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Zastosowanie CRISPRi w poszukiwaniu genéw modulujacych podatnosé Pseudomonas aeruginosa na
dzialanie antybiotykéw

W genomach réznych gatunkow bakterii zidentyfikowano geny, ktérych nie mozna usuna¢ czy w inny
sposob inaktywowac. Sg to tak zwane geny niezbedne, kodujace elementy procesow biologicznych
bezwzglednie koniecznych do przezycia bakterii. Jak mozna przewidywac, produkty gendw niezbednych sa
celem wiekszosci lekéw przeciwbakteryjnych. Przez lata ,,niezbedno$¢” gendéw byla cecha zero-jedynkowa.
Gen albo jest niezbedny albo nie. Czy jest jednak mozliwe, Ze pewne geny niezbg¢dne sg bardziej niezbgdne
niz inne? Podejécie, polegajace na okre§leniu zaleznosci pomigdzy stopniem wyciszenia genu a
zahamowaniem wzrostu komorek, pozwala na oszacowanie stopnia niezbedno$ci danego genu (a w zasadzie
jego produktu). Umozliwia to wyszukanie stabych punktow, czyli genow, ktorych nawet niewielkie wyciszenie
ma drastyczny wptyw na kondycje komorek bakteryjnych. Produkty takich genéw moglyby by¢ wykorzystane
jako cele nowych terapii przeciwbakteryjnych.

W ostatnich latach opracowano technike CRISPRIi, polegajaca na kierowaniu nieaktywnego biatka
dCas9 do wybranego migjsca w genomie przy uzyciu krotkiej 20 nukleotydowej sekwencji, wchodzacej w
sktad tak zwanego kierujacego RNA (sgRNA). Wigzanie dCas9 do fragmentu, w ktory wycelowano, powoduje
selektywne wyciszenie tego genu. Poprzez manipulacje sekwencja kierujaca mozliwa jest réwniez regulacja
sily wyciszenia. Mozliwo$¢ wyciszenia prawie kazdego genu, regulowany stopien wyciszenia, odwracalnos¢
1 mozliwo$¢ zastosowania do rownoczesnej analizy wielu gendw przy wykorzystaniu ztaczonych bibliotek
sgRNA, sprawily, ze metoda CRISPRi jest w ostatnich latach szeroko stosowana do okreslania wptywu
wyciszenia genow, w tym gendw niezbednych, na kondycje komorek bakteryjnych.

Projekt ten jest multidyscyplinarny i obejmuje badania z zakresu biologii molekularnej i genetyki
bakterii wraz z metodami wysokoprzepustowego sekwencjonowania, bioinformatyki i analizy danych oraz
syntez chemicznych. W projekcie zaadaptujemy technike CRISPRi do wykorzystania w analizie genow
pateczki ropy biekitnej (Pseudomonas aeruginosa). Bakteria ta jest oportunistycznym patogenem ludzkim,
cechujgcym si¢ wyjatkowymi zdolno$ciami adaptacyjnymi i wewngtrzng oporno$cia na dzialanie
antybiotykow, a ktory wywoluje trudne do leczenia zakazenia szpitalne, szczeg6lnie grozne dla pacjentow z
obnizong odporno$cig i dla chorych na mukowiscydoze. Wykorzystujac CRISPRi sprawdzimy, ktore geny
niezbgdne w tej bakterii sa najbardziej wrazliwe na wyciszenie. Co wigcej, sprawdzimy rowniez czy ta
wrazliwo$¢ zmienia si¢, gdy bakterie sg wystawione na dziatanie antybiotykéw. W podobny sposéb planujemy
rowniez oceni¢ istotno$¢ gendw nie niezbednych, ale zaangazowanych w oporno$¢ Pseudomonas aeruginosa
na antybiotyki. Oczekiwanym celem tych badan jest identyfikacja gendw, ktérych modulacja ekspresji silnie
uwrazliwia bakterie na dziatanie antybiotykow a przez to wskazanie produktow tych gendéw jako najbardziej
obiecujacych celow do nowych terapii, w tym terapii skojarzonych.



