Transkrypt: Inspirowana fagami identyfikacja molekularnych celéw
lekédw przeciwbakteryjnych

Slajd 1

Witajcie na elektronicznym wyktadzie poswieconym inspirowanej fagami identyfikacji molekularnych
celéw lekdw przeciwbakteryjnych. W pierwszej czesci wyktadu wyjasnione zostanie dlaczego istnieje
ogromna potrzeba poszukiwania nowych celdw dla srodkéw przeciwbakteryjnych i czym te cele
w zasadzie sg. W drugiej czesci krok po kroku objasniony zostanie proces poszukiwania tych celéw
z wykorzystaniem fagéw jako Zrdédta inspiracji. Wyktad zakonczy krétkie omoéwienie jak molekularne
cele przeciwbakteryjne mogg zostac uzyte do pozyskania nowych antybiotykdw.

Slajd 2

W ostatnich latach doniesienia medialne czesto skupiajg sie na problemie rosngcej opornosci
patogennych bakterii wobec obecnie dostepnych antybiotykéw. Oznacza to, ze bakterie nie s3
wrazliwe na dostepne antybiotyki, a tym samym leczenie infekcji bakteryjnych stato sie duzo
trudniejszym wyzwaniem. Dlatego Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) zwrdcita sie w ostatnim
czasie z apelem o pomoc, publikujac liste bakterii, dla ktorych istnieje pilne zapotrzebowanie na nowe
antybiotyki. Sposrdd nich Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter baumanii nalezg do najbardziej
krytycznej grupy lekoopornych bakterii, dla ktérych poszukiwanie nowych antybiotykdow jest
szczegblnie wazne. Celem stworzenia tej listy jest zachecenie naukowcow do badan nad nowymi
antybiotykami, ktore specyficznie hamujg molekularne cele wewngtrz komodrek bakterii. Cele
rozumiane sg tutaj jako biatka lub procesy niezbedne bakteriom do przezycia, jak np. synteza $ciany
komdrkowej czy rybosomy. Co wiecej, muszg one by¢ podatne na inhibicje — to znaczy, ze musi istniec
mozliwo$¢ znalezienia antybiotykdw oddziatujgcych na dane biatko lub proces i tym samym
hamujacych wzrost bakterii. Jako naturalni wrogowie bakterii, fagi posiadajg toksyczne biatka, ktére
podczas infekcji hamujg kluczowe dla komdrek bakteryjnych procesy komdrkowe i zamieniajg
gospodarza w maszyne produkujgcg fagi potomne. Te toksyczne biatka fagowe zostaty
wyselekcjonowane w procesie ewolucji, dlatego tez sg bardzo skuteczne. Identyfikacja bakteryjnych
biatek i proceséw, bedgcych molekularnym celem dla toksycznych biatek fagowych oraz nasladowanie
ich toksycznego efektu moze przyczynié sie do rozwoju nowych antybiotykdw.

Slajd 3

Poszukiwanie molekularnych celéw dla nowych terapeutykéw mozna podzieli¢ na 3 etapy: Pierwszy
etap obejmuje sekwencjonowanie genoméw fagéw specyficznych wobec wybranych bakterii oraz
przewidywanie fagowych gendéw. Drugi — identyfikacje gendw, ktérych produkty wykazujg dziatanie
przeciwbakteryjne i wreszcie ostatni — znalezienie w komérce bakterii molekularnych celéw, na ktére
toksyczne produkty tych gendw oddziatujg. Te trzy etapy zostang teraz omdwione szczegétowo.

Slajd 4

Na poczatku zostaje wybrany fag, infekujacy bakterie, dla ktérej chcemy uzyskaé nowy antybiotyk — na
przyktad fag specyficznie infekujgcy Pseudomonas aeruginosa. Po zebraniu kilku fagéw odpowiedniego
typu, genomy fagowe s3 izolowane i okreslana jest ich sekwencja nukleotydowa. W ostatnim kroku
wykorzystuje sie narzedzia bioinformatyczne do wytypowania w obrebie zsekwencjonowanych
genomow gendw kodujgcych biatka fagowe.

Slajd 5

Drugi etap obejmuje sprawdzenie, ktére z wytypowanych genéw fagowych kodujg biatka toksyczne dla
wybranej bakterii. W pierwszym kroku dla kazdego z wytypowanych genéw fagowych konstruowany
jest indywidualnie plazmid ekspresyjny. Jest to mata, kolista czgsteczka DNA, zawierajaca pojedynczy
gen fagowy. Nastepnie konstrukty plazmidowe sg wprowadzane do cytoplazmy komédrek wybranej
bakterii w procesie transformacji. Ostatnim krokiem jest indukcja ekspresji genéw fagowych,



skutkujgca produkcjg biatek fagowych w komadrkach bakterii. Identyfikacja biatek toksycznych dla
bakterii opiera sie na ocenie wzrostu bakterii w obecnosci danego biatka fagowego w cytoplazmie.

Slajd 6

Ocena wzrostu bakterii w celu identyfikacji toksycznych biatek fagowych jest wykonywana
w nastepujgcy sposdb. Dla kazdego fagowego genu poréwnywany jest wzrost bakterii nie
produkujgcych danego biatka i bakterii produkujgcych to biatko. Oczekuje sie, ze bakterie, ktore jedynie
posiadajg plazmid, ale nie produkujg biatek fagowych namnazajg sie normalnie. Z drugiej strony, dla
bakterii produkujgcych biatka fagowe mozliwe sg dwie opcje. Jesli bakterie te nadal namnazajg sie
normalnie, produkowane biatka nie sg toksyczne. W odwrotnym przypadku, gdy biatka fagowe s3
toksyczne, bakterie nie beda namnazaty sie normalnie. Poprzez przeprowadzenie takiego
eksperymentu dla kazdego zidentyfikowanego genu fagowego, mozliwe jest wybranie tych gendéw
fagowych, ktére kodujg toksyczne dla bakterii biatka.

Slajd 7

Jak mozna na tym etapie znalez¢ biatka bakteryjne, bedace celem zidentyfikowanych toksycznych
biatek fagowych? Jedna z metod opiera sie na koprecypitacji (pull-down assay). W tej metodzie
wybrane toksyczne biatko fagowe jest wykorzystywane jako przyneta do schwytania bakteryjnego
biatka-celu. Biatko fagowe jest najpierw immobilizowane wewnatrz kolumny. Nastepnie od géry
kolumny wprowadzana jest mieszanina wszystkich biatek produkowanych przez interesujgcg nas
bakterie. Podczas wedréwki przez kolumne, biatka bakteryjne mogg oddziatywac z immobilizowanym
biatkiem fagowym. Te sposrdd nich, ktére sg celem wybranego biatka fagowego, beda zatrzymywane
wewnatrz kolumny, podczas gdy pozostate nie bedg zatrzymywane i opuszczg kolumne. Ostatecznie
zatrzymane wewnatrz kolumny biatka bakteryjne moga zostaé¢ poddane elucji i zidentyfikowane.
Alternatywnie, inne techniki mogg réwniez by¢ wykorzystane do identyfikacji bakteryjnych celéw dla
toksycznych biatek fagowych. Jednym z przyktadow jest technika oddziatywan biatko-biatko ,yeast
two-hybrid”, ktdrej uzycie zostato przedstawione w pracy Wagemans et al.

Slajd 8

Jak mozna wykorzystac te bakteryjne biatka-cele toksycznych biatek fagowych w procesie tworzenia
nowego antybiotyku? Proces ten zaktada identyfikacje matej czasteczki, ktéra nasladowataby dziatanie
toksycznego biatka fagowego, czyli wywierata podobny efekt hamujacy na bakteryjnym biatku-celu.
Biatka fagowe same w sobie nie mogg by¢ uzyte jako antybiotyki, poniewaz biatka sg szybko rozktadane
w procesie trawienia w przewodzie pokarmowym i nie mogg penetrowaé¢ do wnetrza komdrek
bakteryjnych. Natomiast mate czasteczki nie sg trawione, a ich niewielki rozmiar pozwala na penetracje
i wywofanie toksycznego efektu wewnatrz komérki bakteryjne;j.

Slajd 9

Jesli chcesz dowiedziec¢ sie wiecej na temat antybiotykoopornosci i wykorzystania toksycznych biatek
fagowych w identyfikacji nowych molekularnych celéw dla lekéw przeciwbakteryjnych, polecamy
ponizsze pozycje literaturowe. Dziekujemy za udziat w tym wyktadzie online.



