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Celem niniejszego projektu jest wykorzystanie techniki ,,phage display” do wyselekcjonowania
bakteriofaga/peptydu wiazacego bialko C-reaktywne (CRP) - markera procesu zapalnego w
organizmie czlowieka - i zastosowaniu go do odréznienia rodzaju infekcji wirusowej od bakteryjnej.

CRP jest jednym z bialek tzw. ostrej fazy. Jego podwyzszone stezenie we krwi §wiadczy o stanie
zapalnym w organizmie cztowieka. Badanie CRP jest istotne przy monitorowania i diagnozowaniu wielu
chorob np. uktadu krazenia lub autoimmunologicznych. Ponadto badanie poziomu CRP we krwi jest
niezmiernie istotne przy odroznieniu rodzaju infekcji wirusowej od bakteryjnej. Taka informacja jest
kluczowa szczegolnie w dobie postepujacej antybiotykoopornosci. Niestety, aktualnie dostgpny na rynku
test wykorzystywany do pomiaru CRP jest dos¢ drogi, a przez to nie dla wszystkich dostepny. Dlatego
wydaje si¢ mozliwe zwickszenie dostgpnosci do tego typu testOw poprzez obnizenie ich ceny produkcji.
Proponowany projekt moze stanowi¢ cze$ciowe rozwigzanie tego problemu poprzez zidentyfikowanie
nowych, tanszych receptorow wiazacych CRP. Te z kolei w przysztosci moga zosta¢ wykorzystane do
tworzenia szybkich, czutych i tanich testoéw diagnostycznych. Generalnie dziatanie testow diagnostycznych
polega na pomiarze st¢zen charakterystycznych markerow chorobowych. Do przygotowania warstwy
receptorowej testow, ktorej zadaniem jest wylapanie wybranych markerow z probki, a ktora decyduje
jednoczesnie o czutosdci i selektywnosci takiego testu, wykorzystywane sg np. przeciwciala, i tak tez jest w
przypadku testu CRP. Niestety produkcja przeciwcial jest droga, trudna i skomplikowana, bo wymaga
immunizacji zwierzat, a ich specyficzno$¢ i odporno$¢ na czynniki zewngtrzne jest/bywa ograniczona.
Rozwiazaniem tego problemu mogloby byé wytwarzanie sztucznych przeciwcial - zwigzkéow
organicznych (np. peptydow) odpowiedzialnych za wigzanie okreslonych czastek/markeréw lecz
posiadajacych mniej skomplikowana budowe niz klasyczne przeciwciala. Zwigzki te sa tansze, prostsze
w produkcji, bardziej stabilne, poréwnywalnie czute - a nawet czulsze - na badane czasteczki niz klasyczne
przeciwciata. W ciggu ostatniej dekady coraz czg$ciej jako sztuczne przeciwciala wykorzystywane sa czastki
bakteriofagéw (fagéw). Fagi to wirusy bakteryjne, licznie wystepujace w srodowisku naturalnym (w liczbie
szacowanej na od 10% do 10* czastek). Wykorzystywane sa one w biologii molekularnej jako czastki
modelowe 1 to wilasnie dzigki nim udowodniono, ze DNA zawiera informacje¢ genetyczng. Wspotczesnie
znajdujg zastosowanie m.in. w analizie Srodowiskowej jako wskazniki zanieczyszczenia wody Ilub
medycynie jako alternatywa dla terapii antybiotykowej. Bakteriofagi mozna rowniez wykorzysta¢ do
detekcji czastek - dzicki zastosowaniu metody ,,phage display”.

W ramach projektu zidentyfikowane zostang nowe receptory wigzace CRP przy wykorzystaniu techniki
,phage display”. Technika ta, znana w biologii molekularnej, zostata réwniez zaadaptowana do tworzenia
sztucznych przeciwciat. Sposrod kilku odmian tej metody, w niniejszym projekcie planowane jest
zastosowanie wersji wykorzystujacej biblioteki fagowe — tj. gotowe preparaty zawierajace mieszaning duzej
liczby (rzedu miliardéw) réznorodnych wariantow bakteriofagow. Polega ona na selekcjonowaniu, takich
kloné6w (odmian fagdéw), na powierzchni ktérych wystepuja peptydy posiadajace powinowactwo do
okreslonego markera. Wyselekcjonowane peptydy wykazujace najwigkszg selektywnos$¢ oraz efektywnosé
wigzania CRP scharakteryzowane zostang przy uzyciu technik biologicznych i fizykochemicznych. W tym
celu nowe receptory osadzone zostana na odpowiednio zmodyfikowanym podtozu. Gdy podtoze z warstwa
sztucznych przeciwcial zostanie zanurzone w probce zawierajacej czasteczki CRP, cze$¢ z nich zostanie
wylapana przez te przeciwciata. Schwytane w ten sposéb czasteczki CRP wywolajg za§ zmiang mierzonego
sygnalu elektrycznego lub optycznego podloza modyfikowanego warstwa sztucznych przeciwciat
umozliwiajac pomiar st¢zenia CRP w badanych probkach. Wyniki badan pokazuja, ze przy wykorzystaniu
techniki ,,phage display” mozliwe jest zidentyfikowanie fagéw/peptydow wigzacych markery chorobowe
(Biotech&Bioeng., 105 (2010) 678, J. Biotech., 187 (2014) 43). Takie peptydy, po zsekwencjonowaniu i
zsyntetyzowaniu, moga by¢ wykorzystane do przygotowania warstwy receptorowej, ktéra umozliwia czulg
oraz selektywna detekcje badanych markeréw (Anal. Chem., 82 (2010) 8235, Anal. Sci., 31 (2015) 699). Te
spostrzezenia przyczynily si¢ do podjgcia proponowanej tematyki badawcze;.

Analiza opisanych zagadnien pozwoli odpowiedzie¢ na pytanie, czy wyselekcjonowane
peptydy/bakteriofagi beda wykazywaé¢ wigksze powinowactwo do CRP niz przeciwciata oraz czy mozliwe
bedzie rozroznienie, W oparciu 0 nie, mi¢dzy infekcja wirusowa a bakteryjng. Cheé znalezienia odpowiedzi
na to pytanie przyczynita si¢ rowniez do podjecia proponowanej tematyki badawczej. Opisane badania
pozwola na poszerzenie podstawowej wiedzy zaréwno z zakresu tworzenia oraz projektowania nowych
platform sensorycznych przy wykorzystaniu nowych receptorow, jak roéwniez z zakresu biologii
molekularnej w szczegolnosci dotyczacej bakteriofagéw i techniki ,,phage display”. Nowe peptydy wigzace
CRP, zidentyfikowane podczas realizacji tego projektu, moga by¢ alternatywa dla przeciwciat i stanowi¢
trzon do konstrukcji nowych, stabilnych, tanich oraz selektywnych platform sensorycznych.



