zastosowaniach

Bakteriofagi - nanoczastki o szerokich

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2014, 68, 9, 761-765

Historia odkrycia bakteriofagéw sigga 1896 r., kiedy to brytyjski
bakteriolog Ernst Hankin zaobserwowat antybakteryjne wtasciwo-
$ci wody Gangesu. Po zbadaniu wptywu wody na obecnos¢ bakterii
z gatunku Vibrio cholerae Hankin stwierdzit, ze substancje w niej za-
warte zapobiegaja rozprzestrzenianiu si¢ epidemii cholery [1]. Dwa
lata pézniej rosyjski bakteriolog Gamaleya oraz kilku innych badaczy,
zaobserwowato podobne zjawisko w przypadku Gram-dodatniej la-
seczki Bacillus subtilis [2]. Jednak dopiero 20 lat pézniej brytyjski bak-
teriolog Frederick Twort wysunat hipoteze, ze czynnikiem antybakte-
ryjnym moze by wirus [3]. Twort nie kontynuowat jednak badan i dwa
lata pézniej mikrobiolog Felix d’Herelle ponownie zainteresowat sie
bakteriofagami. D’Herelle jako pierwszy wyizolowat fagi, a nastepnie
uzyt ich do leczenia czerwonki bakteryjnej u dzieci [4].

Bakteriofagi sa wirusami infekujacymi bakterie. Czastka faga jest
nazywana wirionem i skfada si¢ ona z biatkowego lub biatkowo-lipi-
dowego kapsydu otaczajacego genom. Wazng cecha fagéw jest ich
wysoka specyficznos¢ wzgledem gospodarza zwiazana z obecnoscia
odpowiedniego receptora na powierzchni komorki bakteryjnej [5].
Po zakazeniu bakterii bakteriofag moze niszczy¢ komoérke gospoda-
rza na drodze cyklu litycznego lub moze wtaczy¢ kwas nukleinowy
do chromosomu bakterii rozpoczynajac cykl lizogenny. Podczas cyklu
litycznego, fag uaktywnia procesy prowadzace do tworzenia potom-
nych czastek wirusa, powodujac lize komérki bakteryjnej i uwolnie-
nie fagow potomnych. W cyklu lizogennym bakteriofaga dochodzi
do integracji DNA fagowego z chromosomem bakterii. W warunkach
stresowych uruchamiany jest cykl lityczny [6, 7].

Bakteriofagi, bedac w réownowadze ze $wiatem bakterii, stanowia
istotny element ekosystemu. Ich liczbe na Ziemi szacuije si¢ na okoto
103" czastek o duzym zréznicowaniu genotypéw [8]. W tak duzej
puli wiruséw mozna oczekiwa¢ istnienia nanoczastek o szerokim
spektrum zastosowan. Dlatego tez intensywne badania z zakresu
wykorzystania tych wiruséw skupiaja sie na poszukiwaniu czastek
o potencjalnym zastosowaniu w terapii zakazen bakteryjnych.

Bakteriofagi byty wykorzystywane w terapii juz w latach trzydzie-
stych i czterdziestych ubiegtego stulecia, przegraty jednak konkuren-
cje z antybiotykami. Od wielu lat zainteresowanie fagami, jako czast-
kami o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym wzrasta, miedzy
innymi ze wzgledu na fakt, ze nieuzasadnione stosowanie antybioty-
kéw przez cate dziesieciolecia doprowadzito do powstania nowych,
opornych na nie szczepéw bakterii [9, 10]. Pierwsze centrum tera-
pii bakteriofagowej na terenie Unii Europejskiej zostato utworzone
w 2005 r. przy Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu. W sktad kolekgji Instytutu Im-
munologii, ktérej utworzenie zainicjowat w 1948 r. Profesor Ludwik
Hirszfeld, wchodzi ponad 500 wirulentnych fagéw réznego pocho-
dzenia [9]. Bezpieczenstwo fagoterapii wymaga kompleksowego po-
znania zjawiska oddziatywan czastek bakteriofagowych w ukfadach in
vivo. W tym celu wazne jest blizsze poznanie specyfiki oddziatywan
fag:bakteria, farmakokinetyki preparatéw bakteriofagowych, wta-
Sciwosci fizykochemicznych bakteriofagéw, wptywu zanieczyszczen
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i substancji stabilizujacych na wiasciwosci biologiczne preparatu.
Szczegolnie istotny jest fakt, ze w przypadku preparatéw bakteriofa-
gowych, mamy do czynienia z samo powielajacym sig uktadem i wy-
niki badan in vitro nie maja bezposredniego przetozenia na warunki
panujace in vivo [ 1].

Rozwijane s3 nowe aspekty zastosowania bakteriofagéw w te-
rapii zakazen bakteryjnych, np. rekombinowane fagi nieposiadajace
zdolnosci do lizy komérki bakteryjnej, ale powodujace jej $mier¢
[12]. Nowym podejsciem jest zastosowanie bakteriofagéw jako ad-
iuwantéw w antybiotykoterapii. Zaleta takiej mieszanej terapii jest
zmniejszenie prawdopodobienstwa pojawienia sie szczepdw bakterii
antybiotykoopornych [13, 14].

Powstato wiele firm biotechnologicznych zainteresowanych za-
stosowaniem wiruséw bakteryjnych. Przyktadem jest firma Omnily-
tics, ktora uzyskata zgode Agencji Ochrony Srodowiska US na stoso-
wanie produktu AgriPhage przeciwko chorobotwdérczym bakteriom
roslin. Firma EBI Ford Safety wprowadzita na rynek produkt o nazwie
handlowej Listex™P100 do kontrolowania rozwoju bakterii Listeria
w miesie i serze [I5]. W 2006 r., amerykanska rzadowa instytucja
ds. zywnosci i lekow FDA (US Food and Drug Administration) wy-
razita zgode na dodawanie do zywnosci preparatu fagowego LMP
102 (Intralytix, Inc.) zwalczajacego grozng bakterie Listeria. W Polsce
dziata firma Proteon Pharmaceuticals, zajmujaca sie konstruowaniem
produktéw bazujacych na bakteriofagach.

Bakteriofagi znajduja szerokie zastosowanie w inzynierii gene-
tycznej, np. jako wektory. Fagi stuza réwniez do prezentacji modyfi-
kowanych biatek na powierzchni kapsydu. Technika ta nazywana pha-
ge-display pozwala na konstruowanie bibliotek peptydowych, ktére
moga by¢ testowane pod wzgledem oczekiwanych cech [16, 17].

Rozwijane s3 réwniez metody identyfikacji bakterii, wykorzy-
stujace wysoka specyficznos¢ fagdw w wiazaniu sie i infekowaniu
okreslonych gatunkéw mikroorganizméw, np. test wykorzystujacy
infekcje fagowa do wykrywania Staphylococcus aureus (Gronkowiec
zlocisty) opornego na metycyling. W przysztosci takie metody, w po-
wiazaniu z terapia fagami, moga sta¢ si¢ skutecznym, szybkim i rela-
tywnie tanim sposobem walki z bakteriami [18, 19].

Waznym aspektem badan nad bakteriofagami jest zdefiniowanie
i poznanie wiasciwosci zanieczyszczen preparatéw fagowych, ktéd-
rych zrédtem moga by¢ sktadniki pozywki oraz produkty rozpadu
bakterii. Najistotniejszym zanieczyszczeniem w przypadku prepara-
téw otrzymywanych z wykorzystaniem bakterii Gram-ujemnych jest
lipopolisacharyd (endotoksyna, pirogen), ktory jest silnym immuno-
stymulatorem. Jego podwyzszony poziom w krwioobiegu powoduje
wiele patofizjologicznych reakcji [20]. W warunkach fizjologicznych
organizm ludzki jest nieustannie narazony na kontakt z endotoksyna-
mi, sa one wszechobecnym elementem otaczajacego nas srodowiska.
W przypadku preparatéw iniekcyjnych normy stezenia endotoksyn
sa zalezne od rodzaju produktéw i tak, we wdychanym powietrzu
jest to 20 ng m? = 200 EU m? [21]. Termin EU (Endotoxin Unit)
okresla pirogenne wtasciwosci preparatu. | EU jest réwnowazna
120 pg/ml endotoksyny Escherichia coli O111:B4 [22]. W przypadku
preparatéw podawanych dozylnie norme okresla Farmakopea i jest
to 5 EU kg' masy ciata na godzine (European Pharmacopoeia, 1997)
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[23]. W przypadku preparatéow podawanych do centralnego uktadu
nerwowego stezenie endotoksyn w preparacie nie moze przekraczaé¢
0,2 EU kg' masy ciata na godzine.

Istnieje wiele metod usuwania endotoksyn z preparatéw. Spo-
rzadzenie apirogennych wodnych roztworéw soli nie nastrecza
problemoéw, natomiast usuwanie zanieczyszczen z preparatéw bio-
logicznych, np. biatkowych, wymaga kazdorazowo indywidualnych
rozwiazan. Dobierajac metode oczyszczania nalezy uwzgledni¢ zré-
dfo, strukture i mase czasteczkowa endotoksyny oraz nature i mase
czasteczkowg oczyszczanej biomolekuly. Stosowane sg procedury,
takie jak ultrafiltracja, filtracja zelowa na nosnikach policukrowych,
czy separacja fazowa. Metody te wykorzystuja réznice w masach
czasteczkowych, oddziatywaniach z ligandami oraz réznice we wta-
$ciwosciach hydrofilowych i hydrofobowych [24-29].

Bakteriofagi to nanoczastki o zréznicowanej wielkosci, zbudo-
wane z makroczasteczek rézniacych sie tadunkiem i hydrofobowo-
$cig. Ztozono$¢ biochemiczna wirionu fagowego oraz jego wiel-
kos¢, siegajaca nawet setek nanometréw, sprawia, ze nie wszystkie
procedury oczyszczania stosowane w biotechnologii i chemii moga
znalez¢é zastosowanie. Rdznorodnos$é czastek tworzacych kapsyd
bakteriofagéw sprawia¢ moze, ze silne oddziatywanie z panelem
matryc chromatograficznych utrudni lub uniemozliwi elucje czy-
stych preparatéow. Wyjatek stanowi ztoze celulozowe charaktery-
zujace sie niewielka prezentacja do $rodowiska negatywnie nata-
dowanych grup siarczanowych. Ztoze dzigki ograniczonej liczbie
wiazan jonowych z bakteriofagami umozliwia elucje oczyszczonej
frakcji w wysokiej sile jonowej [30]. Nowe podejscie, zastosowa-
ne do oczyszczania preparatéow bakteriofagowych wykorzystuje
powinowactwo endotoksyn do biatka fagowego. Przyktadem jest
komercyjny preparat EndoTrap® [31].

W Laboratorium Chemii Biomedycznej,,Neolek” IITD PAN, obok
chromatografii jonowymiennej [30] wykorzystano ekstrakcje heterofa-
zowa, ktéra pozwala na efektywne usunigcie pirogenéw rozpuszczal-
nikami trudno mieszajacymi sie z woda [32]. Zastosowana w dalszych
etapach filtracja membranowa pozwala na otrzymanie praktycznie wol-
nych od pirogenéw preparatéw bakteriofagowych. Metoda pozwala
na usuwanie pirogenéw z preparatéw bakteriofagowych namnazanych
w bakteriach Gram-ujemnych z 99% efektywnoscia.

Spetnienie wymagan stawianych preparatom farmaceutycznym
jest duzym wyzwaniem w przypadku bakteriofagow. Nie chodzi
tu tylko o czysto$¢ produktu, ale i o jego stabilnos¢. Wykazano,
ze wysokooczyszczone preparaty w ubogich mediach szybko traca
aktywnos¢ przeciwbakteryjna, a w obecnosci tréjblokowego kopoli-
meru (pluronic) znacznie ogranicza utrate aktywnosci [33].

Stosowane technologie powinny gwarantowa¢ powtarzalnos¢
szarz. Bakteriofagi nalezy traktowa¢ jako nanoczastki zbudowane
z wielu biatek o réznych cechach decydujacych o ich wtasciwosciach
fizykochemicznych. Poznawanie tych wiasciwosci moze okaza¢ sig
kluczowe dla opracowania metod oczyszczania, warunkéw przecho-
wywania, sterylizacji i stabilizacji preparatéw fagowych.

Badania nad lizatami bakteriofagowymi sa realizowane w ramach grantu
NCBiR nr 13-0089-06
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Aktualnosci z firm

Dr inz. Bozena SZERMER-OLEARNIK ukonczyta studia na Politechnice
Wroctawskiej na Wydziale Chemii (2005). W 2013 r. uzyskafa stopien doktora
nauk biologicznych. Jest asystentem w Laboratorium Chemii Biomedycznej
,NEOLEK” w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN im Ludwi-

ka Hirszfelda we Wroctawiu. Specjalno$¢ - technologie bakteriofagow.

*Prof. dr hab. inz. Janusz BORATYNSKI ukoriczyt studia na Politechnice
Wroctawskiej na Wydziale Chemii (1972). W 1980 r. uzyskat stopien doktora
nauk biologicznych, habilitacja - 2000 r., tytut profesora - 2009 r.. Jest kierow-
nikiem Laboratorium Chemii Biomedycznej ,NEOLEK” w Instytucie Immu-
nologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu.

Specjalnos¢ - chemiczne modyfikacje makroczastek biologicznych.

News from the Companies

Dokoriczenie ze strony 760

Lanxess inwestuje w nowa linie do produkcji tworzyw spe-

cjalistycznych

Niemiecka spotka Lanxess poinformowata o planach rozwoju
zaktadow produkujacych kompoundy zlokalizowanych w miejsco-
wosci Gastonia (Karolina Pétnocna, USA). Budowa drugiej linii pro-
dukcyjnej pochtonie ok. 15 mIn USD i pozwoli na podwojenie mocy
do poziomu 40 tys. ton rocznie.

Rozpoczecie inwestycji planowane jest na druga potowe br.
Zgodnie z harmonogramem produkcja miataby sie rozpoczaé na
poczatku 2016 r. W fabryce w Gastonii wytwarzane sa tworzywa
specjalistyczne: poliamidy Durethan oraz poli(tereftalan butylenu)
Pocan. Sa one wykorzystywane zwiaszcza w branzy motoryzacyj-
nej do produkgji lekkich komponentéw zastepujacych dotychczas
stosowane elementy metalowe. (kk)

(http://www.plastech.pl/, 18.08.2014)

Synthos S.A. poszerza portfolio

Jednostka produkcyjna Dyspersji i Klejow Boryszew ERG S.A.
w Sochaczewie zostata wiaczona w strukture Synthos S.A. Pofa-
czenie to jest kolejnym krokiem w budowaniu pozycji wiodacego
dostawcy produktéw chemicznych i lidera rynku oferujacego wy-
sokiej jakosci rozwiazania w segmencie dyspersji i klejow, realizo-
wanym przede wszystkim z mysla o odbiorcach i uzytkownikach
koncowych. (kk)

(http://synthosgroup.com, 25.08.2014)

Znaczaca inwestycja LyondellBasell w USA

Spotka LyondellBasell poinformowata o planach budowy nowej
fabryki tlenku propylenu (PO) i tert-butanolu (TBA) w rejonie Za-
toki Meksykanskiej w USA. Roczne zdolnosci produkcyjne zaktadéw
beda wynosity 407 tys. ton PO oraz 906 tys. ton TBA i pochodnych.
Harmonogram prac przewiduje uruchomienie zaktadéw w 2019 .
Realizacja projektu pozwoli w jego szczytowym momencie zatrudni¢
nawet 1200 oséb. (kk)

(http://www.plastech.pl, 26.08.2014)
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Kolejny sukces Cztonkéw Slaskiego Klastra NANO

Kolejne firmy Klastra NANO pozyskaly dotacje na innowacyjne
technologie z Programu Badan Stosowanych (PBS). ALVO, CERTECH,
Instytut Metali Niezelaznych z Gliwic pozyskaty ponad 2,5 min PLN na
projekt ,,Opracowanie nowych funkcjonalnych, aktywnych biologicznie
powtok przeznaczonych na elementy wyposazenia placéwek medycz-
nych”. Firma TK NANO wraz z partnerami pozyskafa ponad 1,6 min
PLN na projekt : Opracowanie receptur uszczelniaczy akrylowych i
silikonowych o podwyzszonej odpornosci na korozje mikrobiologiczng
opartych o wodne i niewodne nanodyspersje srebra”. (kk)

(http://www.imn.gliwice.pl, 12.08.2014)

Niemieckie certyfikaty Synthosu

Firma Synthos otrzymata dokumentacje Deutschen Instituts fiir
Bautechnik (DIBt), uprawniajaca do sprzedazy SYNTHOS XPS oraz
SYNTHOS XPS PRIME w Niemczech. Uzyskane certyfikaty potwier-
dzaja, ze Synthos XPS, to produkt o najlepszych parametrach, spet-
niajacy rygorystyczne wymagania rynku niemieckiego. (kk)

(http://synthosgroup.com, 21.08.2014)

Lider wsroéd Liderow

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju rozstrzygneto V edycje progra-
mu Lider. Jednym z jego laureatéw jest dr inz. Grzegorz Boczkaj z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdariskiej, ktérego projekt nosi tytut ,Badania
nad otrzymywaniem i wiasciwosciami sorbentéw wytwarzanych z asfal-
téw”. Celem badan jest opracowanie nowych zastosowan dla sorbentéw
wystepujacych pierwotnie w ropie naftowej. Po procesie rafinacji ropy
ta specyficzna grupa substancji chemicznych w catosci wystepuje w pozo-
statosci po destylacji prézniowej, z ktérej wytwarza sie asfalty. Od strony
wytwarzania materiatéw wynikami pracy dr. Boczkaja zainteresowa¢ moga
sie firmy przemystu rafineryjnego i petrochemicznego. Zakres zastosowari
jest bardzo szeroki i dotyczy zaréwno branzy analityki chemicznej, jak
i przemystowych rozwigzan z zakresu ochrony $rodowiska. (kk)

(http:/Ipg.edu.pl, 22.08.2014)
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