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Analiza funkcjonalna genomow bakteriofagow Staphylococcus aureus z rodzaju Kayvirus w
poszukiwaniu molekularnych podstaw szerokiej specyficzosci i strategii przetrwania w populacji z
gospodarzem

Gronkowiec zlocisty (Staphylococcus aureus) jest jedna z dominujacych bakterii chorobotwérczych
dla czlowieka. Zaliczany jest do tzw. grupy ESKAPE - bakterii, ktére sa wiodaca przyczyna infekcji
szpitalnych z uwagi na zdolnos¢ do szybkiego nabywanie opornosci na antybiotyki. Zakres schorzen
powodowanych przez gronkowca zlocistego waha sie od niewielkich ubytkéw skérnych poprzez glebokie
rany skoéry i tkanek miekkich, a koriczac na zagrazajacych zyciu chorobach inwazyjnych takich jak sepsa,
zapalenia wsierdzia, czy syndrom szoku toksycznego. Narastajacy problem opornosci szczepéow
gronkowca zlocistego na antybiotyki stal sie przyczyna zainteresowania alternatywnymi dla
antybiotykéw Srodkami walki z ta bakteria. Wsréd nich sa bakteriofagi - naturalnie wystepujace
wirusy bakteryjne, nieszkodliwe dla komorek zwierzat, roslin i czlowieka. Bakteriofagi z rodzaju
Kayvirus sa bezwzglednie litycznymi fagami, ktére infekuja i zabijaja komorki wiekszosci szczepow
gronkowca zlocistego izolowanych od pacjentéw, w tym szczepy antybiotykooporne. Sprawdzity sie
jako skuteczne srodki przeciwgronkowcowe w eksperymentalnych terapiach zakazen ta bakterig u ludzi i
zwierzat. Problemem jest niewystarczajaca wiedza o ich biologii i cechach zapewniajacych zdolnos¢ do tak
skutecznej infekcji, niezbedna do zrozumienia ich interakcji z bakteriami i oceny bezpieczenstwa
stosowania. Funkcje ponad polowy z ~200 gendéw tych bakteriofagéw sa nieznane. Nie wiadomo tez,
dlaczego nieliczne szczepy gronkowca ztocistego nie sa skutecznie infekowane. Celem tego projektu jest
analiza funkcji niezbadanych dotad genéw reprezentacyjnego bakteriofaga z rodzaju Kayvirus,
poznanie mechanizméw umeozliwiajacych kaywirusom przelamywanie bakteryjnych systeméw obrony
przed bakteriofagami, a takze identyfikacja cech genetycznych gronkowca zlocistego determinujacych
wrazliwos¢ lub opornosc¢ szczepow tej bakterii na infekcje kaywirusami. Nasze poprzednie badania
doprowadzity do ustalenia kompletnej sekwencji genoméw siedmiu bakteriofagéw rodzaju Kayvirus,
okreSlenia specyficznosci tych bakteriofagébw wobec réznych szczepéw gronkowca zlocistego, oraz
opracowania metody badania ich efektywnosci terapeutycznej w leczeniu zakazen gronkowcowych z
wykorzystaniem infekcji gronkowcowych nicieni jako systemu modelowego. W ramach proponowanego
projektu wykorzystamy nowa metode konstrukcji pochodnych badanego bakteriofaga pozbawionych funkcji
pojedynczych z okolo 60 wybranych do analizy genéw. Bedziemy bada¢ wiasciwosci otrzymanych
defektywnych fagéw: ich rozw6j i adsorpcje do komoérek gospodarza, zdolnos¢ do infekcji komoérek réznych
szczepdw gronkoweca i do destrukcji biofilmu gronkowcowego, a takze do leczenia nicieni zainfekowanych
Smiertelna dawka gronkowca zlocistego. Dodatkowo wybrane do badan geny beda wprowadzane do
komoérek gronkowca, celem sprawdzenia czy i jak zmieniajg one wiasciwosci bakterii. Wykorzystamy
mikroskopie fluorescencyjna oraz mikroskopie elektronowa, odpowiednio do okreslenia lokalizacji
badanych biatek bakteriofaga w komérkach gronkowca oraz do okreslenia wpltywu braku badanych genow
na rozwdj i cechy bakteriofagébw. Oddzielnym celem projektu jest identyfikacja bialek badanych
bakteriofagéw pozwalajacych na unikniecie destrukcji fagowego DNA przez mechanizmy ochronne bakterii.
Geny gronkowca ztocistego chronigce szczepy tej bakterii przed infekcja przez niektére fagi z rodzaju
Kayvirus beda z kolei identyfikowane poprzez analize poréwnawcza genoméw szczepdw wrazliwych i
opornych na infekcje. W $wietle narastajacego problemu lekoopornosci bakterii, badania nad
czynnikami antybakteryjnymi, ktérych dzialanie obejmuje szczepy oporne na antybiotyki maja
kluczowe znaczenie dla rozwoju systemu ochrony zdrowia ludzi i zwierzat. Proponowany projekt
dostarczy przelomowych danych dotyczacych kaywirusow - bakteriofagow najskuteczniejszych
sposrod dotad poznanych w zwalczaniu zakazen gronkowowych. Pozwoli na okreSlenie znaczenia
niebadanych dotad genéw tych bakteriofagéw m. in. dla wydajnosci i czasu namnazania bakteriofaga,
skutecznosci infekcji komérek gronkowca, unikania mechanizméw ochrony komoérek gronkowca przed
bakteriofagami, destrukcji biofilmu gronkowcowego i efektywnosci terapeutycznej kaywiruséw. Waznym
efektem projektu bedzie identyfikacja w genomach szczepéw gronkowca zlocistego genow
odpowiedzialnych za wrazliwo$¢ na infekcje bakteriofagami z rodzaju Kayvirus, a takze genéw
odpowiedzialnych za niewrazliwos¢ na konkretne kaywirusy u nielicznych szczepéw opornych. Moze to
pomo6c w przysztym wyborze konkretnych bakteriofagéw rodzaju Kayvirus do tzw. terapii
spersonalizowanych, na podstawie wynikéw szybkich metod przesiewowych analiz DNA infekujacych
szczepow gronkowca ztocistego. Dodatkowo, badanie wptywu wybranych genéw badanych bakteriofagow
na komorki gronkowca zlocistego pozwoli na weryfikacje, czy ich produkty nie wplywaja na
chorobotworczosc tej bakterii - pytanie kluczowe dla oceny bezpieczenstwa terapii kaywirusami.



