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Bakterie, w odpowiedzi na niekorzystne warunki $rodowiska, takie jak niedobor sktadnikéw
odzywczych, czy tez stres wywolany obecnoscig antybiotykow wyksztatcajg szereg mechanizmow
obronnych, umozliwiajacych im przetrwanie. Manifestuje si¢ to migdzy innymi poprzez wzrastajacg liczbe
zakazen bakteryjnych u ludzi i zwierzat oraz wystepowaniem nawracajacych i chronicznych infekcji. Ze
wzgledu na trudnosci terapeutyczne zwigzane z ciagle postgpujacym wzrostem opornosci wielu bakterii na
antybiotyki, czy tez stosunkowo niedawno odkryta ich zdolnoscia do tworzenia w obrgbie populacji frakcji
komorek szczegolnie opornych na zaistniate warunki (okreslanych jako persister cells) istotne jest badanie
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za powyzsze zjawiska. Najnowsze badania pokazuja, ze
jednostki zwane systemami toksyna-antytoksyna (ang. toxin-antitoxin systems, TA systems) moga odgrywac
istotng rolg w wytwarzaniu komorek typu persister oraz wirulencji bakterii. W obrgbie genomow tych
mikroorganizméw jednostki TA sg szeroko rozpowszechnione i tworza operony ztozone z genu toksyny,
kodujacego stabilne biatko wykazujace toksycznos¢ dla komoérek bakterii oraz genu antytoksyny,
kodujacego niestabilny inhibitor toksyny o réznej naturze biochemicznej (RNA Iub biatko). Systemy TA
identyfikowane sg zarowno w puli plazmidowego, jak i chromosomowego DNA bakterii. Tym pierwszym
przypisuje si¢ role w utrzymywaniu plazmidow w populacji bakteryjnej. Istnieja rowniez dowody
wskazujace na udziat tych jednostek w regulacji ekspresji genéw odpowiedzialnych za wirulencje bakterii.
Rola chromosomowych systemow TA stanowi obecnie obiekt ozywionej dyskusji. Z jednej strony wskazuje
si¢ na ich potencjalny udziat w zjadliwosci bakterii (poprzez wptyw na formowanie komorek typu persister,
czy tez tworzenie biofilmu bakteryjnego). Z drugiej natomiast, przypisuje si¢ im miano samolubnych
elementow genetycznych, ktore po zmianie lokalizacji z plazmidowej na chromosomowa ulegaja degradacji i
staja si¢ niefunkcjonalnymi pseudogenami.

Obiektem badan przedstawionych w projekcie jest system toksyna-antytoksyna pemlIKsy,
zidentyfikowany w chromosomowym DNA szczepow bakterii gronkowca Staphylococcus pseudintermedius.
W toku analiz bioinformatycznych, dla badanego systemu wykazano wysoka heterogeniczno$¢ przejawiajaca
si¢ wystepowaniem dwoch wariantow toksyny i az pigciu wariantow antytoksyny. Co istotne, wykazano
réwniez homologie tego uktadu do plazmidowego systemu TA, wystepujacego u bakterii S. aureus, 0
potwierdzonym wplywie na wirulencje bakterii. W toku badan wstgpnych wykazano, ze toksyna PemKs,
wykazuje zdolnos¢ do rozktadu kwasu rybonukleinowego (RNA) z ktérego zbudowane sa transkrypty
genow. Natomiast antytoksyna Pemls, jest inhibitorem toksyny. Stad tez glownym celem projektu jest
okreslenie funkcji biologicznej systemu pemlKs, w komoérkach S. pseudintermedius, w kontekscie zmiany
lokalizacji genow kodujacych ten uktad z plazmidowej na chromosomows, z drugiej wplywu zmian
strukturalnych w poszczegdlnych wariantach systemu na jego aktywnos$¢. Zaplanowane badania podzielone
beda na etapy, z ktorych pierwszy polegat bedzie na okresleniu sekwencji w obrebie ktorej degradowane
moga by¢ transktypty genow rozpoznawanej przez oba warianty toksyny PemKs, co0 w zamysle umozliwi
wskazanie potencjalnej roli badanego systemu TA w regulacji ekspresji genéw. W drugim etapie planowane
jest zbadanie wtasciwosci wariantow antytoksyn Pemls,, co pozwoli odpowiedzie¢ na pytanie czy uktad TA
jako cato$¢ jest funkcjonalny. Nastepnie zbadane zostang mozliwosci oddziatywania in vitro oraz in vivo
komponentoéw systemu PemlKs,, jak rowniez ich krzyzowej interakcji z biatkami homologicznego systemu z
S. aureus, co umozliwi uzyskanie informacji na temat ewolucji tych uktadow u tych bakterii. W ostatnim
etapie zostang podj¢te proby krystalizacji toksyny PemKs, w celu okreslenia jej struktury przestrzennej oraz
porownania do analogicznych prob dla toksyn PemKsy,.

Tematyka projektu w cato$ci wpisuje si¢ w obecnie prowadzong debat¢ na temat roli i ewolucji
ulokowanych w chromosomowym DNA systeméw toksyna-antytoksyna. Zrealizowanie zalozonych zadan
badawczych pozwoli okresli¢ funkcjonalnosci i funkcje systemu pemlKs, w komorkach Staphylococcus
pseudintermedius. Ponadto okresli, czy ewentualna rézna funkcjonalno$§¢ ma zwiazek z obserwowanymi
wariantami komponentow uktadu, co pozwoli odnies¢ si¢ do doniesien literaturowych na temat mozliwej
degradacji systeméw toksyna-antytoksyna po zmianie lokalizacji z plazmidowej na chromosomowg lub
przeciwnie wskaza¢ na mozliwos¢ petlnienia przez ten uktad wyrafinowanej roli regulacyjnej.



