9.1 Wprowadzenie do biologii faga M13
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Aby zrozumie¢ sens metody ,,phage display” nalezy przyblizy¢ biologie faga M13,

ktory jest jednym z najczesciej wykorzystywanych w tej technice fagiem.

M13 jest fagiem filamentarnym, zaleznym od fimbrii (piluséw) typu F, a jego

gospodarzem jest E. coli.

2.1 Fagi zalezne od fimbrii typu F infekujg swojego gospodarza wykorzystujgc wtasnie

ten receptor. Fimbria typu F jest dtugg, kurczliwg strukturg, wykorzystywang przez

bakterie w procesie koniugacji. Pilusy typu F wystepujg wytgcznie na tych komorkach

E. coli, ktore posiadajg plazmid koniugacyjny (zwany réwniez plazmidem F).

2.2 Fag filamentarny M13 rozpoznaje pilusy typu F na komédrce gospodarza i

wykorzystuje je w celu wprowadzenia materiatu genetycznego. Na widocznej rycinie

zaprezentowano faga M13 potgczonego z fimbrig typu F.

2.3 Rycina wyjasnia réwniez, dlaczego M13 nalezy do fagdw filamentarnych — jego

kapsyd przyjmuje bowiem ksztatt dfugiego, elastycznego wtdkna.

Kapsyd faga M13 ma 7 nm $rednicy i osigga 900 nm dtugosci. Wirion tego faga sktada

sie z czgsteczki DNA otoczonej biatkowym ptaszczem (ztozonym z 5 réznych biatek).

3.1 Kapsyd faga M13 sktada sie w gtéwnej mierze z biatka bedgcego produktem genu
8. Filament zawiera okoto 2800 czgsteczek tego biatka, ktére tworzy swego
rodzaju tube, chronigcg DNA przed wptywem Srodowiska. Kazdy z koricow
filamentu zaopatrzony jest w inny zestaw biatek.

3.2 Koniec dystalny filamentu zawiera biatka, bedgce produktami genéw 7 9.
Proteiny te sg niezbedne w trakcie sktadania wiriondw potomnych w trakcie
infekcji. Biatka 7 i 9 odpowiadajg za rozpoznanie czgsteczek wirusowego DNA i
inicjacje jego pakowania do wnetrza kapsydu.

3.3 Na proksymalnym koncu kapsydu wystepujg biatka, bedgce produktami genéw 6
i 3. Funkcja biatka 6 jest stabilizowanie struktury wirionu, z kolei biatko 3 jest
wyeksponowane w kierunku srodowiska, a jego gtéwnym zadaniem jest
interakcja z fimbriami typu F na powierzchni bakterii. Biatko 3 pomaga réwniez w
uwalnianiu wiriondw potomnych z komérki gospodarza.

3.4 Genom faga M13 sktada sie z jednoniciowego DNA i zawiera jedynie okoto 6400
par zasad. Materiat genetyczny tego wirusa zawiera wyfgcznie geny niezbedne do
prawidtowego przebiegu infekcji.

3.5 Poza biatkami strukturalnymi oméwionymi powyzej, genom faga M13 koduje
rowniez proteiny odpowiedzialne za replikacje DNA oraz sktadanie wirionéw
potomnych. Ponadto w genomie tego wirusa istnieje region nie kodujacy
zadnego biatka, ale zawierajagcy dwa miejsca inicjacji replikacji (ori) — po jednym
na kazdy z mozliwych kierunkéw replikacji. Miejsca te sg niezbedne do
rozpoczecia replikacji genomu. Poza tym, w genomie M13 znajduje sie réwniez
sekwencja sygnatowa, rozpoznawana przez kompleks biatek 7 i 9, umozliwiajgca
zapakowanie czgsteczki DNA do wnetrza pustego kapsydu.



Po krotkim wstepie na temat budowy wirionu faga M13, mozna zagtebic sie w
mechanizmy powstawania czgsteczek tego wirusa.
4) Nowe wiriony powstajg w skutek infekcji E. coli fagiem M13. Schemat tej infekcji
zostat zaprezentowany ponize;j.

4.1 Jak wspomniano wczesniej, fag filamentarny M13 moze zainfekowac tylko te
komorki E. coli, ktére posiadajg pilusy typu F. Fimbrie typu F sg bowiem
niezbedne, aby materiat genetyczny wirusa mégt wnikng¢ do wnetrza komorki
gospodarza. W fazie poczagtkowej fag M13 rozpoznaje i adheruje do fimbrii przy
pomocy wystajgcego z kapsydu biatka 3. W momencie, gdy pilus ulega
skurczeniu, DNA faga zostaje wciagniete do wnetrza komorki, przy czym jego
biatkowy ptaszcz ulega roztozeniu.

4.2 Zaraz po wniknieciu wirusowego materiatu genetycznego (ssDNA) do wnetrza
komoérki, enzymy gospodarza przeksztatcajg go w forme dwuniciowg (dsDNA), a
nastepnie rozpoczyna sie replikacja genomu. Powstate w ten sposéb kopie stuzg
zaréwno do ekspresji gendw odpowiedzialnych za namnazanie wirusa, jak i
stanowig matryce dla kolejnych kopii genomu.

4.3 Gdy w cytoplazmie gospodarza pojawiajg sie gotowe biatka i czgsteczki DNA
wirusowego, rozpoczyna sie sktadanie wiriondow potomnych. Nowo utworzone
kopie DNA s3 chronione przed enzymami gospodarza przy pomocy biatka 5, az do
momentu rozpoznania sekwencji sygnatowej przez kompleks biatek 7i9. W
momencie wychwycenia czgsteczki DNA przez ten kompleks, rozpoczyna sie
pakowanie materiatu genetycznego do gotowego kapsydu.

4.4 Wiriony potomne uwalniane sg do srodowiska przez btfone komdrkowa, a
konkretnie przez kanat tworzony przez biatko 4. Proces ten nie prowadzi do lizy
komorki gospodarza, a infekcje tego typu nazywamy chroniczng. W ten sposdb
bakteriofag M13 namnaza sie do wysokiego miana i moze atakowac kolejne
wrazliwe komorki E. coli.

Niewielki genom, nieskomplikowany system infekcji oraz tatwos¢ amplifikacji
faga M13 czyni go idealnym modelem do stworzenia systemu ,phage display”.
System ten zostanie doktadnie omowiony w czesci 2



