Molekularne i immunologiczne uwarunkowania obecnosci
bakteriofagow T4, A3R i 676Z w jelicie myszy

Streszczenie

Bakteriofagi s3 waznym sktadnikiem mikrobiomu ludzi i zwierzat, szczegolnie w przewodzie
pokarmowym, gdzie stanowig dominujgcg frakcje wiromu i1 sg zaangazowane w regulacje
bakteryjnej mikrobioty jelitowej. Obecnie wiele badan nad oddziatywaniami fagow
z komoérkami i uktadami ludzi i zwierzat wyraznie wskazuje, ze wptyw fagéw na organizmy
wyzsze zdecydowanie wykracza poza jedynie udzial w utrzymaniu réwnowagi populacji
bakterii. Bakteriofagi sa rowniez wykorzystywane w terapii pacjentow cierpigcych
na zakazenia bakteryjne i stanowig jedng z najwazniejszych alternatyw dla standardowej
antybiotykoterapii, szczegélnie w obliczu stale rosngcego problemu antybiotykoopornosci.
Doustne podanie terapeutycznych preparatéw fagowych jest proste, stosunkowo bezpieczne
1 dobrze tolerowane przez pacjentéw, a do jego gldéwnych ograniczen nalezy wrazliwo$¢ fagow
na silnie kwasne srodowisko zotadka. Jest to dominujaca droga podania gtownie w przypadku
zakazen bakteryjnych obejmujacych przewod pokarmowy, ale skuteczno$¢ doustnej terapii
fagowej wykazano réwniez w infekcjach ogdlnoustrojowych, jak np. sepsa. Dodatkowo,
doustne podawanie preparatow fagowych moze by¢ stosowane wspomagajaco przy innych
metodach aplikacji. Niezaleznie od drogi podania, bakteriofagi — jako czastki obce dla
organizmu czlowieka — moga indukowac produkcje¢ swoistych przeciwciat, ktorych obecnosé
moze z kolei prowadzi¢ do inaktywacji fagéw, przyczyniajac si¢ do obnizenia skuteczno$ci
leczenia, jednak w oparciu o dotychczasowe doniesienia nie stwierdzono jednoznacznego
zwigzku mig¢dzy poziomem przeciwcial swoistych a powodzeniem terapii fagowej. Wazna
perspektywa w rozwoju fagoterapii jest obecnie wykorzystanie nowoczesnych technik
pozwalajacych na precyzyjna, celowang modyfikacje fagobw w kierunku uzyskania bardziej
pozadanych wlasciwosci — np. usunigcia gendéw odpowiedzialnych za lizogeni¢ czy
modyfikacji biatek fagowych rozpoznajacych receptory na powierzchni komorek gospodarza
w celu poszerzenia lub zmiany spektrum litycznego. W szerszym kontekscie podobne celowane
modyfikacje moga w przysziosci by¢ potencjalnie wykorzystywane takze do ,,sterowania”
immunogenno$ciag wirionéw lub wrazliwoscia czastek fagowych na wybrane czynniki
zewngtrzne, np. w przewodzie pokarmowym — szczeg6lnie biorac pod uwage, ze medyczne
zastosowania fagow nie ograniczaj si¢ jedynie do zwalczania infekcji bakteryjnych, a cate fagi
lub modyfikowane kapsydy fagowe sg proponowane jako nowoczesne nosniki lekow
1 szczepionek. Dotyczy to szczegélnie fagow o dobrze scharakteryzowanej strukturze
1 wlasciwosciach, jak np. bakteriofag T4. Mimo tak waznych i réznorodnych rél bakteriofagow,
tych naturalnie bytujacych w naszym organizmie jak i stosowanych terapeutycznie, czynniki
warunkujagce obecnos¢ 1 aktywnos¢ fagdbw w przewodzie pokarmowym sg nadal
niedostatecznie zbadane. Dotyczy to zarowno czynnikow po stronie organizméw wyzszych, jak
1 molekularnych wtasciwos$ci samych wirionow fagowych.

Celem rozprawy doktorskiej byla identyfikacja wybranych immunologicznych
i molekularnych czynnikow wplywajacych na obecnos¢ i aktywnos$¢ bakteriofagow
w przewodzie pokarmowym czlowieka i zwierzat — zarowno w kontekscie indukcji przez
fagi swoistych przeciwciatl 1 ich potencjalnej roli w ograniczaniu biodostepnosci fagow, jak



rowniez w kontek$cie tego, jak biatka strukturalne fagow moga przyczynia¢ si¢ do
immunogennosci wirionéw, a takze ksztalttowa¢ odpornos¢ fagow na czynniki
charakterystyczne dla specyficznego mikrosrodowiska przewodu pokarmowego, takie jak
temperatura, kwasne 1 zasadowe pH czy obecno$¢ proteolitycznych enzymdw trawiennych.

W badaniach bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zostaty wykorzystane trzy
bakteriofagi ogonkowe — T4, A3R i 676Z — reprezentujace ten sam typ morfologii (myovirus)
i klasyfikowane wczesniej jako przedstawiciele rodziny Myoviridae w obrgbie rzedu
Caudovirales. W zwigzku z reorganizacja taksonomii wirusoOw bakteryjnych w celu
odzwierciedlenia faktycznych powigzan filogenetycznych, a nie jedynie podobienstwa
morfologicznego, obecnie bakteriofagi te sg klasyfikowane w obrebie klasy Caudoviricetes
1 rodzin Straboviridae (T4) 1 Herelleviridae (A3R 1 676Z). Bakteriofag T4 jest modelowym
bakteriofagiem infekujacym bakterie Escherichia coli, naturalnie wystepujagcym w przewodzie
pokarmowym ludzi i zwierzat. Nalezy on do najbardziej ztozonych wiruséw, a jego biatka
strukturalne, ich organizacja i wzajemne oddziatywania sg dobrze scharakteryzowane.
W kontekscie niniejszej rozprawy doktorskiej szczegdlnie wazne sg cztery biatka gléwki faga
T4: gtowne biatko kapsydowe (gp23), biatko wierzchotkowe gtowki (gp24) oraz dwa biatka
dekoratywne Hoc 1 Soc, a takze biatko gpl2 budujace haczyki ptytki podstawowe;j
1 zaangazowane w wigzanie receptoréw na powierzchni komoérek gospodarza. Bakteriofagi
A3R 1 676Z charakteryzuja si¢ wysokim stopniem podobienstwa, wykazuja specyficznosé¢
wobec Staphylococcus aureus 1 sa od lat stosowane w Osrodku Terapii Fagowej Instytutu
Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej PAN jako bakteriofagi terapeutyczne. Ich struktura
biatkowa jest stabiej scharakteryzowana, jednak niedawne badania z wykorzystaniem techniki
immuno-TEM pozwolity na eksperymentalne potwierdzenie przewidywanych funkcji
1 lokalizacji wybranych biatek strukturalnych.

Rozprawe doktorska stanowi cykl trzech powigzanych tematycznie publikacji oryginalnych.
Pierwsza publikacja (Viruses, 2015, 7(8):4783-99) obejmuje badania indukcji przeciwciat
swoistych przez modelowego bakteriofaga T4 podawanego w wodzie pitnej w modelu mysim;
bylo to pierwsze badanie kinetyki odpowiedzi humoralnej podczas dtugotrwalego doustnego
podawania preparatow fagowych. Zaobserwowalam indukcje odpowiedzi humoralnej we krwi
(swoiste przeciwciata IgG), a takze — znacznie pdzniej — w przewodzie pokarmowym (swoiste
przeciwciala IgA). Efekt ten byt zalezny od dawki, a poziom przeciwcial swoistych u myszy
immunizowanych relatywnie wysoka dawka faga T4 per os byl wyraznie nizszy niz
w przypadku immunizacji podskornej, co wskazuje na stosunkowo niska efektywnos¢ indukcji
odpowiedzi humoralnej przez fagi w modelu podania doustnego. Co wazne, jednoczesna ocena
zmian poziomu przeciwciat swoistych oraz ocena probek kalu myszy pod katem obecnosci
aktywnych fagow T4 1 wystepowania izolatow FE. coli opornych na faga pozwolity
zidentyfikowaé sekrecje¢ swoistych przeciwcial IgA jako gldéwny czynnik ograniczajacy
aktywnos¢ faga T4 w przewodzie pokarmowym, istotniejszy niz dominacja izolatow bakterii
opornych na faga. Porownujac poziomy przeciwciat swoistych wobec pigciu wybranych biatek
strukturalnych faga T4 — gp23, gp24, Hoc, Soc 1 gp12 — zaobserwowalam istotny wzrost jedynie
w przypadku biatek Hoc 1 gp12, tym samym wskazujgc na udzial tych dwoch biatek w indukcji
odpowiedzi humoralnej na faga w badanym modelu. Nastgpnie na przyktadzie antygenu
peptydowego pochodzacego z wirusa Ebola zademonstrowatam, ze w modelu podania
doustnego mozliwa jest takze indukcja w przewodzie pokarmowym sekrecyjnych przeciwciat



IgA swoistych wobec obcego antygenu prezentowanego na powierzchni kapsydu faga T4
w fuzji ze wskazanym jako immunogenne biatkiem Hoc. Obserwacja ta moze mie¢ znaczenie
w kontek$cie potencjalnego =zastosowania czgstek fagowych jako nosnikéw lekow
1 szczepionek.

W drugiej publikacji (Frontiers in Immunology, 2019, 10:2607) podj¢tam probe odpowiedzi na
pytanie, czy obserwacje oparte o wyniki uzyskane dla modelowego bakteriofaga T4 maja
charakter uniwersalny i czy mozna je odnie$¢ do innych bakteriofagdw, szczegdlnie
reprezentujacych podobny typ morfologii, ale infekujacych odlegly filogenetycznie gatunek
bakterii, znacznie mniej licznie niz E. coli reprezentowany w normalnej mikrobiocie przewodu
pokarmowego ludzi i zwierzat. W tym celu przeprowadzitam analogiczng jak w przypadku faga
T4 immunizacj¢ myszy preparatami bakteriofagow gronkowcowych A3R i1 676Z. Poniewaz
obydwa te bakteriofagi sg wykorzystywane jako fagi terapeutyczne w leczeniu zakazen
S. aureus u pacjentow Osrodka Terapii Fagowej, uzyskane w ramach tych badan wyniki maja
rowniez potencjalne znaczenie kliniczne. Podobnie jak dla bakteriofaga T4, takze w przypadku
fagow A3R 1 676Z stwierdzitam indukcje odpowiedzi humoralnej we krwi i w przewodzie
pokarmowym i podobng kinetyke zmian poziomow przeciwciat swoistych — tym razem jednak
w osoczu zaobserwowatam takze nieznaczny, cho¢ statystycznie istotny wzrost poziomu
swoistych przeciwcial IgM. Ponownie zaobserwowalam tez korelacje pomigedzy zmianami
poziomu swoistych przeciwciat klasy IgA a wykrywaniem fagow w kale myszy,
co potwierdzito role sekrecyjnych przeciwciat IgA jako gldwnego czynnika ograniczajacego
aktywno$¢ fagéw w przewodzie pokarmowym. Porownanie poziomu przeciwcial swoistych
wobec wiriondw fagdw A3R 1 676Z uzyskanych w badanym modelu podania per os 1 w wyniku
immunizacji dootrzewnowej rowniez wykazalo nizszy poziom odpowiedzi humoralnej
w przypadku podania doustnego, co dodatkowo potwierdzita stabsza inaktywacja fagow A3R
1 676Z po inkubacji z osoczem myszy immunizowanych per os.

Co ciekawe, porownanie immunogennosci trzech wybranych biatek strukturalnych — gtownego
biatka kapsydowego (Mcp) budujacego gtowke bakteriofagow A3R 1 676Z, biatka TmpH
wchodzacego w sklad struktury ogonka oraz biatka gpORF096 zlokalizowanego w obrebie
ptytki podstawowej 1 najprawdopodobniej zaangazowanego w rozpoznawanie receptorow
na powierzchni komorek bakteryjnych — wykazalo znaczne réznice wzgledem wynikow
uzyskanych dla badanych bialek strukturalnych faga T4. W przypadku bakteriofagéw
gronkowcowych, zaobserwowatam wyrazny wzrost poziomu przeciwciat swoistych wobec
biatka Mcp, Swiadczacy o jego immunogennosci w badanym modelu, natomiast biatko
gpORF096 okazato si¢ nieimmunogenne. Wyrazny wzrost poziomu przeciwciat swoistych
zaobserwowalam roéwniez w przypadku biatka tuby ogonka TmpH. Obserwacje te sugeruja,
ze o ile ogolna kinetyka indukcji przeciwcial swoistych ma uniwersalny charakter, to rola
poszczeg6lnych biatek strukturalnych we wzbudzaniu odpowiedzi humoralnej moze znaczaco
ro6zni¢ si¢ u poszczegdlnych fagow.

Poza kinetyka indukcji przeciwcial, w pracy zbadatam rowniez translokacj¢ bakteriofagow
A3R 1 676Z z przewodu pokarmowego do krwioobiegu w modelu mysim. Uzyskane wyniki
wskazywaly na stabe 1 nieregularne przenikanie aktywnych czastek fagowych do krwi 1 brak
wyraznej zaleznosci pomiedzy liczbg wykrywanych fagéw a zastosowang dawkg czy
wczesniejszym wprowadzeniem substancji neutralizujgcych kwasne srodowisko zotadka.



Miana aktywnych fagéw w probkach krwi byly tez znacznie nizsze niz oczekiwane warto$ci
oszacowane w oparciu o zaproponowany w pracy model matematyczny.

W obu powyzszych publikacjach skupitam si¢ gtownie na zaleznosciach pomiedzy fagami
a elementami odpowiedzi humoralnej przeciwko fagom, jednak wplyw organizméw wyzszych
na przezywalnos$¢ fagdw nie ogranicza si¢ wytacznie do czynnikoéw immunologicznych.
Dlatego tez w trzeciej publikacji wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej (Microbiology
Spectrum, 2023, przyjeta) podjelam temat bezposredniego wpltywu czynnikéw
charakterystycznych dla $rodowiska przewodu pokarmowego na aktywnos¢ fagow
na przyktadzie modelowego bakteriofaga T4. Stanowito to odniesienie do perspektywy
ewolucyjnej, w ktorej sktad biatkowy gtowki faga mogt — przynajmniej do pewnego stopnia —
uksztattowac si¢ w odpowiedzi na presje¢ specyficznych warunkoéw w przewodzie pokarmowym
zwierzat 1 cztowieka: temperature, kwasne 1 zasadowe pH oraz obecno$¢ proteolitycznych
enzymow trawiennych i zotci. W celu okreslenia roli biatek gléwki bakteriofaga T4 — gp24,
Hoc 1 Soc — w odpornosci wiriondw na te czynniki, skonstruowatam panel mutantow faga T4
nieposiadajacych jednego, dwoch lub wszystkich trzech sposrod tych biatek. Do uzyskania
panelu mutantdéw zostala wykorzystana homologiczna rekombinacja i metody selekcji oparte
o techniki mikrobiologiczne lub reakcj¢ PCR, a sktad biatkowy gtowki fagow zweryfikowatam
w tescie ELISA. Mutanty nieposiadajace w strukturze gléwki wyspecjalizowanego biatka
wierzchotkowego gp24 okazaly si¢ bardziej wrazliwe na kwasne pH 1 aktywnos$é
proteolitycznych enzymow trawiennych — pepsyny 1 a-chymotrypsyny. Dodatkowo, mutanty
pozbawione jednoczesnie gp24 i Soc byty bardziej wrazliwe na temperatur¢ 37°C. Uzyskane
wyniki wskazuja na kluczowa rolg gp24 w odpornosci faga T4 na warunki srodowiska — w tym
srodowiska przewodu pokarmowego — jednoczes$nie wspierajac postulowang wezesniej role
biatka Soc jako molekularnego kleju, stabilizujagcego kapsyd. Co wigcej, porOwnanie
denaturacji termicznej bialek gp24, gp23 i1 dwoch wariantow biatka gp23 posiadajacych
mutacje typu bypass-24 (mutacje te pozwalajg gp23 na tworzenie — poza heksamerami —
réwniez pentamerow, zast¢pujacych pentamery gp24 na wierzchotkach kapsydu, tym samym
kompensujac letalny dla faga brak gp24) wykazato wyjatkowa stabilno$¢ gp24 i brak
wyraznych réznic pomigdzy biatkiem gp23 i1 jego dwoma wariantami.

Podsumowujac, cel pracy doktorskiej zostat osiggniety. W toku badan okreslitam kinetyke
zmian poziomow przeciwciat swoistych w odpowiedzi na doustne podawanie bakteriofagéw
w modelu mysim 1 wskazatam swoiste przeciwciala sekrecyjne klasy IgA jako gtdéwny czynnik
ograniczajacy aktywno$¢ bakteriofagbw w przewodzie pokarmowym, istotniejszy niz
pojawienie si¢ w populacji bakterii o fenotypie opornosci na faga. Wykazatam tez, ze biatka
strukturalne bakteriofagbw w réznym stopniu przyczyniajg si¢ do indukcji przez wiriony
odpowiedzi humoralnej, a immunogenno$¢ bialek budujacych struktury o tej samej lub
podobne;j funkcji (np. glowne biatko kapsydowe czy bialka ptytki podstawowej zaangazowane
w oddziatywanie z komodrkami gospodarza) moze by¢ roézna u réznych fagdbw mimo
reprezentowania przez nie tego samego typu morfologii. Dodatkowo, na przyktadzie faga T4
wykazatam, ze zlozony sklad biatkowy kapsydu — w szczegdlnosci obecnosé
wyspecjalizowanego biatka wierzchotkowego — odpowiada za odpornos¢ fagéw na czynniki
charakteryzujace m.in. srodowisko przewodu pokarmowego, co moze sugerowac potencjalng
role przewodu pokarmowego w ukierunkowaniu ewolucji struktury wirionow fagowych.



