAATTAAC,Project,Description
1,207,,C,G02,UDP0207,GAATATGCGG,UDP0207, ACGAGACTGA,Project,Description
1,208,,C,H02,UDP0208, GATCGGATAA,UDP0208,GTATCGGCCG,Project,Description
1,209,,C,A03,UDP0209,GCTAGACTAT,UDP0209,AATACGACAT,Project,Description
1,210,,C,B03,UDP0210,AGCTACTATA,UDP0210,GTTATATGGC,Project,Description
1,211,,C,C03,UDP0211,CCACCGGAGT,UDP0211,GCCTGCCATG,Project,Description
1,212,,C,D03,UDP0212,CTTACCGCAC,UDP0212, TAAGACCTAT,Project,Description
1,213,,C,E03,UDP0213, TTAGGATATC,UDP0213, TATACCATGG,Project,Description
1,214,,C,FO3,UDP0214, TTATACGCGA,UDP0214,GCCGTCTGTT,Project,Description
1,215,,C,G03,UDP0215,CGCTTAGAAT,UDP0215,CAGAGTGATA,Project,Description
1,216,,C,H03,UDP0216,CCGAAGCGCT,UDP0216, TGCTAACTAT,Project,Description
1,217,,C,A04,UDP0217,CACTATCAAC,UDP0217, TCAGTTAATG,Project,Description
1,218,,C,B04,UDP0218, TTGCTCTATT,UDP0218,GTGACCTTGA,Project,Description
1,219,,C,C04,UDP0219, TTACAGTTAG,UDP0219,ACATGCATAT,Project,Description
1,220,,C,D04,UDP0220,CTAAGTACGC,UDP0220,AACATACCTA,Project,Description
1,221,,C,E04,UDP0221, TAGTTCGGTA,UDP0221,CCATGTGTAG,Project,Description
1,222,,C,F04,UDP0222,CTATTACTAC,UDP0222,GAGTCTCTCC,Project,Description
1,223,,C,G04,UDP0223, TAGCATAACC,UDP0223,GCTATGCGCA,Project,Description
1,224,,C,H04,UDP0224, ACTCTATTGT,UDP0224, ATCGCATATG,Project,Description
1,225,,C,A05,UDP0225, TAGTGGAAGC,UDP0225,AGTACCTATA,Project,Description
1,226,,C,B05,UDP0226,CGCCATATCT,UDP0226, GACCGGAGAT,Project,Description
1,227,,C,C05,UDP0227,GCTTCATATT,UDP0227,CGTTCAGCCT,Project,Description
1,228,,C,D05,UDP0228, ACTAGCGCTA,UDP0228, TTACTTCCTC,Project,Description
1,229,,C,E05,UDP0229,GCTCTTAACT,UDP0229,CACGTCCACC,Project,Description
1,230,,C,F05,UDP0230,GTGGTATCTG,UDP0230,GCTACTATCT,Project,Description
1,231,,C,G05,UDP0231,TGACGGCCGT,UDP0231,AGTCAACCAT,Project,Description
1,232,,C,H05,UDP0232,CAGTAATTAC,UDP0232,CGAGGCGGTA,Project,Description
1,233,,C,A06,UDP0233,TACAAGACTT,UDP0233,CAGGTGTTCA,Project,Description
1,234,,C,B06,UDP0234,CTGTGGTGAC,UDP0234,GACAGACAGG,Project,Description
1,235,,C,C06,UDP0235,CTCCACTAAT,UDP0235, TGTACTTGTT,Project,Description
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1,236,,C,D06,UDP0236,ATAGTTAGCA,UDP0236,CTCTAAGTAG,Project,Description
1,237,,C,E06,UDP0237,ATAGGTCTTA,UDP0237,GTCACCACAG,Project,Description
1,238,,C,F06,UDP0238, TTCTTAACCA,UDP0238, TCTACATACC,Project,Description
1,239,,C,G06,UDP0239,AAGGAAGAGT,UDP0239,CACGTTAGGC,Project,Description
1,240,,C,H06,UDP0240,GGAAGGAGAC,UDP0240,TGGTGAGTCT,Project,Description
1,241,,C,A07,UDP0241, TGAACGCGGA,UDP0241,CTTCGAAGGAProject,Description
1,242,,C,B07,UDP0242,CCTGCAACCT,UDP0242,GTAGAGTCAG,Project,Description
1,243,,C,C07,UDP0243, TTCATGGTTC,UDP0243,GACATTGTCA,Project,Description
1,244,,C,D07,UDP0244, ATCCTCTCAA,UDP0244, TCCGCAAGGC,Project,Description
1,245,,C,E07,UDP0245,CACTAGACCA,UDP0245 ACTGCCTTAT,Project,Description
1,246,,C,FO7,UDP0246,ATTATCCACT,UDP0246, TACGCACGTA,Project,Description
1,247,,C,G07,UDP0247,ATGGCGTGCC,UDP0247,CGCTTGAAGT ,Project,Description
1,248,,C,H07,UDP0248, TCCAGAGATC,UDP0248,CTGCACTTCA,Project,Description
1,249,,C,A08,UDP0249,ATGTCCAGCA,UDP0249,CAGCGGACAA Project,Description
1,250,,C,B08,UDP0250,CAACGTTCGG,UDP0250,GGATCCGCAT,Project,Description
1,251,,C,C08,UDP0251,GCGTATTAAT,UDP0251, TGCGGTGTTG,Project,Description
1,252,,C,D08,UDP0252, GTTGTGACTA,UDP0252,ACATAACGGA,Project,Description
1,253,,C,E08,UDP0253, TCTCAATACC,UDP0253,GACGTTCGCG,Project,Description
1,254,,C,F08,UDP0254,AAGCATCTTG,UDP0254,CATTCAACAA Project,Description
1,255,,C,G08,UDP0255,TCAGTCTCGT,UDP0255,CACGGATTAT,Project,Description
1,256,,C,H08,UDP0256, TGCAAGATAA,UDP0256, TTGAGGACGG,Project,Description
1,257,,C,A09,UDP0257,GTAACAATCT,UDP0257,CTCTGTATAC,Project,Description
1,258,,C,B09,UDP0258,CAGCGGTAGA,UDP0258, GCAACAGGTG,Project,Description
1,259,,C,C09,UDP0259, TCATACCGTT,UDP0259,GGTAACGCAG,Project,Description
1,260,,C,D09,UDP0260,GGCGCCATTG,UDP0260,ACCGCGCAAT,Project,Description
1,261,,C,E09,UDP0261, AGCGAATTAG,UDP0261, AGCCGGAACA Project,Description
1,262,,C,F09,UDP0262, TTAGACCATG,UDP0262, TCCTAGGAAG,Project,Description
1,263,,C,G09,UDP0263,CACACAGTAT,UDP0263, TTGAGCCTAA Project,Description
1,264,,C,H09,UDP0264, TCTTGTCGGC,UDP0264,CCACCTGTGT,Project,Description
1,265,,C,A10,UDP0265,TACCGCCTCG,UDP0265,CCTCGCAACC,Project,Description
1,266,,C,B10,UDP0266,CTGTTATATC,UDP0266,GTATAGCTGT,Project,Description
1,267,,C,C10,UDP0267, TAACCGGCGA,UDP0267,GCTACATTAG,Project,Description
1,268,,C,D10,UDP0268, AAGAGAGTCT,UDP0268, TACGAATCTT,Project,Description
1,269,,C,E10,UDP0269,GTAGGCGAGC,UDP0269,TAGGAGCGCA Project,Description
1,270,,C,F10,UDP0270,AACTTATCCT,UDP0270,GTACTGGCGT,Project,Description
1,271,,C,G10,UDP0271,ATTATGTCTC,UDP0271,AGTTAAGAGC,Project,Description
1,272,,C,H10,UDP0272 TATAACAGCT,UDP0272, TCGCGTATAA Project,Description
1,273,,C,A11,UDP0273,CCAATGATAC,UDP0273,GAGTGTGCCG,Project,Description
1,274,,C,B11,UDP0274,GAGGCCTATT,UDP0274,CTAGTCCGGA ,Project,Description
1,275,,C,C11,UDP0275,AGCTAAGCGG,UDP0275,ATTAATACGC,Project,Description
1,276,,C,D11,UDP0276,CTTCCTAGGA,UDP0276,CCTAGAGTAT,Project,Description
1,277,,C,E11,UDP0277,CGATCTGTGA,UDP0277, TAGGAAGACT ,Project,Description
1,278,,C,F11,UDP0278,GTGGACAAGT,UDP0278,CCGTGGCCTT,Project,Description
1,279,,C,G11,UDP0279,AACAAGTACA,UDP0279,GGATATATCC,Project,Description

130



Zataczniki

1,280,,C,H11,UDP0280,AGATTAAGTG,UDP0280,CACCTCTTGG,Project,Description
1,281,,C,A12,UDP0281, TATCACTCTG,UDP0281,AACGTTACAT,Project,Description
1,282,,C,B12,UDP0282,AGAATTCGCC,UDP0282,CGGCAAGCTC,Project,Description
1,283,,C,C12,UDP0283,CCTGACCACT,UDP0283, TCTTGGCTAT,Project,Description
1,284,,C,D12,UDP0284, AGCTGGAATG,UDP0284, ACGGAATGCG,Project,Description
1,285,,C,E12,UDP0285, TGATAACGAG,UDP0285,GTTCCGCAGG,Project,Description
1,286,,C,F12,UDP0286,CATAGTAAGG,UDP0286,ACCAAGTTAC,Project,Description
1,287,,C,G12,UDP0287,ATTGGCTTCT,UDP0287, TGGCTCGCAG,Project,Description
1,288,,C,H12,UDP0288,GTACCGATTA,UDP0288,AACTAACGTT,Project,Description
1,289,,D,A01,UDP0289,GAACAATTCC,UDP0289,TAGAGTTGGA,Project,Description
1,290,,D,B01,UDP0290,TGTGGTCCGG,UDP0290,AGAGCACTAG,Project,Description
1,291,,D,C01,UDP0291,CTTCTAAGTC,UDP0291,ACTCTACAGG,Project,Description
1,292,,D,D01,UDP0292, AATATTGCCA,UDP0292,CGGTGACACC,Project,Description
1,293,,D,E01,UDP0293, TCGTGCATTC,UDP0293,GCGTTGGTAT,Project,Description
1,294,,D,F01,UDP0294, AAGATACACG,UDP0294, TGTGCTAACA,Project,Description
1,295,,D,G01,UDP0295, TGCAATGAAT,UDP0295,CCAGAAGTAA Project,Description
1,296,,D,H01,UDP0296,CTATGAAGGA,UDP0296,CTTATACCTG,Project,Description
1,297,,D,A02,UDP0297, GAAGACTAGA,UDP0297, ACTAGAACTT,Project,Description
1,298,,D,B02,UDP0298, AGGAGTCGAG,UDP0298, TTAGGCTTAC,Project,Description
1,299,,D,C02,UDP0299, TTCACTCACT,UDP0299, TATCATGAGA,Project,Description
1,300,,D,D02,UDP0300,GGTCCGCTTC,UDP0300,CTCACACAAG,Project,Description
1,301,,D,E02,UDP0301,CAACGAGAGC,UDP0301,GAATTGAGTG,Project,Description
1,302,,D,F02,UDP0302, ATTGAGGTCC,UDP0302,CGGATTATAT,Project,Description
1,303,,D,G02,UDP0303,GGAGAGACTC,UDP0303, TTGAAGCAGAProject,Description
1,304,,D,H02,UDP0304,CCGCTCCGTT,UDP0304, TACGGCGAAG,Project,Description
1,305,,D,A03,UDP0305,ATACATCACA,UDP0305, TCTCCATTGA,Project,Description
1,306,,D,B03,UDP0306,TAGGTATGTT,UDP0306,CGAGACCAAG,Project,Description
1,307,,D,C03,UDP0307,CACCTAGCAC,UDP0307, TGCTGGACAT ,Project,Description
1,308,,D,D03,UDP0308, TTCAAGTATG,UDP0308,GATGGTATCG,Project,Description
1,309,,D,E03,UDP0309, TTAAGACAAG,UDP0309,GGCTTAATTG,Project,Description
1,310,,D,F03,UDP0310,CACCTCTCTT,UDP0310,CTCGACTCCT,Project,Description
1,311,,D,G03,UDP0311, TTCTCGTGCA,UDP0311,ATACACAGAG,Project,Description
1,312,,D,H03,UDP0312,GCTAGGAAGT,UDP0312, TCTCGGACGA,Project,Description
1,313,,D,A04,UDP0313, TTAATAGCAC,UDP0313,ACCACGTCTG,Project,Description
1,314,,D,B04,UDP0314,CATTCACGCT,UDP0314,GTTGTACTCA,Project,Description
1,315,,D,C04,UDP0315,GGCACTAAGG,UDP0315, TCAGGTCAAC,Project,Description
1,316,,D,D04,UDP0316,ATTCGGTACA,UDP0316,AGTCCGAGGA Project,Description
1,317,,D,E04,UDP0317,ACTAATCTCC,UDP0317,CACTTAATCT,Project,Description
1,318,,D,F04,UDP0318, TGTGTTAGTA,UDP0318, TACTCTGTTA,Project,Description
1,319,,D,G04,UDP0319,CAACGACCTA,UDP0319,GCGACTCGAT,Project,Description
1,320,,D,H04,UDP0320,CGGTCGGCAT,UDP0320,CTAGGCAAGG,Project,Description
1,321,,D,A05,UDP0321,TCGACGCTAG,UDP0321,CCTCTTCGAA Project,Description
1,322,,D,B05,UDP0322,CTCGTAGGCA,UDP0322, TCATCCTCTT,Project,Description
1,323,,D,C05,UDP0323,AAGTTCTAGT,UDP0323,GGTAAGATAA Project,Description
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1,324,,D,D05,UDP0324,CCAAGAGGTG,UDP0324,AACGAGCCAG,Project,Description
1,325,,D,E05,UDP0325, ATATCTGCTT,UDP0325, TAGACAATCT,Project,Description
1,326,,D,F05,UDP0326, TGGATCTGGC,UDP0326,CAATGCTGAA Project,Description
1,327,,D,G05,UDP0327, TTGAATCCAA,UDP0327,GTCACGGTGT,Project,Description
1,328,,D,H05,UDP0328,CACGGCTAGT,UDP0328,GGTGTACAAG,Project,Description
1,329,,D,A06,UDP0329,GAGCTTGCCG,UDP0329,AGGTTGCAGG,Project,Description
1,330,,D,B06,UDP0330,AGCTAGCTTC,UDP0330,TAATACGGAG,Project,Description
1,331,,D,C06,UDP0331,CAATCCTTGT,UDP0331,CGAAGACGCA,Project,Description
1,332,,D,D06,UDP0332,CACCTGTTGC,UDP0332,ATTGACACAT,Project,Description
1,333,,D,E06,UDP0333,CGTCACCTTG,UDP0333,CAGCCGATTG,Project,Description
1,334,,D,F06,UDP0334, AATGACTGGT,UDP0334,TCTCACGCGT,Project,Description
1,335,,D,G06,UDP0335, ATGATTCCGG,UDP0335,CTCTGACGTG,Project,Description
1,336,,D,H06,UDP0336, TTAGGCTCAA,UDP0336, TCGAATGGAA Project,Description
1,337,,D,A07,UDP0337, TGTAAGGTGG,UDP0337,AAGGCCTTGG,Project,Description
1,338,,D,B07,UDP0338,CAACTGCAAC,UDP0338, TGAACGCAAC,Project,Description
1,339,,D,C07,UDP0339,ACATGAGTGA,UDP0339,CCGCTTAGCT,Project,Description
1,340,,D,D07,UDP0340,GCAACCAGTC,UDP0340,CACCGAGGAA Project,Description
1,341,,D,E07,UDP0341,GAGCGACGAT,UDP0341,CGTATAATCA Project,Description
1,342,,D,F07,UDP0342,CGAACGCACC,UDP0342, ATGACAGAAC,Project,Description
1,343,,D,G07,UDP0343, TCTTACGCCG,UDP0343,ATTCATTGCA,Project,Description
1,344, D,H07,UDP0344,AGCTGATGTC,UDP0344, TCATGTCCTG,Project,Description
1,345,,D,A08,UDP0345,CTGAATTAGT,UDP0345 AATTCGATCG,Project,Description
1,346,,D,B08,UDP0346, TAAGGAGGAA,UDP0346, TTCCGACATT,Project,Description
1,347,,D,C08,UDP0347,AGCTTACACA,UDP0347, TGGCACGACC,Project,Description
1,348,,D,D08,UDP0348, AACCAGCCAC,UDP0348,GCCACAGCAC,Project,Description
1,349,,D,E08,UDP0349,CTTAAGTCGA,UDP0349,CAGTAGTTGT,Project,Description
1,350,,D,F08,UDP0350,GCCTAACGTG,UDP0350,AGCTCTCAAG,Project,Description
1,351,,D,G08,UDP0351,ACTTACTTCA,UDP0351, TCTGGAATTA,Project,Description
1,352,,D,H08,UDP0352,CGCATTCCGT,UDP0352,ATTAGTGGAG,Project,Description
1,353,,D,A09,UDP0353,GATATCACAC,UDP0353,GACTATATGT,Project,Description
1,354,,D,B09,UDP0354, AGCGCTGTGT,UDP0354,CGTTCGGAAC,Project,Description
1,355,,D,C09,UDP0355,TCACCGCGCT,UDP0355,TCGATACTAG,Project,Description
1,356,,D,D09,UDP0356, GATAGCCTTG,UDP0356, TACCACAATG,Project,Description
1,357,,D,E09,UDP0357,CCTGGACGCA,UDP0357, TGGTATACCA Project,Description
1,358,,D,F09,UDP0358, TTACGCACCT,UDP0358,GCTCTCGTTG,Project,Description
1,359,,D,G09,UDP0359, TCGTTGCTGC,UDP0359,GTCTCGTGAA,Project,Description
1,360,,D,H09,UDP0360,CGACAAGGAT,UDP0360,AAGGCCACCT,Project,Description
1,361,,D,A10,UDP0361,GTGTACCTTC,UDP0361,CTGTGAGCTA,Project,Description
1,362,,D,B10,UDP0362,ACCTGGCCAA,UDP0362, TCACAGATCG,Project,Description
1,363,,D,C10,UDP0363,TGTCTGGCCT,UDP0363,AGAAGCCAAT ,Project,Description
1,364,,D,D010,UDP0364, AGTTAATGCT,UDP0364, ACTGCAGCCG,Project,Description
1,365,,D,E10,UDP0365,GGTGAGTAAT,UDP0365,AACATCTAGT,Project,Description
1,366,,D,F10,UDP0366, TACTCTGCGC,UDP0366,CCTTACTATG,Project,Description
1,367,,D,G10,UDP0367, AGGTATGGCG,UDP0367,GTGGCGAGAC,Project,Description
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1,368,,D,H10,UDP0368, TCCAGCCTGC,UDP0368,GCCAGATCCA,Project,Description
1,369,,D,A11,UDP0369,GCCATATAAC,UDP0369,ACACAATATC,Project,Description
1,370,,D,B11,UDP0370,AGTGCGAGTG,UDP0370,TGGAGGTAAT,Project,Description
1,371,,D,C11,UDP0371,CTGAGCCGGT,UDP0371,CCTTCACGTA,Project,Description
1,372,,D,D11,UDP0372,AACGGTCTAT,UDP0372,CTATACGCGG,Project,Description
1,373,,D,E11,UDP0373,GTTGCGTTCA,UDP0373,GTTGCAGTTG,Project,Description
1,374,,D,F11,UDP0374,CTTCAACCAC,UDP0374, TTATGCGCCT,Project,Description
1,375,,D,G11,UDP0375,TCTATTCAGT,UDP0375, TCTCAGTACA,Project,Description
1,376,,D,H11,UDP0376,CAAGACGTCC,UDP0376,AGTATACGGA,Project,Description
1,377,,D,A12,UDP0377,TGAGTACAAC,UDP0377,ACGCTTGGAC,Project,Description
1,378,,D,B12,UDP0378,CCGCGGTTCT,UDP0378, GGAGTAGATT,Project,Description
1,379,,D,C12,UDP0379,ATTGATACTG,UDP0379, TACACGCTCC,Project,Description
1,380,,D,D012,UDP0380,GGATTATGGA,UDP0380,TCCGATAGAG,Project,Description
1,381,,D,E12,UDP0381, TGGTTCTCAT,UDP0381,CTCAAGGCCG,Project,Description
1,382,,D,F12,UDP0382, TCAACCACGA,UDP0382,CAAGTTCATA,Project,Description
1,383,,D,G12,UDP0383, TATGAACTTG,UDP0383,AATCCTTAGG,Project,Description
1,384,,D,H12,UDP0384,AGTGGTTAAG,UDP0384,GGTGGAATAC,Project,Description

Zalacznik nr 5

Lista zidentyfikowanych reaktywnych epitopow bakteriofagéw [plik w formacie .xlsx

dotaczony w wersji elektronicznej do niniejszej pracy]

Zalacznik nr 6

Wieloaspektowa charakterystyka zidentyfikowanych reaktywnych epitopéw bakteriofagow

[plik w formacie .xIsx dotaczony w wersji elektronicznej do niniejszej pracy]

Zalacznik nr 7

Wieloaspektowa charakterystyka zidentyfikowanych reaktywnych epitopdéw bakteriofagow
wraz z ich sekwencjami homologicznymi [plik w formacie .xlsx dolaczony w wersji

elektronicznej do niniejszej pracy]
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