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Czynniki zwierzece pomocne w zapobieganie
durowi

Dur brzuszny moze by¢ choroba $miertelna, ale tylko dla ludzi. Poniewaz bakteria odpowiedzialna za
te, niekiedy wyniszczajaca, chorobe jest niezdolna do zarazania innych gatunkéw, badacze
poszukiwali genéw odpowiedzialnych za jej usuwanie z organizmu zwierzat w celu opracowania
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nowych sposobdw leczenia.

Bakteria Salmonella typhi (S. typhi) wywotuje dur brzuszny, ale tylko u ludzi - zjawisko to jest
okreslane jako ograniczenie ze wzgledu na gospodarza. Koszty spoteczno-ekonomiczne tej infekcji,
ktoérej czynniki zakaZzne wystepuja w makrofagach, czyli komorkach uktadu odpornosciowego
odpowiedzialnych za zabijanie patogenéw, sa bardzo wysokie — co roku jest ona przyczyna zgonu
ponad 200 000 pacjentéw.

Ostatnie badania zaowocowatly odkryciem mysiego szlaku przeciwdrobnoustrojowego, ktory jest
wymagany do ograniczenia wzrostu bakterii S. typhi w makrofagach i ktory uczestniczy w procesie
ograniczania tych patogenow do okreslonego gospodarza. Pomimo tego przetomu, mechanizmy
molekularne wykorzystywane przez makrofagi do zabijania bakterii S. typhi, jak rowniez ich rola
w adaptacji do ludzkiego gospodarza, pozostaja nieznane.

Czynniki niezbedne do zabicia bakterii S. typhi

Zespo6l finansowanego ze Srodkow UE projektu KILLINGTYPHI zoptymalizowal warunki
wielkoskalowej analizy genomu przeprowadzanej na mniejsza skale. Celem byly rodziny genéw
wykorzystywanych przez bakterie z rodzaju Salmonella i inne patogeny do wywotywania stanu
chorobowego, RabGTPazy i deubikwitynazy. ,Ponadto chcieliSmy oceni¢ czynniki, w przypadku
ktorych wiemy, ze maja wpltyw na przetrwanie patogenéw bakteryjnych w makrofagach, a nastepnie
zbadac ich role w rozwoju zakazenia bakteriami S. typhi”, mowi koordynator projektu, prof. Stefania
Spano.

Elementem wyrdzniajacym te badania na tle innych dziatan naukowych jest nowatorski sposdb
wykorzystana dwoch nowoczesnych technologii. CRISPR/Cas9 to bardzo szybkie, tanie i doktadne
narzedzie do edycji genéw pod nadzorem. Wykorzystano mate RNA o strukturze spinki do wtoséw
(shRNA) w celu wytaczenia aktywnosci genéw docelowych w komdrkach gospodarza. Kierowniczka
badan, dr Virtu Solano-Collado podkresla: ,technologia shRNA rzadko byta stosowana do badania
patogendw i nigdy nie uzyto jej do analizy bakterii z rodzaju Salmonella. Co wiecej, narzedzie
CRISPR/Cas9 nie byto wczesniej wykorzystywane do eksploracji kwestii bezposrednio zwigzanych
z interakcjami gospodarz-patogen”.

Obiektywna analiza wyciszania gendw w makrofagach myszy

Wykorzystujac makrofagi pochodzace ze szpiku kostnego (ang. bone-marrow derived macrophages,
BMDM) myszy i czasteczki sShRNA do zatrzymania ekspresji gendéw gospodarza, naukowcy zbadali
wspotczynniki zakazenia bakteriami S. typhi. Najlepszym sposobem na dostarczenie czasteczek
shRNA okazata sie czasteczka lentiwirusa ze zoptymalizowana infekcja lentiwirusowa.

Aby oceni¢ poziom zakazenia, zespot projektu KILLINGTYPHI stworzyt fluorescencyjny szczep
bakterii S. typhi, ktory jest nosicielem kopii genu mCherry i $wieci na tadny czerwony kolor. ,Nowy
szczep opracowano we wspolpracy ze specjalistka, prof. Leigh Knodler z uczelni Paul G. Allen School
for Global Animal Health, w Waszyngtonie po kilku nieudanych prébach”, wyjasnia
dr. Solano-Collado. Dalsze analizy przeprowadzone metodami mikroskopii i cytometrii przeptywowej
pomogly w pomiarze poziomdw infekc;ji.

Dzieki wykorzystaniu genu mCherry zespodt projektu osiagnat kilka kamieni milowych. ,Jestesmy
w stanie odrdézni¢ komorki zawierajace zaledwie 1 lub 2 bakterie na komoérke od komorek
niezakazonych (niezawierajacych bakterii)”, podkresla dr Solano-Collado.



Innym matym, ale istotnym ulepszeniem tej metody, ktora znacznie poprawia wyniki, jest odwrocenie
sieciowania DNA wywolywanego przez paraformaldehyd, ktéry jest stosowany do utrwalania
komorek. Naukowcy moga teraz uzyc¢ zaledwie 2000 komérek, by otrzymaé produkty DNA, ktére
mozna sekwencjonowac.

Skupienie sie na genach

Réwnolegle z prowadzeniem badania przesiewowego shRNA badacze oceniali dziatlanie dwéch
znanych mechanizmoéw przeciwdrobnoustrojowych stosowanych przez makrofagi do zabijania
bakterii S. typhi w komoérkach myszy - transport miedzi i peptyd przeciwbakteryjny zwiazany
z katelicydyna (ang. Cathelicidin related antimicrobial peptide, CRAMP). Wiadomo, ze miedz jest
dostarczana do przedzialdéw zawierajacych patogen przez transporter o nazwie ATP7A.

Jak dotad, uzyskane wyniki wykazaty, ze brak peptydu CRAMP lub niedobdr transportera ATP7A nie
ma wplywu na przezycie bakterii S. typhi w makrofagach myszy. Wyniki tego badania
przesiewowego sa obecnie poddawane dalszej analizie.

Dalsze kroki w walce ze Smiertelng choroba

,Gdy tylko dane dotyczace sekwencjonowania w ramach badania przesiewowego matego fragmentu
zostana zebrane, bedziemy gotowi do rozpoczecia badania przesiewowego catego genomu. Wyniki
tych dziatan beda stanowi¢ podstawe do pozyskania przyszlych dotacji na kontynuacje naszej pracy”,
wyjasnia dr Solano-Collado.

Prof. Spano podsumowuje znaczace korzysci, jakie projekt KILLINGTYPHI ma przynies¢
spoteczenstwu w perspektywie dltugoterminowej. ,Oczekujemy, ze nasze odkrycia pomoga
w znalezieniu alternatywnych lekéw lub opracowaniu skuteczniejszych szczepionek przeciwko
bakteriom S. typhi, aby zapobiega¢ infekcjom. Biorac pod uwage szybkos¢, z jaka choroby zakazne
rozprzestrzeniaja sie na calym swiecie, ma to pierwszorzedne znaczenie”.
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Ruszyla IV edycja konkursu Pomosty
Przysztosci

Najlepsze pomysty taczace nauke z biznesem.
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Kleszcz to tylko posrednik

Kretki Borrelia to czesciowo ,prezent” od gryzoni i ptakow
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Jak rower zmienil swia

Od drewnianej , maszyny biegowej” do emancypacji robotnikdw i kobiet
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Polacy opracowuja aparature dla teleskopow
europejskiej misji...
Utworza obserwatorium do badania fal grawitacyjnych.
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Badanie: portale spolecznosciowe nie chroni
rzed samotnosci

Samotnos¢ ma liczne negatywne skutki zdrowotne.
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Norowirusy - biegunka brudnych rak

Przenoszone droga pokarmowa norowirusy wywotuja gwattowne wymioty.
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Rak nie jest wskazaniem do przedwczesneqo
rozwiazania ciazy

W czasie cigzy mozna bezpiecznie prowadzi¢ odpowiednie leczenie onkologiczne.
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Zakazenia w chirurgii to coraz wiekszy
problem

Konieczne jest wdrozenie skutecznego systemu opieki nad pacjentem.
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