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Streszczenie

Bakteriofagi czyli “zjadacze bakterii” (z dostownego tlumaczenia greckich stow phagein 1 baktérion) to wi-
rusy, ktore atakujg komorki bakteryjne, aby nastgpnie si¢ w nich replikowac, a docelowo je niszczy¢. Rosngca
liczba gatunkow bakterii opornych na wigkszos¢ antybiotykéw powoduje rosngce zainteresowanie wykorzy-
staniem bakteriofagdw w leczeniu zakazen bakteryjnych. W $wiecie, w ktorym antybiotyki stanowig standar-
dowg terapi¢ pierwszego rzutu przeciwko infekcjom bakteryjnym, co pociaga za sobg lawinowo narastajaca
opornos¢ bakterii 1 pojawianie si¢ coraz to nowych, opornych szczepdw, terapia fagowa wydaje si¢ by¢ nie
tylko alternatywnym, ale by¢ moze i ostatecznym narze¢dziem obrony przed bakteriami. A zatem przewidywa-
ne zastosowanie fagow koncentruje si¢ na trzech glownych wskazaniach: a) zwalczanie zakazen z udzialem
bakterii opornych na antybiotyki; b) zwalczanie zakazen, ktore nie odpowiadajg na leczenie antybiotykami
oraz c) zwalczanie bakterii w okolicznosciach, w ktorych antybiotyki sg przeciwwskazane z powodu alergii
pacjenta lub probleméw zoltadkowo-jelitowych. Wysoki potencjat fagow w eliminowaniu bakterii moze by¢
wykorzystywany nie tylko w medycynie, ale takze w przemysle zywnosciowym czy rolnictwie.

Abstract

Bacterophages — ,,bacterial eaters” (the term derived from Greek phagein “to devour” and baktérion “bacte-
ria”) are viruses which invade bacteria, replicate within their cells and ultimately kill them. Increasing number
of antibiotic-resistant strains results in reemergence of interest in the application of bacteriophages for the
treatment of bacterial infections. Antibiotics have been used worldwide as the first line therapy against bac-
terial infections and in consequence an increasing bacteria resistance and rapid emergence of new resistant
strains is observed. Phage therapy appears to be not only an alternative treatment but perhaps also a last resort
defense against developing bacteria. Anticipated application of phages concentrates on three main indications:
a) fighting infections caused by antibiotic-resistant bacteria, b) fighting infections that do not respond to anti-
biotic treatment and c) eradication of bacteria when antibiotics are contraindicated because of patient’s allergic
reaction or gastrointestinal problems. Moreover, the bacteriophages exhibit promising potential in bacteria
eradication not only in medicine but also in food industry and farming.

Bakteriofagi zostaly odkryte na przetomie XIX
1 XX wieku. W roku 1896 Ernest Hankin jako pierw-
szy zaobserwowal antybakteryjne wtasciwosci wod
Gangesu. Niecale dwie dekady pdzniej, w roku 1915,
brytyjski bakteriolog Frederick Twort wysunat hipo-
tezg, ze owym czynnikiem antybakteryjnym moze
by¢ wirus. Jednak dopiero Félix d’Hérelle w roku
1917 jako pierwszy wyizolowal fagi i uzyt ich do
leczenia czerwonki bakteryjnej u dzieci [33]. To on
roéwniez nadat im nazwe na podstawie ich wlasciwo-
$ci, ktore obserwowal. Bakteriofagi od poczatku staty
si¢ obicktem zainteresowania naukowcoéw jako po-
tencjalne narzgdzie do leczenia wywotywanych przez
bakterie chordb zakaznych. Byly wykorzystywane
w terapii juz w latach trzydziestych i czterdziestych
XX wieku, przegraty jednak po II wojnie $wiatowej

konkurencj¢ z antybiotykami. Jedynie w Zwigzku
Radzieckim i Europie Wschodniej badania nad fa-
goterapig byty kontynuowane. Dopiero powszechne
naduzywanie antybiotykow i zwigzane z nim zjawi-
sko narastania antybiotykoopornos$ci niebezpiecz-
nych szczepow zakaznych ponownie zwrocito uwage
krajow zachodnich w kierunku bakteriofagow.

Budowa bakteriofagéw

Bakteriofagi zbudowane sg z materiatu genetycz-
nego (DNA lub rzadziej RNA), ktoéry jest otoczony
biatkami strukturalnymi, tworzacymi tzw. kapsyd
[33]. W materiale genetycznym zapisane sg wszyst-
kie informacje potrzebne do replikacji wirusa w ko-
morce bakteryjnej, tzn. syntezy biatek kapsydu oraz
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wszystkich enzymoéw pozwalajacych na powielenie
materiatu genetycznego, jego zapakowanie w kap-
syd, wydostanie si¢ wirusa na zewnatrz komorki
i ponowne zainfekowanie nowej bakterii.
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Ryc. 1. Schemat budowy bakteriofagow [19]: a) struktura helikalna
(pateczkowata), b) struktura izometryczna, c) struktura zlozona, d)
ikozaedralna struktura biatkowego kapsydu faga 80a atakujacego
Staphylococcus aureus(kod PDB 6C21) uzyskana metoda cryo-EM;
peten wirus posiada jeszcze cylindryczny ogonek [17] e) kompleks
kapsydu (kolorowe wstegi) bakteriofaga MS2 z RNA (biate wstazki)
(PDB laq3) [32]. Schematy a,b i d zostaty zreprodukowane za zgoda SIB
Swiss Institute of Bioinformatics z serwisu ViralZone (https://viralzone.
expasy.org/).

Otoczka biatkowa petni rolg ochronng dla materia-
hu genetycznego i jest odporna na czynniki zewngtrz-
ne. Kapsyd moze mie¢ rozne ksztatty: helikalny (pa-
teczkowaty), izometryczny lub ztozony (Ryc. 1), czyli
taki, ktory taczy obie formy. Helikalna otoczka zbu-
dowana jest z podjednostek biatkowych utozonych
spiralnie. Sktada si¢ ona z jednego glownego biatka
kapsydu i czterech innych biatek, zlokalizowanych
na jego koncach. Przyklady fagéw majacych kapsyd

gtéwka

ogonek

phriEE podétawna

helikalny mozemy znalez¢é wsrdd przedstawicieli
bakteriofagdw z rodziny Inoviridae. Z kolei kapsyd
bakteriofagdw o strukturze izometrycznej zbudowa-
ny jest z podjednostek biatkowych (kapsomerow),
tworzacych strukture quasi-sferyczna. Przyktady
kapsydow o takiej budowie mozna napotka¢ wsrod
wiruséw z rodziny Microviridae. Struktura taka zbu-
dowana jest z dwudziestu pigciobocznych pentame-
row (zbudowanych z pieciu biatek), ktore po ztozeniu
wszystkich 60 identycznych elementéw daja w przy-
blizeniu kulista forme o srednicy okoto 30 nm. U in-
nych fagdéw kapsydy izometryczne moga by¢ jeszcze
bardziej ztozone i sktada¢ si¢ z wigkszej ilosci bia-
fek tworzacych struktury quasi-sferyczne. Natomiast
kapsyd bakteriofagow o ztozonej strukturze zbudo-
wany jest z wielosciennej gtowki i ogonka (Ryc. 1d)
[19]. Glowa zbudowana z jednego lub kilku typow
biatek czesto przyjmuje quasi-sferyczne ksztalty.
W dolnej czesci glowki kapsyd przechodzi w ogo-
nek. Jest on potaczony z gltéwka biatkiem laczniko-
wym. Ogonek sklada si¢ z wewnetrznej tabularnej
struktury rdzeniowej, otoczonej kurczliwa, helikalng
pochewka. Zadaniem tej struktury jest transfer mate-
rialu genetycznego z bakteriofaga do komorki bakte-
ryjnej. Ogonek zakonczony jest ptytka podstawowa,
w ktora zazwyczaj wbudowane sg biatka petniace kil-
ka istotnych funkcji. Nalezg do nich enzymy (hydro-
lazy i liazy polisacharydowe), ktorych zadaniem jest
rozktadanie Sciany komorkowej bakterii, a takze biat-
ka umozliwiajace rozpoznanie specyficznych recep-
torow na powierzchni bakterii i trwale zwigzanie si¢
z ich powierzchnig [9]. Od ptytki podstawowej od-
chodzi szes¢ nitkowatych wypustek stuzacych do roz-
poznawania odpowiednich receptoréw i przytwier-
dzania faga do powierzchni komorki bakterii. Taka
strukture posiadaja bakteriofagi rodzin Myoviridae,
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Siphoviridae 1 Podoviridae. Ponadto, u niektorych fa-
gow zaobserwowano obecno$¢ dodatkowej lipopro-
teinowej ostonki [33].

Cykle replikacyjne bakteriofagow

Bakteriofagi charakteryzuja sie¢ wysoka specyficz-
noscig. Oznacza to, ze zwykle jeden gatunek wirusa
moze namnazac si¢ tylko w jednym gatunku bakterii
lub jedynie w obrebie konkretnego ich szczepu.

Pierwszym etapem infekcji fagowej jest proces
odwracalnej adsorpcji bakteriofaga do komorki bak-
teryjnej. W procesie tym wazng role odgrywa plyt-
ka podstawowa oraz wldkienka bakteriofaga, ktore
rozpoznaja specyficzne receptory na powierzchni
komorki bakteryjnej. Receptorami tymi mogg by¢
praktycznie wszystkie struktury powierzchniowe
wystepujace u bakterii takie jak lipopolisacharydy,
kwasy tejchojowe, biatka, a nawet pilusy (rodzaj
pustego w $rodku wloska komorkowego, przez kto-
ry moze wnika¢ material genetyczny) i wici bakte-
rii. Poniewaz budowa $ciany komorkowej bakterii
Gram-ujemnych rozni si¢ diametralnie od $ciany ko-
morkowej bakterii Gram-dodatnich, i to zar6wno pod
wzgledem strukturalnym, jak i sktadu chemicznego,
bakteriofagi z reguly sa zdolne atakowac¢ tylko jeden
z tych podtypow bakterii. Kiedy u bakterii Gram-
-ujemnych czestym receptorem moga by¢ gltowne
i boczne tancuchy lipopolisacharydéw i biatka bto-
nowe (np. kanaty transportowe) [19] to juz u bakterii
Gram-dodatnich najczestszym receptorem bedg tan-
cuchy peptydoglikanu i kwasy tejchojowe (np. PGP
(poli-[fosforan glicerolu]) i GTA (poli-[fosforan glu-
kozo-N-acetylogalaktozaminy]). Drugorz¢dnymi re-
ceptorami potrafig by¢ biatka zakotwiczone w pepty-
doglikanie lub posiadajace domene penetrujaca jego
warstwe (np. transmembranowe biatko OmpA). Jak
wspomniano juz wyzej, bakteriofagi potrafig tez roz-
poznawac wici bakterii. Badania wykazaly, Ze proces
adsorpcji na wici jest odwracalny, dzigki czemu fagi
stopniowo mogg dyfuzyjnie przemieszczac si¢ w kie-
runku podstawy wici, by tam przyczepi¢ si¢ do $cia-
ny komoérkowej. Znane sa rowniez fagi (np. fAcM4
1 fAcS2 infekujace Asticcacaulis biprosthecum), ktore
do wici przyczepiaja si¢ za pomoca specjalnego biat-
ka na styku gtéwki i ogona (dzigki czemu ogonek jest
wolny i gotowy do przyczepienia si¢ do powierzchni
bakterii) 1 przemieszczaja si¢ w kierunku powierzch-
ni bakterii dzigki ruchom wici [23]. To wtasnie dzie-
ki tej roznorodno$ci mechanizméw rozpoznawania
bakterii oraz réznorodno$ci samych powierzchnio-
wych antygendw bakteryjnych w obrebie nawet tego
samego gatunku bakterii, fagi charakteryzujg sie¢

niespotykana specyficznoscig wzgledem konkretnych
szczepow [24].

Poniewaz bakteriofagi nie posiadaja struktur
umozliwiajagcych czynny ruch, proces adsorpcji jest
wynikiem przypadku i jest zalezny od dyfuzji faga
w $rodowisku bytowania bakterii. Tak wigc prawdo-
podobienstwo zwigzania faga z komorka gospodarza
ro$nie wraz ze wzrostem liczby fagow, jak i bakterii.
Kiedy dojdzie juz do zwigzania receptora bakteryjne-
go z wiokienkiem faga, ostonka bakteriofaga oddzia-
luje z receptorami na powierzchni bakterii, wiazac
si¢ z nimi nieodwracalnie. Od tego momentu fag nie
moze opusci¢ powierzchni gospodarza, nawet jezeli
komorka bakteryjna jest uszkodzona lub martwa.

Proces integracji faga z komorka gospodarza czgsto
jest wspomagany przez wyspecjalizowane enzymy
fagowe, tzw. depolimerazy polisacharydowe, katali-
zujace hydrolize polisacharydowych ostonek bakterii
lub egzopolisacharydowych polimeréw tworzacych
bakteryjny biofilm. Enzymy te moga by¢ zlokalizo-
wane na plytce podstawnej faga lub na jego ogonku
i dzigki nim fagi tatwiej penetruja strukture biofilmu
oraz pokonuja lipopolisacharydowa warstwe $ciany
komorkowej bakterii (np. liaza alginianu z faga PT-6
umozliwiajgca mu penetracj¢ ostonki P. aeruginosa).

W dalszym etapie do wnetrza bakterii wprowadzany
jest fagowy materiat genetyczny poprzez ogonek bak-
teriofaga. Po wstrzyknieciu materialu genetycznego do
wnetrza bakterii pozostale elementy faga (biatka kap-
sydu) zostaja na zewnatrz komorki gospodarza [26].

Odwotujac si¢ do sposobu, w jaki przebiega infek-
cja, bakteriofagi mozemy podzieli¢ na dwie grupy.
Mowimy zatem o fagach wirulentnych, ktore pro-
wadza cykl replikacji litycznej oraz bakteriofagach
zwyczajowo zwanych fagodnymi (niezjadliwymi),
prowadzacych replikacje lizogeniczng [26].

Cykl replikacji lizogenicznej polega na tym, ze po
dostaniu si¢ do komorki bakterii material genetycz-
ny bakteriofaga pozostaje w niej niejako w stanie
»uspionym”. Kiedy bakteria ulega podziatom, genom
faga jest kopiowany do komorek potomnych podob-
nie jak wlasny chromosom bakterii. Material gene-
tyczny faga znajdujacy si¢ wewnatrz bakterii nosi
nazwe profaga. Wigkszo$¢ bakteriofagéw tagodnych
(np. fag A) infekuje komorki bakteryjne przez integra-
cj¢ DNA do chromosomu. Mniej liczne (np. fag P1)
moga egzystowa¢ w komorkach w postaci plazmidu,
tj. osobnego fragmentu DNA niezaleznego od podsta-
wowego materiatu genetycznego bakterii.

Lizogenia moze trwa¢ przez wiele generacji — do
czasu, gdy jaki$ zewnetrzny bodziec (np. promienio-
wanie UV czy antybiotyki) zapoczatkuje cykl lityczny,
ktory przebiega podobnie jak u fagdw obligatoryjnie
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wirulentnych. W cyklu litycznym nastepuje produkcja
nowych wirionow w komorce, a nast¢pnie ich uwolnie-
nie poprzez rozpad (liz¢) zainfekowanej komorki. Liza
komorek bakteryjnych mozliwa jest dzigki produkcji
wirusowych enzymow litycznych (tzw. endolizyn),
ktore rozcinaja peptoglikan budujacy Sciang komor-
kowa bakterii oraz tzw. holin, czyli specjalnych bialek
wytwarzajacych tunele w blonie cytoplazmatycznej
bakterii. Dzigki holinom endolizyny sa w stanie do-
trze¢ do znajdujacego si¢ po drugiej stornie btony cy-
toplazmatycznej peptoglikanu [5]. Co ciekawe, cykl
lityczny rozpoczyna sie czgsto w sytuacji, gdy poja-
wiaja si¢ sygnaty mogace $wiadczy¢ o zagrozeniu dla
komorki gospodarza. Powoduje to, ze bardziej ,,opla-
calne” staje si¢ wyprodukowanie nowych wirionéw
i poszukiwanie innych gospodarzy, niz dalsza repli-
kacja wraz z aktualnie zakazong komorka. Co wigcej,
niedawne odkrycia wykazaty, ze fagi sa w stanie poro-
zumiewac si¢ ze sobg za pomoca krotkich peptydow,
ktore wplywaja na ich ,,decyzj¢”, czy po infekcji maja
replikowac si¢ wg cyklu litycznego, czy tez przejsé
w stan lizogeniczny [12]. Cykle rozwojowe fagdéw
przedstawiono na Ryc. 2.

CYKL LIZOGENICZNY

POTOMNE KOMORK] ZAWIERAJA

2 9

PODZIAL BAKTERIN

DA WIRUSA KOPIOWANE 2
RAZEM Z DNA BAKTERI

DMNA WIRUSA PRZYBIERA POSTAL KOLISTA
PRODUKCJA BIALEK WIRLISA

INTEGRADCJA DNA WIRUSA
Z DNA BAKTERII

wszystkie tatwo dostepne zrodta substancji bakterio-
bojczych zostaly juz przez przemyst farmaceutyczny
dobrze wyeksplorowane i wszystkie tatwiejsze do
znalezienia antybiotyki sg przez nas obecnie uzy-
wane. Na szcze$cie ostatnio nowe grupy zwiazkoéw
zostaty odkryte oraz stare antybiotyki w sposob kre-
atywny zostaly zmodyfikowane, dzigki czemu ten
niekorzystny trend moze zosta¢ odwrocony [7, 15,
22]. Drugim znacznie powazniejszym problemem
jest wzrost opornosci bakterii na powszechnie sto-
sowane antybiotyki, ktory jest spowodowany zdol-
no$cig bakterii do ewolucyjnego przystosowania si¢
do $rodowiska. Masowos¢ stosowania antybiotyko-
terapii wprowadzila silng presj¢ ewolucyjng na bak-
terie 1 wymusita upowszechnienie si¢ mechanizmow
unieczynniajacych stosowane antybiotyki. Wynikaja-
ca z tych dwoch faktow coraz mniejsza skuteczno$¢
w walce z zakazeniami bakteryjnymi, wymusita szu-
kanie alternatywnych terapii przeciwbakteryjnych.
Rozwdj terapii fagowej wydaje si¢ konieczny w ob-
liczu nabywania opornosci przez zjadliwe szczepy
bakterii chorobotworczych. Terapia fagowa uwzgled-
nia celowang aplikacje bakteriofagdw, ktore sg zdol-

CYKL LITYCZNY

ROZPAD KOMORKI
| UWOLNIENIE WIRUSOW

POWSTAMA NOWE WIRIONY

Ryc. 2. Schemat infekcji komorki bakteryjnej przez bakteriofaga. Rycina przygotowana na podstawie m.in. rysunku z bloga atlasbiologiczny.blogspot.

com/2017/04/wirusy.html
Zastosowanie bakteriofagow w terapii (fagoterapia)

W ostatnich latach obserwujemy dwa niepokojace
trendy dotyczace zwalczania zakazen bakteryjnych.
Po pierwsze opracowanie nowych antybiotykoéw wy-
maga coraz wigkszych naktadow finansowych 1 jest
generalnie coraz trudniejsze. Przyczyny tego zjawi-
ska sg bardzo zlozone 1 wykraczajace poza temat tego
artykutu, ale w uproszczeniu mozna powiedzie¢, ze

ne do infekowania konkretnych szczepow bakterii
1 ich niszczenia. Do celéw terapii fagowej stosowane
sa wylacznie fagi lityczne, gdyz tylko takie fagi efek-
tywnie niszczg bakterie.

W pordéwnaniu z antybiotykami, bakteriofagi cha-
rakteryzuja si¢ wysoka specyficznoscia. Poniewaz
atakuja tylko konkretny szczep bakterii, nie nisz-
czg przy tym naturalnej mikrobioty (np. flory jeli-
towej), dzigki czemu pozbawione sg typowych dla
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antybiotykow dziatan niepozadanych, takich jak za-
burzenia zoladkowo-jelitowe. Z drugiej strony, ze
wzgledu na wysoka specyficznos¢ fagow przed roz-
poczeciem terapii kluczowe jest doktadne zidentyfi-
kowanie czynnika wywotujacego zakazenie bakteryj-
ne u danego pacjenta, tak aby wybra¢ bakteriofaga
specyficznego dla danego szczepu bakterii. Proces
doboru faga nazywa si¢ typowaniem fagowym. Po-
nadto, dodatkowq zaletg bakteriofagdw jest to, ze nie
atakuja komorek eukariotycznych i nie sa w stanie
si¢ w nich namnazac [8]. Istniejg jednak pewne intry-
gujace doniesienia o interakcji fagow z komodrkami
eukariotycznymi i z pewnoscig aspekt ten wymaga
wcigz dalszych badan [6, 14].

W trakcie terapii fagowej nie obserwowano do-
tychczas silnych efektow ubocznych. Obserwowa-
no natomiast wystegpowanie podwyzszenia tempe-
ratury ciata i pogorszenia samopoczucia pacjentow
w zwigzku z uwolnieniem endotoksyn podczas lizy
komorek bakteryjnych. Sg to jednak efekty uboczne,
ktore czgsto towarzysza takze skutecznej antybioty-
koterapii [20].

Terapia fagowa charakteryzuje si¢ rowniez inna,
bardzo szczegdlng cechg. Ot6z podobnie jak w przy-
padku antybiotykéw bakterie mogg naby¢ oporno-
$ci przeciwko danemu bakteriofagowi, czy to dzigki
mutacjom struktury specyficznych receptorow, czy
tez dzieki zakodowaniu kluczowych elementéw ge-
nomu wirusa w systemie odpornosciowym bakterii
CRISPR (clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats), co skutecznie blokuje jego rozwoj
w danej bakterii [13]. W podobnej sytuacji gdyby-
$my stosowali antybiotyk, musieliby$Smy zastosowac
zupehnie inng substancje, a jest ich generalnie skon-
czona ilos¢. W przypadku terapii fagowej wystarczy
zastosowac¢ inny szczep fagowy, o podobnej swoisto-
$ci wzgledem bakterii ale innym mechanizmie roz-
poznawania lub innym genomie. Jest to oczywiscie
podobne podejscie jak wymiana antybiotyku, z ta
jednak réznica, ze typow fagow jest ogromie duzo
(szacowana ilo$¢ bakteriofagow na Ziemi to 10°'[4].
Dzigki temu znacznie trudniej w czasie terapii jest
uzyskac bakteriom oporno$¢ na dang kuracje fagowa,
w szczegblnosci gdy stosowane sa koktajle fagowe
zawierajgce wirusy specyficznie wigzace si¢ do r6z-
nych receptoréw (tj. wykorzystujace rozne mecha-
nizmy adsorpcji na powierzchni bakterii). Rowniez
z tego powodu do prowadzenia efektywnej terapii fa-
gowej bardzo istotne sg rozlegle kolekcje bakteriofa-
gowe umozliwiajace dobor odpowiedniej terapii dla
kazdego pacjenta.

Za bezpieczefistwem stosowania bakteriofagow
przemawia fakt, Zze sg one wszechobecne. System

immunologiczny czlowieka jest ewolucyjnie przy-
stosowany do ich szybkiego usuwania z organizmu,
w szczegoblnosci, gdy brak juz bakterii umozliwia-
jacych im szybkie namnazanie. Poniewaz ludz-
ki organizm na co dzien styka si¢ z bakteriami,
z oczywistych wzgledow ma rowniez kontakt z bak-
teriofagami. Wykazano, ze intensywnos¢ odpowiedzi
immunologicznej na dany szczep fagowy zalezy od
tego, czy organizm miat z nim wczesniej kontakt (np.
przy okazji infekcji bakteryjnej). W takim przypadku
nasz organizm jest gotowy do szybkiej odpowiedzi
humoralnej na pojawienie si¢ faga [6]. Zdolnos$¢ or-
ganizméw kregowcoOw do szybkiego usuwania bak-
teriofagébw z organizmu jest istotnym utrudnieniem
w prowadzeniu skutecznej terapii fagowej i prowa-
dzone sa intensywne badania nad wydluzeniem czasu
ich krazenia w krwiobiegu poprzez genetyczne mo-
dyfikacje biatek ich kapsydow.

Ponadto wszechobecno$¢ fagow utatwia rowniez ich
pozyskiwanie. Bakteriofagi izoluje si¢ z miejsc natural-
nego bytowania ich gospodarzy, czyli bakterii. Z tego
wlasnie powodu licznie wystepuja one m. in. w wodach
Gangesu, ktorych lecznicze wiasciwosci odkryl wspo-
mniany wezesniej bakteriolog, Ernest Hankin.

Najwazniejsza zaleta wiruséw bakteryjnych jest
ich zdolno$¢ do namnazania si¢ w organizmie tak
dlugo, jak dtugo obecne sa komorki odpowiedniego
gospodarza. Po dotarciu do miejsca zakazenia naste-
puje wyktadniczy wzrost liczby czasteczek bakterio-
faga. Dzigki temu nie jest wymagane ich wielokrotne
podawanie w celu osiggnigcia pozadanego efektu te-
rapeutycznego [11].

Stosowanie fagéw u ludzi

Pierwsze proby zastosowania fagow w leczeniu za-
kazen u ludzi zostaly podjete wkrotce po ich odkryciu
przez Tworta i d’Hérelle’a. W 1919 roku Felix d’Hérel-
le zastosowat fagi do zwalczania czerwonki u dzieci
w L’Hopital des Enfants-malades, pod klinicznym
nadzorem oOwczesnego szefa pediatrii Victora-Henri
Hutinel’a [31]. Wkrotce jego Laboratorium Bakterio-
fagowe w Instytucie Ludwika Pasteura w Paryzu roz-
poczeto produkcje pierwszych komercyjnych koktajli
fagowych, ktore byly dostepne we Francji az do konca
lat 70” XX wieku, kiedy to Instytut Pasteura zaprzestat
ostatecznie produkcji preparatow fagowych.

W krajach zachodnich badania nad fagami zosta-
ly bardzo mocno zahamowane w rezultacie niezbyt
przychylnego artykutu Eatona i Bayne-Jonesa, ktory
zostat opublikowany w roku 1934 w periodyku Ame-
rykanskiego Towarzystwa Lekarskiego. Sugerowat
on skuteczno$¢ terapii fagowej wyltacznie w bardzo
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waskim zakresie, tj. w leczeniu ograniczonych infek-
cji gronkowcowych i zapalenia pgcherza moczowego
[11]. Pomimo pdzniejszych prac, ktore zaprzeczaly
niekorzystnemu raportowi, publikacja w prestizo-
wym periodyku miata decydujacy wptyw na istotne
zahamowanie badan nad terapig fagowa. Drugim
czynnikiem byto pojawienie si¢ pierwszych, zdecy-
dowanie tatwiejszych w stosowaniu lekow bakterio-
bojezych (w potowie lat 30° sulfonamidow, a pdzniej
w latach 40’ antybiotykow).

Przedziwnym zrzadzeniem losu w roku 1918 do
Instytutu Pasteura trafil pierwszy dyrektor gruzin-
skiego Instytutu Mikrobiologii, Georg Eliava, ktory
stat si¢ bliskim wspolpracownikiem Felixa d’Herel-
le’a. To wtasnie dzigki wspotpracy tych dwoch wy-
bitnych mikrobiologéw powstata idea, aby Instytut
Mikrobiologiczny w Tbilisi przeksztalci¢ w $wia-
towe centrum badan nad fagami. Projekt uzyskat
wsparcie nie tylko ludno$ci gruzinskiej, ale row-
niez samego Jozefa Stalina i tak narodzit si¢ Instytut
Bakteriofagow, Mikrobiologii i Wirusologii, jeden
z najwazniejszych osrodkéw terapii fagowych, kto-
ry funkcjonuje do dzi$. Przez caly okres istnienia
Zwiazku Radzieckiego Instytut im. Eliavy prowadzit
intensywne badania naukowe i produkowat preparaty
fagowe, w duzej mierze na zamdowienie radzieckich
sit zbrojnych. Istnieje szereg doniesien o skuteczniej
terapii fagowej u rosyjskich zotnierzy cierpiacych na
czerwonke z okresu zaréwno II Wojny Swiatowej jak
i z lat pozniejszych [18]. Niestety, wiele z tych do-
niesien nie jest dobrze udokumentowanych, czgscio-
wo ze wzgledu na tajemnice wojskowg. W Instytu-
cie rozwijano terapie przede wszystkim w kierunku
leczenia czerwonki i innych biegunek oraz gangreny
i zakazen ropnych. W roku 1980 Instytut zatrudniat
az 1200 pracownikow i produkowat 2 tony prepara-
tow fagowych rocznie! Jak tatwo si¢ domysli¢, po
upadku Zwigzku Radzieckiego Instytut stracil swo-
jego gtownego odbiorce (Armi¢ Czerwona) i musiat
poszukiwa¢ innych zrodet finansowania (miedzy in-
nymi, na drodze partnerstwa publiczno-prywatnego
oraz wsrdd zagranicznych agencji badawczo-rozwo-
jowych, np. US Civilian Resarch and Defense Fund).

Do dzi$ preparaty produkowane przez Instytut
(m. in. ,,Pyophage” i ,,Intestiphage”) sa dostepne ko-
mercyjne w Gruzji i opieraja si¢ na pierwotnych for-
mutach opracowanych przez d’Hérelle’a, a przywie-
zionych do Gruzji przez Georga Eliave w latach 30.
XX w. Chociaz rozne partie tych koktajli fagowych
wykazujg zmienna specyficzno$¢ wzgledem réznych
szczepdw, co 6 miesiecy ich dzialanie jest sprawdza-
ne, a ich skuteczno$¢ weryfikowana. W razie obni-
zenia skuteczno$ci, Instytut suplementuje koktajl do-

datkowymi fagami w celu uzyskania zadowalajacych
efektow terapeutycznych. Terapie fagowe sg w Gruzji
powszechnie znane i stosowane przez lekarzy, a nie-
ktore preparaty mozna naby¢ w aptekach bez recepty.

Poczatki badan nad fagami w Polsce réwniez po-
przedzaja odkrycie antybiotykow. Pierwsze wzmian-
ki o wykorzystaniu terapii fagowej na terenie Polski
pochodza z lat dwudziestych [16], ale dopiero po-
wstanie Instytutu Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu
z inicjatywy Ludwika Hirszfelda (obecnie patrona
Instytutu) w roku 1952 uczynito nasz kraj jednym
z dwoéch najwazniejszych osrodkow badan nad faga-
mi na $wiecie. Osrodek ten od dziesigcioleci rozwi-
ja kolekcje wyizolowanych i scharakteryzowanych
bakteriofagdw o znanej specyficznosci [21]. W In-
stytucie prowadzona jest eksperymentalna terapia
fagowa dla pacjentow, u ktorych zawiodty bardziej
konwencjonalne, tj. oparte na antybiotykach, metody
terapeutyczne. Liczne publikacje autorstwa profeso-
réw Stefana Slopka i Andrzeja Gérskiego (dyrekto-
row Instytutu) oraz pani dr Beaty Weber-Dgbrowskiej
i dr Ryszarda Miedzybrodzkiego wykazaty, ze tak
prowadzona terapia fagowa charakteryzuje si¢ wy-
soka skuteczno$cig. Dzigki terapii fagowej mozliwe
okazato si¢ wyleczenie zakazen u chorych, u ktérych
wczesniej prowadzono antybiotykoterapi¢ bez do-
statecznego efektu lub zastosowanie antybiotyku nie
byto mozliwe z powodu wystepujacych u pacjenta
przeciwwskazan do jego podawania. Szczegolne zna-
czenie mialo potwierdzenie skuteczno$ci fagoterapii
w przypadku infekcji powodowanych przez szczepy
oporne na liczne antybiotyki [24].

Swiat Zachodni zaczat na powrét odkrywaé fagi
w latach 80’ XX wieku na skutek publikacji w lite-
raturze anglojezycznej prac brytyjskich naukowcow,
Williama Smitha 1 Michaela B. Hugginsa z Institu-
te for Animal Disease Research [28-29], ale dopiero
upadek zelaznej kurtyny i swobodny dostep do badan
polskich i gruzinskich zapoczatkowat renesans badan
w tej dziedzinie. Drugim czynnikiem, ktory przyczy-
nit si¢ do intensyfikacji badan nad fagami, byt gwat-
towny rozwoj technik genomicznych, co umozliwito
nie tylko peliejsze badanie biologii fagow, ale takze
ich modyfikacj¢ czy tez wykorzystanie tzw. enzy-
biotykow, czyli produkowanych przez nie enzymow,
w szczegolnosci endolizyn, hydrolizujacych pepti-
doglikan budujacy $ciang komorkowa bakterii [27].
Bialka fagowe, odpowiadajace za proces lizy zain-
fekowanej komorki, juz dzisiaj postrzegane sg jako
potencjalne narzedzie do walki z bakteriami. Inten-
sywne prace nad poznaniem ich dziatania oraz moz-
liwosciami ich genetycznej modyfikacji przyblizaja




ARTYKULY

Wszechswiat, t. 119, nr 7-9/2018

badaczy do chwili, kiedy rekombinowane biatka fa-
gowe beda mogly znalez¢ zastosowanie lecznicze.

Obecnie wiele osrodkoéw rozpoczeto intensywne
badania nad zastosowaniem fagéw w leczeniu choréb
zwierzat 1 ludzi. W ostatnich latach rozpoczeto row-
niez szereg badan klinicznych, ktore majg ostatecznie
na celu przebada¢ bezpieczenstwo i skutecznos¢ tera-
pii fagowej w zwalczaniu zakazen bakteryjnych oraz
umozliwi¢ rejestracje terapii fagowej zgodnie z za-
chodnimi standardami wypracowanymi dla tradycyj-
nych lekow matoczasteczkowych czy szczepionek.
W badaniach klinicznych pierwszej i drugiej fazy
oceniono jak dotad skutecznosc¢ i bezpieczenstwo te-
rapii fagowej w leczeniu zakazen ran oparzeniowych,
zylakowych owrzodzen konczyn dolnych, przewle-
ktych zapalen uszu i infekcji zatok przynosowych
[1-2, 25, 34].

Zastosowanie fagéw w profilaktyce zakazen

Bakteriofagi moga by¢ wykorzystywane nie tyl-
ko do leczenia infekcji, ale rowniez do zapobiegania
zakazeniom. W trzech szpitalach w Tbilisi pobiera-
no probki bakterii bytujacych w salach operacyjnych
i na oddziatach intensywnej terapii. Nastepnie przy-
gotowano preparaty fagowe specyficzne wobec szpi-
talnych szczepow zakaznych i przez 6 miesigcy odka-
zano za ich pomocg powierzchnie szpitalne (Sciany,
podtogi oraz wyposazenie). Przed rozpoczgciem
badania w probkach pobieranych ze szpitali izolo-
wano szpitalne szczepy t.j. P. aruginosa, Proteus sp.
1 Staphylococcus sp. z czgsto$cia odpowiednio 7,2%
11,2% 1 13,6%, zas$ po 6 miesigcach czgstosci izola-
cji wyzej wspomnianych szczepow spadty do 0,3%,
1,8% 1 0.9% [18]. Istnieja rowniez doniesienia o za-
stosowaniu profilaktycznym fagow w warunkach po-
lowych, w szczegdlnosci w czasie konfliktoéw zbroj-
nych, zarowno przez Armi¢ Radziecka (wieloletnia
profilaktyka przeciwczerwonkowa stosowana w po-
hudniowych republikach ZSRR), jak i przez armig
gruzinska m.in. w czasie konfliktu rosyjsko-gruzin-
skiego w 2008 roku. Fagi stosowano poprzez spry-
skiwanie $§wiezych ran ciektym preparatem Pyophage
oraz poprzez miejscowe stosowanie preparatow fago-
wych przygotowanych na podstawie wymazow z ran
i probek mikroflory ze szpitali. Chociaz sama terapia
fagowa nie okazala si¢ wystarczajagca do powstrzy-
mania rozwoju zakazen, w polaczeniu z odpowied-
nim oczyszczeniem rany doprowadzata do znaczgce-
go skrocenia okresu rekonwalescencji [3, 18].

Znaczenie bakteriofagoéw w biotechnologii

Bakteriofagi okazaly si¢ przydatne nie tylko w zwal-
czaniu mikroorganizmoéow. Wyspecjalizowane enzy-
my bakteriofagdbw znalazly szerokie zastosowanie
w biotechnologii i inzynierii genetycznej [4]. W tym
przypadku biotechnologia wykorzystala miliony lat
ewolucji, ktora doskonalita enzymy fagowe w skutecz-
niej modyfikacji kwasow nukleinowych. Przecinanie,
powielanie, przepisywanie, aktywowanie i sklejanie
informacji genetycznej to procesy bedace istota cyklu
zyciowego bakteriofagow po zainfekowaniu komorki
bakteryjnej. Przyktadami biokatalizatorow, ktore zna-
lazty swoje komercyjne zastosowanie w inzynierii ge-
netycznej sg enzymy bakteriofaga T4 takie jak ligaza
RNA, ligaza DNA, polimeraza DNA i kinaza polinu-
kleotydowa. Ligaza RNA umozliwia taczenie ze sobg
dwoch osobnych fragmentow jednoniciowego RNA
poprzez syntez¢ z pomoca ATP wigzania fosfodiestro-
wego pomigdzy koncem 3°-OH jednej nici i 5°-PO4
drugiej nici RNA [35]. Podobnym enzymem jest ligaza
DNA, ktora katalizuje potaczenie zar6wno dwunicio-
wych kawalkow DNA, dwuniciowych hybryd DNA/
RNA czy nawet jednoniciowych nacie¢ na dwuni-
ciowym DNA. Enzym ten jest wykorzystywany do
wprowadzania fragmentow DNA (tzw. klonowania)
do odpowiednich wektorow (tj. kolistych fragmentoéw
DNA). W efekcie mozliwe jest produkowanie wybra-
nych przez nas biatek przez bakterie (tzw. produkcja
biatek rekombinowanych). Z kolei polimeraza DNA
faga T4 jest wykorzystywany do ,,stgpiania” wysta-
jacych koncow czasteczek DNA (tzw. aktywnos¢ eg-
zonukleazy), gdyz enzymy restrykcyjne (przecinajgce
podwojng ni¢ DNA) zwykle rozcinaja ja niesyme-
trycznie (tzn. w r6znych miejscach przecinaja obie nici
pozostawiajac tzw. nawisy). Polimeraza T4 DNA wy-
korzystywana jest rowniez do znakowania markerami
radioaktywnymi lub fluorescencyjnymi fragmentow
DNA. Ostatnim z wspomnianych enzyméw fagowych
jest kinaza polinukleotydowa, ktora m.in. katalizuje
reakcje transestryfikacji grupy fosforanowej z ATP na
wolng grupe 5 hydroksylowa jedno- lub dwuniciowe-
go RNA Iub DNA. W biotechnologii enzym ten wyko-
rzystuje si¢ do znakowania nukleotydow przy koncu 5’
DNA za pomoca radioaktywnego fosforanu oraz fosfo-
rylowania nukleotydow przy koncu 5> w DNA i RNA
przed wykonaniem ligacji [10]. Enzymy pochodzace
z bakteriofaga T4 nie sg jedynymi enzymami fagowy-
mi, ktore znalazly zastosowanie w inzynierii genetycz-
nej — do komercyjnego zastosowania weszto rowniez
szereg enzymoOw bakteriofagow T7, SP6, P3 (m.in.
polimerazy RNA, DNA) [8, 30] czy faga A (egzonu-
kleazy) [36].
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Podsumowanie

Od czasu odkrycia bakteriofagéw i poznania ich swo-
isto$ci w rozpoznawaniu bakterii oraz zdolnosci do lizy
komorek bakteryjnych, z powodzeniem probowano je
zastosowa¢ w leczeniu zakazen bakteryjnych. Perspek-
tywa samoreplikujacych oraz samoregulujacych sie wi-
rusow, ktore jako naturalny $rodek przeciwdrobnoustro-
jowy moga przenika¢ do najglebszych zakamarkow
ludzkiego ciata, aby zwalcza¢ wybrane patogeny brzmi
niezwykle zachecajaco i przypomina autoréw ksigzek
SF marzacych o medycznych nanobotach. Terapia przy
wykorzystaniu bakteriofagéw niesie za sobg wiele ko-
rzysci, takich jak zdolno$¢ do atakowania i unieszkodli-
wiania wskazanych patogendw, bez lub przy minimal-
nym uszczerbku dla zdrowych tkanek oraz mikrobioty
zdrowego organizmu. Zaleta bakteriofagéw jest takze
ich umiejetno$¢ wnikania w najmniejsze elementy bu-
dujace tkanki, krew czy szpik kostny, a nastepnie cal-
kowita degradacja wiruso6w po wyeliminowaniu patoge-
néw chorobotworczych.

Niezaleznie od tego, czy zdajemy sobie z tego spra-
we czy nie, bakteriofagi bronig nas kazdego dnia, ogra-
niczajac populacje niezliczonych rzeszy bakterii, ktore
w innym przypadku moglyby sta¢ si¢ zagrozeniem dla
organizméw wyzszych. Proczutrzymywaniaréwnowagi

w populacjach bakterii zasiedlajacych rézne ekosyste-
my, fagi maja réwniez wplyw na réznorodno$¢ gene-
tyczng mikroorganizmow poprzez proces transdukcji,
czyli przeniesienia informacji genetycznej z jednej bak-
terii do nastgpnej (na skutek btednego zatadowania kap-
sydu fragmentem DNA bakterii). Fagi w tym procesie
pelnig rol¢ wektora i przyspieszaja para-ptciowa ewolu-
cje bakterii. Tak wiec bakteriofagi petnig bardzo wazna
rolg w ztozonym ekosystemie naszej biosfery.

Dzigki ich niezwyktym wilasciwosciom przy jedno-
cze$nie dos¢ nieskomplikowanej budowie bakteriofagi
znajduja zastosowania w coraz to nowych dziedzinach.
Naukowcy znajdujg czasem zaskakujace i niespodzie-
wane zastosowania dla fagow w biotechnologii i inzy-
nierii genetycznej, do celowanego dostarczania lekow,
stymulacji uktadu odpornosciowego, terapii genowej,
optymalizacji nowych lekow peptydowych czy do pro-
dukcji biosensoréw wykrywajace konkretne szczepy
bakteryjne. Kto wie, gdzie znajduje si¢ kres mozliwo-
$ci wykorzystania tych fascynujgcych wirusow?
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MIKROSATELITY - MALE MARKERY GENETYCZNE
O WIELKIM ZNACZENIU

Przemystaw Tomczyk (Lodz)

Streszczenie

Mikrosatelity sa odcinkami niekodujacego DNA, z tego wzgledu pojawiajace si¢ w nich mutacje zwykle
(ale nie zawsze) nie powoduja zmian u organizmu zywego 1 nie sg one naprawiane. Dlatego tempo mutacji
mikrosatelitow jest bardzo wysokie i praktycznie kazdy organizm ma unikalng ich kombinacje — dzigki temu
mogg by¢ wykorzystywane jako markery genetyczne w wielu dziedzinach: do badan nad genomem i wykry-
wania chorob genetycznych, do ustalania ojcostwa, w kryminalistyce, kontroli rodowodow rasowych zwierzat,
w badaniach genetyki populacji i rekonstrukcji jej niedalekiej przesztosci.

Abstract

Microsatellites are fragments of non-coding DNA, therefore mutations appearing in them usually (but not
always) do not cause changes in the living organism and they are not repaired. Therefore, the rate of micro-
satellite mutation is very high and practically every organism has a unique combination of its - thanks to this
they can be used as genetic markers in many areas: for genomic research and detection of genetic diseases,
paternity testing, forensic science, control of animals pedigree, in population genetics and reconstruction of
its recent past.

U organizmow eukariotycznych (np. roslin i zwie-
rzat) materiat genetyczny tylko w matej czesci sktada
sie z ,,sensownej” informacji. Np. u cztowieka geny
i sekwencje genopodobne (np. introny) stanowia oko-
fo 40% genomu, a szacowana liczba genéw (okoto
20 tysigcy) to zaledwie 2%. Pozostata czg$¢ geno-
mu (okoto 60%) sktada si¢ z DNA miedzygenowego
i zwykle nie podlega presji selekcyjnej, a zachodzace
W niej zmiany (mutacje) s zazwyczaj zachowywane
i przekazywane nastepnemu pokoleniu.

Sposrod tego DNA migdzygenowego okolo 18%
stanowia sekwencje unikatowe lub wystgpujace w ge-
nomie w jednej lub niewielu kopiach. Zdecydowana
wiekszo$§¢ DNA migdzygenowego to sekwencje po-
wtorzone umiarkowanie lub wielokrotnie. U cztowie-
ka stanowig one okoto 42% DNA [3], u pozostatych
organizmoOw szacuje si¢, ze ich zawarto$¢ to od 30%
do nawet 90%. Wystepuja one w genomie w wielu
kopiach i charakteryzuja sie okreslona dhugoscia,
rodzajem oraz ukladem nukleotydéw. Sekwencje






