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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Bakteriofagi (fagi) stanowia naturalny czynnik regulujacy liczebnos$¢ populacji bakteryjnych
w przyrodzie. Zainteresowanie bakteriofagami ciagle wzrasta ze wzgledu na ich ogromna liczeb-
nos¢ w naturalnym srodowisku, a tym samym wpltyw na funkcjonowanie organizméw zywych
oraz zastosowanie w terapii przeciwko patogennym bakteriom opornym na stosowane antybio-
tyki. Za swoistos¢ i za zjadliwos¢ fagéw wobec bakterii odpowiadaja biatka wchodzace w sktad
czastki fagowej. Biatkami tymi sa adhezyny rozpoznajace receptory na komérkach gospodarzy
oraz enzymy degradujace okreslone struktury sciany komoérkowej lub otoczki bakterii. Inne biatka
fagowe pelnig funkcje strukturalna, wchodzac w sklad kapsydéw. Biatka te chronia fagowy kwas
nukleinowy oraz umozliwiaja przekazanie wirusowego genomu do wnetrza komorki bakteryjnej,
a tym samym odpowiadaja za proces infekcji i namnazania fagéw potomnych. Enzymy fagowe
sq wazna grupa bialek, ktére degraduja struktury Scian i otoczek bakteryjnych od zewngtrznej,
a takze od wewngtrznej strony komérki gospodarza. Sa to enzymy lityczne hydrolizujace kompo-
nenty cukrowe oraz biatkowe. Blizsze poznanie natury bakteriofagéw oraz pojawienie si¢ leko-
opornosci wérdd patogennych bakterii, spowodowato wzrost zainteresowania fagami, jako czyn-
nikami leczniczymi. Bakteriofagi coraz czg¢sciej wykorzystywane sa takze w innych dziedzinach
zycia cztowieka. Testowano je nie tylko w terapii roslin, zwierzat i ludzi, ale takze zapropono-
wano ich uzycie do odkazania zywnosci i Srodowiska.
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Summary

Bacteriophages (phages) are viruses specific towards bacterial strains and are natural regulators
of bacterial populations in nature. Interest in the therapeutic use of phages is growing due to the
emergence of antibiotic resistant pathogens. Bacteriophage proteins are responsible for phage
specificity and virulence. These proteins are i) adhesins, capable of recognizing specific recep-
tors on the bacterial surface, ii) enzymes responsible for destroying bacterial cell wall compo-
nents or bacterial slime, and iii) structural proteins making up the phage capsid. Bacteriophage
enzymes destroy the bacterial cell wall from both outside and inside by hydrolyzing carbohydra-
te and protein components. All these proteins protect phage genetic material, secure injection of
the phage nucleic acid into the bacterial cell, and promote phage propagation. Our better under-
standing of how bacterial viruses function may help to combat antibiotic resistant human patho-
gens and expand the use of bacteriophages to animal and plant care. Other applications may in-
clude food processing and environmental protection.
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1. Wstep

Bakteriofagi stanowig najbardziej zréznicowana i prawdo-
podobnie najliczniejsza grupg wiruséw. Liczba poznanych
bakteriofagéw co roku powigksza si¢ o okoto stu nowych
przedstawicieli [1]. Po raz pierwszy bakteriofagi odkry-
to na poczatku dwudziestego stulecia. Wtedy to Ernest
Hankin zauwazyl, ze woda z rzek Gangesu i Jumny ma
wlasciwosci antybakteryjne, ktore znikaja po jej przego-
towaniu. Po zbadaniu wptywu wody na Vibrio cholerae
Hankin stwierdzil, ze substancje w niej zawarte zapobie-
gaja rozprzestrzenianiu si¢ epidemii cholery wsréd ludzi
pijacych wodg z Gangesu i Jumny [39]. Wirusy te moga
by¢ skuteczne w bardzo specyficznym leczeniu infekcji
bakteryjnych, stanowiac swoista alternatywe dla antybio-
tykéw [34,35,53,54,74] oraz moga by¢ stosowane do lecze-
nia zakazen antybiotykoopornymi szczepami bakterii [8].
Bakteriofagi maja zastosowanie w przemysle spozywczym,
a takze jako Srodki ochrony roslin i zwierzat przed infek-
cjami bakteryjnymi [5,72]. Dzigki nowoczesnym metodom
badawczym odkryto, ze wiele toksyn wytwarzanych przez
patogenne bakterie jest kodowanych w genomach fagowych
[22]. Liczba fagéw na calej Ziemi szacuje si¢ na okoto 10%!
czastek. Sa one prawdopodobnie najbardziej zréznicowana
grupa wiruséw zawierajacg 10® r6znych genotypéw [70].
Przyktadem réznorodnosci fagéw moga by¢ wirusy pate-
czek Klebsiella, ktére réznig si¢ wrazliwoscia na zmiany
termiczne i morfologia tysinek [61]. Nie wykazano kore-
lacji migdzy wiasciwosciami serologicznymi, a zakresem
litycznym tych bakteriofagéw [63]. Bakteriofagi wykry-
to wszedzie tam, gdzie obecne sa bakterie. Licznie wy-
stepuja zarowno w wodach stodkich jak i oceanach [16].
Szacuje sig, ze w Srodowisku wodnym bakteriofagi sa obec-
ne w liczbie 10°~10% czastek w 1 ml. W wodach stodkich
jest ich od 0,65-10%g do 3-10°/g. W glebie liczbe bakte-
riofagéw szacuje sie do 2,7-108 czastek na gram. Na jedna
komorke bakteryjna moze przypadac do stu czastek fago-
wych [21], a stosunek ten zmienia si¢ w zaleznos$ci od $ro-
dowiska. Na wzrost i przetrwanie czastek fagowych w $ro-
dowisku wptywa wiele czynnikéw, gtéwnie temperatura,
pH oraz obecnos¢ komérek gospodarza [2].

Bakteriofagi bedace pasozytami bakterii moga si¢ namna-
za¢ wylacznie w zywych 1 wrazliwych na danego faga bak-
teriach. Poczatkowo czastki fagowe wiaza si¢ do specjal-
nych receptoréw na komérce bakteryjnej, po czym nast¢puje
proces wniknigcia genomu fagowego do wnegtrza komorki
gospodarza. Od chwili adsorpcji bakteriofaga do komorki
bakteryjnej rozpoczyna si¢ okres latencji, ktéry trwa az do
lizy komorki. Czas latencji jest zréznicowany, zalezy od ro-
dzaju faga i szczepu bakterii oraz warunkéw Srodowisko-
wych. Podobnie jest z liczba uwalnianych bakteriofagdw,
okreslang jako wielko$¢ wyrzutu (burst size), po okresie

ich namnozenia. Okres, w ktérym wytworzone sa kopie
wegetatywnych bakteriofagéw okresla si¢ mianem eklip-
sy. W tym okresie nastgpuje wiele proceséw, ktére wply-
waja na ostateczny ksztatt potomnych fagéw [2]. W okresie
eklipsy nowo powstate czastki faga wymieniaja swdj ma-
teriat genetyczny. U wielu fagéw liniowy DNA wnikajacy
do komérki gospodarza ma kohezyjne korce, sktadajace sig
z krétkich sekwencji zasad komplementarnych. Laczenie si¢
zasad w pary na tych konicach przeksztatca liniowy DNA
w postaé kolista. Koto zostaje zamknigte przez potaczenie
przerw w pojedynczych niciach z udzialem ligazy [26]. Na
poczatku zostaje zahamowana synteza bakteryjnego DNA,
RNA i biatek, a rozpoczyna si¢ synteza DNA fagowego
[68]. Powstaje takze wiele nowych biatek, zwanych ,,biat-
kami wezesnymi”. Naleza do nich m.in. enzymy koniecz-
ne do syntezy DNA bakteriofagowego: polimeraza DNA
(EC 2.7.7.7), kinaza niezbg¢dna do wytworzenia trifosfora-
néw nukleotydéw (EC 3.6.1.15) oraz syntetaza tymidylano-
wa (EC 2.1.1.45). W przypadku niektérych bakteriofagéw
T potrzebne sa réwniez enzymy wykorzystywane do syn-
tezy hydroksymetylocytozyny oraz enzymy niszczace de-
oksycytydylotrifosforan gospodarza [2]. W fazie posrednie;j
nastgpuje synteza biatek kapsydu i dodatkowych struktur
biatkowych wiruséw, natomiast w fazie péZnej tworzone sa
nowe wirusy przez taczenie kapsydu z kwasami nukleino-
wymi, a takze z elementami biatkowymi [38]. Bakteriofagi
moga wykazywac takze inne cykle rozwojowe: lityczny, li-
zogenny, pseudolizogenny oraz cykl przewleklej infekcji
[80]. Cykl lizogenny polega na zespoleniu genomu fagowe-
go z genomem gospodarza i tym samym wprowadza faga
w stan uspienia. Posta¢ taka okreslana jest mianem profa-
ga, a fagi inicjujace proces lizogenii okresla si¢ mianem fa-
géw tagodnych, umiarkowanych, utemperowanych (tempe-
rate phages). Infekcja przewlekta charakteryzuje si¢ tym, ze
potomne czastki fagowe sa wytwarzane przez zainfekowane
komorki bakteryjne w rownych odstgpach czasowych i wy-
dzielane do srodowiska w pecherzykach. Podczas tego pro-
cesu nie zachodzi liza komoérki bakteryjnej. Wyrézniono tez
stan zakazenia trwatego (persistent infection) okreslanego
takze jako stan pseudolizogenny (ryc. 1) [68].

Czastki fagowe zbudowane sa gtéwnie z biatek i kwaséw
nukleinowych. Fag T2 zawiera takze okoto 2% lipidéw,
a bakteriofag PM2 z rodziny Corticoviridae zawiera nawet
do 14% lipidéw w swojej czastce [33]. Biatka sa budulcem
gtéwnych komponentéw strukturalnych czastek fagowych,
uczestnicza w procesach adhezji do komérek bakteryjnych
oraz maja aktywnos¢ enzymatyczna.

2. BiALKA STRUKTURALNE

Bakteriofagi filamentowe poza kapsydem, wewnatrz kt6-
rego znajduje si¢ kwas nukleinowy, maja takze ogonki
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Ryc. 2. Budowa bakteriofaga T4 (na podstawie [24] zmodyfikowano)

i widkienka [48,56,75]. Wigkszos¢ fagéw przypomina
wygladem kijanki z dlugimi ogonkami przytaczonymi do
sferycznej, cylindrycznej lub polihedralnej gtéwki. Znane
sg takze bakteriofagi bez ogonkéw o ksztatcie kulistym
lub o ksztalcie wieloScianu z bardzo matym ogonkiem.
Gléwka, rdzen, pochewka i widkna ogonka faga zbudo-
wane sg z biatek. Dzigki rozwojowi technik badawczych
poznano obecnie wiele struktur przestrzennych bakterio-
fagéw oraz ich komponentéw strukturalnych. Bardzo zto-
zong struktura przestrzenna charakteryzuje si¢ fag T4. Jest
on zbudowany z ponad 40 réznych biatek (ryc. 4), wsréd
ktérych mozna wyrézni¢ biatka gtéwki chronigce mate-
rial genetyczny, ponadto biatka ogonka i biatka widkie-
nek przytwierdzonych do ogonka (ryc. 2).

Izometryczna giéwka bakteriofaga T4 sktada sig ze 120
heksameréw biatka okreslanego jako gp23 (gene product

23) i 11 pentameréw biatka gp24, ktére nadaja ostonce
DNA grubos¢ 30 A. Ogo6lnie gtéwka bakteriofaga T4 za-
wiera okoto 12 rodzajéw biatek, ktére tworza w sumie po-
nad 3000 taricuchéw polipeptydowych. Na uwage zastu-
guja regiony gpHoc (highly antigenic outer capsid protein)
i gpSoc (small outer capsid protein). GpSoc tworzy biatko-
wa siatke na powierzchni powtoki, ktéra réwniez zawiera
heksamery biatek gp23. Ze wzgledu na wiazanie dwéch
podjednostek gp23 przez gpSoc, biatko to spetnia rolg sta-
bilizujaca strukture giéwki w ekstremalnych warunkach
Srodowiska [44]. GpHoc jest biatkiem wystajacym oko-
1050 A ponad powierzchnig gtéwki bakteriofagéw, moze
by¢ umiejscowione wewnatrz kazdego heksameru gp23.
Funkcja gpHoc nie zostata poznana. Jednak badania prze-
prowadzone na fagu T4 i jego mutancie pozbawionym biatek
gpHoc — HAP1 — sa dowodem istnienia znacznych réznic
w ich aktywnosci. Fag HAP1 w poréwnaniu z T4, prze-
jawia mniejsza aktywnos¢ w oddziatywaniach z ptytkami
krwi i komérkami T, natomiast wykazuje wigksza aktyw-
nos$¢ przeciwnowotworowa [14]. Ogonek faga T4 zbudo-
wany jest z bialek kodowanych przez 22 geny i sktada sig
z dwoch wspotsrodkowych cylindréw, zakoriczonych u dotu
plytka podstawowa z wtdkienkami. Wewngtrzny biatkowy
kanat ogonka jest ztozony ze 144 kopii biatka gp19 i bierze
udzial w przekazywaniu DNA z gléwki faga do zainfeko-
wanej komorki bakteryjnej. Zewnetrzny cylinder ogonka
ciasno otacza cylinder wewnetrzny, osiagajac Srednicg 210
Ai zbudowany jest ze 144 kopii biatka gp18. Podjednostki
obu cylindréw tworza prawoskretng helis¢ o kacie skre-
cenia réwnym 17° [44]. Ogonek przytwierdzony jest do
gtowki za posrednictwem szyjki zbudowanej z heksame-
rowych pierscieni, utworzonych z biatek gp3, gp13, gpl4,
gpl5. Od gory szyjka ograniczona jest kolnierzem z wasa-
mi. Gléwnym ich sktadnikiem jest fibrytyna [10,36]. Ptytka
podstawowa obejmuje okoto 130 podjednostek biatkowych
stanowigcych produkty 14 genéw. Podczas adsorpcji ptyt-
ka podstawowa przybiera ksztalt szeScioramiennej gwiaz-
dy. Na srodku ptytki podstawowej faga umieszczony jest
szpic zbudowany z biatek gp5, gp27 i gp29 [44]. Biatko
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gp27 stanowi element dopasowujacy szes¢ obwodowych
biatkowych klindéw z centralnie potozonym wezitem. Biatko
gp5, jako jedyne jest aktywne enzymatycznie. Odpowiada
za zniszczenie peptydoglikanu komorki bakteryjnej [66].
Bakteriofag T4 ma trzy rodzaje biatkowych widkienek: dtu-
gie (LTF), krétkie (STF) i wasy. Dlugie wtdkienka ogon-
ka pelnia rolg czujnikéw oraz sa niezbgdne przy adsorpcji
faga na komorce bakteryjnej. Widkienka te z ptytka pod-
stawowa potaczone sa za pomoca biatek gp9 i gp7 osia-
gajac dlugosé 1450 A [49]. Biatka wickienka LTF sg ho-
motrimerami, a wyjatek stanowi biatko gp35, ktére jest
monomerem. Kazde widkienko zbudowane jest z 2 czg¢sci:
blizszej — kodowanej przez gen 34 i dalszej — kodowanej
przez geny 36 i 37. Obie czgsci potaczone sa ze soba przez
biatko gp35, ktére taczy si¢ z biatkiem gp34 nalezacym do
czesci blizszej 1 biatkiem gp36 czesci dalszej. Koniec C
biatka gp37 wiaze si¢ z bakteryjnym lipopolisacharydem
wystgpujacym na zewnetrznej powierzchni komorki [49].
Wiékienka ogonka moga przybiera¢ dwa stany —,,gérny”,
wtedy ustawione sq wzdtuz powtoki ogonka, oraz ,,dolny”,
kiedy sa luZno opuszczone (,,up” i ,,out”). Pozycja wtdkie-
nek jest okreslona przez warunki otaczajacego srodowiska,
tj. temperaturg i pH [36]. Ciekawe obserwacje dotyczace
zmian w metabolizmie szczepu Eschericha coli B, po in-
fekcji niekompletnym fagiem T2 opisal Lehman i wsp. Fag
T2 pozbawiony byt kwasu nukleinowego, zas komponenty

biatkowe byty nienaruszone. Okazato sig, ze w wyniku in-
fekcji dochodzito do zahamowania syntezy bakteryjnego
kwasu nukleinowego i poczatkowo proces zakazenia zacho-
dzit analogicznie, jak w przypadku faga kompletnego [42].
Obserwacja ta wskazuje na istotnos¢ sktadnikéw biatko-
wych czastek fagowych. Inne badania dotyczace biatek fa-
gowych pozwolily na wskazanie r6znic oraz podobiefistw
w obrebie biatek fagowych i w obrgbie biatek wszystkich
znanych wiruséw. Przyktadem moze by¢ odkrycie podo-
bienistwa miedzy biatkami kapsydu bakteriofaga PRDI,
a biatkami ludzkiego adenowirusa, co sugeruje ich ewo-
lucyjne spokrewnienie [6,67].

3. ADHEZYNY

Bakteriofagi wykazuja swoisto§¢ wobec bakterii, rozpozna-
jac réznego rodzaju czasteczki obecne na komorce gospoda-
rza. Moze to by¢ lipopolisacharyd (LPS), odpowiednie bial-
ka, czasteczki cukrowe, a takze fimbrie [4,20,52,57,60,71].

LPS (ryc. 3) jest sktadnikiem zewngtrznej btony bakte-
rii Gram-ujemnych. Jest to heteropolimer, sktadajacy si¢
z trzech podstawowych czesci, majacych okreslone funk-
cje biologiczne: lipidu A, oligosacharydowego rdzenia,
antygenu O-swoistego. Potaczone ze soba kowalencyj-
nie te trzy czesci tworza LPS typu S (smooth). Posta¢ R
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(rough) LPS pozbawiona jest najbardziej zmiennej czegsci
O-swoistej, ktora jest zarazem najbardziej zewngtrzna czg-
Scia. Antygen O-swoisty jest homo- lub heteropolimerem
sktadajacym si¢ z powtarzajacych si¢ podjednostek oligo-
sacharydowych, z ktérych kazda zawiera do oSmiu reszt
monocukrowych (najczg¢sciej sa to rzadko spotykane cu-
kry). Wspomniane podjednostki wykazuja zréznicowanie
pod wzgledem sktadu chemicznego, kolejnosci utozenia
cukréw, typu wiazan, rodzaju odgalezien bocznych oraz za-
wartosci np. kwasu sjalowego lub niecukrowych podstaw-
nikéw, takich jak: aminokwasy, fosforany, rybitol, glicerol.
Cukry obecne w faiicuchu O-swoistym nadaja mu charak-
ter obojetny, kwasny lub zasadowy [76]. W czg¢sci rdze-
niowej LPS wyr6znia si¢ region zewngtrzny i wewngtrzny,
do ktérego przylaczony jest lipid A. Lipid A jest elemen-
tem bardzo konserwatywnym, podobnie jak kwas 2-ke-
to-3-deoksyoktulozonowy (Kdo) cze¢sci rdzeniowej i pod
wzgledem budowy jest identyczny u wigkszosci bakterii
Gram-ujemnych. Zaréwno lipid A, jak i wewngtrzny re-
gion rdzenia sg ufosforylowane [73].

Do potaczenia bakteriofaga T4 z komérka E. coli B do-
chodzi przez LPS obecny na jej powierzchni zewngtrzne;j,
ktory jest swoiscie rozpoznawany przez faga, a konkretnie
przez niektdre jego biatka [44]. Za pierwszy etap adsorpcji
faga T4 do komérki gospodarza odpowiedzialne jest biatko
gp37, rozpoznajace resztg glukozy w rdzeniu lipopolisacha-
rydowym [3]. Inny fag — ®X174 — taczy si¢ z LPS z udzia-
fem biatka G, znajdujacego si¢ na ogonku [32]. Kolejnymi
przyktadami moga by¢ biatka pbS fagéw TS5 i BF23 oraz
biatko P2 faga PRDI, ktérych regiony wiazace bakteryj-
ne receptory zostaty dobrze poznane [25,51]. Fagi c2, ml3
i skl1, zakazajace szczepy Lactococcus lactis, 10zpoznaja
biatko btonowe bakterii o masie 99 kDa. Mutanty bakte-
ryjne pozbawione zdolnosci syntezy tego biatka, stawaty
si¢ oporne na infekcje wspomnianymi bakteriofagami [37].
Lindberg wyodrebnit cztery r6zne modele adsorpcji fagéw
do bakterii: adsorpcja matych fagéw typu $X174 do postaci
LPS szorstkiej u enterobakterii, adsorpcja fagéw do otocz-
ki egzopolisacharydowej u bakterii otoczkowych, adsorp-
cja fagéw do czesci O-swoistej LPS enterobakterii lub do
kwasu tejchojowego u bakterii Gram-dodatnich, adsorp-
cja duzych fagéw typu T4 do szorstkiej postaci LPS u en-
terobakterii [73]. Szersze zestawienie bakteriofagdw i ich
receptoréw podano w tabeli 1.

Zakazenie bakteriofagiem komorki bakteryjnej majacej
otoczke jest uwarunkowane rozbiciem warstwy wielocu-
kru otoczkowego i to zaréwno wtedy, gdy jest to dla faga
swoisty receptor, jak 1 gdy swoisty receptor umiejscowio-
ny jest giebiej, w Scianie komérkowej. Bakteriofagi wiaza
si¢ z wielocukrowymi otoczkami Klebsiella na zasadzie re-
akcji enzym-substrat. Istnieje enzym degradujacy otoczke
komorkowa podcezas zakazenia bakteriofagiem. Enzym ten
dyfunduje do podtoza, pozbawia otoczek komorki rosna-
ce wokot tysinek i pojawia si¢ strefa przejasnienia zwana
strefg ,,halo”. Strefa ta nie musi si¢ pojawia¢ w niektérych
przypadkach infekcji komorek otoczkowych przez bakte-
riofagi zdolne do niszczenia otoczek [59].

Zanim fag bedzie moégt si¢ zaadsorbowac na powierzchni
komorki bakteryjnej, jej powierzchnia musi ulec modyfi-
kacji. Polega to na przylaczeniu kationéw, a w niektérych
przypadkach tryptofanu lub innych kofaktoréw, takich jak:

fenyloalaniny, tyrozyny lub dijodotyrozyny. Niektore czyn-
niki, takie jak 2-pirydyloalanina i 3-pirydyloalanina uta-
twiaja adsorpcje wirusa na bakterii. Jezeli jednak znajda
si¢ w podlozu w czasie namnazania wirusa, hamuja two-
rzenie tysinek. Stajq si¢ wigc czynnikiem antywirusowym.
Wykazano, ze obecnos¢ elektrolitow w podtozu hodowla-
nym nie tylko wspomaga adsorpcje czastek fagowych do
bakterii, ale réwniez wplywa na skuteczne zakazenie ko-
morki gospodarza [28]. Obecnos¢ jondw wapnia, magne-
zu, baru moze z kolei hamowa¢ dziatanie niektdrych fagéw,
natomiast w pewnych przypadkach jony wapnia wydaja si¢
czynnikiem niezbednym do adsorpcji wirusa [82]. Brak
elektrolitéw moze spowodowac adsorpcje odwracalna bez
zakazenia bakterii fagiem. Niskoczasteczkowe zwiazki or-
ganiczne przytaczaja si¢ do czastek fagowych powodujac
ich aktywacje. Wykazano np., ze do aktywacji bakterio-
faga T4 potrzeba szes¢ czasteczek tryptofanu. Indol nato-
miast hamuje adsorpcj¢ bakteriofaga do komoérki bakte-
ryjnej. Prawdopodobnie zwiazki organiczne wplywaja na
zmiang¢ konformacji miejsc odpowiedzialnych za wigzanie
si¢ z komorka bakteryjna przez co ulatwiaja, albo tez unie-
mozliwiaja zajscie procesu adsorpcji. Nieodwracalne po-
faczenie faga z komérka gospodarza poprzedza faza pota-
czenia odwracalnego. Stwierdzono, ze za pierwszy kontakt
bakteriofaga z gospodarzem odpowiadaja oddziatywania
elektrostatyczne. Gtéwnymi grupami funkcyjnymi biora-
cymi udziat w oddziatywaniach elektrostatycznych sa gru-
py hydroksylowe i aminowe [2,28,82].

Jeden z ciekawszych mechanizméw adsorpcji wystgpuje
u fagéw filamentowych — fd, zakazajacych bakterie E. coli.
Lacza si¢ one z rzgska F komorki poprzez biatko g3p, po
czym biatko fagowe przechodzi przez zewnetrzna btong
komorkowa bakterii i taczy si¢ z innym biatkiem bakteryj-
nym — TolQRA — obecnym w przestrzeni peryplazmatycz-
nej [64]. TolQRA jest kompleksem trzech biatek, z ktérych
TolA jako pierwsze laczy si¢ z biatkiem faga g3p i dzigki
temu formowany jest otwor, umozliwiajacy penetracje fa-
gowego DNA [28].

Niektore bakterie maja zdolnos¢ wytwarzania egzopolisa-
charydowych otoczek zewngtrznych, ktére wéwczas chronia
komorke przed zakazeniem przez faga. Przykladem moze
by¢ szczep Rhizobium meliloti M118S, ktérego otoczka chro-
ni bakteri¢ przed adsorpcja faga NMS [15].

Prowadzono takze badania nad powinowactwem bakterio-
fagéw do innych komoérek niz bakteryjne. Okazalo sig, ze
bakteriofagi T2 maja zdolnos¢ wiazania si¢ do leukocy-
téw konskich oraz leukocytéow §winek morskich zaréwno
in vitro jak i in vivo [27,30], a takze do komérek nowotwo-
rowych myszy [29]. Z innych badani natomiast wiadomo,
ze przeciwciata uzyskane przeciwko bakteryjnemu kwa-
sowi polisjalowemu w réwnym stopniu rozpoznaja kwas
polisjalowy ludzkich komérek nerwowych. Na tej podsta-
wie mozna wnioskowac, ze bakteriofagi, dla ktérych re-
ceptorem jest wtasnie kwas a-2,8-polisjalowy, beda mogtly
rozpoznawac ten sam receptor na komoérkach osrodkowe-
go uktadu nerwowego u cztowieka [77].

4. Enzymy

Bakteriofagi zawieraja enzymy uczestniczace w degrada-
cji Scian i otoczek komoérek bakteryjnych. Sa to enzymy
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Tabela 1. Receptory bakteryjne fagéw (na podstawie [78])

Bakteria Bakteriofag Receptor faga Funkcja receptora w komorce
Escherichia coli M13, 11, fd Koniec pilusa, koreceptor TolA koniqgacja, przyfrqczenie do gospodgrza,
integralnos¢ btony zewnetrznej
MS2, QB bok pilusa koniugacja, przytaczenie do gospodarza
0X174,17 LPS ochrona i toksycznos¢
, ochrona i toksycznos¢, przepuszczalnos¢ dla
T4, AR1 gtéwny receptor LPS, drugorzedny OmpC matych czasteczek
T-podobne OmpA integralnos¢ btony zewnetrznej, koniugacja
, ochrona i toksycznos¢, usuwanie matych
TLS gtdwny receptor LPS, drugorzedny TolC asteczek
15 gtowny receptor LPS, drugorzedny FhuA  ochrona i toksycznos¢, transport ferrichromu
. ochrona i toksycznos¢, przepuszczalnos¢ dla
K20 gtéwny receptor LPS, drugorzedny OmpF matych czasteczek
T FhuA/TonB transport ferrichromu
A LamB/ManY element systemu transportujacego maltoze
Escherichia coli, Salmonella
enterica, Pseudomonas PRD1 biatka systemu otoczki Mpf koniugacja
aeruginosa
Pseudomonas syringae 06 bok pilusa
koniugacja, przytaczenie do gospodarza
013 LPS
Salmonella thyphi Gifsy-1, Gifsy-2 OmpC przepuszczalnos¢ dla matych czasteczek
Vibrio cholerae 496 pilus koniugadja, przytaczenie do gospodarza
Xanthomonas campestris o7 LPS/TonB-ExbB-ExbD ochronai toksy.cznpsg, patogennos¢,
asymilacja zelaza
Sinorhizobium meliloti 163 RkpM biosynteza antygenu po!i§acharydu KRS,
infekgja roslin
Listeria monocytogenes AT18 N-glukozamlnta,.resz.ty ramnozowe kwasu whasciwosci jonowe éciany, autoliza
ejchojowego
Lactococcus lactis bIL67, 0645 prawdopodobnie EPS
receptor gtowny reszty ramnozy, nieznane
Q .
drugorzedny Pip
Lactobacillus delbrueckii LL-H Kwasy lipotejchojowe patogennosc, adheZJa’, WIasawosa
hydrofobowe $ciany
Bacillus anthracis prawdopodobnie zaangazowane
y GamR
w transport kobaltu
Bacillus subtilis 029, 025 glikozylowane kwasy tejchojowe, PGP o ;
wiasciwosci jonowe Sciany, autoliza
SPP1 YueB
031 kwas tejchojowy, GTA nieznane

lityczne hydrolizujace komponenty cukrowe oraz biatkowe
peptydoglikanu i dziataja zaréwno od strony zewnetrznej,
jak i wewnetrznej komoérki gospodarza [18]. Dzigki tym
wiasciwosciom bakteriofagi wzbudzaja powszechne zainte-
resowanie jako czynniki lecznicze [34,35,53,54,74], a tak-
ze coraz czegsciej do usuwania drobnoustrojéw w przemy-
Sle spozywcezym [5,13,72].

Bakteriofagi degraduja struktury komérkowe gospodarza
za pomoca specjalnych enzyméw, aby wprowadzi¢ swoj
materiat genetyczny. Po namnozeniu si¢ faga dochodzi do
lizy komérki i uwolnienia nowo powstatych czastek fago-
wych. W procesie lizy komoérkowej rowniez uczestnicza
specjalne enzymy, degradujace btong komoérkowa od we-
wnatrz. Fagi zakazajace szczepy E. coli K1 maja enzymy,
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ktére niszcza otoczke polisacharydowa zbudowana z kwasu
polisjalowego (PSA), okreslanego jako kwas kolominowy.
Jest to polimer kwasu o-2,8-N-acetyloneuraminowego, kt6-
ry moze by¢ O-acetylowany [31,41,47]. Wyodrebniono kil-
ka bakteriofagéw zdolnych do zakazania bakterii z otocz-
ka PSA. Fagi te maja enzymy o aktywnosci endosjalidaz
(EC 3.2.1.129), katalizujacych reakcje cigcia polimeru.
Wykazano takze, ze substraty tych enzyméw nie moga za-
wiera¢ mniej niz 5 reszt kwasu sjalowego [31]. Jednymi
z bakteriofagdw majacych enzym o aktywnosci endosja-
lidazy sa fagi ®KI1E oraz PK1A. Prawdopodobnie en-
zym odpowiadajacy za degradacje¢ bakteryjnego polisa-
charydu otoczkowego jest umiejscowiony na filamencie
fagowym. Inny bakteriofag ®KS5 zakaza bakterie E. coli
majace w swej otoczce polimer zbudowany z jednostek
a-N-acetyloglukozaminy i kwasu B-glukuronowego (an-
tygen KS5). Dzigki obecnosci enzymu degradujacego an-
tygen K5, bakteriofag rozpoznaje swoiscie dang bakterig.
Znanych jest takze wiele innych bakteriofagéw rozpozna-
jacych swoiscie inne antygeny sjalowe: K3, K7, K12, K13,
K20. Wyizolowano takze bakteriofaga ®K1-5, ktéry zdol-
ny byt do rozpoznawania i namnazania si¢ w dwoch szcze-
pach E. coli K1 i1 K5. Bakteriofag ten miat dwa rodzaje
enzymow degradujacych dwa rézne polimery kwasu sja-
lowego [69,71]. Dotad poznane endosjalidazy fagowe od-
znaczaja si¢ wysoce konserwatywna domena katalityczna
oraz charakterystyczng domena C-koficowa, uczestniczaca
w procesie faldowania. Domena ta jest odcinana po utwo-
rzeniu si¢ holoenzymu [43].

Badania enzymoéw aktywnych w czasie infekcji fagiem
pateczek Klebsiella wykazaly istnienie hydrolazy degra-
dujacej zaréwno wigzania glukozylo-fukozowe, jak i glu-
kozylo-mannozowe, obecne w polisacharydach otoczek ko-
moérkowych. Stwierdzono, ze enzym ten to f-D-glukozydaza
(EC 3.2.1.21). Inne poznane enzymy to endogalaktozyda-
zy hydrolizujace wiazanie B-Gal(1-3)Gal (EC 3.2.1.145),
wystepujace w polisacharydach typu K8 Klebsiella aero-
genes. Wykryto takze inne glikanazy, a najlepiej pozna-
nym enzymem byt enzym faga 11 o aktywnosci endoglu-
kozydazy hydrolizujacej wiazanie B-Glc(1-3)GlcA (EC
3.2.1.39). Enzym ten mial takze aktywnos$¢ endogalakto-
zydazy i uczestniczyt w hydrolizowaniu wigzania Gal(1-3)
Glc. Kolejne poznane depolimerazy to galaktozydaza faga
328 B, aktywna wobec wielocukru K20 i glikozydaza faga
XI (K24), hydrolizujaca wielocukier K24. Obie depolime-
razy byty aktywne wobec wielu szczepéw, majacych takie
same wielocukry otoczkowe. W przypadku galaktozyda-
zy faga 328 B stwierdzono, ze hydrolizuje ona wielocukry
K181 K30. Innym fagiem pateczek Klebsiella o aktywno-
$ci enzymatycznej typu glikanazowego okazat si¢ fag 13,
depolimeryzujacy wielocukier K13 przez hydrolize wia-
zania B-D-glukopiranozylowo-D-mannopiranozowego.
Prawdopodobnie aktywno$¢ enzymatyczna tych fagéw
zawarta jest w kolcach ptlytki podstawowej. Dalsze depo-
limerazy, swoiste dla wielocukréw otoczkowych pateczek
Klebsiella, wykryto w bakteriofagach ® izolowanych ze
Sciekow. Degradowaty one wielocukry otoczkowe K17,
K23, K36, K46, K60, K63, K74. Wielocukry te réznity sie
sktadem, strukturg i stopniem polimeryzacji, degradowane
byty jednak do oligosacharydéw w podobny i swoisty spo-
s6b. Swoistos¢ dzialania fagowych enzyméw degraduja-
cych otoczki bakteryjne zwigzanych z fagami decyduje o ich
otoczkowej swoistosci i zakresie litycznym. Podobieristwo

struktur wielocukréw zewnatrzkomoérkowych bakterii
moze tlumaczy¢ aktywnos¢ okreslonego faga w stosunku
do szczepéw o réznych antygenach K. Trudniej jest wy-
jasni¢ brak aktywnosci tego samego faga w stosunku do
szczepOow o identycznych antygenach otoczkowych [62].

Podczas lizy komérkowej dzigki specjalnym hydrolazom
dochodzi do strawienia mureiny (EC 3.5.1.28). Inna gru-
pa enzyméw degraduje btong komoérkowa, przez ktérg wy-
dostaje si¢ zawartos¢ komorki na zewnatrz wraz z namno-
zonymi wirusami [81]. Endolizyny sa to enzymy fagowe,
wytwarzane w konicowej fazie namnazania wirusa w ko-
morce bakteryjnej. Uczestnicza one w degradacji $ciany
komorkowej, dzigki czemu dochodzi do uwolnienia cza-
stek fagowych [17]. Endolizyny syntetyzowane sa w po-
staci nieaktywnej, jako prekursory enzymoéw (preendoli-
zyny). Blizsze badania pozwolity podzieli¢ endolizyny na
piec klas: N-acetylomuraminidazy (lizozym) (EC 3.2.1.17),
endo-B-N-acetyloglukozaminidazy (EC 3.2.1.96), lityczne
transglikozylazy (wszystkie wymienione enzymy odcinaja
reszte cukrowa peptydoglikanu), endopeptydazy — odcina-
jace jednostki peptydowe, amidazy N-acetylomuramylo-
L-alaninowe (EC 3.5.1.28), ktére przecinaja wiazanie ami-
dowe migdzy L-alanina, a reszta N-acetylomuramylowa.
Warto dodad, ze wszystkie endolizyny, z wyjatkiem trans-
glikozylazy, sa hydrolazami. Wigkszos$¢ endolizyn wyka-
zuje tylko jeden rodzaj aktywnosci, np. muramidazowa lub
endopeptydazowa. Rzadko endolizyny sa dwufunkcyjne,
chociaz i takie udato si¢ wykry¢ u bakteriofagéw: B30,
®11, NCTC11237, PWMY, dla ktérych gospodarzami sa
odpowiednio: Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus, S. warneri [9].

Wynika z tego, ze endolizyny stanowia grupe enzymoéw,
ktére nie naleza do tego samego typu, totez proces lizy
komoérki bakteryjnej spowodowany zakazeniem fagami
moze by¢ odmienny u réznych bakterii [81]. W przypad-
ku fagéw T4 i A do wystapienia lizy komérkowej niezbed-
ne sg biatka nazywane holinami. Sa to niskoczasteczko-
we biatka btonowe, ktdre kontroluja aktywnos¢ endolizyn.
Synteza holin nastgpuje w koricowej fazie tworzenia wi-
rionéw. Bialka te degraduja btong cytoplazmatyczna, co
pozwala cytosolowym endolizynom na trawienie kolej-
nych sktadnikéw komérkowych [55,79]. Holiny stanowia
bardzo réznorodna grupe, ale bazujac na topologii odcin-
ka btonowego, podzielono je na trzy grupy. W przypadku
faga P1 lub faga 21 lizozym (endolizyna) jest transporto-
wany do przestrzeni peryplazmatycznej przez specjalny,
bakteryjny system sekrecyjny — sec, przez co nie jest wy-
magana obecnos¢ holin [55].

5. GENOMY FAGOWE

W celu okreslenia rodzaju i funkcji biatek bakteriofagéw
stosuje si¢ takze analizy sekwencji DNA genomoéw fago-
wych. Znane sa genomy bakteriofagéw kodujace okoto 200
i wiecej bialek, ale i takie, ktére maja tylko 3 geny [26].
Przyktadem moze by¢ analiza genomu bakteriofaga ¢KZ,
u ktérego stwierdzono wystgpowanie 306 otwartych ramek
odczytu (open reading frame — ORF) [50]. Dalsza analiza
kodujacych sekwencji wykazata homologi¢ do 59 znanych
biatek r6znych organizméw, m.in.: reduktazy dihydrofola-
nowej (EC 1.5.1.3), reduktazy difosforanowej (EC 1.17.4.1),
syntazy tymidylanowej (EC 2.1.1.45), (EC 2.1.1.148), kinazy
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Ryc. 4. Schemat budowy bakteriofaga T4 z uwzglednieniem rozmieszczenia
biatek (na podstawie [44,49] zmodyfikowano)

tymidylanowej (EC 2.7.4.9), deaminazy deoksycytydyno-
trifosforanowej (EC 3.5.4.13). Ponadto pigtnascie produk-
téw biatkowych wykazywato homologig¢ do biatek organi-
zmdw patogennych wlaczajac Mycobacterium tuberculosis,
Haemophilus influenzae, Listeria, Rickettsia prowazeki
i Vibrio cholerae. Sposréd biatek kodowanych przez faga
OKZ, jedenascie wykazywalo podobieristwo sekwencyjne
do biatek innych fagéw zakazajacych szczepy Eschericha
coli, Bacillus, Lactococcus, Streptomyces [49]. W przypad-
ku bakteriofaga T1 analiza sekwencji nukleotydowych w ge-
nomie tego wirusa wykazata brak pokrewiernistwa z innymi
fagami T. Fag ten kodowat nieznane dotad biatka, uczestni-
czace w syntezie kapsydu [65]. Kolifagi DNA maja takze
biatka odpowiedzialne za koricowy etap formowania po-
tomnych wirionéw, sa to biatka okreslane jako terminazy
[59]. Podobne badania wykonano dla bakteriofagéw zaka-
zajacych szczepy Staphylococcus aureus 1 Mycobacterium
tuberculosis [40]. W obrgbie pierwszej grupy fagdw stwier-
dzono ogromng réznorodnos¢ proteoméw i wykazano

PismiennicTwo

obecnos¢ 55% zupelnie nieznanych ORF. Podobne re-
zultaty uzyskano dla fagéw Mycobacterium, dla ktérych
50-75% ORF nie wykazywato homologii do opisanych
w bazie GenBank. Genom faga T4 koduje okoto 290 bia-
fek, 8 tRNA, a takze stabilne RNA o nieznanej dotad funk-
cji. Niektére genomy bakteriofagéw RNA zostaty poznane,
np. MS2 ma genom o dtugosci 3569 nukleotyddéw i zawie-
ra 4 geny [58]. Trudniej jest okresli¢, jakie biatka kodu-
ja fagowe geny naktadajace si¢ na siebie. Jest tak w przy-
padku faga X174, atakujacego E. coli R1. Naktadanie sig¢
gendéw rozwigzuje problem malej ilosci DNA kodujacego,
pozwalajac na bardziej efektywne wykorzystanie informa-
cji genetycznej, ale jednoczesnie stwarza niebezpieczen-
stwo, ze jedna mutacja moze wptynaé na dwa geny [23].

6. PobsumowaNIE

Badania dotyczace analizy strukturalnej oraz wlasciwosci
i funkcji fagowych kapsydéw pozwalaja nie tylko na po-
znanie morfologii czastek fagowych, ale takze na opisanie
istotnych procesow taczenia si¢ wiruséw z komoérkami go-
spodarzy, uwalniania materiatu genetycznego, a dalej repli-
kacji i w koricu powstawania i uwalniania nowych czastek
fagowych. Fagowe enzymy lityczne moga byé wykorzysty-
wane w terapii przeciwko patogenom opornym na stoso-
wane antybiotyki, a dzigki inzynierii genetycznej mozna
polepszaé efektywnos$¢ ich dziatania [17]. Enzymy fagowe
sg swoiste, dziataja na wybrane szczepy bakteryjne i nie
uszkadzaja naturalnej flory jelitowej, jednak w przypadku
podawania preparatéw fagowych wymagane jest ich doktad-
ne oczyszczenie z resztek komérek bakteryjnych, co jest
obecnie bardzo powaznym wyzwaniem naukowym [13].

Bakteriofagi lityczne maja specjalne enzymy, ktére degra-
duja peptydoglikan. Sa to endolizyny, enzymy wytwarzane
w koricowej fazie cyklu litycznego [9]. Badania wykaza-
ly, ze niszcza one bakterie réwniez od zewngtrznej stro-
ny komorki. Lacza si¢ swoiscie z okre§lonymi elementa-
mi na komérkach bakteryjnych nawet szczepéw opornych
na antybiotyki syntetyczne. Innym przyktadem fagowego
antybiotyku biatkowego moze by¢ biatko A,. Jest to biatko
kapsydu faga Qp, ktére hamuje aktywno$¢ enzymu kata-
lizujacego biosynteze mureiny [7]. Innym enzymem o ak-
tywnosci muramidazy jest biatko Pal (NV-acetylo-muramylo-
L-alanino amidaza (EC 3.5.1.28)) oraz biatko Cpl-1 fagéw
litycznych zakazajacych pneumokoki [19, 46]. Endolizyny
fagowe moglyby by¢ z powodzeniem stosowane jako anty-
biotyki, jednakze sa to biatka obce dla ludzkiego organi-
zmu i rozpoznawane sg przez czynniki uktadu obronnego
cztowieka, podobnie jak cale czastki fagowe [12]. Enzymy
fagowe od dawna sa stosowane w badaniach strukturalnych
otoczek bakteryjnych do ich depolimeryzacji i otrzymywa-
nia oligosacharydéw. Biatka adhezyjne fagéw moga row-
niez znaleZ¢ zastosowanie praktyczne jako immunodiagno-
styki do specyficznego rozpoznawania bakterii.
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