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1. Wykaz skrotow

agr — regulator genéw pomocniczych, ang. accessory gene regulator

AMPs — peptydy przeciwdrobnoustrojowe, ang. antimicrobial peptides

aPDI — przeciwbakteryjna inaktywacja fotodynamiczna, ang. antimicrobial photodynamic
inactivation

APS — nadsiarczan amonu, ang. ammonium persulfate

AZS — atopowe zapalenie skory, ang. atopic dermatitis

CA-MRSA - pozaszpitalny szczep gronkowca zlocistego opornego na metycyling, ang.
community acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus

CC — kompleks klonalny, ang. clonal complex

cDNA — komplementarny DNA, ang. complementary DNA

CFU — jednostka tworzaca kolonig, ang. colony forming unit

clf — czynnik skupiana, ang. clumping factor

CoNS - koagulazo-ujemne gronkowce, ang. coagulase-negative Staphylococci

Cp — cykl progowy, ang. crossing point

DEPC — piroweglan dietylu, ang. diethyl pyrocarbonate

DMEM — modyfikowana pozywka Eagle’a, ang. Dulbecco’s modified Eagle medium

DMSO - dimetylosulfotlenek, ang. dimethyl sulfoxide

dNTPs — trojfosforany deoksyrybonukleotydow, ang. deoxynucleotide triphosphates

DPBS — roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym Dulbecco, ang. Dulbecco’s
phosphate buffered saline

EASI — indeks powierzchni i nasilenia egzemy, ang. Eczema Area and Severity Index

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy, ang. ethylene-diamine-tetraacetic acid

ELISA — test immunoenzymatyczny, ang. enzyme-linked immunosorbent assay

FBS — ptodowa surowica bydlgca, ang. fetal bovine serum

FRSA — szczep gronkowca ztocistego oporny na kwas fusydowy, ang. fusidic acid resistant
Staphylococcus aureus

HA-MRSA - szpitalny szczep gronkowca zlocistego opornego na metycyling, ang. hospital
acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus

HDPs — peptydy obronne gospodarza, ang. host defense peptides

HRP — peroksydaza chrzanowa, ang. horseradish peroxidase

IL-2 — interleukina 2, ang. interleukin-2



LA-MRSA — odzwierzgcy szczep gronkowca zlocistego opornego na metycyling, ang.
livestock-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus

LED — dioda emitujgca $wiatto, ang. light-emitting diode

MEM NEAA - pozywka minimalna z dodatkiem aminokwaséw, ang. minimum essential
medium, non-essential amino-acids

MHC — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej, ang. major histocompatibility complex

MLST — typowanie na podstawie sekwencji wielu loci, ang. multi-locus sequence typing
MLVF - jednoczesna amplifikacja wielu loci o zrdznicowanej liczbie tandemowych
powtdrzen, ang. multiple-locus VNTR fingerprinting

MRSA — gronkowiec ztocisty oporny na metycyling, ang. methicillin-resistant Staphylococcus
aureus

MSSA - gronkowiec zlocisty wrazliwy na metycyling, ang. methicillin-sensitive
Staphylococcus aureus

MTT — bigkit tiazolilowy bromek tetrazoliowy, ang. methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium
bromide

NMB — nowy biekit metylenowy, ang. new methylene blue

NMPF — naturalny czynnik nawilzajacy, ang. natural moisturizing factor

OD — gesto$¢ optyczna, ang. optical density

PBMC - jednojadrzaste komorki krwi obwodowej, ang. peripheral blood mononuclear cells
PBS — roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym, ang. phosphate-buffered saline
PCA — kwas pirolidono-karboksylowy, ang. pyrrolidone carboxylic acid

PCR — tancuchowa reakcja polimerazy, ang. polymerase chain reaction

PFGE — analiza restrykcyjna chromosomowego DNA potaczona z elektroforeza pulsowa, ang.
pulse-field gel electrophoresis

PMA — octan mirystynianu forbolu, ang. phorbol myristate acetate

PS — fotouczulacz, ang. photosensitizer

PSG — penicylina, streptomycyna, glutamina, ang. penicillin-streptomycin-glutamine

PVDF — polifluorek winylidenu, ang. polyvinylidene difluoride

pz — par zasad, ang. base pair

gPCR —ilosciowa tancuchowa reakcja polimerazy, ang. quantitative polymerase chain reaction
RB — r6z bengalski, ang. rose bengal

rcf — wzgledna sita odsrodkowa, ang. relative centrifugal force

ROS - reaktywne formy tlenu, ang. reactive oxygen species

rpm — obroty na minutg, ang. revolutions per minute



SaeRS - regulator produkcji egzoprotein, ang. S. aureus exoprotein expression

SAg — superantygen, ang. superantigen

SASSAD - skala atopowego zapalenia skory w szesciu obszarach i szeSciu oznakach, ang. Six
Area Six Sign Atopic Dermatitis

SCORAD - wskaznik oceny nasilenia atopowego zapalenia skory, ang. Severity Scoring Index
of Atopic Dermatitis

sdr — gen kodujacy powtorzenie asparaginianu seryny, ang. Ser-Asp-rich fibrynogen-binding
protein

SDS — laurylosiarczan sodu, ang. sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE - elektroforeza biatek w warunkach denaturujacych, ang. SDS poliacrylamide gel
electrophoresis

SEA — gronkowcowa enterotoksyna A, ang. staphylococcal enterotoxin A

SEB — gronkowcowa enterotoksyna B, ang. staphylococcal enterotoxin B

SEC — gronkowcowa enterotoksyna C, ang. staphylococcal enterotoxin C

SED - gronkowcowa enterotoksyna D, ang. staphylococcal enterotoxin D

SEs — enterotoksyny gronkowcowe, ang. staphylococcal enterotoxins

spa — gen kodujacy biatko A, ang. Staphylococcus aureus protein A

SrrAB — system gronkowcowej odpowiedzi oddechowej, ang. staphylococcal respiratory
response

sSpA — gen kodujacy proteaze serynowa V8, ang. serine protease V8

ST — typ sekwencji, ang. sequence type

TBE — Tris-kwas borowy-EDTA, ang. tris-borate-EDTA

TBS — s06l fizjologiczna buforowana Tris, ang. tris-buffered saline

TCR — receptor limfocytow T, ang. T cell receptor

TEMED - N, N, N’, N’-Tetrametyloetylenodiamina, ang. N, N, N, N-*-
tetramethylethylenediamine

TEWL — przeznaskorkowa utrata wody, ang. transepidermal water loss

TSA — agar tryptozowo-sojowy, ang. tryptic soy agar

TSB — bulion tryptozowo-sojowy, ang. tryptic soy broth

TSST-1 — toksyna wstrzasu toksycznego, ang. toxic shock syndrome toxin-1

UCA — kwas urokanowy, ang. urocanic acid

VNTR — zmienna liczba powtdérzen tandemowych, ang. variable number of tandem repeats



2. Streszczenie

U zdecydowanej wigkszosci pacjentow z atopowym zapaleniem skory (AZS) zmiany
skorne sg skolonizowane przez Staphylococcus aureus (gronkowca ztocistego). Bakterie te
produkuja szereg czynnikow wirulencji, w tym toksyny posiadajace wlasciwosci
superantygendéw. Dziatanie superantygenow prowadzi do nadmiernej proliferacji limfocytow,
a w efekcie do masowej produkcji cytokin prozapalnych, powodujac nasilenie stanu zapalnego
u pacjentow z AZS. Nieleczeni pacjenci sa potencjalnym rezerwuarem S. aureus, czego
wynikiem jest rozprzestrzenianie si¢ drobnoustroju w populacji, a w konsekwencji wzrost
liczby powaznych infekcji bakteryjnych. Dekolonizacja gronkowca ztocistego ze skory
pacjentow z AZS moze umozliwi¢ przywrocenie prawidlowego funkcjonowania skory
i odbudowzg jej naturalnej flory bakteryjnej. W zwiazku z tym, iz obecne metody dekolonizacji
S. aureus wiagzg si¢ z wieloma skutkami ubocznymi, w niniejszej pracy jako alternatywe
zaproponowano metod¢ fotodynamiczng skierowang przeciwko drobnoustrojom (ang.
antimicrobial photodynamic inactivation, aPDI). Metoda fotodynamiczna opiera si¢ na
dziataniu (i) zwigzku fotouczulajacego, (ii) $wiatta widzialnego o okres$lonej dtugosci fali oraz
(i) tlenu. W wyniku dziatania tych trzech czynnikow powstaja reaktywne formy tlenu, ktore
uszkadzajg istotne komponenty komorkowe drobnoustrojow, prowadzac do ich smierci.

Celem niniejszej rozprawy byla charakterystyka genotypowa izolatéw S. aureus
pochodzacych od pacjentow z AZS, weryfikacja efektywnosci aPDI wobec klinicznych
i referencyjnych izolatow S. aureus oraz zbadanie wptywu aPDI na toksyny o istotnym
znaczeniu dla patogennosci S. aureus. Efektywnos¢ aPDI zostata zweryfikowana na modelach
ex vivo ($winskiej skory) i in vivo (mysiej skory).

Badana grupa izolatow S. aureus pochodzacych od pacjentow z AZS jest wysoce
zrdznicowana pod katem genetycznym. aPDI z zastosowaniem rozu bengalskiego oraz swiatta
zielonego prowadzi do eradykacji zarowno klinicznych, jak i referencyjnych szczepow
S. aureus. Ponadto udowodniono, ze aPDI w subletalnych warunkach powodowata spadek
ekspresji czterech z pieciu badanych genow kodujacych toksyny. Takiego efektu nie
zaobserwowano na poziomie zmiany ilo$ci biatka, natomiast pod wptywem aPDI toksyny
tracity swoja aktywnos¢. Na modelu mysim wykazano, iz aPDI prowadzi do statystycznie
istotnego zmniejszenia liczby S. aureus na powierzchni skory. Powyzsze obserwacje wskazuja,
ze aPDI moze stanowi¢ skuteczng metode prowadzaca do dekolonizacji skory u pacjentow
z AZS oraz obnizenia aktywnosci badanych toksyn, co moze w istotny sposob doprowadzi¢ do

zmniejszenia stanu zapalnego u pacjentow z AZS.



3. Abstract

In most patients with atopic dermatitis (AD), skin lesions are colonized by
Staphylococcus aureus. These bacteria produce several virulence factors, including toxins with
superantigenic properties. The action of superantigens (SAgs) leads to massive stimulation of
T cells proliferation and the release of proinflammatory cytokines, resulting in exacerbation of
inflammation in AD patients. Decolonization of Staphylococcus aureus from the skin of AD
patients is an important process that will restore the proper functioning of the skin and rebuild
its bacterial flora. Moreover, untreated patients are a potential reservoir of S. aureus, which may
facilitate transmission in the population and the development of severe bacterial infections.

As current methods of S. aureus decolonization are associated with many side effects
and limitations, this study proposed an alternative method of antimicrobial photodynamic
inactivation (aPDI) to decolonize S. aureus from the skin. The method is based on the action of
(1) a photosensitizer, (ii) visible light with a defined wavelength and (iii) oxygen. As a result of
the action of these three factors, reactive oxygen species were created that damage the bacterial
cell wall and other cell components, leading to the death of microbes.

The study aimed to genotype S. aureus isolates from AD patients, to verify the efficacy
of aPDI against clinical and reference S. aureus strains and the effect of aPDI on staphylococcal
toxins. Finally, the possibility of skin decolonization was verified using an ex vivo (porcine
skin) and in vivo (mouse skin) model.

The studied group of S. aureus isolates from AD patients was shown to be highly
heterogeneous. aPDI using rose bengal activated with green light effectively eradicated both
clinical and reference strains of S. aureus, and toxin genes did not affect the effectiveness of
this method. The sublethal conditions of aPDI caused a marked decrease in the expression of
four out of five tested toxin genes. Such an effect was not observed at the protein level, but it
has been proven that staphylococcal toxins lost their biological function after aPDI treatment.
In an in vivo mouse model, aPDI was shown to lead to a statistically significant reduction in the
number of S. aureus on the skin surface. The following observations indicate that aPDI may be
an effective method of eradication in the decolonization process in patients with AD. In
addition, reducing the level of bacterial virulence factors and the loss of their biological

functions under the aPDI treatment could effectively reduce inflammation in AD patients.



4. Wstep

4.1. Atopowe zapalenie skory

Atopowe zapalenie skory (AZS), znane réwniez jako wyprysk atopowy lub egzema, to
przewlekta 1 nawracajgca choroba zapalna skéry. AZS czesto towarzyszg inne schorzenia
alergiczne, tj. astma oskrzelowa, alergiczny niezyt nosa (katar sienny) czy alergia pokarmowa,
znaczaco obnizajace jakos¢ zycia pacjentdw. Choroba dotyka najczesciej niemowlgta oraz mate
dzieci, ale moze rowniez pojawiac si¢ dopiero w okresie dojrzewania i dorostosci (Blome i in.,
2016, Nutten, 2015).

AZS obserwuje si¢ u 15-30% dzieci oraz 10-17% dorostych $wiatowej populacji
(Bylund i in., 2020, Kowalska-Oledzka i in., 2019, Silverberg, 2017). Wedtug danych Polskiego
Towarzystwa Chorob Atopowych (PTCA) w naszym kraju na AZS cierpi 15% dzieci i 1,5%
dorostych polskiej populacji (Sybilski i in., 2015). AZS objawia si¢ przede wszystkim
zaczerwieniong, sucha, popgkang i1 luszczacg si¢ skoérg, czemu towarzyszy swedzenie
(szczegblnie uporczywe w nocy i prowadzace do zaburzen snu), wysypka na policzkach
(u niemowlat), szyi, skorze glowy, zgieciach lokciowych i kolanowych (dzieci i dorosli),
a takze sktonno$¢ do nawracajacych zakazen o podtozu bakteryjnym (Bieber, 2010, Blome i
in., 2016). W 1980 roku, Hanifin i Rajka zaproponowali kryteria rozpoznawania AZS. Pacjenci
cierpiacy na AZS muszg spetni¢ co najmniej 3 z 4 kryteriow wigkszych (np. §wiad skory,
typowe umiejscowienie zmian skornych, wywiad atopowy) oraz co najmniej 3 kryteria
mniejsze (np. podwyzszony poziom przeciwciat IgE, sucho$¢ skory, nawracajace zakazenia
skorne) (Hanifin i Rajka, 1980). Dodatkowo, opracowano wskazniki mierzace nasilenie
schorzenia, takie jak: EASI (ang. Eczema Area and Severity Index, indeks powierzchni
I nasilenia egzemy), SASSAD (ang. Six Area Six Sign Atopic Dermatitis, skala atopowego
zapalenia skory w sze$ciu obszarach i sze$ciu oznakach), a takze SCORAD (ang. Severity
Scoring Index of Atopic Dermatitis, wskaznik oceny nasilenia atopowego zapalenia skory)
(Berth-Jones i Berth-Jones, 1996, Hanifin i in., 2001, Housman i in., 2002, Kunz i in., 1997).

AZS jest wieloczynnikowa chorobg, ktorej dokladna patogeneza nie jest w peini
wyjasniona. Na rozw6] AZS maja wplyw czynniki genetyczne, immunologiczne
I sSrodowiskowe (tj. roztocza, detergenty, dym tytoniowy, konserwanty, alergeny obecne
w siersci zwierzat domowych, dieta), powodujace uposledzenie bariery skornej sprzyjajace

wzmozonej kolonizacji przez bakterie S. aureus (Bonamonte i in., 2019, Ring i in., 1992).
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4.2. Kolonizacja skéry przez S. aureus u pacjentéow z AZS

Pierwsze wzmianki na temat Kkolonizacji skory przez Staphylococcus aureus
U pacjentow z AZS pojawity sie juz w latach 70. ubiegltego wicku. Zaobserwowano wowczas,
iz S. aureus jest przewazajacym gatunkiem bakteryjnym na skorze pacjentow z AZS (Leyden,
1973). Wykazano, ze zageszczenie S. aureus na zmienionej skorze pacjentow z AZS jest
istotnie wyzsze niz u zdrowych nosicieli (Hauser i in., 1985).

S. aureus kolonizuje skore okoto 5-30% zdrowych nosicieli. U pacjentow z AZS ten
odsetek jest znacznie wyzszy i siega 57-100% u dzieci oraz 54-100% u dorostych (Clausen i
in., 2017, 2019, Na i in., 2012, Ogonowska i in., 2021, Pascolini i in., 2011, Rojo i in., 2014).
S. aureus Kolonizujacy skore pacjentdow z AZS pehi rolg czynnika nasilajacego i zaostrzajacego
stan zapalny (Breuer i in., 2002). Cz¢stym miejscem Kolonizowanym przez bakterie¢ jest jama
nosowo-gardtowa (46,1-64,1%) oraz nieuszkodzona skora (28-39%) (Clausen i in., 2017,
Matsui i in., 2000, Na i in., 2012, Park i in., 2016, Totté i in., 2016). Odsetek pacjentow z AZS
skolonizowanych przez S. aureus zaréwno na skorze, jak i w jamie nosowo-gardtowej wynosi
65-77,3% (Breuer i in., 2002, Na i in., 2012, Tomi i in., 2005). S. aureus zasiedlajacy btong
sluzowa nosa jest niebezpiecznym rezerwuarem bakterii, ktory na drodze autotransmisji moze
przenosi¢ si¢ na skore, a tym samym stanowic potencjalne zrédto ponownej kolonizacji (Breuer
i in., 2002, Patel i in., 2001).

Az 55% pacjentow z AZS jest trwatymi nosicielami S. aureus. Ma to istotne znaczenie,
ze wzgledu na korelacje pomiedzy trwatym nosicielstwem, a wyzszym wskaznikiem SCORAD
(Alsterholm i in., 2017, Chiu i in., 2009, Jinnestal i in., 2014). Pacjenci z umiarkowang i ostra
postacia AZS sg czeSciej kolonizowani zar6wno w jamie nosowo-gardtowej, jak i na
niezmienionych oraz zmienionych obszarach skory, co przektada si¢ na stopien nasilenia
choroby (Clausen i in., 2017). Pacjentow z tagodng postacig choroby skolonizowanych
S. aureus jest 43%, natomiast z ostrg postacig AZS, az 83% (Totté i in., 2016). Oznacza to, ze
nie tylko jama nosowo-gardtowa, ale rowniez skora stanowi u pacjentow z AZS istotny
rezerwuar S. aureus i moze przyczynia¢ si¢ do zaostrzenia przebiegu choroby (Alsterholm i in.,
2017, Chiu i in., 2009).

Opisujac kolonizacje S. aureus u pacjentow z AZS, szczeg6lng uwage nalezy poswiecic
szczepom MRSA (ang. Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus). Jest to wazna i znaczaca
grupa szczepdw opornych na antybiotyki [-laktamowe (cefalosporyny, karbapenemy,
monobaktamy i penicyliny). Wystepowanie tych wielolekoopornych szczepow powoduje

ograniczone mozliwosci leczenia infekcji wywotywanych przez te bakterie, w tym infekcji
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skornych (Kowalski i in., 2005, Rangel i Paller, 2018). Wykazano, iz wérod szczepow S. aureus
kolonizujacych pacjentow z AZS, odsetek szczepow MRSA jest 4-13 krotnie wyzszy
w porownaniu do populacji zdrowych nosicieli (Lo i in., 2010, Ogonowska i in., 2021, Suh i
in., 2008).

Poczatkowo wuwazano, ze zakazenia MRSA dotycza wylacznie pacjentow
przebywajacych w szpitalach (HA-MRSA, ang. Hospital-Acquired MRSA). Badania wykazaty
jednak, iz szczepy MRSA mozna rowniez wyizolowa¢ od osdb niemajgcych stycznosci
z opiekg zdrowotng (CA-MRSA, ang. Community-Acquired MRSA). Zakazenia wywotane
szczepami CA-MRSA s3 zwigzane z infekcjami skory oraz tkanek migkkich, przy czym skora
pacjentow z AZS stanowi znaczacy ich rezerwuar (Chung i in., 2008, King i in., 2006). Wedtug
danych opublikowanych w 2008 roku, w Stanach Zjednoczonych, 18,3% pacjentow z AZS
skolonizowanych jest szczepami CA-MRSA (Chung i in., 2008). Wielolekooporne szczepy
moga w tatwy sposob przenosic si¢ w wyniku bezposredniego kontaktu (Conceigdo i in., 2013,
Markley i in., 2012). Pacjenci z AZS sa obarczeni zwickszonym ryzykiem zakazenia MRSA,
Z czego najbardziej narazeni sg pacjenci z cigzka postacig AZS (Abad i in., 2020). W 2004 roku
odnotowano pierwszy przypadek nowego szczepu MRSA, ktorego nie udato sig¢
scharakteryzowa¢ standardowg metodg genotypowania PFGE (ang. Pulse-Field Gel
Electrophoresis). Byt to pierwszy przypadek odzwierzgcego przeniesienia szczepow MRSA.
W wyniku tego wyodrgbniono nowa grupe nazwang LA-MRSA (ang. Livestock-Acquired
MRSA), ktorej gtdéwny rezerwuar stanowig zwierzeta hodowlane (Reischl i in., 2009, Vossi in.,
2005). Szczepy LA-MRSA powoduja infekcje skory i tkanek migkkich (SSTI, ang. Skin and
Soft Tissue Infections), a takze infekcje o cigzszym przebiegu, podobne do tych wywotywanych
przez szczepy CA-MRSA i HA-MRSA. Z przeprowadzonych badan epidemiologicznych
wynika, iz czgsto$¢ wystepowania zakazen wywolanych przez szczepy LA-MRSA wynosi 15%
wszystkich infekcji skory i tkanek migkkich wywotanych przez szczepy MRSA (Butaye i in.,
2016). Na chwilg obecng brak jest danych dotyczacych infekcji szczepami LA-MRSA

W populacji pacjentow z AZS.

4.3. Czynniki sprzyjajace kolonizacji S. aureus

U pacjentow z AZS mozna wyroznic kilka czynnikow, ktore sprzyjaja kolonizacji skory
przez bakterie S. aureus (Ryc. 1). Jednym z nich jest zmiana sktadu lipidow i kwasow
thuszczowych w skorze. W naskorku, zwlaszcza w warstwie rogowej, zaobserwowano istotnie

nizszy poziom ceramidow i sfingozyny oraz wyzszy poziom cholesterolu (Arikawa i in., 2002,
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Murata i in., 1996, Di Nardo i in., 1998). Wykazano, ze S. aureus kolonizujacy pacjentow
z AZS produkuje enzym proteolityczny, ceramidaz¢ powodujacy obnizenie ilosci ceramidow
(Ohnishi i in., 1999). Niedobér ceramidow w warstwie rogowej, objawiajacy sie suchos$cig
skory pacjentow z AZS, powoduje nasilenie utraty wody przez naskoérek (TEWL, ang.
Transepidermal Water Loss) (Cardona i in., 2006, Imokawa i in., 1991). Utatwia to przenikanie
alergené6w do glebszych warstw skory a w konsekwencji silne reakcje alergiczne oraz

przewlekte i nawracajgce wypryskowe zmiany skorne u pacjentow z AZS (Bos i in., 1994).

- »  kolonizacja S. aureus

stan zapalny skory C( )5 1). D )
A 8_0! C

\ @ " zaburzenie sktadu mikroflory skéry

A

T pH skory
zmiana sktadu lipidéw

| poziom peptydéw
przeciwdrobnoustrojowych

! poziom PCA i UCA

a

1 poziom limfocytéw Th2

~— | ekspresja filagryny ‘—J

Rycina 1. Zestawienie czynnikow sprzyjajacych kolonizacji S. aureus na skérze pacjentow z AZS.
Na podstawie (Kim i in., 2019). PCA, kwas pirolidono-karboksylowy; UCA, kwas urokanowy.
llustracja wykonana przy pomocy platformy BioRender (Patrycja Ogonowska, 2021).

Kolejnym czynnikiem  jest  znacznie  obnizony  poziom  peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (AMPs, ang. antimicrobial peptides), takich jak defensyny (HBD,
ang. human beta defensin) i katelicydyny (LL-37) oraz peptydow obronnych gospodarza
(HDPs, ang. host defense peptides) wytwarzanych przez keratynocyty (Ong i in., 2002).
Cytokiny produkowane przez limfocyty Th2 - IL-4, 1L-13 i IL-31 hamujg ekspresje ludzkich
gendéw B-defensyn (gtownie HBD-2 i HBD-3) w keratynocytach (Ong i in., 2002). Ponadto brak
IL-1P i IL-22 powoduje zmniejszong ekspresje AMPs, w szczegolnosci HBD-2 i LL-37 (Roll i
in., 2004, Wolk i in., 2004). Stan ten przyczynia si¢ to do zwiekszonej proliferacji S. aureus,
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powodujac zaburzenie sktadu mikroflory skory, a w konsekwencji wzrostu podatno$ci na
infekcje skorne (Geoghegan i in., 2018, Kanda i Watanabe, 2012).

Na zwigkszong kolonizacje S. aureus wpltywa rowniez zaburzenie sktadu mikroflory
skory. Zdrowa skoéra charakteryzuje si¢ heterogenng populacja bakterii komensalnych,
natomiast skora pacjentow z AZS, zwlaszcza w zaostrzonej postaci choroby, jest
skolonizowana w przewazajacej wickszosci przez bakterie S. aureus (Byrd i in., 2017, Leung,
2019). Okazuje si¢, ze w przypadku zdrowej skory, gldwnym zadaniem bakterii komensalnych,
takich jak koagulazo-ujemne gronkowce, (CoNS, ang. Coagulase-Negative Staphylococci) jest
ochrona skory przed S. aureus. Natomiast ich brak skutkuje u pacjentow z AZS wzmozona
kolonizacja skory przez S. aureus (Nakatsuji i in., 2017). Przeniesienie bakterii z grupy CoNS
(np. S. hominis i S. epidermidis) na skorg pacjentoéw z AZS powoduje zahamowanie rozwoju
S.aureus (Nakatsuji i in., 2017). Rola bakterii komensalnych jest ochrona skory przed
infekcjami poprzez produkcje peptydow przeciwbakteryjnych (AMPs), modulowanie rozwoju
komorek T oraz hamowanie standw zapalnych skory (Kim i in., 2019).

Odpowiednia wartos¢ pH skory odgrywa kluczowa role w jej ochronie przed
patogenami, a takze w kontroli procesu ztuszczania martwego naskorka. W zdrowej skorze
poziom pH jest dos¢ niski i wynosi od 4,0 do 6,0. Za taki poziom pH odpowiadajg kwasy
thuszczowe, bedace produktem hydrolizy fosfolipidow w toju i pocie (Chan i Mauro, 2011).
Istnieje Scista zalezno$¢ pomigdzy nizszym poziomem pH, a obnizong produkcja biatek, takich
jak biatko A, biatko wiazace fibronektyne A, czynnik skupiania, zaangazowanych
w przyleganie S. aureus do skory (Leung, 2013). U pacjentow z AZS kolonizacje i wzrost
liczby S. aureus mogg utatwi¢ zmiany poziomu pH w kierunku bardziej zasadowego (O’Regan
i Irvine, 2008, Proksch i in., 2008). Wykazano, ze optymalna warto$¢ pH dla adhezji S. aureus
do ludzkich keratynocytow wynosi 7,0-8,0 (Mempel i in., 1998).

Filagryna (FLG) to biatko naskorkowe, bedace czgécig warstwy rogowej naskorka. Jego
gtoéwna rolg jest nawilzenie, tworzenie bariery chemicznej i strukturalnej, a takze utrzymanie
homeostazy naskérka (O’Regan 1 Irvine, 2008). Zadaniem filagryny jest wigzanie
keratynowego cytoszkieletu w procesie dojrzewania keratynocytow w warstwie skory (Brown
I McLean, 2012, Candi i in., 2005). W procesach przeksztatcania filagryny dochodzi do jej
rozpadu, w wyniku czego powstaja zwigzki wchodzace w sklad naturalnego czynnika
nawilzajacego (NMF, ang. Natural Moisturizing Factor) takie jak kwas pirolidono-
karboksylowy (PCA, ang. Pyrrolidone Carboxylic Acid) oraz kwas urokanowy (UCA, ang.
Urocanic Acid) (O’Regan i in., 2008, Rawlings i in., 1994). Czynnik NMF odgrywa kluczowa

role w utrzymaniu wilgotnos$ci warstwy rogowej naskorka 1 odpowiedniego pH skory (O’Regan

14



I in., 2008, Rawlings i in., 1994). Wiasciwosci mikrosrodowiska, takie jak aktywnos¢ proteaz,
poziom pH, wilgotnos¢ wzgledna, determinujg ekspresje FLG 1 jej hydrolizg¢ do NMF (Scott i
Harding, 1986). Badania in vitro wykazaty, ze produkty rozktadu FLG (PCA i UCA) wplywaja
na tempo wzrostu bakterii S. aureus (Miajlovic i in., 2010). Mutacje powodujgce utrate funkcji
filagryny odgrywaja istotng role w procesie zaostrzenia choroby u pacjentdw z AZS, powodujac
nasilenie stanu zapalnego skory, wynikajacego ze zwickszonej penetracji alergendw lub
substancji draznigcych (Brown i McLean, 2012, Gruber i in., 2011, O’Regan i in., 2008).
Udowodniono, iz mutacja w genie filagryny u pacjentow z AZS, przyczynia si¢ do istotnie
wyzszego stopnia kolonizacji S. aureus, zarbwno na zmienionej skorze, jak i w jamie nosowo-
gardlowej, w porownaniu do pacjentéw z AZS nie posiadajacych mutacji w tym genie (Clausen

i in., 2017).

4.4. Czynniki wirulencji S. aureus majace wplyw na zaostrzenie przebiegu AZS

Jedng z grup czynnikéw wirulencji, ktére umozliwiaja bakteriom przezycie sa
wydzielane przez nie egzoenzymy (lipazy, nukleazy, proteazy) oraz egzotoksyny. Ich gtdéwna
funkcja jest przeksztatcanie czasteczek komoérkowych gospodarza w sktadniki odzywcze,
wykorzystywane do wzrostu bakterii (Tam i Torres, 2019). Do grupy egzotoksyn mozna
zaliczy¢ cytolizyny, superantygeny (SAgs, ang. Superantigens) i eksfoliatyny (A i B) (Dinges
i in., 2000).

Cecha wyrozniajaca toksyny gronkowcowe na tle innych czynnikéw wirulencji jest
posiadanie wlasciwosci superantygentow (SAgs) (Spaulding i in., 2013). Superantygeny maja
mase czasteczkowa w zakresie od 19 do 30 kDa (McCormick i in., 2001). Wykazuja one
odporno$¢ na wysoka temperature, wysychanie, dziatanie proteaz (papaina, pepsyna,
podpuszczka, trypsyna), a takze dziatanie kwasow zotadkowych (Le Loir i in., 2003,
McCormick i in., 2001). Mechanizm dziatania superantygenow opiera si¢ na wigzaniu biatek
glownego uktadu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC II, ang. Major Histocompatibility
Complex Class 1) oraz receptoréw limfocytu T (TCR, ang. T-Cell Receptor) poza klasycznym
miejscem wigzania antygenu (Ryc. 2) (Dellabona i in., 1990, Fink i in., 1986). Konsekwencja
takiego wigzania jest nadmierna proliferacja limfocytow T, a w efekcie masowa produkcja
cytokin prozapalnych, w tym IL-2, TNF-B, IFN-y (przez limfocyty T CD4+), a takze IL-1 3
oraz TNF-o (przez makrofagi) (Harris i in., 1993, Schlievert i in., 2010). Badania in vitro

wykazaly, iz superantygeny sg w stanie indukowa¢ oporno$¢ limfocytéw T na kortykosteroidy,
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czyli leki powszechnie stosowane w leczeniu AZS, co skutkuje ograniczeniem mozliwosci

terapeutycznych w jego leczeniu (Hauk i in., 2000).

Komoérka prezentujgca
antygen

Kompleks gltéwnego
ukladu zgodnosci tkankowej
o (MHC I1)

) Superantygen

Receptor limfocytu T (TCR)

l Limfocyt T l

Transdukcja sygnatu Transdukcja sygnatu

Rycina 2. Wigzanie antygenu (po lewej) i superantygenu (po prawej) z czasteczka gléwnego
ukladu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC II, na czerwono) i receptorem limfocytéow T (TCR,
na niebiesko). o - tancuch polipeptydowy alfa, B — tancuch polipeptydowy beta. Na podstawie
(Vasconcelos i in., 2010). lustracja wykonana przy pomocy BioRender (Patrycja Ogonowska, 2021).

Do toksyn gronkowcowych o wlasciwosciach superantygenow zaliczaja si¢
enterotoksyny (SEs, ang. Staphylococcal Enterotoxins; SEA, SEB, SEC, SED, SEE i SEI),
enterotoksyno-podobne toksyny (SEls, ang. Staphylococcal Enterotoxin-like Toxins; SEI-G,
SEI-H, SEI-J do SEI-U) i toksyna wstrzasu toksycznego (TSST-1, ang. Toxic Shock Syndrome
Toxin-1) (Spaulding i in., 2013). Toksyny gronkowcowe przyczyniaja si¢ do powstawania
zatru¢ pokarmowych, a takze zespotu wstrzasu toksycznego (Balaban i Rasooly, 2000, Harris i
in., 1993, Ortega i in., 2010, Pinchuk i in., 2010). W przebiegu AZS wskazuje si¢ na role toksyn
gronkowcowych jako czynnikow nasilajgcych i zaostrzajgcych u pacjentow stan zapalny skory
(Bunikowski i in., 2000, Taskapan i Kumar, 2000, Zollner i in., 2000).

Jako pierwsza enterotoksyne gronkowcows zidentyfikowano SEA. Kolejne, tj. SEB
I SEC wyizolowano niedtugo po niej (Bergdoll i in., 1959, 1965, Casman i in., 1963). Wszystkie

nowo odkryte enterotoksyny nazywano, nadajgc im kolejne litery alfabetu. Zmiana
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nazewnictwa nastapita w 2004 roku, kiedy wprowadzono nowga nomenklature, umozliwiajaca
odrdznienie enterotoksyn w zaleznosci od ich aktywnos$ci. Czynnikiem odrozniajacym
enterotoksyny od enterotoksyno-podobnych toksyn jest zdolnos¢ do wywolywania, badz
niewywotywania wymiotow u ludzi. Enterotoksyny o aktywnos$ci wymiotnej okreslano jako
SEs, a te ktore takiej aktywnosci nie posiadajg jako SEIs (Lina i in., 2004). Lokalizacja genéw
enterotoksyn rozni si¢ w zaleznosci od ich rodzaju (Tab. 1). Enterotoksyna SEA,
W przeciwienstwie do pozostalych enterotoksyn gronkowcowych, nie jest regulowana przez
agr (ang. accessory gene regulator, regulator genéw pomocniczych) (Tremaine i in., 1993)
(Tab. 1). Jej gen, sea jest przenoszony przez profaga, a produkcja SEA jest $cisle powigzana
z cyklem zyciowym faga i indukowana jest w wyniku wielu czynnikéw stresowych (Borst i
Betley, 1994, Cao i in., 2012, Zeaki i in., 2015).

Tabela 1. Lokalizacja genow toksyn gronkowcowych i systemy ich regulacji.

Toksyna Masa bialka (Da) | Ruchomy element kodujacy gen System regulacji
SEA 29,675 Profag -
SEB 31,436 Chr‘g:;f)mpg;% ?g;‘fig?os‘“ Agr, SarA, SaeRS
SEC 30,637 Wyspy patogennosci (SaPI) Agr, SarA, ¢®
SED 29,671 Plazmid (pIB485) Agr, SarA
TSST-1 26,306 Wyspy patogennosci (SaPI) Agr, 68, SaeRS

Masy bialek zaczerpnigto z bazy UniProt (https://www.uniprot.org/). Dane zebrane na podstawie (Fisher
iin., 2018, Yarwood i in., 2002, Zeaki i in., 2019).

Gen enterotoksyny SEB moze by¢ zlokalizowany na chromosomie, badZ przenoszony
przez plazmid lub wyspy patogennosci (Shafer i landolo, 1978, Shalita i in., 1977) (Tab. 1).
Enterotoksyna SEC wyr6znia si¢ sposrdd pozostalych, z uwagi na istnienie kilku wariantow,
takich jak SEC1, SEC2, SEC3 (Balaban i Rasooly, 2000, Etter i in., 2020). Gen enterotoksyny
SED, ktérej unikalng cechg jest tworzenie dimeréw w obecnosci jonéw cynku (Zn?),
zlokalizowany jest na plazmidzie (Balaban i Rasooly, 2000, Bayles i landolo, 1989) (Tab. 1).
U S. aureus poza wyzej wymienionymi enterotoksynami gronkowcowymi, moze wystepowac
takze toksyna TSST-1, wykazujaca brak aktywnosci wymiotnej, stabilnos¢ i odpornos¢ na
enzymy proteolityczne (Ortega i in., 2010). Brak aktywnosci wymiotnej spowodowana jest
brakiem petli cysteinowej W strukturze biatka tej toksyny (Hovde i in., 1994). Badania
filogenetyczne toksyn gronkowcowych wykazaty, iz mozna je zaklasyfikowac¢ do dwoch grup.
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Pierwszej o wyzszym, na poziomie 51-81% podobienstwie sekwencji (SEA, SED i SEE) oraz
drugiej z nizszym podobienstwem sekwencji wynoszacym 42-67% (SEB, SEC i TSST-1) (Van
Den Bussche i in., 1993, Pinchuk i in., 2010).

W zwiazku z tym, ze toksyny gronkowcowe stanowig czynnik zaostrzajacy przebieg
AZS, pojawia si¢ pytanie 0 istnienie wzorca dystrybucji genéw toksyn u S. aureus
kolonizujacego pacjentow z AZS. W oparciu o dotychczas stosowane metody genotypowania
udowodniono, ze uniwersalny wzorzec nie istnieje, a uzyskane obserwacje sg uzaleznione od
doboru grupy badawczej, metody poboru prob od pacjentow, a takze metody analizy
(Ogonowska i in., 2021). Wiadomo, ze od 54 do 71,25% izolatéw S. aureus pochodzacych od
pacjentow z AZS posiada geny toksyn (Mempel i in., 2003, Nada i in., 2012, Ogonowska i in.,
2021). W przypadku zaostrzonej postaci AZS, 78,7% szczepow S. aureus wykazuje obecnosé¢
tych genéw, z kolei w grupie pacjentow z umiarkowang i tagodng postacia choroby, wykrywa
si¢ je W 83% izolatow (Yagi i in., 2004). Dane te wskazuja na istotng role toksyn w przebiegu
AZS.

4.5. Systemy regulacji toksyn gronkowcowych

Najlepiej zbadanym systemem regulatorowym jest regulator genéw pomocniczych agr.
Koduje on system monitorowania gestosci populacji komorek (QS, ang. Quorum Sensing),
pehniacy role glownego regulatora wirulencji u S. aureus (Ryc. 3) (Recsei i in., 1986). System
agr sktada si¢ z dwoch sgsiadujgcych jednostek transkrypcyjnych. Pierwsza RNAII, koduje
cztery geny (agrA, agrB, agrC i agrD), natomiast druga RNAIII, pelni funkcje regulatorowego
RNA, kodujac jednoczesnie gen delta-hemolizyny (hld, delta toksyna) (Novick i in., 1995). Te
dwie jednostki transkrypcyjne kontrolowane sg przez promotor P2 dla RNAII oraz P3 dla
RNAIII (Peng i in., 1988). Geny operonu RNAII odpowiadaja za kodowanie systemu QS,
natomiast transkrypt RNAIII reguluje ekspresj¢ gendéw zaleznych od agr (Jenul i Horswill,
2019). Jednym z czynnikow wpltywajacych na system agr jest pH, ktore zarowno w zakresie
kwasnym, jak i zasadowym hamuje aktywnos¢ agr (Jenul i Horswill, 2019). Ponadto stres
oksydacyjny, w czasie ktorego dochodzi do indukcji reaktywnych form tlenu (ROS, ang.
Reactive Oxygen Species), skutkuje tworzeniem sie¢ wigzan dwusiarczkowych w AgrA, co

uniemozliwia jego wigzanie do docelowych promotorow (Sun i in., 2012).
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Rycina 3. Systemy regulacji toksyn gronkowcowych. Linia zakonczona grotem strzatki wskazuje na
pozytywna regulacje, natomiast zakonczona prostopadta kreska — negatywna regulacje. Na podstawie
(Fisher i in., 2018, Jenul i Horswill, 2019). llustracja wykonana przy pomocy platformy BioRender
(Patrycja Ogonowska, 2021).

Kolejnym systemem regulacji jest czynnik sigma B (c®). Warunkuje on odpowiedz na
czynniki stresowe, takie jak wysoka temperatura, zasadowe pH, czy wysokie zasolenie (Fisher
i in., 2018). U bakterii S. aureus gen sigB wchodzi w sktad operonu ztozonego z gendéw rsbU,
rsbV i rsbW (Senn i in., 2005). Czynnik 62 w bezposredni i posredni sposob reguluje ekspresje
okoto 200 gendéw, w tym tych odpowiadajacych za zjadliwo$¢, produkcje biofilmu, transport
blonowy, a takze opornos¢ na antybiotyki (Guldimann i in., 2016). Czynnik sigma B jest
represorem hamujacym aktywnos$¢ promotora P3 systemu agr (Jenul i Horswill, 2019).
Posrednio, przez mechanizm obejmujacy dwa systemy regulacji agr i SarA, pod kontrola &
znajduje si¢ rowniez toksyna TSST-1 (Andrey i in., 2015, Kusch i in., 2011). Czynnik sigma B
jest rowniez negatywnym regulatorem transkrypcji genu seb (Ryc. 3) (Kusch i in., 2011).

Nastepnym systemem regulacji jest Sar (ang. Staphylococcal Accessory Regulator).
Ekspresja genu sarA jest kontrolowana przez trzy promotory — P1, P2 i P3 (Bayer i in., 1996).
SarA petni globalng funkcje regulacyjng oraz rolg aktywatora systemu agr, a poprzez zwigzanie
si¢ z regionami promotora P2 i P3 w locus agr, wptywa na wzrost ekspresji toksyn (Cheung i
in., 2004, 1992). SarA reguluje ekspresje szeregu gendw S. aureus, w tym genow enterotoksyn
(seb, sec, sed) (Cheung, 2002). Kwestia regulacji przez SarA toksyny TSST-1 pozostaje

niejasna. Wynika to z rozbieznych obserwacji, wskazujagcych zaréwno na pozytywna, jak
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I negatywng regulacje ekspresji (Andrey i in., 2010, 2015). Oznacza to, iz regulacja TSST-1
przez SarA jest specyficzna dla szczepu (Jenul i Horswill, 2019).

SrrAB, czyli system gronkowcowej odpowiedzi oddechowej (ang. Staphylococcal
Respiratory Response) zostal opisany po raz pierwszy jako globalny regulator produkcji
czynnikéw wirulencji w warunkach obnizonego poziomu tlenu (Yarwood i in., 2001). System
ten bierze rowniez udzial w regulacji genow odpowiedzialnych za produkcje biofilmu,
programowang $Smier¢ komorki, detoksykacje podtlenku azotu, a takze metabolizm beztlenowy
(Jenul i Horswill, 2019). SrrAB odpowiada za hamowanie produkcji toksyny TSST-1, biatka A
I RNAIII, poprzez bezposrednie oddzialywanie z odpowiednimi promotorami, zwlaszcza
w warunkach o niskiej zawartosci tlenu (Pragman i in., 2004, Yarwood i in., 2001). Ponadto
SrrAB warunkuje oporno$¢ na nadtlenek wodoru (H202) podczas wysoce zaleznego od tlenu,
procesu oddychania (Mashruwala i Boyd, 2017).

SaeRS zostat scharakteryzowany jako regulator produkcji egzoprotein (ang. S. aureus
Exoprotein Expression) (Giraudo i in., 1994). W jego sktad wchodza dwa biatka — Kinaza
histydynowa SaeS i regulator odpowiedzi SaeR (Jenul i Horswill, 2019). Operon, ktory koduje
system SaeRS sktada si¢ z czterech genow (saeP, saeQ, saeR, saeS) (Jenul i Horswill, 2019).
SaeRS wykazuje pozytywny wplyw na ekspresje seb i tst (Baroja i in., 2016).

Istnieje rowniez system Rot (ang. Repressor of Toxins), ktory bezposrednio wptywa na
produkcje toksyn gronkowcowych (Ryc. 3) (McNamara i in., 2000). System Rot jest okreslany
jako ,,represor toksyn”, gdyz jest negatywnym regulatorem produkcji toksyn gronkowcowych,
jak i niektorych proteaz (serynowych, cysteinowych) (McNamara i in., 2000, Said-Salim i in.,
2003). Wyniki szeregu badan wykazaly, ze system Rot aktywuje 86 i hamuje, az 60 r6znych
genow S. aureus (Said-Salim i in., 2003). Jednostka transkrypcyjna systemu agr, RNAIII
blokuje proces translacji genu rot (Geisinger i in., 2006). Aktywno$¢ Rot jest réwniez
hamowana poprzez czynnik sigma B w fazie stacjonarnego wzrostu, a takze przez SarA,
w wyniku bezposredniego wigzania z promotorem Rot (Hsieh i in., 2008, Manna i Ray, 2007).

Przedstawione systemy regulacji ekspresji toksyn gronkowcowych sg niezwykle
zlozone, a poszczegodlne szlaki sygnatowe naktadaja si¢ na siebie, komplikujac tym samym

obraz globalnej regulacji tych genow.

4.6. Genotypowanie szczepow S. aureus wyizolowanych od pacjentéw z AZS

W zwigzku z tym, iz S. aureus kolonizuje pacjentow z AZS, a wytwarzane przez te

bakteri¢ toksyny gronkowcowe przyczyniajg si¢ do zaostrzenia jej przebiegu, wazne jest
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precyzyjne scharakteryzowanie populacji izolatow S. aureus z wykorzystaniem dostepnych
metod biologii molekularnej. Genotypowanie S. aureus opiera si¢ na analizie
chromosomowego i/lub plazmidowego DNA pod katem podobienstwa mi¢dzy izolatami oraz
identyfikacji okreslonych genow (Kasela i in., 2019). Powszechnie stosowane techniki
genotypowania umozliwiaja badaczom monitorowanie szczepoéw kolonizujacych dzieci
I dorostych, poszukiwanie kompleksow klonalnych $cisle powigzanych z AZS, a takze
poszukiwanie zalezno$ci pomiedzy produkcjg toksyn gronkowcowych i nasileniem objawow
choroby.

Za ,,ztoty standard” typowania molekularnego uwazana jest technika PFGE (ang. Pulse-
Field Gel Electrophoresis, analiza restrykcyjna chromosomowego DNA polaczona
z elektroforeza pulsowa) (Faria i in., 2008, Rodriguez i in., 2015). Metoda ta opiera si¢ na
fragmentacji bakteryjnego chromosomu przy uzyciu enzymu restrykcyjnego rzadko tnacego
DNA (np. Smal, czy Cspl) i rozdziale otrzymanych fragmentéw DNA na zelu agarozowym,
przy zastosowaniu zmiennego pola elektrycznego. Wykorzystanie tradycyjnego rozdziatu
elektroforetycznego w tym wypadku nie jest mozliwe, ze wzgledu na uzyskanie po cigciu
duzych fragmentéw DNA (wielko$¢ nawet do 250 000 pz) (Kasela i in., 2019, Tenover i in.,
1994). Uzyskany wzor prazkow stanowi swego rodzaju ,,odcisk palca DNA”, ktory zostaje
przypisany do konkretnego pulsotypu i jest unikatowy dla pojedynczego szczepu. Na
niewielkie zmiany w genomie (delecje, mutacje punktowe, insercje) wskazuje fakt, iz do
subtypow przypisywane sg izolaty, w przypadku ktorych wzor r6zni si¢ od jednego do dwoch
prazkow. Z kolei szczepy roznigce si¢ wzorem trzech lub wigcej prazkow, przypisywane sg do
réznych typow (Golding i in., 2015). Przez to, iz PFGE jest wysoce dyskryminujacg metoda,
stanowi doskonate narz¢dzie do analizy drog transmisji i rozpowszechniania si¢ szczepow
S.aureus (Crisostomo i in., 2001, McDougal i in., 2003). Wadami tej metody sg
pracochtonno$é, konieczno$¢ posiadania specjalistycznej i drogiej aparatury, a takze wysokie
koszty analizy (Mulvey i in., 2001, Murchan i in., 2003).

Typowanie spa (ang. spa typing) to jedna z najpopularniejszych metod genotypowania
szczepow S. aureus (Witt i in., 2010). Bazuje ona na zmiennoS$ci sekwencji regionu X genu,
zawierajagcego tandemowe powtorzenia (ang. tandem repeats) o dlugosci okoto 24 pz
I kodujacego biatko A (spa) (Frénay i in., 1996). W regionie tym moze dochodzi¢ do licznych
spontanicznych mutacji (delecji, duplikacji, czy mutacji punktowych) (Harmsen i in., 2003).
Metoda oparta jest na sekwencjonowaniu pojedynczego locus i obserwacji roznic pomigdzy
sekwencjami jednego genu (Tang i in., 2000). Rodzaje i liczba powtorzen warunkujg typ spa,

ktory powigzany jest z wirulencjg i patogennoscig izolatow (Frénay i in., 1996, Kasela i in.,
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2019). Typowanie spa stato si¢ bardzo popularng metoda ze wzgledu na mozliwo$¢ poré6wnania
uzyskanych wynikow pomig¢dzy laboratoriami na calym swiecie, dzigki wprowadzaniu ich do
mi¢dzynarodowej bazy danych Ridom Staph Type. Baza zawiera dane pozwalajagce na
okreslenie typu spa analizowanego szczepu oraz ustalenie liczby powtarzajgcych sie sekwencji
(Kasela i in., 2019). Zaletami metody sa niskie koszty analiz, krotki czas wykonania badan (1-
2 dni), odtwarzalno$¢ oraz ujednolicona nomenklatura pozwalajaca na porownanie wynikow
pomiedzy laboratoriami. Typowanie spa ma szerokie zastosowanie w badaniach
epidemiologicznych. Wykorzystuje si¢ je do krotkoterminowych badan, jak rowniez Sledzenia
epidemii szpitalnych (Koreen i in., 2004).

Kolejng stosowang metodg jest MLST (ang. Multi-Locus Sequence Typing,
sekwencjonowanie genow metabolizmu podstawowego). Opiera si¢ na analizie porownawczej
sekwencji krotkich fragmentow DNA (450-500 pz) siedmiu gendéw metabolizmu
podstawowego, takich jak: arcC (kinaza karbaminianowa), aroE (dehydrogenaza szikimowa),
glpF (kinaza glicerolowa), gmk (kinaza guanylanowa), pta (acetylotransferaza fosforanowa),
tpi (izomeraza trizofosforanowa) oraz yqiL (acetylotransferaza acetylokoenzymu A) (Enright i
in., 2000). Uzyskane warianty sekwencji siedmiu genow porownywane sg w bazie danych
I przypisywane do odpowiedniego typu ST (ang. Sequence Type). Szczepy o identycznych
profilach allelicznych zalicza si¢ do tego samego klonu. Ze wzgledu na wystepowanie réznych
alleli w kazdym z siedmiu locus, prawdopodobienstwo, aby niespokrewnione klony posiadaty
te samg sekwencje, jest bardzo niskie (Maiden i in., 1998, Spratt, 1999). Dzi¢ki zastosowaniu
dedykowanego oprogramowania (np. e BURST), mozliwe jest §ledzenie rozprzestrzeniania si¢
oraz stworzenie modelu ewolucyjnego klonow S. aureus (Feil i in., 2004). Stanowi ono roéwniez
doskonate narzedzie do przesiewowych badan populacyjnych oraz analizy ewolucji
molekularnej szczepéw S. aureus (Spratt, 1999). Dzigki obecnosci internetowych baz danych,
dodatkowym atutem jest mozliwo$¢ porownywania uzyskanych wynikow migdzy
laboratoriami (Kasela i in., 2019). Niestety metoda MLST jest kosztowna i pracochtonna,
aw przypadku analizy pokrewienstwa izolatow wymagane jest zastosowanie dodatkowych
metod genotypowania (np. typowanie spa) (Witt i in., 2010).

Ostatnig opisywang technikg jest metoda MLVF (ang. Multiple-Locus VNTR
Fingerprinting, jednoczesna amplifikacja wielu loci o zréznicowanej liczbie tandemowych
powtorzen) (Karynski i in., 2008, Malachowa i in., 2005). Analiza MLVF umozliwia wykrycie
polimorfizmu fragmentow DNA w obrebie siedmiu genow, charakterystycznych dla gatunku
S. aureus: clfA (ang. clumping factor A, czynnik skupiania A), clfB (ang. clumping factor B,

czynnik skupiania B), sdrC, sdrD, sdrE (ang. Ser-Asp-rich fibrynogen-binding proteins, geny
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kodujace powtdrzenie asparaginianu seryny), spa (ang. staphylococcal protein A, gen kodujacy
biatko A) i sspA (ang. serine protease V8, gen kodujacy proteaze serynowa V8) (Sabat i in.,
2003). Produkty amplifikacji, uzyskane po przeprowadzeniu reakcji PCR, poddaje sie
rozdziatowi elektroforetycznemu, otrzymujac charakterystyczny dla danego szczepu wzor
prazkow. Uzyskane dla poszczegolnych prob wzory prazkow pozwalajg na przypisanie szczepu
do typoéw (okreslone duzymi literami) oraz podtypow (wyrazonymi cyframi przy literach)
(Karynski i in., 2008, Malachowa i in., 2005). Metoda MLVF stanowi uzyteczne narze¢dzie do
przesiewowej analizy pokrewienstwa genetycznego wickszej liczby szczepow, a takze do
krotkoterminowych badan epidemiologicznych. Glownymi zaletami metody jest duza moc
dyskryminacyjna i wysoka powtarzalnos¢ (Karynski i in., 2008, Malachowa i in., 2005).
Z uwagi na wykorzystanie do analiz reakcji PCR, metoda MLVF nie wymaga dodatkowego
sprzetu, a jej przeprowadzenie jest mozliwe w wielu laboratoriach (Kasela i in., 2019).
Wykazano, ze wyniki uzyskane metoda MLVF, MLST cechuja si¢ duza zgodnosciag z wynikami
typowania spa (Pourcel i in., 2009). Jednak brak mi¢dzynarodowej bazy danych zawierajacej
wyniki badan otrzymane przy uzyciu techniki MLVF, uniemozliwia poréwnywanie ich
pomiedzy laboratoriami (Rolo i in., 2012).

Wybor odpowiedniej metody typowania molekularnego ma kluczowe znaczenie,
a wlasciwy dobor techniki moze zapewni¢ wigcej informacji o strukturze genetycznej populacji

S. aureus kolonizujacej pacjentow z AZS.

4.7. Dekolonizacja skory u pacjentéw z AZS

Z uwagi na S$cistg korelacje pomigdzy obecnos$ciag S. aureus, a zaostrzeniem objawow
AZS, w przebiegu choroby bedacej wynikiem zaburzenia rownowagi mikrobiologicznej na
skorze, wdrazane jest leczenie przeciwdrobnoustrojowe. Leczenie zakazen wywotanych przez
S. aureus stanowi ogromne wyzwanie terapeutyczne, poniewaz opiera si¢ glownie na
antybiotykoterapii (miejscowej lub systemowej) (Hung i in., 2007). U pacjentow cierpiagcych
na AZS 1 podatnych na rekolonizacj¢ S. aureus, zaobserwowano rosngcy wskaznik opornosci
na kwas fusydowy (z 0% na 18%). Wykazano, ze miejscowe stosowanie, przez okres
6 miesiecy, kwasu fusydowego u pacjentow z AZS przyczynia si¢ do selekcji szczepoéw
S. aureus opornych na jego dziatanie (FRSA, ang. Fusidic Acid Resistant Staphylococcus
aureus) (Sule i in., 2007). W samej Irlandii kwas fusydowy jest szeroko stosowany w leczeniu
infekcji skornych w przebiegu AZS. Opornos¢ na ten antybiotyk stwierdzono tam w szczepach

wyizolowanych od pacjentow z AZS w ilosci wigkszej o 24%, niz w tych wyizolowanych od
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pacjentow bez atopii (Harkins i in., 2018). Diugotrwate stosowanie antybiotykow, szczegdlnie
przy zakazeniach nawracajacych, moze prowadzi¢ do narastania oporno$ci na leki ostatniej
szansy (Kedzierska i in., 2008).

Badania populacji szczepow S. aureus, izolowanych od amerykanskich pacjentow
z AZS wykazaty, iz wystepuje u nich zwigkszona tendencja do opornosci na mupirocyng.
U pacjentow z AZS wigkszos$¢ szczepoéw MRSA (68,2%) w poréwnaniu zZ grupa szczepow
MRSA pochodzaca od pacjentow bez cech atopii (28,6%) byta oporna na mupirocyng (Antonov
i in., 2015). Wzmozone stosowanie antybiotykow u pacjentow z AZS jest gldwnym czynnikiem
selekcji izolatdéw opornych na dany antybiotyk.

W celu zwigkszenia skutecznosci leczenia, stosuje si¢ polaczenie kilku rodzajow terapii
przeciwbakteryjnych. Wykazano jednak, ze podawanie doustne cefaleksyny oraz miejscowe
stosowanie mupirocyny i chlorheksydyny, w potaczeniu ze stosowaniem kapieli
z nadmanganianem potasu, moze okazac si¢ nieskuteczne. Po zakonczeniu leczenia, u 90%
przebadanych pacjentdw z AZS nie stwierdzono obecnosci S. aureus. Jednak po 4 tygodniach
od zakonczenia kuracji, 60% pacjentow zostato ponownie skolonizowanych przez bakterie
S. aureus, a po uptywie 8 tygodni wszyscy badani (Breuer i in., 2002).

Alternatywnym podejsciem w procesie dekolonizacji S. aureus sg kapiele wybielajace
w podchlorynie sodu (NaOCI). Udokumentowano, iz w bardzo niskich st¢zeniach (0,005-
0,006%) tego rodzaju kapiele sg skuteczne w zwalczaniu S. aureus, wystepujacego
w owrzodzeniach skory i ranach, w tym rowniez szczepow MRSA (McKenna i in., 1991). Jak
dotad nie wykazano opornosci na tego rodzaju terapi¢ (Barnes i Greive, 2013). Niestety wyniki
badan z ostatnich lat dowiodly, ze kapicle wybielajace sg nieskuteczne w redukowaniu
kolonizacji S. aureus u niemowlat, dzieci i mtodziezy chorych na AZS (Hon i in., 2016,
Majewski i in., 2019).

Wszystkie wymienione metody dekolonizacji S. aureus u pacjentow z AZS okazujg si¢
niewystarczajace | moga prowadzi¢ do nabywania opornosci przez bakterie na leki pierwszego
rzutu. Dlatego wazne jest poszukiwanie innych, alternatywnych metod leczenia miejscowych

zakazen S. aureus.

4.8. Terapia fotodynamiczna jako skuteczna metoda eradykacji S. aureus

Jednym z celow leczenia w AZS jest przywrocenie u pacjentdéw z AZS naturalnego
mikrobiomu skory. Aby to osiagna¢ nalezy przede wszystkim dazy¢ do ograniczenia wzrostu

S. aureus. Jak przedstawiono w podrozdziale 4.7., dtugotrwata antybiotykoterapia prowadzi do
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selekcji szczepdéw opornych na dany rodzaj terapii. Ograniczone mozliwos$ci terapeutyczne
powoduja rowniez toksyny gronkowcowe, ktore posiadajac wlasciwosci superantygendow moga
indukowa¢ oporno$¢ komorek T na kortykosteroidy (Hauk i in., 2000). Bioragc pod uwage
powyzsze obserwacje, alternatywng forme leczenia skierowana przeciwko drobnoustrojom,
moze stanowic terapia fotodynamiczna (PDT, ang. Photodynamic Therapy), okre$lana rowniez
jako przeciwbakteryjna inaktywacja fotodynamiczna (aPDI, ang. Antimicrobial Photodynamic
Inactivation). Zmieniong skor¢ pacjentow z AZS, miejscowo leczono dotychczas jedynie
z zastosowaniem fototerapii (terapia samym $wiattem — promieniowaniem UVA lub
waskopasmowym UVB). Niestety, metoda ta posiada szereg skutkow ubocznych, takich jak
przedwczesne starzenie si¢ skory, czy ryzyko wystapienia niebarwnikowych nowotworéw
skéry. Ponadto, fototerapia ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia odlegltych dziatan
niepozadanych, nie jest stosowana u dzieci ponizej 10 roku zycia (Rodenbeck i in., 2016).
Metoda aPDI opiera si¢ na dziataniu nietoksycznego zwigzku chemicznego zwanego
fotouczulaczem (PS, ang. Photosensitizer), §wiatta widzialnego o okres$lonej dtugosci fali oraz
tlenu (Wainwright, 1998). W wyniku absorpcji fotonu dochodzi do wzbudzenia czasteczki
fotouczulacza i przejécia z podstawowego stanu singletowego (*PS) do wzbudzonego stanu
singletowego (*PS"). Nastepnie, na skutek przejscia interkombinacyjnego (ang. Intersystem
Crossing), fotouczulacz przechodzi do stanu wzbudzonego trypletowego (*PS”) (Ryc. 4). Na
tym etapie moze doj$¢ do jednego z dwodch typow reakcji. W typie I reakcji nastgpuje
przeniesienie elektronu ze stanu trypletowego na substrat, ktory wytwarza reaktywne formy
tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species), takie jak nadtlenek wodoru (H202), rodnik
hydroksylowy (HO™), czy anionorodnik ponadtlenkowy (O."). Z kolei w Il typie reakcji
dochodzi do transferu energii z czasteczki fotouczulacza, w wyniku czego tlen przechodzi
z podstawowego stanu trypletowego (302) we wzbudzona forme singletowa (*O2), ktora
charakteryzuje wysoka cytotoksyczno$¢ (Ryc. 4) (Hamblin, 2016). Reaktywne formy tlenu
uszkadzajg $ciang¢ komorkowsg bakterii oraz inne komponenty komoérkowe (biatka, DNA,

lipidy), co w konsekwencji prowadzi do $mierci drobnoustrojow (Cieplik i in., 2018).
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Rycina 4. Schemat dzialania przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (aPDI). Na
podstawie (Alves i in., 2014, Hamblin, 2016). llustracja wykonana przy pomocy platformy BioRender
(Patrycja Ogonowska, 2021, https://biorender.com/).

aPDI posiada szereg udokumentowanych zalet. Jedna z nich jest lokalne dziatanie,
nieuszkadzajace okolicznych tkanek gospodarza (Wainwright i in., 2017). Ponadto,
W przeciwienstwie do antybiotykoterapii, bakterie poddane dzialaniu aPDI nie wykazuja
opornosci na ten typ leczenia. Dotychczas zaobserwowano jedynie zjawisko tolerancji bakterii
na dziatanie aPDI. Natomiast zwigkszenie dawki $wiatta, badZ stezenia fotouczulacza nadal
prowadzi do eradykacji komoérek bakteryjnych (Rapacka-Zdonczyk i in., 2019). Co wiecej, na
skutecznos¢ aPDI nie wplywa wzorzec lekowrazliwosci, czy obecno$¢ mechanizmow
opornos$ci u bakterii (Grinholc i in., 2014). Wykazano réwniez, iz aPDI skutecznie niszczy
bakteryjne czynniki wirulencji. Aktywno$ci gronkowcowej o-hemolizyny, proteazy V8
i sfingomielinazy sa hamowane pod wplywem blekitu metylenowego (MB) i s$wiatla
laserowego (Amax=665 nm) (Tubby i in., 2009). W odroznieniu od fototerapii z zastosowaniem
swiatta UV, aPDI charakteryzuje si¢ brakiem mutagennosci wobec komorek eukariotycznych
(Grinholciin., 2015). Wiele opublikowanych badan na modelach in vitro oraz in vivo wskazato

skuteczno§¢ aPDI jako opcji terapeutycznej przeciwko infekcjom gronkowcowym
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(Nakonieczna i in., 2019). Wyzej wymienione cechy wskazujg na duzy potencjat metody i jej
wysoka skuteczno$¢ wobec infekcji wywotywanych przez drobnoustroje.

Moéwigc o metodzie aPDI, nie sposdb nie wspomnie¢ o fotouczulaczu i jego
odpowiednim doborze, a takze o zrédle $wiatla niezbednym do jego wzbudzenia. Niniejsza
praca skupia si¢ na dwoch fotouczulaczach — rézu bengalskim (RB, ang. rose bengal)
wzbudzanym $wiatlem zielonym (Amax=515 nm) oraz nowym bi¢kicie metylenowym (NMB,
ang. new methylene blue), wzbudzanym §wiatlem czerwonym (Amax=632 nm). Przedstawione
fotouczulacze reprezentuja mieszany typ reakcji fotodynamicznej, z przewaga typu Il
(konwersja tlenu molekularnego do wysoce cytotoksycznego tlenu singletowego) (Phoenix i
in., 2003, Spagnul i in., 2015, Wainwright i in., 1998). R6z bengalski to barwnik ksantenowy,
ktory w procesie fotosensybilizacji produkuje cytotoksyczny tlen singletowy o wydajnosci
kwantowej bliskiej 100% (Chang i in., 2008). Charakteryzuje si¢ wysoka biokompatybilnos$cia,
co jest jednym z niezbednych wyznacznikow cechujacych srodek terapeutyczny (Dubey i in.,
2020). Z zwigzku z tym jest powszechnie stosowany w diagnostyce brucelozy oraz miejscowo
w okulistyce do identyfikacji uszkodzenia rogéwki (Doughty, 2013, Ducrotoy i Bardosh, 2017).
Ponadto RB nie wykazuje efektu cyto- i fototoksycznego wobec ludzkich keratynocytow,
nawet w wysokich stezeniach (Nakonieczna i in., 2018). R6z bengalski jest wzbudzany
swiatlem zielonym, ktore coraz cze$ciej znajduje zastosowanie w leczeniu powierzchownych
zmian skornych z uwagi na penetracje wylacznie warstwy naskorka i brak efektu draznigcego
wzgledem wlokien nerwowych. Dodatkowo powierzchniowe dziatanie Swiatlta powoduje
zmniejszenie odczuwania przez pacjentow bolu podczas terapii (Fritsch i in., 1997, Osiecka i
in., 2018). Dziatanie in vitro rozem bengalskim wzbudzanym $wiattem zielonym wykazuje
wysoka skutecznos¢ i spadek przezywalno$ci zarowno bakterii Gram-dodatnich (Enterococcus
hirae, Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae), jak i Gram-
ujemnych (Escherichia coli) (Pérez-Laguna i in., 2018, Pieranski i in., 2020, Silva i in., 2018).
Z kolei nowy bigkit metylenowy jest barwnikiem fenotiazynowym, ktory absorbuje w obszarze
$wiatta czerwonego. Swiatlo czerwone ze wzgledu na gleboka penetracje tkanek znajduje
zastosowanie w terapii fotodynamicznej (Pottier i in., 1986). Leczenie z uzyciem NMB i §wiatla
czerwonego znaczaco tagodzi infekcje wywolane przez Candida albicans w ranach skory (Dai
I in., 2011). Dodatkowo ten rodzaj leczenia powoduje spadek przezywalno$ci
wielolekoopornych szczepow Acinetobacter baumannii zarowno w badaniach in vitro, jak i in
vivo w mysim modelu infekcji ran oparzeniowych (Ragas i in., 2010). Ponadto badania in vitro
(forma planktonowa i biofilm) wykazaty wysoka skuteczno$¢ terapii wobec bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych (Misba i in., 2017).
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4.9. Terapia fotodynamiczna (PDT) w praktyce klinicznej

Terapia fotodynamiczna (PDT, ang. Photodynamic Therapy) w dermatologii obejmuje
miejscowe stosowanie kwasu 5-aminolewulinowego (5-ALA) i estru aminolewulinianu metylu
(MAL). Zarowno 5-ALA, jak i MAL sa nieaktywnymi fotodynamicznie i nietoksycznymi
prekursorami fotouczulacza, protoporfiryny IX (PplX). Prekursory te po podaniu miejscowym
(badz ogdlnoustrojowym), przenikajag do komorek, gdzie s3 metabolizowane do aktywnej
fotodynamicznie PplX, bedacej endogennym fotouczulaczem. Nastgpnie, zaaplikowanie
Swiatla czerwonego prowadzi do wzbudzenia PpIX i1 powstania cytotoksycznego tlenu
singletowego (Collaud i in., 2004). Obecnie, w Europie do stosowania miejscowego sg
zatwierdzone trzy prekursory fotouczulaczy wzbudzane $wiatlem czerwonym — 5-ALA
AlaCare®, 5-ALA Ameluz® oraz MAL Metvix® (Correia i in., 2021). 5-ALA AlaCare® jest
stosowany w leczeniu fagodnego rogowacenia stonecznego. 5-ALA Ameluz® jest zatwierdzony
w leczeniu lagodnej 1 umiarkowanej postaci rogowacenia stonecznego, a takze
powierzchownego raka podstawnokomoérkowego. Natomiast MAL Metvix® znajduje
zastosowanie w leczeniu rogowacenia stonecznego, choroby Bowena i powierzchownego raka
podstawnokomorkowego. Ponadto w Ameryce Potocnej 5-ALA Levulan® wzbudzany
$wiatlem niebieskim jest zatwierdzony w leczeniu rogowacenia stonecznego (Ericson i in.,
2008, Morton i in., 2013, 2019, Wiegell, 2014). W ostatnich latach PDT znalazto réwniez
zastosowanie w leczeniu standw zapalnych skory, takich jak popromienne zapalenie skory, czy
tojotokowe i okotoustne zapalenie skory (Kwon i in., 2014, Morton i in., 2013). W 2010 roku
opublikowano opis przypadku leczenia skory pacjenta z AZS (zmiany na nadgarstkach)
poprzez zastosowanie metody PDT. Leczenie bazowalo na stosowaniu kremu z kwasem 5-ALA
1 naswietlaniu waskopasmowym $wiattem czerwonym. Terapia obejmowata trzy sesje
(w odstgpach 2-tygodniowych) i juz po pierwszym podejSciu zaobserwowano poprawe
wygladu skéry 1 zmniejszenie swedzenia. Pod koniec terapii skoéra zaczgta sig¢ goid,
a lichenizacja wyraznie zmniejsza¢ (Pozzi i Asero, 2010). 10 lat pozniej przedstawiono badania
z zastosowaniem zelu z kwasem 5-ALA i §wiatla dziennego w leczeniu przewleklej egzemy
reki, z czego polowa badanych pacjentow miata zdiagnozowane AZS. Po terapii obejmujacej
trzy zabiegi w dwutygodniowych odstepach zaobserwowano widoczng poprawe stanu skory,
a takze jakosci zycia leczonych pacjentow (Kremer i in., 2020).

W onkologii PDT znajduje rowniez zastosowanie w leczeniu nowotworéw przetyku,
ptuc i oskrzeli (fotouczulacze Photofrin®, Laserphyrin®), nowotworu pecherza (fotouczulacz

Hexvix®), nowotworéw glowy i szyi (fotouczulacz Foscan®), nowotworu drog zoétciowych

28



(fotouczulacz Redaporhine®), jak réwniez w zwyrodnieniu plamki zottej (fotouczulacz
Visudyne®) (Correia i in., 2021).

Jesli chodzi o leczenie przeciwbakteryjne, PDT wykorzystuje si¢ w terapii tradziku
wywotanym bakterig Propionibacterium acnes, tupiezu rumieniowego (Corynebacterium
minutissimum), zapalenia okostnej (Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum),
a takze martwicy miazgi i zmian okotowierzchotkowych (Enterococcus faecalis) (Darras-
Vercambre i in., 2006, Garcez i in., 2008, de Oliveira i in., 2007, Pinheiro i in., 2009, Ramstad
i in., 2006, Wiegell i Wulf, 2006). W kontekscie leczenia przeciwgrzybicznego, PDT ma
zastosowanie w leczeniu zapalenia mieszkéw wlosowych (Malassezia furfur), grzybicy skory
i stop (Candida, Trichophyton) (Calzavara-Pinton i in., 2004, Lee i in., 2010).

Z tego powodu, ze w przebiegu AZS Kkolonizacja skory przez S. aureus jest waznym
elementem zaostrzajacym objawy choroby, kluczowa kwestig jest poszukiwanie metod jego
eradykacji. Metoda aPDI moze stanowi¢ nowa, obiecujaca i bezpieczng opcje terapeutyczng,
prowadzaca do skutecznego eliminowania bakterii S. aureus i inaktywacji czynnikow
wirulencji, ktore odgrywaja istotng role¢ w przebiegu AZS. Dlatego tez, w niniejszej pracy
skupiono si¢ na analizie efektywnosci aPDI i ocenie potencjalu tej metody w eradykacji
izolatow S. aureus pochodzacych od pacjentow z AZS, jak rowniez inaktywacji wybranych
toksyn gronkowcowych.
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5. Cele pracy

Niniejsza praca skupiata si¢ wokot realizacji nast¢pujacych celow badawczych:

1. Charakterystyka genotypowa Kklinicznych izolatow  Staphylococcus aureus
pozyskanych od pacjentow z atopowym zapaleniem skory w populacji polskiej.

2. Analiza efektywno$ci metody fotodynamicznej wobec izolatow klinicznych i szczepow
referencyjnych Staphylococcus aureus.

3. Wplyw metody fotodynamicznej na ekspresj¢ genéw kodujacych kluczowe toksyny
gronkowcowe na poziomie transkryptu i biatka.

4. Weryfikacja efektywnosci metody fotodynamicznej w uktadzie ex vivo na modelu
swinskiej skory oraz in vivo na modelu kolonizacji mysiej skory przez bakterie

Staphylococcus aureus.
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6. Materialy

6.1. Szczepy bakteryjne

W niniejszej pracy do badan uzyto nastepujace grupy szczepow Staphylococcus aureus:

1)

Izolaty pozyskane od pacjentéw z atopowym zapaleniem skory (n=139), dzieki
wspotpracy z prof. dr hab. n. med. Wiolettg Baranskg-Rybak z Katedry i Kliniki

Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Tabela 2. Charakterystyka grupy izolatow S. aureus od pacjentow z AZS.

Izolaty Staphylococcus aureus pozyskane od pacjentow z AZS (n=139)

Wiek pacjenta Dorosty (n=88) Dziecko (n=51)
Miejsce izolacji Skoéra (n=69) Jama nosowo-gardtowa (n=70)
Pochodzenie izolatu Szpitalne, HA (n=80) Pozaszpitalne, CA (n=59)

Oporno$é¢ na metycyling Szczepy oporne, MRSA (n=5)

Szczepy wrazliwe, MSSA
(n=134)

2)

3)

4)

Izolaty pozyskane od pacjentow bez cech atopii (n=39), bedace grupa kontrolna,
stanowigce kolekcje Zaktadu Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej,
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed.

Szczepy referencyjne (n=14) scharakteryzowane pod katem obecnosci genow
toksyn oraz tla genetycznego, pozyskane z Zaktadu Epidemiologii i Mikrobiologii
Klinicznej, Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie, dzigki uprzejmosci dr
Joanny Empel.

Szczep bioluminescencyjny Xen40 wykorzystany w badaniach ex vivo i in vivo
(Perkin Elmer, USA).

Peten wykaz szczepow klinicznych oraz referencyjnych S. aureus wykorzystanych w badaniach

zestawiono w Tabeli 1, 2 i 3 (Suplement). Szczepy S. aureus przechowywano w formie

bakteryjnych konserw glicerolowych z dodatkiem 25% glicerolu w temperaturze -80°C.
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6.2. Warunki hodowli

Przed przystgpieniem do pracy, szczepy bakteryjne wysiewano na podtoze state TSA (ang.
Tryptic Soy Agar, bioMérieux, Francja) i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
Nocne hodowle bakteryjne prowadzono w ptynnym podlozu TSB (ang. Tryptic Soy Broth,
bioMérieux, Francja) w 37°C z wytrzasaniem (150 rpm) przez 16-20 godzin.

6.3. Roztwory i bufory

e Bufor PBS 1x stezony

PBS (Sigma-Aldrich, USA) 1 tabletka
Woda destylowana 200 ml
Tak przygotowany roztwor poddano autoklawowaniu i przechowywano w temperaturze
pokojowe;j.
e 1M Tris-HCI
Tris (Sigma-Aldrich, USA) 12,119
Woda destylowana 80 ml

Doprowadzi¢ przy pomocy 6 M HCI do pH 8,0.
Dopetniono woda destylowang do 100 ml.
e Bufor lizujacy

1 M Tris-HCI pH 8,0 20 mM
0,5 M EDTA (pH 8,0, Invitrogen™, USA) 2 mM
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) 1,2%

Bufor lizujacy przefiltrowano przez sterylny filtr strzykawkowy (0,2 pm, VWR, USA).
Bufor rozporcjowano do jatowych probéwek typu Eppendorf i przechowywano
w temperaturze -20°C.

e Bufor TBE 5x st¢zony

Tris (Sigma-Aldrich, USA) 549

Kwas borowy (Stanlab, Polska) 27,5¢
0,5M EDTA (pH 8,0, Invitrogen™, USA) 20 ml
Woda destylowana do 1000 ml
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e Bufor TBE 0,5x stezony

TBE 5x 100 ml

Woda destylowana 900 ml
e 10% APS

APS (Thermo Fisher Scientific, USA) 19

Woda destylowana 10 mi

Tak przygotowany roztwor rozporcjowano do jalowych probowek typu Eppendorf

I przechowywano w temperaturze -20°C.

e 10% SDS
SDS (Sigma-Aldrich, USA) 19
Woda destylowana 10 mi

e 15M Tris-HCI
Tris (Sigma-Aldrich, USA) 27,23 ¢
Woda destylowana 80 ml

Doprowadzono przy pomocy 6 M HCI do pH 8,8.
Dopetniono woda destylowang do 150 ml.

e 0,5M Tris-HCI
Tris (Sigma-Aldrich, USA) 69
Woda destylowana 60 ml
Doprowadzono przy pomocy 6 M HCI do pH 6,8.
Dopetniono woda destylowang do 100 ml.

6.4. Odczynniki do izolacji DNA

e Lizostafyna (pochodzaca z S. simulans, 400 U, A&A Biotechnology, Polska)
e Kulki szklane (Glasperlen, 0,10-0,11 MM, Sartorius StadimBiotech, Niemcy)
¢ RNaza (10 mg/ml, A&A Biotechnology, Polska)
e Zestaw Genomic Mini (A&A Biotechnology, Polska)

Roztwér lizujacy

Roztwor ptuczacy

Bufor Tris (10 mM, pH 8,5)

Proteinaza K
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6.5. Startery do amplifikacji DNA w reakcji PCR

Tabela 3. Startery stosowane do amplifikacji DNA (TI1B MOLBIOL Syntheselabor GmbH,

Niemcy).
Dhugosé¢
Gen Sekwencja 5°-3’ amplikonu Literatura
(p2)
sea GAT TCA CAA AGG ATATTG TTG ATA AAT AT 400
GTC CTT GAG CAC CAAATAAATC
seb GTATGATGATAATCATGT ATC AGC AA 625
CGT AAG ATAAACTTC AAT CTT CAC AT
sec GAG TCA ACC AGA CCC TAT GCC 650 (Salgado-Pabon
CGCCTGGTG CAG GCATC iin., 2014)
sed GCATTACTCTTT TTT ACT AGT TTG GTA 530
CCTTGC TTG TGC ATC TAATTC
st GAAATTTTT CATCGT AAGCCCTTTGTTG 655
TTC ATC AAT ATT TATAGG TGG TTTTTC A
spa TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG 100-422 (Aires-De-Sousa
CAG CAG TAGTGCCGT TTGCTT i in., 2006)

6.6. Odczynniki do amplifikacji DNA w reakcji PCR

10x stezony bufor do polimerazy (zawierajacy 20 mM MgClz2) (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Polimeraza Taq (5U/ul) (Thermo Fisher Scientific, USA)

Roztwor dNTPs — dATP, dCTP, dGTP, dTTP (10 mM kazdy) (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Startery (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Niemcy)

Woda do PCR (wolna od DNaz, RNaz) (EURx®, Polska)

6.7. Odczynniki do elektroforezy agarozowej kwasow nukleinowych

Agaroza (Prona, Polska)

Barwnik do barwienia kwaséw nukleinowych SimplySafe™ (EURx®, Polska)
Bufor ladujacy do DNA 6x stezony (Thermo Fisher Scientific, USA)

Bufor ladujacy do RNA 2x stezony (Thermo Fisher Scientific, USA)

Marker wielkosci DNA 100-3000 pz (Thermo Fisher Scientific, USA)

Marker wielkosci RNA 200-6000 pz (Thermo Fisher Scientific, USA)
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6.8. Odczynniki do prowadzenia hodowli komérek eukariotycznych

Komoérki HaCaT (CLS 300493)

Komérki HaCaT z wyciszong ekspresja w genie filagryny [linia zakazona
czasteczkami lentiwirusowymi zawierajacymi krotkie RNA o strukturze ,,spinki do
wloséw”, FLG shRNA (sc-43364-V)] oraz linia komérek HaCaT z wprowadzonym
pustym wektorem na drodze transfekcji, bedaca kontrola (Ctrl ShRNA, sc-108080)
(Wang i in., 2017) pozyskane dzigki uprzejmosci dr hab. Danuty Gutowskiej-Owsiak,
prof. UG z Pracowni Immunologii Do$wiadczalnej 1 Translacyjnej,
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed

DMEM - modyfikowana pozywka Eagle’a (ang. Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, USA)

FBS — plodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum) (Gibco™, Thermo
Fisher Scientific, USA)

PSG - penicylina, streptomycyna, glutamina (ang. Penicillin-Streptomycin-
Glutamine) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, USA)

MEM NEAA - pozywka minimalna z dodatkiem aminokwasow (ang. Minimum

Essential Medium, Non-Essential Amino-Acids) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,

USA)

Medium DMEM
Modyfikowana pozywka Eagle’a (DMEM) 44 ml
Plodowa surowica bydleca (FBS) 5mil
Penicylina, streptomycyna, glutamina (PSG) 500 pl

Pozywka minimalna z dodatkiem aminokwaséw (NEAA) 500 pl
Przed kazdym uzyciem, gotowa pozywke podgrzewano w lazni wodnej

w temperaturze 37°C. Przechowywano w temperaturze 4°C przez okres 7 dni.

6.9. Odczynniki do badania foto- i cytotoksycznosci zwigzkéw fotouczulajacych

MTT - blekit tiazolilowy bromek tetrazoliowy (ang. Methylthiazolyldiphenyl-
Tetrazolium Bromide) (Sigma-Aldrich, USA)
12 mM roztwér przygotowano poprzez odwazenie 5 mg MTT i zawieszenie w 1 ml

jatowego PBS (Materiaty, 6.3.). Dobrze zworteksowano do momentu catkowitego
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rozpuszczenia. Tak przygotowany roztwor przechowywano w probowce typu
Eppendorf przeznaczonej do s$wiattoczutych odczynnikow przez okres miesigca
w temperaturze 4°C.

DPBS - roztwor soli fizjologicznej w buforze fosforanowym Dulbecco (ang.
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, USA)
DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

6.10. Odczynniki do monitorowania wzrostu i Zywotnosci komérek eukariotycznych —

system xCELLigence

Plytki 16-doltkowe do systemu xCELLigence — E-plate (ACEA Biosciences Inc.,
USA)

DPBS — roztwér soli fizjologicznej w buforze fosforanowym Dulbecco (ang.

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, USA)

6.11. Odczynniki do izolacji i doczyszczania RNA

Odczynnik stabilizujacy RNA (RNAlater, Sigma-Aldrich, USA)
Srodek do inaktywacji RNaz (labZAP™, A&A Biotechnology, Polska)
Alkohol etylowy 96%, cz.d.a. (Stanlab, Polska)

Alkohol etylowy 70%

Alkohol etylowy 70% przygotowano poprzez rozcienczenie 96% alkoholu etylowego

w sterylnej wodzie milli Qi przechowywano w temperaturze pokojowe;j.

p-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA)
Lizostafyna (pochodzaca z S. simulans, 400U, A&A Biotechnology, Polska)
Zestaw do trawienia DNA - RNase-Free DNase Set (QIAGEN, Holandia)
Roztwor DNazy 10 pl
Bufor RDD 70 ul
Zestaw do izolacji i doczyszczania RNA - Syngen Blood/Cell RNA Mini Kit
(Syngen, Polska)
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6.12. Odczynniki do syntezy cDNA

Zestaw do odwrotnej transkrypcji - TranScriba Kit (A&A Biotechnology, Polska)

Starter dN-heksamer (100 uM)

Woda (wolna od nukleaz, traktowana DEPC)
5x bufor reakcyjny

Inhibitor RNaz (40 U/ul)

dNTPs Mix (10 mM)

Odwrotna transkryptaza (20 U/ul)

6.13. Startery do amplifikacji cDNA w reakcji gqPCR

Tabela 4. Startery wykorzystane w reakcji qPCR (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH,

Niemcy).
Dhugos¢
Gen Sekwencja 5°-3’ amplikonu Literatura
(pz)
Startery dla genow badanych
AAA ATA CAG TAC CTT TGG AAA CGG TT N
sea TTT CCT GTA AAT AAC GTC TTG CTT GA 92 (Klotz iin., 2003)
ACA CCC AAC GTT TTA GCA GAG AG -
seb CCA TCA AAC CAG TGA ATT TAC TCG 81 (Klotz iin., 2003)
o | AATAAAACG GTT GAT TCT AAA AGT GTG AA % (Klotz  in. 2003)
ATC AAA ATC GGA TTAACA TTATCC ATT C "
TGA TTC TTC TGA TGG GTC TAA AGT CTC N
sed GAA GGT GCT CTG TGG ATAATG TTT T 115 (Klotz iin., 2003)
TCA TCA GCT AAC TCA AAT ACA TGG ATT 3
tet TGT GGA TCC GTC ATT CATTGT T 88 (Babic, 2018)
Startery dla genéw referencyjnych
165 TAT GGA GGA ACA CCA GTG GCG AAG -
rRNA TCA TCG TTT ACG GCG TGG ACT ACC 116 (Steriin., 2005)
CCT TTA GCA GTA TCT CGA CC o
fabD GAA ACT TAG CAT CAC GCC 102 (Theis i in., 2007)
TAT TAC TGG TGG CGA GTC A o
fisz AGT ATT TAC GCT TGT TCG GA 223 (Sihto tin., 2014)
" AAT CGT TTT ATC AGG ACC 120 (Schroder i in.,
g CTT CAC CTT CAC GCA TTT 2013)
GTC GAA GGG GAC TCT G o
gyrB GCT CCA TCC ACA TCG G 242 (Sihto i in., 2014)
GAA GCT GCT GAA GTC G o
rho CGT CCA TAC GTG AAC CC 319 (Sihto i in., 2014)
rpoB CTA AGC ACA GAG GTC GT 208 (Sihto i in., 2014)
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ACGGCATCCTCATAGT

GGC AGG TAT TCC GAT TG

proC CTT CCG GTG ATAGCT GTT A 281 (Sihto iin., 2014)
GCA TCT GTA CTC TTA CGT CC -

Pk GGT GAC TCC AAG TGA AGA 89 (Theis iin., 2007)
_ GGT GAA ACA GAC GAA GAG -

tpiA TTA CCA GTT CCG ATT GCC 145 (Theis i in., 2007)

6.14. Odczynniki do reakcji gqPCR

e Srodek do inaktywacji enzyméw o aktywno$ciach DNaz i RNaz oraz pozostalosci
kwasow nukleinowych labZAP™ (A&A Biotechnology, Polska)
e Master mix do reakcji gPCR - Fast SG gPCR Master Mix (EURx®, Polska)
Fast SG gPCR Master Mix (2x)
Woda wolna od nukleaz
e Startery (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Niemcy)

6.15. Odczynniki do izolacji i rozdzialu bialek

Odczynniki do przygotowania lizatow biatkowych
2x bufor Laemmli (Bio-Rad, USA) 950 ul
B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA) 50 ul
Odczynniki do oznaczania iloSciowego bialek
e Zestaw RD DC™ Protein Assay Kit | (Bio-Rad, USA)
Odczynnik redukujacy 1
Odczynnik redukujacy I1
Alkaliczny winian miedzi
Rozcienczony odczynnik Folina
Roztwér srodka powierzchniowo czynnego
e  Wzorzec bialkowy y-globuliny (Bio-Rad, USA)
Odczynniki do rozdzialu bialek metoda elektroforezy w zelach poliakryloamidowych
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE, ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis)

Sktadniki niezbedne do przygotowania zelu poliakryloamidowego zawarto w Tabeli 5.
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Tabela 5. Sklad zeli poliakryloamidowych do analizy bialek metoda SDS-PAGE.

, Zel rozdzielajacy Zel zageszczajacy
Odezynnik (dolny, 12%), 10 ml (gorny, 6%), 4 ml
Woda destylowana 3,3ml 2,08 ml
30% roztwor akrylamidu (29:1) 4,0 ml 800 ul
1,5 M Tris-HCI 2,5 ml -
0,5 M Tris-HCI - 1mi
10% SDS 100 pl 40 pl
10% APS 100 pl 40 ul
TEMED 4l 4 ul
e Bufor SDS-PAGE 10x stezony
Glicyna (POCH, Polska) 144 g
Tris (Sigma-Aldrich, USA) 3049
SDS (Sigma-Aldrich, USA) 109
Woda destylowana do 1000 ml
e Bufor SDS-PAGE 1x stezony
Bufor SDS-PAGE 10x stgzony 100 ml
Woda destylowana 900 mi

e Marker do oznaczania wielkosci bialek, 10-180 kDa (Thermo Fisher Scientific,

USA)

e  Wzorce bialkowe toksyn gronkowcowych (Toxin Technology Inc., USA)

SEA
SEB
SEC
SED
TSST-1

1 mg/mi
1 mg/mi
1 mg/ml
1 mg/ml
1 mg/mi

Liofilizat (1 mg) rozpuszczono w 1 ml jatowej wody milli Q®, rozporcjowano

do jatowych probowek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -80°C.

Odczynniki do transferu i wykrywania bialka na membranie

e Membrana PVDF (Bio-Rad, USA)
e Bibula filtracyjna (Bio-Rad, USA)

e Bufor do transferu 10x stezony
Glicyna (POCH, Polska)
Tris (Sigma-Aldrich, USA)

Woda destylowana

144 g
304¢
do 1000 ml
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e Bufor do transferu 1x st¢zony

Bufor do transferu 10x stezony 100 ml
Metanol (POCH, Polska) 100 mi
Woda destylowana 800 ml

Przechowywano w temperaturze 4°C.
¢ Metanol cz.d.a. (POCH, Polska)

e TBS
Tris (Sigma-Aldrich, USA) 1,22 ¢
NaCl (MP Biomedicals LLC, USA) 8,76 g
Woda destylowana 750 ml

Doprowadzono do pH 7,5 przy pomocy 2 M HCI.
Dopetniono woda destylowang do 1 1.
e TBS-T (TBS-Tween)

TBS 500 ml

Tween-20 (Chempur, Polska) 250 pl
e TBS-T + 1% mileko

TBS-T 200 ml

Odtluszczone mleko w proszku (Gostyn, Polska) 2 ¢
Roztwor przygotowywano bezposrednio przed uzyciem. Przechowywano
W temperaturze 4°C.
e Przeciwciala pierwszorzedowe (Toxin Technology Inc., USA)
Anty-gronkowcowa enterotoksyna A IgG
Anty-gronkowcowa enterotoksyna B 1gG
Anty-gronkowcowa enterotoksyna C IgG
Anty-gronkowcowa enterotoksyna D IgG
Anty-gronkowcowa toksyna zespotu wstrzasu toksycznego TSST-1 IgG
Liofilizat (1 mg) rozpuszczono w 1 ml jatowej wody milli Q®, rozporcjowano
do jatowych probowek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -80°C.
e Przeciwciala drugorzedowe anty-krolicze znakowane peroksydaza chrzanowa —
Peroxidase-conjugated  AffiniPure Alpaca Anti-Rabbit 1gG  (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., USA)
Liofilizat (1 mg) rozpuszczono w 1 ml jatowej wody milli Q®, rozporcjowano

do jatowych probowek typu Eppendorfi przechowywano w temperaturze -80°C.
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e Odczynnik do chemiluminescencji — Clarity Max Western ECL Substrate (Bio-
Rad, USA)
Roztwor peroksydazy
Luminol
Bezposrednio przed uzyciem, w probéwce typu Eppendorf przeznaczonej do
swiattoczutych odczynnikéw, zmieszano jedng objeto$¢ roztworu peroksydazy

z jedng obje¢toscia luminolu.

6.16. Odczynniki do testu pomiaru aktywnosci toksyn (test proliferacji)

e Toksyny gronkowcowe — SEA, SEB, SEC, SED, TSST-1 (Toxin Technology Inc.,
USA)

e FBS - plodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum) (Biowest, USA)

e Formaldehyd cz.d.a. (Chempur, Polska)

e Komorki PBMC (jednojadrzaste komorki krwi obwodowej, ang. peripheral blood
mononuclear cells) — pozyskane dzigki uprzejmosci dr hab. Danuty Gutowskiej-
Owsiak, prof. UG z Pracowni Immunologii Doswiadczalnej 1 Translacyjnej
(Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i GUMed)

e Odczynnik do pomiaru proliferacji komoérek — CellTrace™ Far Red (Invitrogen™,
USA)

e Penicylina-Streptomycyna (Sigma-Aldrich, USA)

e Pozywka RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA)

e Przeciwcialo CD3-PE (BioLegend, USA)

6.17. Odczynniki do testu ELISA (pomiar IL-2)

e Toksyny gronkowcowe — SEA, SEB, SEC, SED, TSST-1 (Toxin Technology Inc.,
USA)

e FBS - plodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum) (Biowest, USA)

e Jonomycyna (Sigma-Aldrich, USA)

e Komorki PBMC - pozyskane dzigki uprzejmosci dr hab. Danuty Gutowskiej-Owsiak,
prof. UG z Pracowni Immunologii Do§wiadczalnej i Translacyjnej (Migdzyuczelniany

Wydziat Biotechnologii UG i GUMed)
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Octan mirystynianu forbolu (PMA, Sigma-Aldrich, USA)
Penicylina-Streptomycyna (Sigma-Aldrich, USA)

Pozywka RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA)

Zestaw do testu ELISA — IL-2 Human Uncoated ELISA Kit (Invitrogen™, USA)

6.18. Odczynniki do modelu ex vivo §winskiej skory

Agar Hepes
NaCl (MP Biomedicals LLC, USA) 49
KCI (Stanlab, Polska) 0,15¢g
Hepes (Sigma-Aldrich, USA) 1,199
Glukoza (Chempur, Polska) 1g
Agar (BTL, Polska) 59
Woda destylowana 500 mi

70% etanol
Bufor PBS 1x stezony (Materialy, 6.3.)
Swinska skéra

Woda destylowana

6.19. Odczynniki do mysiego modelu kolonizacji skéry przez S. aureus

Krem do depilacji (Isana, Niemcy)

Przylepiec chirurgiczny z wiokniny Omnifix® Elastic, 10 cm x 10 m (Hartmann,
Niemcy)

Bufor PBS 1x stezony (Materiaty, 6.3.)

Przezroczysty opatrunek foliowy Tegaderm™, 2 cm x 2 cm (3M™, USA)
Plynne podloze TSB (Materiaty, 6.2.)

10% roztwor formaliny, zbuforowany, zawierajacy 4% formaldehyd (Sigma-
Aldrich, USA)
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6.20. Fotouczulacze

1 mM roztwor wyjsciowy rézu bengalskiego (RB; 4,5,6,7-tetrachloro-2’,4",5°,7°-soli
disodowej tetrajodofluoresceiny; Sigma-Aldrich, USA) przygotowano w sterylnej wodzie
milli Q® i przechowywano w ciemno$ci temperaturze -20°C. Przed uzyciem, roztwor
wyjéciowy rozcienczano w sterylnej wodzie milli Q® do odpowiednich stezen roboczych
| przechowywano w ciemnos$ci w temperaturze 4°C przez okres do miesigca.

Roztwor wyjsciowy nowego blekitu metylenowego (NMB; chlorek etylo-[7-
(etyloamino)-2,8-dimetylofenotiazyn-3-ylideno]-azaniowy; Sigma-Aldrich, USA)
sporzadzono w stezeniu 10 mM w sterylnej wodzie milli Q® i przechowywano w ciemnosci
temperaturze -20°C. W zwiazku z tendencja do tworzenia agregatow, a tym samym obnizenia
efektywnosci  przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej, roztwdr wyjSciowy
rozcieficzono w sterylnej wodzie milli Q® do odpowiedniego stezenia, rozporcjowano

I przechowywano w ciemnosci w temperaturze -20°C.

6.21. Zrédla swiatla

Eksperymenty dotyczace przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej zostaty
wykonane przy uzyciu diod emitujacych swiatto (LED), przygotowanych na zaméwienie dla
Zaktadu Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej przez firm¢ EMD Technology (Warszawa,
Polska) oraz Cezos LED modules (Gdynia, Polska). W badaniach wykorzystano trzy zrodta
Swiatla: $wiatlo zielone o maksimum emisji 515 nm (badania in vitro), $wiatto zielone
0 maksimum emisji 530-535 nm (badania ex vivo i in vivo) oraz swiatto czerwone o maksimum
emisji 632 nm (Ryc. 5). W przypadku $wiatta zielonego (Amax=515 nm) stosowano 50% mocy
maksymalnej (35 mW/cm?), $wiatta zielonego (Amax=530-535 nm) stosowano 100% mocy (10,6
mW/cm?), a w przypadku $wiatla czerwonego — 100% mocy (20 mW/cm?). Peha
charakterystyka lamp zostala zawarta w publikacji opublikowanej w czasopismie Lighting

Research & Technology (Ogonowska i in., 2019).
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Rycina 5. Widma emisji zrédel $wiatla wykorzystanych w niniejszej pracy. A —widmo emisji zrodta
$wiatta zielonego Amax 515 nm; B — widmo emisji $wiatta zielonego Amax 530-535 nm; C — widmo emisji
$wiatta czerwonego Amax 632 nm. Pomiary wykonano we wspotpracy z prof. dr hab. Piotrem Kwiekiem
(panel A i C, Instytut Fizyki Do$wiadczalnej, Wydziat Matematyki, Fizyki i Informatyki Uniwersytetu
Gdanskiego) oraz mgr inz. Tomaszem Przytarskim (panel B, Niezalezne Laboratorium Fotometryczne
,»ViTom Light & Energy”, Gdynia). Na widmach przedstawiono znormalizowane warto$ci nat¢zenia
swiatta w odniesieniu do 100% zastosowanej mocy.

Na podstawie uzyskanych pomiaréw opublikowanych przez nasz zespdt badawczy
zdefiniowano obszar, w ktérym obserwuje si¢ najskuteczniejszy spadek przezywalnos$ci
komorek bakteryjnych. W zwiazku z tym, w celu uzyskania powtarzalnych i wiarygodnych

wynikoéw, proby naswietlane umieszczano zawsze w tym samym obszarze.

6.22. Analiza statystyczna

Wyniki wszystkich przeprowadzonych doswiadczen zostaly przedstawione jako
wartos$ci trzech niezaleznych powtorzen biologicznych. Obliczenia statystyczne dla danych

genotypowych zlecono firmie zewnetrznej (BIO-STAT, Gdansk) i byly wykonywane przy

44



uzyciu pakietu STATISTICA 12 (StatSoft Inc., 2014). Dla zmiennych jakos$ciowych
przeprowadzono test niezaleznosci Chi-kwadrat (z wykorzystaniem korekcji wg Yatesa dla
liczebnosci komorek ponizej 10, sprawdzeniem warunkow Cochrana i1 doktadnym testem
Fishera). Wykresy przedstawiajace wyniki Western Blot wykonano w programie GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, Inc., USA, 2015). Pozostale wykresy sporzadzono
z wykorzystaniem programu Microsoft Excel 365. Analiza statystyczna dla efektu cyto-
| fototoksycznego, wzglednych warto$ci ekspresji, zmian na poziomie biatka i zmian
proliferacji zostata wykonana przy uzyciu programu GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,
Inc., USA, 2015). Zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem
rzeczywiscie znaczacej réznicy Dunnetta. Dla wszystkich testow statystycznych warto$é p <

0,05 okreslano jako istotng statystycznie.

6.23. Sprzet laboratoryjny

e Akcesoria do mokrego transferu (Bio-Rad, USA)

e Aparat do elektroforezy pionowej Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA)

e Aparat do elektroforezy poziomej Mupid-ExU Submarine Electrophoresis System
(TaKaRa Bio, Japonia)

e Cytometr przeplywowy Guava easyCyte (Merck Millipore, USA)

e (Czytnik ptytek Victor Multilabel Plate Reader (Perkin-Elmer, USA)

e Densytometr Densi-La-Meter Il (Erba Lachema s.r.0., Czechy)

e Inkubator B8054 (Termaks, Norwegia)

e Inkubator z kontrolowang atmosferg CO2 ICOmed (Memmert GmbH, Niemcy)

e Kotyska laboratoryjna (bioSan, Polska)

e Dioda emitujaca swiatto LED (Amax=530-535 nm) skonstruowana na potrzeby Zaktadu
Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej (Cezos LED modules, Polska)

¢ Diody emitujace $wiatto LED (Amax=515 nm, Amax=632 nm) skonstruowane na
potrzeby Zaktadu Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej (EMD Technology Sp z
0.0., Polska)

e Miniwiréwka Rotilabo® (ROTH, Niemcy)

e Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Spektrofotometr UV-VIS SPECORD 2000 PLUS (Analytik Jena, Niemcy)

e System do dokumentacji zeli ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, USA)
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System obrazowania bioluminescencji in vivo IVIS (Perkin-Elmer, USA)
System XCELLigence RTCA (ACEA Biosciences Inc., USA)
Termoblok TB-941 T (JWE Electronic, Polska)

Termocykler GeneAmp PCR System 9600 (Perkin-Elmer, USA)
Termocykler LightCycler® 480 11 (Roche, Szwajcaria)

Wiréwka Centrifuge 5415 D (Eppendorf, Niemcy)

Wiréwka na mikroptytki i ptytki PCR Plate-Fuge (ALCHEM, Polska)
Wirdéwko-worteks FVL-2400N CombiSpin (bioSan, Polska)

Worteks TALBOYS (Troemner, USA)

Wytrzasarka powietrzna Innova 40 (New Brunswick Scientific, Szwecja)

Wytrzgsarka worteks V-1 plus (bioSan, Polska)

Zasilacz do elektroforezy CS-300V (Cleaver Scientific Ltd., Wielka Brytania)
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7. Metody

7.1. 1zolacja genomowego DNA bakteryjnego

Izolacje genomowego DNA bakteryjnego przeprowadzano z uzyciem zestawu Genomic
Mini (Materiaty, 6.4., A&A Biotechnology, Polska). 1,5 ml nocnej hodowli bakteryjnej
przeniesiono do jatowej probowki typu Eppendorf i zwirowano (5 min, 13 400 rcf). Supernatant
odrzucono, a osad zawieszono w 100 pl buforu lizujacego (Materiaty, 6.3.) z dodatkiem 10 pl
lizostafyny (Materiaty, 6.4.) i 20-30 mg szklanych kulek (Materiaty, 6.4.). Kazda probke
doktadnie zworteksowano i inkubowano 40 min w temperaturze 37°C. W trakcie inkubacji, co
10-15 min krotko worteksowano kazdg z prob (10-15 s). Kolejne etapy wykonywano zgodnie
z instrukcja producenta. Elucje DNA przeprowadzono z zastosowaniem 100 pl buforu Tris.
Pomiar spektrofotometryczny uzyskanego DNA pod katem czystosci i ilosci dokonano przy
uzyciu spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Wyizolowany
genomowy DNA bakteryjny przechowywano w -20°C.

7.2. Amplifikacja genow toksyn
Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR dla genow toksyn gronkowcowych (sea,
seb, sec, sed, tst) zestawiono w Tabeli 6. Kontrole pozytywne i kontrole negatywne stanowity

szczepy referencyjne pochodzace z Narodowego Instytutu Lekoéw (Suplement, tab. 3).

Tabela 6. Sklad mieszaniny reakcyjnej.

Skladnik Stezenie wyjSciowe Stezenie koncowe Objet:::kll? Qjednq
B;gjlr}](ﬁ Vlr/ilzréul.?)cy 10x stezony 1x stezony 2,5 ul
dNTPs 10 mM kazdy 0,2 mM 0,5 ul
Primer forward 50 pmoli/ul 0,5 pmol/ul 0,25 ul
Primer reverse 50 pmoli/pl 0,5 pmol/ul 0,25 pul
Polimeraza DreamTaq S5U/ul 05U 0,1 ul
Woda do PCR - - do 25 pl
DNA [x ng/ul] ~20-30 ng Obliczy¢
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Amplifikacj¢ prowadzono w termocyklerze GeneAmp PCR System 9600 (Perkin-
Elmer, USA), w nastepujacych warunkach reakcji:

Wstepna denaturacja 94°C 3 min

Denaturacja 94°C 20s

Przylaczanie starterow 54°C 20s 30 cykli
Elongacja 72°C 20s

Koncowa elongacja 72°C 4 min

Schiadzanie 4°C o0

Produkty reakcji PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem SimplySafe ™
(Materiaty, 6.7., EURX®, Polska). Rozdzial prowadzono w aparacie do elektroforezy poziomej
Mupid-ExU (TaKaRa Bio, Japonia) w 0,5x st¢zonym buforze TBE (Materiaty, 6.3.) przy
napigciu 100V przez czas 60 min, a nastepnie 135V przez 30 min. Wyniki rozdzialu

obserwowano w systemie do dokumentacji zeli ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, USA).

7.3. Amplifikacja regionu VNTR (zmienna liczba powtérzen tandemowych, ang. Variable

Number of Tandem Repeats) genu spa S. aureus
Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Sklad mieszaniny reakcyjne;j.

Skladnik Stezenie wyjSciowe Stezenie koncowe Obj@t:j:kll? ejedna‘
Blégofn(ﬁ Vli’/ilzféljl'z})cy 10x stezony 1x stezony Sul
dNTPs 10 mM kazdy 0,1 mM 0,5 pl
Primer forward 50 pmoli/ul 1 pmol/ul 1 ul
Primer reverse 50 pmoli/ul 1 pmol/ul 1 ul
Polimeraza DreamTaq 5 U/ul 0,06 U 0,5 pl
Woda do PCR - - 41 ul
DNA [x ng/pl] ~20-30 ng Obliczy¢

Amplifikacj¢ prowadzono w termocyklerze GeneAmp PCR System 9600 (Perkin-

Elmer, USA), w nastepujacych warunkach reakc;ji:
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Wstepna denaturacja 94°C 5 min

Denaturacja 94°C 30s

Przytaczanie starterow 63°C 30s 30 cykli
Elongacja 72°C 45s

Koncowa elongacja 72°C 3 min

Schtadzanie 20°C 0

Produkty reakcji PCR rozdzielano w 1% zelu agarozowym z dodatkiem zamiennika
bromku etydyny SimplySafe™ (Materiaty, 6.7., EURX®, Polska). Rozdzial prowadzono
w aparacie do elektroforezy poziomej Mupid-ExU (TaKaRa Bio, Japonia) w 0,5x stezonym
buforze TBE (Materiaty, 6.3.) przy napigciu 100V przez czas 75 min. Wyniki rozdziatu
obserwowano w systemie do dokumentacji zeli ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, USA). Produkty
amplifikacji przekazano do oczyszczania i sekwencjonowania, korzystajac z ustug firmy
zewngtrznej (Eurofins Genomics, Niemcy). Otrzymane sekwencje przekazano do dalszej
analizy przez zespét dr n. biol. Joanny Empel z Zaktadu Epidemiologii i Mikrobiologii
Klinicznej, Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie. Konkretny typ spa zostat
zatwierdzany przez baz¢ RidomSpa (https://spaserver.ridom.de/, Ridom GmbH, Niemcy)
poprzez odczyt na poziomie Excellent lub Very Good.

Uzyskane typy spa grupowano w kompleksy klonalne MLST (ang. clonal complexes)

za pomocg bazy danych Ridom SpaServer (https://spaserver.ridom.de/) (Enright i in., 2000).

7.4. Przeciwbakteryjna inaktywacja fotodynamiczna (aPDI)

Nocne hodowle bakteryjne (Materiaty, 6.2.) doprowadzono do gestosci optycznej 0,5 McF
(ok. 10" CFU/ml). Do probowek typu Eppendorf przeznaczonych do $wiattoczutych
odczynnikow przeniesiono po 200 pl zawiesiny bakteryjnej. Doswiadczenie opierato si¢ na
analizie czterech grup badawczych:

(1) L(-) PS(-) — komorki nietraktowane, przechowywane w ciemnos$ci

(2) L(+) — komorki traktowane $wiatlem

(3) PS(+) — komorki traktowane fotouczulaczem i przechowywane w ciemnosci

(4) aPDI — komorki traktowane fotouczulaczem i $§wiatlem
Do komoérek bakteryjnych traktowanych fotouczulaczem, dodano fotouczulacz w stezeniu
koncowym réwnym 0,5 uM i 1 uM (RB) lub 5 uM i 10 uM (NMB). Komorki z dodatkiem
fotouczulacza inkubowano z wytrzasaniem przez czas 10 min (RB) lub 15 min (NMB).
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Nastgpnie, 100 pl prob przeznaczonych do naswietlania (grupa 2 i 4) przenoszono do 96-
dotkowej ptytki (NEST® Biotechnology, Chiny). Komorki bakteryjne na$wietlano rosngcymi
dawkami $wiatta w zakresie 10-40 J/cm? dla $wiatta zielonego oraz 35-45 J/cm? dla $wiatta
czerwonego. Do wzbudzenia RB uzyto swiatto zielone, natomiast do wzbudzenia NMB —
swiatlo czerwone. Kazdorazowo, podczas procesu naswietlania pobierano 10 pl naswietlanej
probki dla danej dawki S$wiatlta (grupa 2 i1 4). Dodatkowo po zakonczonym procesie
na$wietlania, pobierano po 10 pl komorek dla prob z grupy 1 i 3. Proby pobierano w celu
okreslenia liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) oraz oceny przezywalnosci komorek
bakteryjnych. W tym celu 10 pl kazdej z prob przenoszono do 90 pl jalowego buforu PBS
i wykonywano 10-krotne seryjne rozcienczenia w 96-dotkowej ptytce (NEST® Biotechnology,
Chiny). Na podtoze agarowe TSA wysiewano po 10 ul kazdego z rozcienczen (w zakresie od
10°do 10#) i inkubowano plytki w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji, zliczano
pojedyncze kolonie bakteryjne i obliczano spadek przezywalnosci komorek bakteryjnych.

Doswiadczenie wykonano w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych.

7.5. Badanie cyto- i fototoksycznosci zwiazkéw fotouczulajacych (test MTT)

Pierwszego dnia eksperymentu wykonano pasaz komorek eukariotycznych - HaCaT
(CLS 300493), HaCaT z wyciszong ekspresjg w genie filagryny (FLG shRNA) oraz komorki
HaCaT z wprowadzonym pustym wektorem na drodze transfekcji, bedace kontrolg (Ctrl
shRNA) (Wang i in., 2017). Komorki rozporcjowano tak, aby na jeden dotek 96-dotkowych
ptytek przypadato 1x10* komérek (NEST® Biotechnology, Chiny). Kofcowa objetosé
inokulum w kazdym dotku wynosita 100 pl. Tak przygotowane komorki eukariotyczne
inkubowano w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO; przez 24 godziny, aby umozliwié
komorkom adhezje. Po uptywie 24 godz. od wysiania, bezposrednio do medium dodano
fotouczulacz w odpowiednim stezeniu. Komoérki inkubowano w ciemnos$ci w temperaturze
37°C w atmosferze 5% CO> przez 10 minut (RB) lub 15 minut (NMB). Po inkubacji komorki
ptukano 100 pul DPBS (Materialy, 6.9., Sigma-Aldrich, USA). Po odessaniu DPBS, do kazdego
dotka rozporcjowano po 100 pl $wiezego medium. Wykonano proces naswietlania wedtug
nastepujacych warunkow:

(1) Swiatto zielone (Amax=515 nm), moc zrodta $wiatta 35 mW/cm?, dawka §wiatta 40

Jlcm?, czas naswietlania 22 min
(2) Swiatlo czerwone (Amax=632 nm), moc zrédta §wiatta 20 mW/cm?, dawka $wiatta

32,5 Jlcm?, czas naswietlania 45 min
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Po zakonczeniu naswietlania, komorki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C
w atmosferze 5% CO.. Po uptywie 24 godz. dodano do kazdego dotka 10 ul 12 mM roztworu
MTT (Materiaty, 6.9., Sigma-Aldrich, USA). Inkubowano przez 4 godziny w temperaturze
37°C w cieplarce w atmosferze 5% CO2. Nastepnie do kazdego dotka dodano 100 ul DMSO
(Materiaty, 6.9., Sigma-Aldrich, USA). Komorki inkubowano w temperaturze 37°C
w atmosferze 5% CO; przez czas 15 minut. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 550 nm
w czytniku ptytek Victor Multilabel Plate Reader (Perkin-Elmer, USA). Efekt cyto-

i fototoksyczny wyrazano w nast¢pujgcy sposob:

OD prob traktowanych - OD blank ) 00
X

Praesvwalnodé (%) — (
rzezywalnos¢ (%) OD proéb kontrolnych - OD blank

gdzie OD prob traktowanych — wartos¢ absorbancji dla komoérek poddanych dziataniu samego
Swiatta, samego fotouczulacza, badz $wiatla 1 fotouczulacza; OD blank — warto$¢ absorbancji

roztworu DMSO; OD prob kontrolnych — warto§¢ absorbancji dla komorek nietraktowanych.

7.6. Monitorowanie wzrostu i zywotnosci komoérek eukariotycznych w systemie

XCELLigence

Komérki HaCaT (CLS 300493), HaCaT z wyciszong ekspresja w genie filagryny (FLG
shRNA) oraz komorki HaCaT z wprowadzonym pustym wektorem stanowigce kontrole (Ctrl
shRNA) (Wang i in., 2017) przepasazowano, zawieszono w medium DMEM (Materiaty, 6.8.)
i rozsiano na E-ptytki (ACEA Biosciences Inc., USA) do gestoéci 1x10* komorek na dotek.
Kazdy badany warunek przetestowano w 7 powtorzeniach technicznych. Plytki umieszczono
w urzadzeniu xCELLigence RTCA (ACEA Biosciences Inc.,, USA) i inkubowano
w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO2 przez 24 godziny. Nastgpnego dnia eksperymentu,
gdy komorki znajdowaly si¢ w fazie logarytmicznego wzrostu, E-ptytki wyjmowano
z urzadzenia, usuwano medium z dotkow i dodano po 100 ul ogrzanego medium
z fotouczulaczem w odpowiednim ste¢zeniu. Plytki inkubowano w ciemno$ci w temperaturze
37°C w atmosferze 5% CO2 przez 15 min (NMB) lub 10 min (RB). Po inkubacji, wykonano
dwukrotne ptukanie 100 pul DPBS (Materialy, 6.9., Gibco™, Thermo Fisher Scientific, USA),
dodano po 100 pl $wiezego medium i poddano naswietlaniu. Przetestowano nastgpujace

warunki przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej:
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(1) Swiatlo zielone (Amax=515 nm), moc zrodta §wiatta 35 mW/cm?, dawka $wiatta 40
Jlcm?, stezenie koncowe RB: 10 pM, czas naswietlania 22 min
(2) Swiatto czerwone (Amax=632 nm), moc zrodla §wiatta 20 mW/cm?, dawka $wiatta
32,5 Jlcm?, stezenie koncowe NMB: 5 pM, czas naswietlania 45 min
Po zakonczeniu procesu naswietlania, E-ptytki umieszczono ponownie w urzadzeniu
xCELLigence RTCA (ACEA Biosciences Inc., USA) i monitorowano wzrost oraz zywotnos¢
komorek do osiggniecia fazy plateau (przez ok. 70-120 godz.). Indeks komorkowy (ClI, ang.
Cell Index) mierzono co 10 min. Parametr ten zalezy od liczby, wielkosci i morfologii komoérek

przylegajacych do mikroelektrod wbudowanych w E-plytke.

7.7. Przeciwbakteryjna inaktywacja fotodynamiczna (aPDI) w warunkach subletalnych

(badanie ekspresji genéw toksyn)

Nocne hodowle bakteryjne (Materiaty, 6.2.) odmtadzano w stosunku 1:100 w 20 ml
jatlowego medium TSB i inkubowano do osiggnigcia fazy logarytmicznego wzrostu
(ODg00=0,5; czas odmtadzania ok. 2 godziny). Nastepnie do 24-dotkowej phytki (NEST®
Biotechnology, Chiny) przenoszono 510 ul hodowli bakteryjnej. Doswiadczenie opierato si¢
na analizie czterech grup eksperymentalnych:

(1) L(-) PS(-) — komorki nietraktowane, przechowywane w ciemnos$ci

(2) L(+) — komorki traktowane $wiattem

(3) PS(+) — komorki traktowane fotouczulaczem i przechowywane w ciemnosci

(4) aPDI — komorki traktowane fotouczulaczem i $wiatlem
Do préb aPDI i PS(+) dodano fotouczulacz w st¢zeniu koncowym 0,2-0,5 uM (RB), badz 5 uM
(NMB). Tak przygotowane 24-dotkowe plytki przykryto folig aluminiowa i inkubowano
w 37°C z wytrzasaniem (150 rpm) 10 min (RB) lub 15 min (NMB). Nastepnie naswietlano
odpowiednia dawka $wiatla o energii catkowitej W zakresie 2-10 J/cm? dla $wiatta zielonego
oraz 17,5-30 J/cm? dla $wiatta czerwonego. Zardwno dawka fotouczulacza, jak i dawka $wiatla
zostala dobrana w taki sposob, aby spadek przezywalnos$ci bakterii nie przekraczat 0,5 logio
CFU/ml. Po zakonczeniu procesu naswietlania, ptytki przechowywano w 37°C. Proby
pobierano w dwoch punktach czasowych — po uptywie 20 min (t20) i 40 min (t40) od
zakonczenia procesu naswietlania. 500 pl kazdej z prob zawieszano w 1 ml odczynnika
stabilizujacego RNA — RNAlater (Materiaty, 6.11., Sigma-Aldrich, USA). Tak przygotowane
proby przechowywano w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Ponadto, pozostale 10 pl

zawiesiny bakteryjnej przenoszono do 90 ul jalowego PBS (Materiaty, 6.3.), celem wykonania
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10-krotnych seryjnych rozcienczen (zakres 10 do 107°). Rozcienczenia wysiewano na podtoza
TSA, ktore inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji, zliczano kolonie
bakteryjne w celu okre$lenia przezywalno$ci badanych szczepow S. aureus. Eksperyment

przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych.

7.8. Izolacja calkowitego RNA bakteryjnego

Izolacje catkowitego RNA bakteryjnego wykonywano przy uzyciu zestawu Syngen
Blood/Cell RNA Mini Kit (Materiaty, 6.11., Syngen, Polska). Izolacj¢ prowadzono z 500 pl
hodowli bakteryjnej zawieszonej w 1 ml odczynnika stabilizujacego RNA, RNAlater
(Materiaty, 6.11., Sigma-Aldrich, USA). Przed przystagpieniem do izolacji, proby zwirowano
(10 min, 3 300 rcf). Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 100 ul buforu lizujacego
z dodatkiem 2 U lizostafyny (5 pl) (Materiaty, 6.11., A&A Biotechnology, Polska). Catos¢
zworteksowano na maksymalnych obrotach przez 20 s i umieszczono w termobloku (JWE
Electronic, Polska) nagrzanym do temperatury 37°C na czas 30 min. Podczas inkubacji, co 10
min krotko worteksowano kazdg z prob (15-20 s). Kolejne kroki wykonywano zgodnie
z zaleceniami producenta. W trakcie izolacji przeprowadzono etap trawienia DNA na
kolumnie. Na $rodek membrany naniesiono 10 pl roztworu DNazy i 70 ul buforu RDD
(Materiaty, 6.11.). Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 min. Elucje bakteryjnego
RNA wykonano z uzyciem 50 pul wody wolnej od RNaz. Wyizolowany RNA rozporcjowano

do wolnych od RNaz proboéwek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -80°C.

7.9. Doczyszczanie RNA

W zwigzku z tym, ze do reakcji gQPCR wymagany jest RNA pozbawiony genomowego
DNA, wykonano dodatkowy etap doczyszczania RNA. W probowce typu Eppendorf wolnej od
RNaz zmieszano:

(1) 20 pl probki RNA zanieczyszczonej genomowym DNA

(2) 10 pl buforu RDD

(3) 10 pl roztworu DNazy

(4) 60 ul wody wolnej od RNaz
Catos$¢ inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 min. Kolejne etapy wykonywano
zgodnie z instrukcja producenta przy uzyciu zestawu Syngen Blood/Cell RNA Mini Kit
(Materiaty, 6.11., Syngen, Polska). Elucje bakteryjnego RNA wykonano z uzyciem 50 pl wody
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wolnej od RNaz. Wyizolowany oczyszczony RNA rozporcjowano do wolnych od RNaz
probowek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -80°C. Czysto$¢ i st¢zenie
uzyskanego RNA zmierzono spektrofotometrycznie z wykorzystaniem urzgdzenia NanoDrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Jako$¢ RNA oceniano poprzez rozdziat w 1,5% zelu
agarozowym z dodatkiem SimplySafe™ (Materiaty, 6.7., EURX®, Polska). Probki do
naniesienia na zel przygotowywano poprzez zmieszanie 5 pl probki RNA i 5 pl 2x stgzonego
buforu tadujgcego RNA (Materiaty, 6.7., Thermo Fisher Scientific, USA). Probki inkubowano
przez 10 min w temperaturze 70°C. Po czasie inkubacji probki schtodzono w lodzie i catos¢
(10 pl) umieszczano w studzienkach. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w 0,5x stgzonym
buforze TBE (Materiaty, 6.3.) przy napigciu 100V przez czas 20 min. Do oceny rozdziatu
wykorzystano system do dokumentacji zeli ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, USA), obserwujac dwa
charakterystyczne prazki odpowiadajace podjednostkom 23S i 16S rRNA.

7.10. Odwrotna transkrypcja

Komplementarny cDNA uzyskano w procesie odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem
zestawu TranScriba Kit (Materiaty, 6.12., A&A Biotechnology, Polska). W sterylnej probowce
wolnej od RNaz umieszczono kolejno: 100 ng catkowitego bakteryjnego RNA, 1 pl startera
dN-heksamer, dopetniajac woda wolng od nukleaz do objetosci 9,5 ul. Catos¢ doktadnie
wymieszano 1 krotko zwirowano. Nastgpnie probki inkubowano w temperaturze 65°C przez
5 minut w celu denaturacji matrycowego RNA. W kolejnym kroku dodawano pozostate

odczynniki w nastepujacej kolejnosci:

5x bufor reakcyjny 4 ul
Inhibitor RNaz 0,5 ul
dNTPs Mix 2 ul
TranScriba 4 ul

Probki umieszczono w termocyklerze GeneAmp PCR System 9600 (Perkin-Elmer, USA)
i wybrano odpowiedni program:

Wstepna inkubacja 25°C 5 min
Elongacja heksameréw 42°C 60 min
Terminacja 70°C 5 min
Chtodzenie 4°C

Uzyskany cDNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz.
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7.11. Wybor stabilnego genu referencyjnego

Wytypowano 10 gendéw referencyjnych w oparciu o dane literaturowe dotyczace analizy
stabilno$ci genow w rdéznych warunkach eksperymentalnych (Materiaty, 6.13., tab. 4). W tym
celu zastosowano reakcje PCR w czasie rzeczywistym (qPCR, ang. quantitative Polymerase
Chain Reaction) z wykorzystaniem termocyklera LightCycler® 480 Il (Roche, Szwajcaria). Do
przeprowadzania reakcji qPCR uzyto gotowa mieszanine reakcyjng Fast SG qPCR Master Mix
(Materiaty, 6.14., EURX®, Polska), zawierajaca polimeraze Perpetual Taq, typu ,,hot start” oraz
barwnik fluorescencyjny SYBR Green I. Wydajnosci amplifikacji okreslono dla kazdej pary
starterow badanych genow referencyjnych z uzyciem 5-krotnych seryjnych rozcienczen cDNA.
Wydajno$¢ reakcji qPCR (E) zostata obliczona na podstawie regresji liniowej zaleznos$ci
wartosci cyklow progowych (Cp) od logarytmu stezen matrycy i jest wyrazana Wzorem
(Mackay, 2004):

E =101
w ktorym E to wydajnos¢ reakcji qPCR, natomiast a — nachylenie wykresu regresji liniowej dla
danego genu. Wartosci wydajno$ci reakcji dla poszczegdlnych genow zostaly wyrazone
w procentach.

Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Sklad mieszaniny reakcyjnej.

Skladnik Stezenie wyjSciowe Stezenie koncowe Objetos¢ m,l jedng
reakcje
2x SG gPCR Master Mix 2x stezony 1x stezony Sul
Primer forward 10 uM 0,2-0,4 uM 0,2-0,4 ul
Primer reverse 10 uM 0,2-0,4 uM 0,2-0,4 ul
Woda do PCR - - 3,6-3,2 ul
cDNA 5x rozcienczony 1 ul

Parametry reakcji:

Wstepna denaturacja 95°C 5 min

Denaturacja 95°C 15s

Przylaczanie starterow 60°C 15s 45 cykli
Elongacja 72°C 15s
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Koncowa elongacja 72°C 3 min

Krzywa topnienia 65-95°C

Krzywe topnienia dla badanych gendéw referencyjnych zostaly przeanalizowane w celu
wykluczenia tworzenia si¢ dimeréw starterow, a takze niespecyficznych produktow
amplifikacji. Uzyskane wartosci Cp z trzech niezaleznych powtérzen biologicznych
analizowano za pomoca oprogramowania LightCycler® 480 Software wersja 1.5. Stabilnoéé
genow referencyjnych mierzono przy uzyciu programéw bedacych dodatkami do Microsoft
Excel: BestKeeper (Pfaffl i in., 2004), geNorm (Vandesompele i in., 2002) i NormFinder
(Andersen i in., 2004).

7.12. Reakcja qPCR

Analize ekspresji toksyn gronkowcowych na poziomie mRNA zbadano
z zastosowaniem ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qPCR, ang. quantitative
Polymerase Chain Reaction) i wykorzystaniem termocyklera LightCycler® 480 II (Roche,
Szwajcaria). Sktad i objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej oraz warunki temperaturowe reakcji
opisano w podrozdziale 7.11. W zwiagzku z tym, iz wydajnos$ci primeréw gendéw badanych
i genéw referencyjnych nie byly podobne, wzgledny poziom ekspresji badanych genow

analizowano z zastosowaniem modelu Pfaffla, wyrazanego wzorem (Pfaffl, 2001):

ACp gen badany (kontrola-proba)
(Egen badany)

(Egen referencyjny)

R= ACp gen referencyjny (kontrola-proba)

gdzie R — poziom badanego transkryptu; Egen badany — Wydajno$é reakcji genu badanego; Egen
referencyjny — Wydajno$¢ reakcji genu referencyjnego; ACPp gen badany — roznica cykli progowych
wyznaczonych dla genu badanego w probie kontrolnej i badanej; ACp gen referencyjny — réznica
cykli progowych dla genu referencyjnego miedzy proba kontrolng i badang. Proby kontrolne
stanowity proby nietraktowane (tzn. nie poddawane dzialaniu $wiatta ani fotouczulacza).
Warto$ci wzglednego poziomu ekspresji zostaly znormalizowane wzglgdem dwoch najbardziej
stabilnych genoéw referencyjnych: gmk i ftsZ (RB i $wiatlo zielone) oraz fabD i proC (NMB
| Swiatlo czerwone) i wyrazane w jednostkach log> (Ogonowska i Nakonieczna, 2020).

Eksperyment przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych.
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7.13. Przeciwbakteryjna inaktywacja fotodynamiczna (aPDI) w warunkach subletalnych
(badanie produkcji toksyn na poziomie bialka) i przygotowanie bakteryjnych lizatow

bialkowych

Nocne hodowle bakteryjne (Materiaty, 6.2.) odmtadzano w stosunku 1:100 w 20 ml
jatowego medium TSB i inkubowano do osiggnigcia fazy poéznego logarytmicznego wzrostu
(ODg00~1,7-1,9; czas odmtadzania 6-8 godzin). Nastgpnie do 24-dotkowej ptytki (NEST®
Biotechnology, Chiny) przenoszono 510 ul hodowli bakteryjnej. Doswiadczenie bazowato na
analizie czterech grup eksperymentalnych:

(1) L(-) PS(-) — komorki nietraktowane, przechowywane w ciemnosci

(2) L(+) — komorki traktowane $wiatlem

(3) PS(+) — komorki traktowane fotouczulaczem i przechowywane w ciemnosci

(4) aPDI — komorki traktowane fotouczulaczem i $wiattem
Do prob aPDI i PS(+) dodano fotouczulacz w stezeniu koncowym 0,5 uM (RB) i 200 uM
(NMB). Tak przygotowane 24-dotkowe plytki przykryto folig aluminiowa i inkubowano
w 37°C z wytrzasaniem (150 rpm) 10 min (dla RB) lub 15 min (dla NMB). Nastepnie
naswietlano odpowiednia dawka $wiatta o energii catkowitej w zakresie 2-12 J/cm? dla $wiatta
zielonego oraz 27,5-32,5 J/cm? dla $wiatta czerwonego. Po zakonczeniu procesu naswietlania,
ptytki przechowywano w 37°C. Proby pobierano w trzech punktach czasowych — bezposrednio
po procesie naswietlania (Oh), 1 godzine (1h) i 2 godziny (2h) od zakonczenia naswietlania.
200 pl kazdej z préb zawieszano w proporcji 1:1 2x stgzonego buforu Laemmli (z dodatkiem
-merkaptoetanolu, Materialy, 6.15.), inkubowano w termobloku nagrzanym do temperatury
95°C przez czas 5 min. Po uptynieciu czasu inkubacji probki krotko zwirowano (1 min, 16 100
rcf). Tak przygotowane lizaty biatkowe przechowywano w temperaturze -20°C do czasu
dalszych analiz. Ponadto, pozostate 10 ul zawiesiny bakteryjnej przenoszono do 90 ul jatowego
PBS (Materiaty, 6.3.), celem wykonania 10-krotnych seryjnych rozcienczen (zakres 10 do 10-
%). Rozcienczenia wysiewano na podtoza TSA, ktore inkubowano przez 24 godziny
w temperaturze 37°C. Po czasie inkubacji, zliczano liczb¢ kolonii bakteryjnych w celu
okreslenia przezywalnosci badanych szczepow S. aureus. Eksperyment przeprowadzono

W trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych.
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7.14. Western Blot

7.14.1. Pomiar stezenia calkowitego bialka w lizatach bialkowych

Pomiar stezenia calkowitego biatka w lizatach bialkowych dokonano przy uzyciu
zestawu RD DC™ Protein Assay Kit (Materiaty, 6.15., Bio-Rad, USA). Metoda pomiaru opiera
si¢ na zmodyfikowanej metodzie Lowry’ego (Lowry i in., 1951). Test ten jest w pelni
kompatybilny z odczynnikiem redukujacym i detergentem. Wszystkie kroki wykonano wedtug
instrukcji dotaczonej przez producenta. Jako wzorzec biatkowy zastosowano wzorzec -
globuliny (Materiaty, 6.15., Bio-Rad, USA) w trzech réznych stezeniach: 0,37 mg/ml, 0,74
mg/ml oraz 1,48 mg/ml. Tlo$¢ catkowitego biatka zmierzono spektrofotometrycznie przy uzyciu
spektrofotometru UV-VIS SPECORD 2000 PLUS (Analytik Jena, Niemcy), przy dtugosci fali
750 nm. Wartosci absorbancji badanych prob odnoszono wzgledem wzoru krzywej wzorca
biatkowego y-globuliny, uzyskujac wartosci stezenia catkowitego biatka w przygotowanych

lizatach bakteryjnych.

7.14.2. Rozdzial bialek metoda elektroforezy w zelach poliakryloamidowych
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE, ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis)

Przygotowano Zele poliakryloamidowe — 12% zel rozdzielajacy i 6% zel zaggszczajacy
(Materiaty, 6.15., tab. 5). Czas polimeryzacji wynosit odpowiednio 45 min i 30 min. Na
studzienki nanoszono w podanej kolejnosci — 5 ul markera do oznaczania wielkos$ci biatek
(Materiaty, 6.15., Thermo Fisher Scientific, USA), 5 pl wzorca bialkowego badanej toksyny
gronkowcowej w stezeniu 25 pg/ml (Materiaty, 6.15., Toxin Technology Inc., USA) oraz lizaty
biatkowe badanych préb w ilosci 10 pg. Elektroforeze w zelu poliakryloamidowym
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE, ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) prowadzono w 1x st¢zonym buforze SDS-PAGE w aparacie do elektroforezy
pionowej Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA) przy napigciu 180 V przez 60 min.

7.14.3. Transfer i wykrywanie bialka na membranie

Mokry transfer wykonywano z uzyciem membrany PVDF (Materialy, 6.15., Bio-Rad,
USA). Przed przystgpieniem do etapu transferu, aktywowano membrang przez 20 s w metanolu

(Materiaty, 6.15., Avantor Performance Materials, Polska). Nast¢pnie przemywano w wodzie
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destylowanej i umieszczano wraz z pozostatymi elementami niezbgdnymi do przeprowadzenia
mokrego transferu w 1x stezonym buforze do transferu na czas 10 min. Kolejnym etapem byto
przygotowanie tzw. ,kanapki”. W kasecie do transferu utozono kolejno: gabke, bibule
filtracyjna, zel, membrane PVDF, bibule filtracyjng i ggbke. Kasete umieszczono w aparacie
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad), wraz z wktadem chtodzacym. Transfer na membrane
prowadzono na lodzie w 1x stezonym buforze do transferu przy napigciu 100 V przez 60 min.
Po zakonczonym transferze, membrang dwukrotnie przeptukano przy uzyciu 30 ml TBS,
W celu usunigcia pozostatosci detergentow. Membrang PVDF blokowano 30 min w 30 ml
roztworu TBS-Tween (TBST) z dodatkiem 1% mleka odttuszczonego i wytrzasano na kotysce
laboratoryjnej w temperaturze pokojowej. Dwukrotnie przeptukano membrang w 30 ml TBST,
anastgpnie inkubowano z pierwszorzedowymi przeciwciatami w stosunku 1:10 000 (Materiaty,
6.15., Toxin Technology Inc., USA) w 30 ml roztworu TBST z 1% mlekiem odttuszczonym.
Calos¢ inkubowano przez noc w 4°C z delikatnym wytrzagsaniem na kotysce laboratoryjne;j.
Nastepnego dnia przeprowadzono trzy, S5-minutowe plukania z uzyciem 30 ml TBST
z delikatnym wytrzasaniem na kolysce laboratoryjnej. Dodano przeciwciata drugorzgdowe
znakowane peroksydaza chrzanowa (HRP) rozcienczone w stosunku 1:10 000 (Materiaty,
6.15., Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., USA) w 30 ml roztworu TBST z 1%
mlekiem odtluszczonym i inkubowano 30 min na kotysce laboratoryjnej w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie przeprowadzono trzy, 5-minutowe ptukania z uzyciem 30 ml TBST.
Na koniec wykonano dwukrotnie przeptukanie membrany w 30 ml TBS w celu usunigcia
pozostatosci detergentdow. Membrane pokryto substratem Clarity Max ECL Substrate
(Materiaty, 6.15., Bio-Rad, USA) i odczytywano sygnatl chemiluminescencji w systemie do
dokumentacji ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, USA). Odczyt sygnatu wykonywano przy statym
czasie ekspozycji, a uzyskany obraz analizowano w programie Image Lab (wersja 6.0, Bio-
Rad, USA). Uzyskane intensywnos$ci prazkow dla poszczegdlnych prob analizowano

wzgledem krzywej standardowej wzorca biatkowego toksyny.

7.15. Pomiar aktywnosci toksyn (test proliferacji komérek PBMC)

Test zostal wykonany we wspotpracy z mgr Adrianem Kobielg i dr hab. Danutg
Gutowska-Owsiak, prof. UG z Pracowni Immunologii Doswiadczalnej 1 Translacyjnej
(Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii UG i GUMed). Komorki PBMC (jednojadrzaste
komorki krwi obwodowej, ang. peripheral blood mononuclear cells) pochodzace od trzech

pacjentow wybarwiono odczynnikiem przeznaczonym do pomiaru proliferacji komoérek —
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CellTrace™ Far Red (Materiaty, 6.16., Invitrogen™, USA) wedlig instrukcji producenta.
Nastepnie komorki wysiano na 96-dotkowa okraglodenng ptytke (Corning, USA) w gestosci
2x10° komérek na dotek w 200 pul pozywki (RPMI-1640 + 10% FBS + 100 1U/ml penicyliny +
100 pg/ml streptomycyny; Materiaty, 6.16.). W kolejnym etapie przeprowadzono naswietlanie
biatek toksyn (SEA, SEB, SEC, SED, TSST-1). Do 98 ul jatlowego PBS (Materiaty, 6.3.)
dodano 1 pl fotouczulacza (stg¢zenie koncowe RB — 0,515 uM, NMB — 5 uM) i 1 ul toksyny
w stezeniu koncowym 3,2 pg/ml. Tak przygotowane toksyny poddano naswietlaniu §wiatlem
zielonym (warunki subletalne: Amax=515 nm, moc 35 mW/cm?, dawka $wiatta 12 J/cm?;
warunki letalne: Amax=515 nm, moc 35 mW/cm? dawka $wiatta 40 J/cm?) i $wiattem
czerwonym (Amax=632 nm, moc 20 mW/cm? dawka $wiatla 32,5 J/cm?). Uwzgledniono
rowniez kontrole: toksyna + $wiatto zielone, toksyna + $wiatlo czerwone, toksyna + RB
(inkubacja w ciemnosci), toksyna + NMB (inkubacja w ciemno$ci), toksyna (nie poddawana
traktowaniu) oraz toksyna inaktywowana termicznie (gotowanie w temperaturze 95°C przez 60
min, probke co jakis$ czas krotko mieszano na worteksie). Po zakonczonej procedurze toksyny
dodawano do komoérek PBMC w objetosci 5 ul (koncowe stezenie toksyn 80 ng/ml).
Negatywna kontrolg stanowity niestymulowane komorki PBMC. Po uptywie 6 dni, dwukrotnie
przeptukano komoérki PBS i wybarwiono przeciwciatem CD3-PE (Materiaty, 6.16.) przez 30
min w 4°C. Nastepnie komorki dwukrotnie przeptukano PBS i zawieszono w 4% roztworze
formaldehydu. Analize przeprowadzano na cytometrze przeptywowym (Merck Millipore,
USA) przy uzyciu programu InCyte (Merck Millipore, USA). Proliferacj¢ limfocytow
T mierzono po uprzednim wybramkowaniu PBMC na populacji komorek pozytywnych

wzgledem markera CD3.

7.16. Pomiar aktywnosci toksyn (test ELISA na obecno$é¢ IL-2)

Eksperyment przeprowadzono we wspotpracy z mgr Klaudig Michalska z Laboratorium
Fotobiologii 1 Diagnostyki Molekularnej (Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii UG
I GUMed). Frakcje PBMC pochodzace od zdrowych dawcoéw zliczono, rozcienczono
w pozywce RPMI (RPMI-1640 + 10% FBS + 100 IU/ml penicyliny + 100 pg/ml
streptomycyny; Materiaty, 6.16.) i wysiano w liczbie 1x10° komérek na studzienke 96-
dotkowej okraglodennej ptytki (Corning, USA). Catkowita objetos¢ inokulum w kazdym dotku
wynosita 200 pl. Nastepnie toksyny o stezeniu koncowym 3,2 png/ml (SEA, SEB, SEC, SED,
TSST-1, Toxin Technology Inc., USA) poddano dziataniu aPDI (warunki naswietlania opisano
w Metodach, 7.15.). Do komérek PBMC dodano toksyny traktowane aPDI, jak i nie poddane
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traktowaniu (stezenie koncowe toksyn 80 ng/ml) i inkubowano przez 24 godz. w 37°C
w atmosferze 5% CO>. Nastepnie plytke zwirowano (300 g, 5 min, 4°C), zebrano supernatanty
i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz. Pomiar wytwarzania IL-2
W poszczegdlnych warunkach okreslono przy pomocy zestawu IL-2 Human Uncoated ELISA
Kit (Invitrogen™, USA) zgodnie z protokotem producenta. Kazdy eksperyment
przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych komoérek PBMC
pochodzacych od trzech roznych zdrowych dawcéw. Dla kazdego powtdrzenia biologicznego
wykonano trzy powtdérzenia techniczne na tej samej plytce testu ELISA z ta samg krzywa
standardowg dla ludzkiej IL-2. Kontrol¢ pozytywna stanowity komodrki PBMC traktowane
PMA (150 ng/ml, Sigma-Aldrich, USA) i jonomycyng (75 ng/ml, Sigma-Aldrich, USA).
Kontrolag negatywna okreslano nietraktowane komorki PBMC, jako kontrole zastosowano
rowniez PBMC traktowane toksyna inaktywowana termicznie (poddang inaktywacji termicznej

w 95°C przez 60 min z kilkukrotnym worteksowaniem co 10-15 minut).

7.17. Weryfikacja efektywnosci aPDI — model ex vivo §winskiej skory

Pierwszym etapem bylo przygotowanie §winskiej skory. Na poczatku usunigto warstwe
tkanki thuszczowej. Nastepnie przy pomocy maszynki do golenia, usuni¢to wlosy z powierzchni
skory. Tak przygotowang skore pocieto na fragmenty o wymiarach 2 x 2 ¢cm i doktadnie
oplukano woda destylowana. W celu pozbycia si¢ pozostatosci bakterii z powierzchni skory,
fragmenty skory inkubowano w 70% roztworze etanolu przez 10 minut. Po uptynigciu czasu
inkubacji, skore przeniesiono do jatowego PBS (Materiaty, 6.3.), aby wyptukac pozostatosci
etanolu. Przygotowane fragmenty przeniesiono na agar Hepes (Materiaty, 6.18.).
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Rycina 6. Schemat doswiadczenia — aPDI na modelu ex vivo swinskiej skory. Ilustracja wykonana
przy pomocy platformy BioRender (Patrycja Ogonowska, 2021, https://biorender.com/).

Kolejnym krokiem byta kolonizacja skory szczepem S. aureus Xen40 (Materiaty, 6.1.).
Nocng hodowle bakteryjng doprowadzono do gestosci optycznej 0,5 McF (ok. 107 CFU/m).
Do jalowych probowek typu Eppendorf przeniesiono po 1 ml hodowli bakteryjnej 0,5 McF
i zwirowano (5 min, 14 000 rcf). Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 10 ul jatlowego
PBS (Materiaty, 6.3.). Catos¢ (10 pul) naniesiono na skorg i doktadnie rozprowadzono po catej
powierzchni. Pytki ze skorg umieszczono w inkubatorze (37°C) na 24 godziny.

Po dobie inkubacji, zaobserwowano zabarwienie powierzchni skory, swiadczace o jej
skolonizowaniu przez bakteri¢ S. aureus. Na swinskim modelu skory testowano cztery warunki
eksperymentalne:

(1) L(-) PS(-) — komorki nietraktowane, przechowywane w ciemnosci

(2) L(+) — komorki traktowane $wiattem

(3) PS(+) — komorki traktowane fotouczulaczem i przechowywane w ciemnosci

(4) aPDI — komorki traktowane fotouczulaczem i $§wiatlem
Na skore zaaplikowano 10 pl rézu bengalskiego w stezeniu 35 uM (grupa 3 i 4). Plytki
przykryto folig aluminowg i umieszczono w inkubatorze (37°C) na czas 30 min. Po uptynigciu
czasu inkubacji, fragmenty skory przeznaczone do naswietlania (grupa 2 i 4) umieszczono pod

zielong lampa (Amax=530-535 nm) i wykonano naswietlanie (moc lampy 10,6 mW/cm?, dawka
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$wiatta 6,36 J/cm?, czas naswietlania 10 min). Nastepnie plytki ponownie umieszczono
w inkubatorze (37°C) na 40 min.

Izolacja RNA Przy pomocy jalowej wymazoéwki uprzednio zwilzonej w odczynniku
stabilizujagcym RNA (RNAlater, Sigma-Aldrich, USA, Materialy, 6.11.) pobrano wymaz
z powierzchni $winskiej skory (40 min po aPDI) (Ryc. 6). Nastgpnie wymazowke umieszczono
w 100 pl buforu lizujacego (Materiaty, 6.3.) z dodatkiem 2 U lizostafyny (5 ul, Materiaty, 6.11.)
1 zworteksowano przez 1 min na maksymalnych obrotach. Wymazowke odrzucono, a probki
umieszczono W termobloku uprzednio nagrzanego do temperatury 37°C. Liz¢ prowadzono
przez czas 40 min, uwzgledniajac kilkukrotne worteksowanie probek (10-15 s). Po
zakonczonym etapie lizy, catkowity RNA bakteryjny izolowano zgodnie z krokami opisanymi
w Metodach, 7.8. Etap doczyszczania RNA, odwrotnej transkrypcji i gPCR przeprowadzono
analogicznie, jak opisano w Metodach, 7.9., 7.10. i 7.12.

Bakteryjne lizaty bialkowe Przy pomocy jatowej wymazowki uprzednio zwilzonej
W jatowym roztworze PBS pobrano wymaz z powierzchni $winskiej skory (40 min i 24 godz.
po aPDI) (Ryc. 6). Wymazowke umieszczono w probowce z 300 ul jatowego PBS. Probki
zworteksowano na maksymalnych obrotach przez 1 min. Wymazoéwke odrzucono, a probki
zwirowano (5 min, 14 000 rcf). Supernatant przeniesiono do jalowych probowek typu
Eppendorf i zawieszono w 2x stezonym buforze Laemmli (Materiaty, 6.15.), osad odrzucono.
Tak przygotowane probki inkubowano w 95°C, po czym zwirowano (1 min, 16 100 rcf). Probki
przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz. Kolejne etapy (pomiar
stezenia biatka calkowitego, Western Blot) przeprowadzano bez zmian, opisano w Metodach,
7.14.

Ocena przezywalnosci komoérek bakteryjnych. Sterylng wymazowke uprzednio
zwilzono w jatowym buforze PBS i pobrano wymaz ze skory (40 min i 24 godz. po aPDI) (Ryc.
6). Wymazoéwke umieszczono w jatowej probowce typu Eppendorf, zawierajacej 300 pl
jatowego buforu PBS. Nastepnie probki intensywnie worteksowano przez 1 min. Wymazowke
odrzucono, a probki zwirowano (5 min, 14 000 rcf). Supernatant odrzucono, a osad zawieszono
w 100 ul jatowego PBS i dokladnie rozpipetowano. Pobrano po 10 ul kazdej z prob
I przenoszono do 90 pl jatlowego buforu PBS, wykonujac 10-krotne seryjne rozcienczenia
w 96-dotkowej ptytce (NEST® Biotechnology, Chiny). Na podtoze TSA wysiewano po 10 pl
kazdego z rozcienczen (w zakresie od 10 do 108). Phytki umieszczono w inkubatorze (37°C)
na czas 24 godzin. Po uptywie czasu inkubacji, zliczano pojedyncze kolonie bakteryjne

I obliczano spadek przezywalnosci komorek bakteryjnych.
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Cykl doswiadczen przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach

biologicznych.

7.18. Weryfikacja efektywnos$ci aPDI na mysim modelu kolonizacji skory przez S. aureus

Dos$wiadczenie zostato przeprowadzone w Malopolskim Centrum Biotechnologii
w Krakowie w ramach uchwaty II Lokalnej Komisji Etycznej w Krakowie nr 101/2021 z dnia
8.04.2021. W cksperymencie braly udzial 8-tygodniowe samice szczepu BALB/c (Charles
River Laboratories, Niemcy). Przed rozpoczeciem doswiadczenia, zwierzeta zostaty poddane
5-dniowej kwarantannie. Nastepnie, myszy poddano badaniom lekarsko-weterynaryjnym.
Zaréwno podczas kwarantanny, jak 1 do§wiadczenia myszy przebywaly w pomieszczeniach
0 kontrolowanych parametrach: temperatura 22°C + 2°C, wilgotno$¢ 55% + 5%, o$wietlenie
sztuczne, fotoperiod 12 godz. §wiatla/12 godz. ciemnosci. W do$wiadczeniu brato udziat 36
myszy, podzielonych na nastepujace grupy badawcze (w kazdej grupie znajdowato si¢ po
6 myszy):
1. Myszy poddane procedurze tape-stripping
2. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus
3. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu
$wiatla zielonego (Amax=530-535 nm)
4. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu
rozu bengalskiego zaaplikowanego bezposrednio na skore w stezeniu 50 pM
5. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu
przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (jednokrotne traktowanie)
6. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu

przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (podwojne traktowanie) (Ryc. 7).
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Rycina 7. Schemat doswiadczenia i podzial na grupy badawcze — weryfikacja efektywnosci aPDI
na mysim modelu kolonizacji skory przez S. aureus. llustracja wykonana przy pomocy programu
Microsoft PowerPoint (Patrycja Ogonowska, 2022).

Pierwszego dnia eksperymentu, grzbiety wszystkich myszy zostaly ogolone (obszar
2 cm?), a na wygolony obszar zaaplikowano krem do depilacji, ktory usunieto ze skory po
uplywie 5 min. Nastegpnie skore grzbietu u wszystkich badanych myszy poddano procedurze
tape-stripping, ktora opiera si¢ na kilkunastokrotnym przyklejaniu i odklejaniu przylepca
chirurgicznego z wtdkniny (Omnifix® Elastic; ok. 10-12 razy). Kazdorazowo nastgpuje zmiana
przylepca na nowy. Technika ma na celu mechaniczne usunigcie powierzchniowych warstw
naskorka, a samg procedure przeprowadza si¢ do momentu zaobserwowaniu zaczerwienienia
| blyszczenia si¢ skory, bez oznak regularnego krwawienia. Kolejnym etapem byto
zaaplikowanie bioluminescencyjnego szczepu S. aureus Xen40, w celu skolonizowania

uszkodzonej skory (grupy badawcze 2-6) (Ryc. 7). Nocng hodowle¢ bakteryjng doprowadzono
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do gestosci optycznej 0,5 McF (ok. 10’ CFU/mI). Z hodowli bakteryjnej o gestosci 0,5 McF
pobrano po 1 ml, przeniesiono do jatlowych probowek typu Eppendorf i zwirowano (5 min,
14 000 rcf). Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 10 ul jatowego PBS. Catos¢ (10 ul)
zaaplikowano bezposrednio na skérg myszy. W celu uniknig¢cia rozlania i pdzniejszego
wyschnigcia bakterii, na skor¢ myszy przyklejano przezroczysty opatrunek foliowy
(Tegaderm™). Opatrunku nie odklejano, ani nie zmieniano na nowy przez caty okres trwania
eksperymentu. W celu sprawdzenia sygnatu bioluminescencyjnego U szczepu S. aureus Xen40,
myszy poddano us$pieniu z zastosowaniem izofluranu w st¢zeniu 3-4% (indukcja znieczulenia
0golnego) oraz 1,5-3% (znieczulenie podtrzymujace) i wykonano pomiar sygnalu
bioluminescencji z wykorzystaniem systemu obrazowania IVIS (Perkin-Elmer, USA).

W przypadku grupy 1, codziennie dokonywano obserwacji i wykonywano
dokumentacje¢ fotograficzng mysiej skory poddanej procedurze tape-stripping. W przypadku
grup 2-6, kazdego dnia wykonywano pomiar bioluminescencji (Perkin-Elmer, USA). Podczas
obrazowania, myszy poddano uspieniu z zastosowaniem izofluranu w st¢zeniu 3-4% (indukcja
znieczulenia ogodlnego) oraz 1,5-3% (znieczulenie podtrzymujace). Grupa 3 w drugim dniu
eksperymentu zostata na§wietlana wylacznie Swiattem zielonym (Amax=530-535 nm) przez czas
10 min. W trakcie naswietlania myszy poddano uspieniu z zastosowaniem izofluranu
w stezeniu 3-4% (indukcja znieczulenia ogdlnego) oraz 1,5-3% (znieczulenie podtrzymujace).
Z kolei w grupie 4 badano wpltyw aplikacji zwigzku fotouczulajacego — rézu bengalskiego na
skore. Roz bengalski w stezeniu 50 pM podawano w obje¢tosci 10 pl bezposrednio pod foliowy
opatrunek (Tegaderm™). Po zaaplikowaniu zwiazku, myszy przeniesiono do ciemnego
pomieszczenia na czas 30 min, w celu umozliwienia penetracji i wigzania czgsteczek
fotouczulacza. Fotouczulacz nie zostal w zaden sposob usuniety, ani wyptukany przez caly
okres trwania do$wiadczenia. Grupa 5 1 6 zostala poddana przeciwbakteryjnej inaktywacji
fotodynamicznej (grupa 5 — pojedyncze naswietlanie w drugi dzien eksperymentu; grupa 6 —
jedno traktowanie w drugi dzien doswiadczenia i jedno traktowanie w trzeci dzien
doswiadczenia) (Ryc. 7). Bezposrednio pod foliowy opatrunek zaaplikowano 10 pl rézu
bengalskiego w stezeniu 50 pM. Nastgpnie przeniesiono myszy na 30 min do ciemnego
pomieszczenia (penetracja i wigzanie czasteczek fotouczulacza). Po inkubacji, myszy poddano
naswietlaniu przez 10 min w catkowitym uspieniu z zastosowaniem izofluranu w stezeniu 3-
4% (indukcja znieczulenia ogdlnego) oraz 1,5-3% (znieczulenie podtrzymujace). W przypadku
grupy 6, cato$¢ procedury powtdrzono kolejnego dnia.

W piatym dniu doswiadczen, po zakonczeniu procedury pomiaru bioluminescencji,

myszy poddano eutanazji z wykorzystaniem CO2, a nastepnie przeprowadzono dyslokacje
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kregéw szyjnych. W przypadku grupy 2, 5 1 6 przy pomocy jatowej wymazowki uprzednio
zwilzonej w jalowym roztworze PBS pobrano wymazy z powierzchni mysiej skory.
Przygotowanie bakteryjnych lizatow biatkowych oraz analiz¢ Western Blot wykonywano
zgodnie z procedurami opisanymi w Metodach, 7.17. i 7.14.

Po eutanazji przeprowadzono nekropsje i pobrano tkanki do badan histologicznych.
Fragmenty skory umieszczono w pojemnikach z 10% roztworem formaliny (Sigma-Aldrich,
USA) i1 przekazano do dalszej analizy zespotowi dr n. med. Joanny Szpor z Zaktadu
Patomorfologii  Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. W uzyskanych obrazach
histologicznych wybarwionych hematoksyling i eozyng skupiono si¢ na ocenie nast¢pujacych
parametrow:

- stan zapalny (w skorze wilasciwej, warstwie podskornej, tkance migéniowej),

- obecnos¢ neutrofilii,

- obecno$¢ bakterii.
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8. Wyniki

8.1. Wiekszos¢ S. aureus wyizolowanych od pacjentow z AZS posiada geny badanych
toksyn

Szereg danych literaturowych wskazuje na role toksyn gronkowcowych w przebiegu
AZS poprzez dziatanie zaostrzajace i nasilajace stan zapalny skory. W pracy skupiono si¢ na
analizie wybranych czynnikéw wirulencji S. aureus, czyli gronkowcowych enterotoksyn
A (SEA), B (SEB), C (SEC), D (SED) oraz toksyny wstrzasu toksycznego (TSST-1).
Przedmiotem zainteresowania byla dystrybucja i czesto$¢ wystgpowania genéw badanych
toksyn w populacji S. aureus u chorych na AZS. Do analiz wigczono dwie grupy izolatow
S. aureus:

(1) kolekcje 139 izolatéw pobranych z jamy nosowo-gardlowej i zmian skornych
pacjentow z AZS. Kolekcja zostala zgromadzona dzigki wspdlpracy z prof. dr hab.
Wioletta Baranska-Rybak (Katedra i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii,
Gdanski Uniwersytet Medyczny),

(2) kolekcje 39 izolatow klinicznych pochodzacych od pacjentéw bez cech atopii (Zaktad
Fotobiologii 1 Diagnostyki Molekularnej, Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii
UG&GUMed).

Obydwie kolekcje przeanalizowano pod katem obecnosci czterech genow enterotoksyn: sea,
seb, sec, sed i genu tst kodujacego toksyn¢ TSST-1 (Metody, 7.2.). Glownym celem
przeprowadzonej analizy bylo porownanie dystrybucji gendéw toksyn w grupie badanej
| kontrolnej, a takze okreslenie, ktore geny dominujg w poszczegélnych grupach. Ponadto
w przypadku grupy izolatow od pacjentow z AZS analizowano dystrybucje genow toksyn
w zaleznos$ci od miejsca izolacji (skora 1 jama nosowo-gardtowa), wieku pacjentow (dorosli
I dzieci), pochodzenia szczepu (szpitalny i pozaszpitalny), a takze opornosci na metycyling
(MRSA i MSSA).

Wsrod 139 izolatéw pochodzacych od pacjentow z AZS, 90 (64,7%) posiadato
przynajmniej jeden gen toksyny, sposrod pigciu badanych. Co wigcej, w grupie izolatow
pozytywnych pod katem obecno$ci badanych genow, u ponad poltowy (62,2%) wykryto
obecnos$¢ wigcej niz jednego z badanych genow. Genami dominujacymi wsrod izolatow od
pacjentow AZS byly sec i sea (Tab. 9). Z kolei w grupie kontrolnej, 18 z 39 (46,2%) izolatow
posiadato przynajmniej jeden gen toksyny. W przeciwienstwie do izolatéw pochodzacych od
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pacjentow AZS, w grupie kontrolnej nie zidentyfikowano takich, ktore posiadaty wigcej niz
jeden badany gen (Suplement, tab. 5). Dominujacym genem w grupie kontrolnej byt gen sea
(Tab. 9). Odsetek pozostatych gendéw kodujacych enterotoksyny (seb, sec i sed) w grupie
kontrolnej byt zblizony. Pos$rod izolatow grupy kontrolnej nie wykryto genu tst (Tab. 9). Z kolei
tylko u 8 izolatéw od pacjentéw z AZS wykryto gen tst. Warto zauwazy¢, ze odsetek wykrycia
badanych genow w grupie izolatow pochodzacych od pacjentow z AZS byt zdecydowanie

wyzszy, wyjatek stanowit gen seb.

Tabela 9. Czestotliwos¢ wykrywania genow toksyn gronkowcowych w izolatach S. aureus
pochodzacych od pacjentéw z AZS oraz grupy kontrolnej bez cech atopii.

Geny toksyn gronkowcowych
sea seb sec sed tst
Pacjenci z 0 0 0 0 0
AZS (n=139) 60 (43,2%) 2 (1,4%) 65 (46,7%) 24 (17,3%) 8 (5,8%)
Grupa
kontrolna 7 (17,9%) 4 (10,3%) 4 (10,3%) 3(7,7%) 0 (0%)
(n=39)

Analiza czestosci wystepowania gendéw badanych toksyn w grupie pacjentow AZS
podzielonych wzgledem wieku wykazata kilka istotnych roznic. Przede wszystkim czgstosé
wystepowania genow Sea, sec i sed roznila si¢ znaczaco pomigdzy grupami i byla wyzsza
w grupie dorostych (ponad dwukrotnie). Gen seb zidentyfikowano wytacznie w grupie dzieci,
natomiast gen sed wykryto w znacznej wigkszosci w grupie dorostych, co moze wskazywac, iz
jest charakterystyczny dla populacji dorostych (Tab. 10). Z kolei dystrybucja genow
w odniesieniu do miejsca izolacji jest bardzo do siebie zblizona, w probach pobranych ze skory
I Z jamy nosowo-gardtowej liczebno$¢ zidentyfikowanych gendw jest niemal identyczna (skora
— 79 gendéw, jama nosowo-gardtowa — 80 genow). Wyjatek stanowi gen seb, ktory
zaobserwowano w dwoch izolatach pochodzacych wytacznie ze skory (Tab. 10). Test
niezaleznos$ci Chi-kwadrat nie wykazat istotnych statystycznie zalezno$ci pomiedzy czestoscig
wystepowania konkretnych gendéw toksyn, a miejscem pochodzenia izolatow (skora/jama
nosowo-gardtowa). W przypadku pochodzenia szczepow, ponad potowa izolatow szpitalnych
niesie gen sec, a ponad polowa pozaszpitalnych gen sea. W szczepach wrazliwych na
metycyling (MSSA) wykryto obecno$¢ kazdego z pigciu analizowanych gendéw toksyn.
W przypadku grupy MRSA, nie wykryto obecnosci genu sed i tst, a gen sea zostal
zidentyfikowany w 60% izolatow (Tab. 10). Natomiast nalezy tutaj podkresli¢ fakt, iz w grupie
MRSA byto zaledwie pig¢ izolatow.
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Tabela 10. Czestotliwos¢ wykrywania genéw toksyn gronkowcowych w izolatach
S. aureus pochodzacych od pacjentéow z AZS z podzialem na odpowiednie grupy.

Geny toksyn gronkowcowych
sea seb sec sed tst
Dorosty 50 (56,8%) | 0(0%) | 52 (59,1%) | 23 (26,1%) | 6 (6,8%)
. (n=88)
Wiek
pacjenta Dziecko
(n=51) 10 (19,6%) | 2(3,9%) | 13 (25,5%) | 1(1,96%) | 2 (3,9%)
Skéra (n=69) | 28 (40,6%) | 2(2,9%) | 32 (46,4%) | 13 (18,8%) | 4 (5,8%)
Miejsce
izolacji Jama nosowo-
gardlowa | 32(45,7%) | 0(0%) | 33(47,1%) | 11 (15,7%) | 4 (5,7%)
(n=70)
Szpitalne, HA | 55 3506y | 0(0%) | 41 (51,3%) | 10 (12,5%) | 4 (5%)
. (n=80)
Pochodzenie
izolatu Pozaszpitalne
A (5:59)’ 32 (54,2%) | 2 (3,4%) | 24 (40,7%) | 14 (23,7%) | 4 (6,8%)
MRSA (n=5) | 3 (60%) 1 (20%) 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%)
Opornosé na
metycyline MSSA
(n=134) 57 (42,5%) | 1(0,7%) | 64 (47,8%) | 24 (17,9%) | 8 (6%)

HA — szczep szpitalny (ang. Hospital-Acquired); CA — szczep pozaszpitalny (ang. Community-
Acquired); MRSA — szczep gronkowca ztocistego oporny na metycyline (ang. Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus); MSSA — szczep gronkowca ztocistego wrazliwy na metycyling (ang.
Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus)

Podsumowujac, w grupie izolatéw pochodzacych od pacjentow z AZS zidentyfikowano

wigcej izolatow posiadajgcych geny toksyn gronkowcowych niz w grupie kontrolne;.

Zaobserwowano wyzsza czestos¢ wykrywania badanych genéw w grupie izolatow

pochodzacych od dorostych w poréwnaniu z grupg dzieci, a takze wyzsza czestos¢ detekcji

badanych genow w izolatach pozaszpitalnych (wyjatek stanowil gen sec) w pordwnaniu ze

szpitalnymi. Nie zaobserwowano statystycznie istotnej zaleznosci pomigdzy miejscem

pobrania izolatu, a wystepowaniem badanych genéw toksyn.
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8.2. Typowanie spa i MLST wykazalo wysoka réznorodnos$¢ genetyczna szczepow

wyizolowanych od pacjentow z AZS

Analizy molekularne prowadzone w oparciu o metode typowania genu spa i/lub MLST
umozliwiaja poznanie struktury klonalnej badanej populacji S. aureus i wyznaczenie
kompleksow klonalnych w jej obrebie. W sktad takiego kompleksu wchodzi konkretny genotyp
dominujacy i inne najbardziej do niego podobne. Poznanie struktury klonalnej populacji
w oparciu 0 metody molekularne ma ogromne znaczenie naukowe, poniewaz umozliwia
badanie zréznicowania danej populacji oraz identyfikacj¢ klonéw o szczegdlnym znaczeniu
klinicznym. Stad w ramach przedstawionej pracy zbadano za pomocg wyzej wymienionych
metod strukture populacji 139 izolatéw pochodzacych od pacjentdow z AZS. Zastosowano
typowanie spa jako metode, ktora jest powszechnie wykorzystywana w analizach
genotypowych S. aureus i cechuje ja wysoka powtarzalno$¢ oraz potencjal rdznicujacy.
Ponadto, mi¢dzynarodowa baza danych Ridom StaphType (https://spaserver.ridom.de/, Ridom
GmbH, Niemcy) umozliwia ustalenie uzyskanych w analizie typow spa i ich poréwnanie.

Typowanie spa ujawnito, ze badana populacja izolatow pochodzacych od pacjentow
z AZS jest wysoce roznorodna. Lacznie w badanej populacji 139 izolatow zidentyfikowano 43
typy spa (Tab. 11). W przypadku izolatu 065N, analiza identyfikacyjna wykazala, iz
z powyzszej proby wyizolowano nie jeden, a trzy ro6zne izolaty nalezace do dwoch gatunkow —
Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus aureus (typ spa t091 i typ spa t537).

Tabela 11. Typy spa zidentyfikowane w grupie izolatéw od pacjentow z AZS.

Lp Typ spa Lp Typ spa Lp Typ spa
(liczba izolatéw, %0) (liczba izolatow, %0) (liczba izolatéw, %0)
1 t091 (32; 23%) 16 t267 (2; 1,4%) 31 t021 (1; 0,7%)
2 t084 (13; 9,4%) 17 282 (2; 1,4%) 32 t037 (1; 0,7%)
3 t015 (9; 6,5%) 18 t359 (2; 1,4%) 33 t056 (1; 0,7%)
4 112375 (7; 5%) 19 t437 (2; 1,4%) 34 t160 (1; 0,7%)
5 t537 (6; 4,3%) 20 t521 (2; 1,4%) 35 t209 (1; 0,7%)
6 t156 (5; 3,6%) 21 692 (2; 1,4%) 36 t230 (1; 0,7%)
7 t005 (4; 2,9%) 22 693 (2; 1,4%) 37 t309 (1; 0,7%)
8 t2301 (4; 2,9%) 23 t880 (2; 1,4%) 38 t864 (1; 0,7%)
9 t012 (3; 2,2%) 24 t1255 (2; 1,4%) 39 t867 (1; 0,7%)
10 t024 (3; 2,2%) 25 t1312 (2; 1,4%) 40 t1442 (1; 0,7%)
11 t050 (3; 2,2%) 26 t1743 (2; 1,4%) 41 11685 (1; 0,7%)
12 t008 (2; 1,4%) 27 t2223 (2; 1,4%) 42 11814 (1; 0,7%)
13 t018 (2; 1,4%) 28 t5995 (2; 1,4%) 43 t20244 (1; 0,7%)
14 t095 (2; 1,4%) 29 118582 (2; 1,4%)
15 t127 (2; 1,4%) 30 t010 (1; 0,7%)
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Dominujgcymi typami w analizowanej populacji szczepow byty typy: t091, t084, t015,
t12375 (Tab. 11). Wartym podkreslenia jest fakt, ze w analizowanej grupie szczepOw
zidentyfikowano nowy typ spa — t20244 (szczep 079N), ktory zostal zdeponowany
w miedzynarodowej bazie danych Ridom StaphType (https://spaserver.ridom.de/, Ridom
GmbH, Niemcy) (Suplement, tab. 4).

Zidentyfikowane typy spa przypisano do 18 komplekséw klonalnych (MLST): CC7 (36
izolatow), CC45 (25 izolatow), CC97 1 CC15 (po 13 izolatow kazdy), CC30 (9 izolatéw), CC22
(7 izolatéw), CC12 i CC72 (kazdy po 6 izolatow) i CC8 (5 izolatow). Pozostate kompleksy
klonalne byty reprezentowane przez 1-4 izolatow. Cztery najliczniejsze kompleksy klonalne:
CC7, CC45, CC97 i CC15 stanowity 62,5% wszystkich izolatow. lzolaty scharakteryzowane
jako typy spa: t1312 i t20244 zaliczono odpowiednio do ST7425 i ST1027. W tych dwoch
przypadkach nie bylo mozliwe przypisanie ich do okreslonych komplekséw klonalnych.
Najbardziej zréznicowanym kompleksem pod katem typow spa, byt CC45, w skiad ktorego
wchodzito 8 typow spa (t015, t050, t095, t230, t282, t880, t2223, t2301). Ponadto wyrdzniono
5 kompleksow klonalnych, w sktad ktorych wchodzit tylko jeden szczep, reprezentujacy jeden
typ spa (CC5, CC9, CC10, CC101, CC718) (Suplement, tab. 4).

Unikalng cechg badanej populacji S. aureus jest to, ze od 58 pacjentdéw wyizolowano
58 par izolatow (116 izolatow). Od tego samego pacjenta wyizolowano: S. aureus z jamy
nosowo-gardtowej - N i S. aureus ze skory - S. Sposrod tej grupy, 35 par S/N nalezato do tego
samego typu spa w parze, natomiast pozostate 23 pary charakteryzowaty si¢ odmiennym typem
spa. Oznacza to, ze w tym drugim przypadku pacjent byt skolonizowany dwoma réznymi
izolatami S. aureus. Okazuje si¢, ze w grupie dzieci odsetek roznych izolatow bytujacych na
skérze 1 w jamie nosowo-gardtowej jest wyzszy (48%) w porownaniu z grupa dorostych
(28,5%). Ponadto stwierdzono, iz izolaty o takim samym typie spa w parze (35 par)
charakteryzuja si¢ wystepowaniem takich samych genow toksyn (Suplement, tab. 4).

Powyzsze analizy 1 obserwacje grupy izolatow pochodzacych od pacjentow z AZS

wskazuja na wysokie zroznicowanie genetyczne badanej populacji.

8.3. aPDI wykazuje wysoka skuteczno$¢ przeciw S. aureus in vitro, niezaleznie od

obecnosci genéw toksyn

W kolejnym etapie pracy badang populacj¢ izolatow scharakteryzowano pod katem
podatnosci na dzialanie metody fotodynamicznej. Majac do czynienia z réznorodng pod
wzgledem genetycznym populacja mozemy mie¢ wzgledng pewnos¢, ze efektywnosé
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zastosowanej metody nie bedzie obarczona efektem tla genetycznego. Stosujac metode
fotodynamiczng zalezy nam, aby byta ona skuteczna wobec najszerszej populacji szczepow.
Ztego powodu efektywnos¢ aPDIl zweryfikowano wobec dwoch grup izolatow — (i)
wyizolowanych od pacjentow z AZS (n=139) i (ii) szczepow referencyjnych (n=14).
Zastosowano potaczenie zwigzku fotouczulajacego - rézu bengalskiego (RB) ze $wiattem
zielonym (Amax=515 nm) lub nowego bickitu metylenowego (NMB) ze $wiatlem czerwonym
(Amax=632 nm) (Metody, 7.4.).

Srednia przezywalno$¢ izolatow pochodzacych od pacjentdow z AZS oraz szczepow
referencyjnych (wyrazong w jednostkach logio CFU/ml + SD) przedstawiono na Ryc. 8.
Warto$ci obliczano w stosunku do préb nietraktowanych aPDI (nie poddawanych dziataniu
$wiatta ani fotouczulacza). Szczegdtowe wyniki dla kazdego analizowanego izolatu zestawiono
w suplemencie (Tab. 6 i 7).

Wraz ze wzrostem dawki $wiatta i stezenia fotouczulacza zaobserwowano znaczacy
spadek liczby komorek bakteryjnych. aPDI z zastosowaniem RB i $wiatla zielonego jest
wysoce efektywna i prowadzi do eradykacji badanych szczepow (zarowno klinicznych, jak
i referencyjnych; spadek przezywalno$ci o min. 5 logio CFU/mI). Wiekszos¢ (55%) izolatow
klinicznych pochodzacych od pacjentow z AZS (75 ze 139 badanych) i wszystkie badane
szczepy referencyjne wykazaty ponad 99,9% spadek przezywalno$ci przy najnizszych
testowanych warunkach aPDI (10 J/cm?; 0,5 uM RB). Podwojenie dawki $wiatta i stezenia RB
(20 J/cm?, 1 uM) doprowadzito do eradykacji wszystkich analizowanych izolatéw klinicznych
(Ryc. 8). Traktowanie komorek samym $wiattem zielonym w dawce 40 J/cm?, jak rowniez
traktowanie samym RB w stezeniu 1 uM nie miato wptywu na przezywalno$¢ komorek

bakteryjnych S. aureus.
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Rycina 8. Skutecznos¢ metody fotodynamicznej (aPDI) wzgledem izolatéw klinicznych
posiadajacych i nieposiadajacych geny toksyn. Kazdy punkt reprezentuje $rednig warto$¢ logio
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CFU/ml z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych dla badanego izolatu. Testowano dwa stezenia
RB (0,5 uM i 1 uM) i trzy dawki §wiatta zielonego (10 J/cm?, 20 J/cm?, 40 J/cm?). L(-) PS(-) — komorki
bakteryjne niepoddawane dzialaniu $wiatta i fotouczulacza,; L(+) — komorki bakteryjne traktowane
wylacznie swiattem; STs(+) — izolaty poddane dziataniu aPDI, u ktorych zidentyfikowano obecno$é
genow toksyn (STs, ang. Staphylococcal Toxins); STs(-) — izolaty poddane dziataniu aPDI, u ktorych
nie wykryto genéw toksyn (SEs, ang. Staphylococcal Toxins); Referencyjne — szczepy pozyskane
z Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie, scharakteryzowane pod katem obecnosci genow
badanych toksyn.

Dla wszystkich analizowanych szczepow, niezaleznie od obecnos$ci gendéw kodujacych
badane toksyny, w wyniku zastosowania dawki $wiatta 20 J/cm?i stezenia 1 uM RB osiggnigto
redukcj¢ liczby komorek bakteryjnych ponizej limitu detekcji (2 logio CFU/mI) (Ryc. 8).
Oznacza to, ze obecno$¢ gendow toksyn nie ma wplywu na efektywnos¢ metody
fotodynamicznej.

Z Kkolei zastosowanie metody fotodynamicznej z uzyciem nowego bigkitu
metylenowego ze $wiatlem czerwonym wykazala, iz do istotnego spadku przezywalnosci
komorek bakteryjnych (3 logio, czyli ponad 99,9%) niezbedna byta dawka $wiatta 40 J/cm?i 5
uM NMB. Analiza cyto- i fototoksycznosci wobec komorek eukariotycznych ujawnita, ze
dawka 20 Jlem? i 5 uM NMB powoduje silny efekt fototoksyczny wzgledem komorek
eukariotycznych (przezywalno$¢ komorek eukariotycznych w granicach 6,8-12,4%; Wyniki,
8.4., ryc. 10). Ze wzgledu na wysoka toksyczno$¢ wzgledem komorek eukariotycznych
wykluczono NMB z badan weryfikujacych efektywnos$¢é aPDI wobec szczepoéw izolowanych
od pacjentéw AZS i referencyjnych, badan ex vivo i in vivo (wyjatek stanowity badania wptywu

subletalnych warunkow aPDI na ekspresj¢ toksyn gronkowcowych).

8.4. aPDI z uzyciem RB ze $wiatlem zielonym nie wplywa na zywotnos¢ komorek

eukariotycznych

W kolejnym etapie pracy zbadano efekt aPDI wobec ludzkich komorek naskorka —
keratynocytow (HaCaT). Do analiz, oprocz szeroko stosowanej immortalizowanej linii HaCaT,
wilaczono komorki HaCaT z wyciszong ekspresja genu FLG kodujacego filagryne. Filagryna
jest jednym z kluczowych bialek warunkujacych prawidlows strukture naskorka, a jej
nieprawidlowe funkcjonowanie prowadzi do zaburzen bariery naskorkowej. Wykorzystana
w badaniach linia z wyciszong ekspresja FLG (FLG shRNA) stanowita uproszczony model
AZS. Jako kontrole zastosowano rowniez linie¢ HaCaT z wprowadzonym pustym wektorem

kontrolnym (Ctrl ShRNA) (Materiaty, 6.8.). Zastosowany uktad eksperymentalny miat na celu
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zbadanie, czy wyciszenie ekspresji w genie filagryny spowoduje istotng zmiang
w przezywalno$ci komoérek eukariotycznych poddanych dziataniu aPDI (Metody, 7.5.).

Na podstawie wynikow testu MTT stwierdzono, ze polaczenie rézu bengalskiego ze
swiattem zielonym (Amax=515 nm) jest w pelni bezpieczne dla wszystkich testowanych linii
komoérkowych. Przy najwyzszym stezeniu RB (10 uM), przezywalnos¢ dla komorek HaCaT
wynosita 89,8%, HaCaT Ctrl shRNA — 89,3%, HaCaT FLG shRNA — 93%. Zastosowanie
samego zwigzku fotouczulajgcego RB W ciemno$ci nie wplywato negatywnie na
przezywalnos¢ komorek eukariotycznych (przezywalnos¢ dla 10 uM RB: HaCaT 94,2%,
HaCaT Ctrl shRNA —99,1%, HaCaT FLG shRNA — 106%) (Ryc. 9).
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I I
100% - I I I L I I I .
I
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40% A
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Przezywalnos¢ [%]

Stezenie rozu bengalskiego [uM]

H Fototoksycznos¢ HaCaT Fototoksycznos¢ Ctrl shRNA
Fototoksyczno$s¢ FLG shRNA m Cytotoksycznos¢ HaCaT
Cytotoksycznos¢ Ctrl shRNA  Cytotoksyczno$¢ FLG shRNA

Rycina 9. Analiza cyto- i fototoksycznosci aPDI (réz bengalski ze §wiatlem zielonym) wzgledem
komorek HaCaT, komorek HaCaT z wyciszona ekspresja w genie filagryny (FLG shRNA)
i komérek linii kontrolnej (Ctrl ShRNA). Liczba komérek na jeden dotek — 1x10% Komorki (0 pM) -
nie poddawane dziataniu fotouczulacza, ani $wiatla. Po czasie inkubacji z rosngcym stezeniem RB,
komorki zostaly poddane naswietlaniu $wiatlem zielonym (Amax=515 nm, 35 mW/cm?, 40 J/icm?)
(Fototoksycznosc), badz przechowywane w ciemnosci przez ten sam czas (Cytotoksycznos¢). Kazdy
stupek przedstawia warto$¢ $rednig z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych. Stupki bledow
reprezentujg warto$ci odchylen standardowych. Poziom istotnoSci statystycznej w odniesieniu do
nietraktowanych komorek (0 pM) **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Odmienng sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku potaczenia NMB ze S$wiatlem
czerwonym (Amax=632 nm). Zastosowanie niskiego st¢zenia, 1 uM NMB ze swiatlem
czerwonym powoduje, ze 43,7% (HaCaT), 89,3% (HaCaT Ctrl shRNA), 92,9% (HaCaT FLG
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ShRNA) komorek nie przezywa. Takie samo stezenie NMB, bez wzbudzenia §wiattem, nie
wykazuje efektu cytotoksycznego (HaCaT — 100,4%, HaCaT Ctrl shRNA — 94,8%, HaCaT
FLG shRNA - 91,4%). Silny efekt foto- i cytotoksyczny zaobserwowano natomiast dla 5 uM
NMB (fototoksyczno$§¢ — przezywalno$¢ na poziomie 3,8-8,8%, cytotoksycznos¢ -—
przezywalnos¢ na poziomie 23,4-82,8%). Silniejszy efekt cytotoksyczny wykazano dla linii
HaCaT Ctrl shRNA — 23,4% oraz HaCaT FLG shRNA — 31,9% (Ryc. 10).
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Fototoksycznos¢ FLG shRNA ® Cytotoksyczno$s¢ HaCaT
Cytotoksycznos¢ Ctrl shRNA  Cytotoksyczno$¢ FLG shRNA

Rycina 10. Analiza cyto- i fototoksyczno$ci aPDIl (nowy blekit metylenowy ze S$wiatlem
czerwonym) wzgledem komorek HaCaT, komérek HaCaT z wyciszona ekspresja w genie
filagryny (FLG shRNA) i komérek linii kontrolnej (Ctrl ShRNA). Liczba komoérek na jeden dotek —
10%. Komorki kontrolne (0 uM) - nie poddawane dziataniu ani fotouczulacza, ani $wiatta. Po czasie
inkubacji z rosngcym stezeniem NMB, komorki zostaty poddane naswietlaniu §wiattem czerwonym
(Amax=632 nm, 20 mW/cm?, 32,5 J/cm?) (Fototoksyczno$¢), badz przechowywane w ciemnos$ci przez
ten sam czas (Cytotoksycznos¢). Kazdy stupek przedstawia warto$é $rednig z trzech niezaleznych
powtorzen biologicznych. Stupki bledoéw reprezentujg wartosci odchylen standardowych. Poziom
istotnosci statystycznej w odniesieniu do nietraktowanych komorek (0 pM) **p<0,01; ***p<0,001;
****p<(0,0001.

Wyniki testu MTT wskazaly, ze potaczenie RB ze $wiatlem zielonym nie jest cyto-
I fototoksyczne wzgledem badanych linii komorek eukariotycznych, nawet w stgzeniu 10 uM,

CO znaczaco przewyzsza stezenie wykorzystywane do fotoinaktywacji komorek bakteryjnych.
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Natomiast NMB aktywowany swiattem czerwonym powodowal silny efekt fototoksyczny

wzgledem wszystkich przebadanych linii komoérkowych juz przy st¢zeniu 1 pM.

8.5. Analiza cyto- i fototoksycznos$ci z wykorzystaniem systemu xCELLigence

W zwiazku z tym, iz test Cyto- i fototoksyczno$ci oparty na metodzie MTT (Wyniki,
8.4.) weryfikuje bezpieczenstwo ustalonych warunkéw aPDI zaledwie w jednym punkcie
czasowym, do badan wlgczono réwniez monitorowanie wzrostu i zywotnos$ci komorek
eukariotycznych w czasie rzeczywistym za pomoca Systemu XCELLigence (Metody, 7.6.).
System ten oparty jest na pomiarze impedancji poprzez rejestrowanie zmian przeptywu
elektronow na granicy faz migdzy elektrodami oplaszczajagcymi dno studzienek ptytki,
a roztworem. Gdy w dotkach znajduje si¢ wylacznie pozywka, elektrony swobodnie migruja
z ujemnego do dodatniego bieguna. Adhezja komoérek do powierzchni utrudnia przeptyw
elektronéw, CO rejestrowane jest jako sygnal. Mierzalna w czasie rzeczywistym warto$¢
impedancji elektrody zalezy od liczby przylegajacych komorek, ich wielkosci i ksztattu, a takze
stopnia adhezji. Wzrost impedancji zachodzi wowczas, gdy komorki rosng na powierzchni,
zmieniajac tym samym Srodowisko jonowe. Zmiana impedancji bedzie tym wyzsza, im wigcej
komorek pokryje elektrody. Miara wzglednej impedancji elektrody jest indeks komorkowy (CI,
ang. Cellular Index), ktory odzwierciedla liczbe komorek przylegajacych do elektrod. Im
wyzsza wartos¢ CI, tym wigksza liczba komoérek adherentnych na ptytce. Spadek wartosci CI
w trakcie hodowli komorkowej informuje o spadku liczby komorek i ich przezywalnosci, jesli
po okresowym spadku wartosci CI, dochodzi do wznowienia proliferacji. Mozliwos¢
monitorowania zmian w dynamice wzrostu 1 przezywalno$ci komoérek pozwolito na oceng foto-
1 cytotoksycznosci aPDI w czasie rzeczywistym.

Komorki nietraktowane linii HaCaT osiagaja fazg stacjonarnego wzrostu w ok. 50-tej
godzinie hodowli, a komoérki pozostatych dwoch badanych linii: Ctrl ShRNA, FLG shRNA,
w ok. 90-tej godzinie hodowli, uzyskujac maksymalng wartos¢ CI ~ 6,0 — 7,0. Zaobserwowano,
ze samo $wiatlo nie zmienia dynamiki wzrostu badanych linii, natomiast proliferacja komorek
eukariotycznych poddanych dziataniu samego RB (10 puM) ulega obnizeniu w przypadku linii
HaCaT i Ctrl shRNA. Trzecia z badanych linii — FLG shRNA pozostaje niewrazliwa na
dziatanie RB bez dostepu $wiatla, co manifestuje si¢ taka samg wartoscig indeksu
komoérkowego jak w przypadku nietraktowanych komorek (Ryc. 11 panel A). Natomiast
traktowanie komorek aPDI (10uM RB, 40 J/cm?) powoduje wyrazny spadek przezywalnosci

wszystkich testowanych linii komorkowych, objawiajacy si¢ znacznym spadkiem wartosci Cl.
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Efekt fotouszkodzenia wynikajacy z dziatania aPDI, obserwuje si¢ w zahamowaniu dynamiki
wzrostu, ktora znaczaco rozni si¢ od tej obserwowanej dla nietraktowanych komorek (Ryc. 11
panel A). Warto zauwazy¢, ze w przypadku linii HaCaT oraz Ctrl shRNA, komorki ktore nie
uleglty znacznemu fotouszkodzeniu, z opdznieniem wchodza jednak w faze wzrostu
logarytmicznego, co mozna zaobserwowa¢ okoto 100-nej godziny hodowli. Efekt ten jest
najmniej widoczny w przypadku trzeciej badanej linii, FLG shRNA, w ktorej dopiero okoto
120-tej godziny hodowli mozna zaobserwowa¢ ponowny wzrost proliferacji komorek.
Przedstawione wyniki wyrazne pokazujg, ze linia FLG shRNA zachowuje si¢ odmiennie od
pozostatych. Wyjasnienie mechanizmu lezacego u podstaw tej obserwacji wymagatoby
dalszych analiz.

W podobny sposéb za pomocg systemu xCELLigence zbadano efekt aPDI w oparciu
0 NMB i $wiatto czerwone wobec trzech wyzej wymienionych linii komérkowych. Inkubacja
komoérek z NMB powoduje znaczny spadek przezywalnosci komoérek HaCaT, jak rowniez
keratynocytow kontrolnych (Ctrl shRNA) w stosunku do komorek nietraktowanych (Ryc. 11
panel B). Pomimo tego komorki sg w stanie osiagnaé faze plateau, jednakze dynamika ich
wzrostu znacznie rozni sie od dynamiki wzrostu komorek nietraktowanych. Podobnie jak
w przypadku traktowania RB, w komorkach z wyciszong ekspresja w genie filagryny, NMB (5
uM) jest dobrze tolerowany przez komorki, co widoczne jest w stabilnej dynamice ich wzrostu.
Dawka 32,5 Jlcm? §wiatla czerwonego nie wplywa na dynamike wzrostu ludzkich
keratynocytow (indeks komorkowy dla komoérek poddanych dziataniu $wiatta HaCaT — 5,6,
Ctrl ShRNA — 6,1, FLG shRNA - 6,2; dla komorek nietraktowanych wynosi odpowiednio 5,6,
6,5 oraz 6,3). Traktowanie NMB ze s$wiatlem czerwonym powoduje wyrazny spadek
przezywalnosci keratynocytow wszystkich badanych linii (HaCaT, Ctrl ShARNA i FLG shRNA)
i stanowi dla komorek eukariotycznych wysoce fototoksyczng dawke. W takich warunkach
traktowania, komorki nie sg w stanie kontynuowa¢ wzrostu (Ryc. 11 panel B). Wyniki uzyskane
dla NMB ze $wiatlem czerwonym sg zbiezne z wynikami analiz cyto- i fototoksycznosSci

uzyskanych w oparciu o test MTT (Wyniki, 8.4.).
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A) RB + swiatlo zielone B) NMB + $wiatlo czerwone
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Rycina 11. Dynamika wzrostu ludzkich keratynocytéw: komoérek HaCaT, HaCaT kontrolnych
z wprowadzonym pustym wektorem (Ctrl shRNA) i HaCaT z wyciszona ekspresja w genie
filagryny (FLG shRNA) poddanych traktowaniu aPDI — r6zem bengalskim ze §wiatlem zielonym
(A) lub nowym blekitem metylenowym ze $wiattem czerwonym (B). Komorki wysiano w gestosci
1x10* na jeden dotek. Indeks komorkowy mierzono co 10 min. Komorki poddano dziataniu aPDI w 24
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h eksperymentu (strzatka). Przedstawione wartosci sa $rednig z siedmiu powtorzen. HaCaT, Ctrl
ShRNA, FLG shRNA — komorki hodowane bez zadnego traktowania. W fazie logarytmicznego wzrostu
komorki poddawano traktowaniu rozem bengalskim (RB, 10 uM) lub nowym bigkitem metylenowym
(NMB, 5 uM) [PS(+)], samym $wiatlem zielonym (dawka $wiatta 40 J/cm?) lub czerwonym (dawka
$wiatta 32,5 J/cm?) [L(+)], badZ polaczeniem RB ze $wiattem zielonym/NMB ze $wiatlem czerwonym
(aPDI).

Podsumowujac, traktowanie rézem bengalskim ze $wiatlem zielonym wplywa na
dynamike wzrostu analizowanych linii komoérkowych. Jednakze, pomimo fotouszkodzen
spowodowanych dziataniem metody fotodynamicznej (aPDI), komoérki sa w stanie dalej dzieli¢
si¢ i proliferowa¢. Obserwuje si¢ jednak rdznice zwigzang z obecnoscig genu filagryny w linii
z wyciszong ekspresja filagryny. Natomiast polaczenie NMB ze $wiatlem czerwonym
wywotuje na tyle silny efekt cyto- i fototoksyczny wobec ludzkich komorek skory, ze komorki
zadnej z badanych linii komérkowych nie sag w stanie prawidtowo podja¢ ponownego wzrostu

1 podziatow.

8.6. Badanie stabilnosci genow referencyjnych w warunkach aPDI

Po zbadaniu dziatania aPDI na komorki bakteryjne i na komorki eukariotyczne,
w kolejnym etapie sprawdzono, w jaki sposob metoda fotodynamiczna wpltywa na
produkowane przez S. aureus czynniki wirulencji. Zbadano ekspresje gendéw kodujacych
wybrane toksyny w komodrkach S. aureus poddanych subletalnym warunkom aPDI
z wykorzystaniem ilosciowej techniki PCR (qPCR). Jednak, aby uzyska¢ wiarygodne wyniki
badania ekspresji gendw, wazny jest staranny dobor gendéw referencyjnych. W dostepnych
danych literaturowych brakuje informacji na temat stabilnych genow referencyjnych, ktore
moglyby by¢ wykorzystywane w badaniu z uzyciem metody fotodynamicznej. Dlatego
W pierwszym etapie pracy wytypowano najbardziej stabilne geny referencyjne w stosowanych
warunkach eksperymentalnych (subletalne aPDI). Przetestowano 10 gendéw referencyjnych:
16S rRNA, fabD, ftsZ, gmk, gyrB, proC, pyk, rho, rpoB oraz tpiA. Specyficznos¢ amplifikacji
zweryfikowano za pomocg krzywych topnienia 1 rozdzialu elektroforetycznego w zelu
agarozowym. Wydajnosci reakcji dla poszczegdlnych par starteréw zostaly obliczone wedtug
wzoru (Metody, 7.11.), wyrazone W procentach, i dla osmiu z nich wynosity 93-110%,
spelniajac  rekomendowany zakres. Z uwagi na tworzenie dimerow starteréw 1 niskie
wydajnosci reakcji, geny 16S rRNA i pyk zostaly wytaczone z dalszej analizy.

Do okres$lenia stabilnosci badanych genow referencyjnych zastosowano trzy programy

— BestKeeper (Pfaffl i in., 2004), geNorm (Vandesompele i in., 2002) i NormFinder (Andersen
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I in., 2004). Pierwszy z nich bazuje na warto$ciach Cp, natomiast geNorm i NormFinder — na
znormalizowanych warto$ciach Cp. W przypadku programu BestKeeper, za stabilny uwaza si¢
taki gen, ktory spetnia nastepujace Kryteria:
(1) Odchylenie standardowe wartosci cykli progowych (Cp) powinno by¢ mniejsze niz 1
(2) Wartos¢ odchylenia standardowego bezwzglednych wspotczynnikoéw regulacji powinna by¢
nizsza niz 2

(3) Wspodtezynnik korelacji (r) powinien by¢ zblizony do 1.

W programie geNorm miarg stabilno$ci genu jest wartos¢ M, ktora powinna by¢ nizsza niz 1,5,
natomiast warto$¢ stabilnosci wyrazona w programie NormFinder powinna by¢ mozliwie jak
najnizsza.

Biorac pod uwage powyzsze kryteria, analiza przy uzyciu programu BestKeeper
wykazala, iz najbardziej stabilnymi genami referencyjnymi w subletalnym traktowaniu z r6zem
bengalskim i1 $wiatlem zielonym sg geny ftsZ i gmk. Oba te geny spetniaja trzy niezbgdne
kryteria dotyczgce stabilnosci i charakteryzujg si¢ odchyleniem standardowym wartosci cykli
progowych ponizej 1 (odpowiednio 0,87 i 0,88). Wysoka stabilnos$¢ jest rowniez wyrazana
poprzez wartos¢ odchylenia standardowego bezwzglednych wspotczynnikow regulacji ponizej
2 (1,891 1,91) i wspotczynnik korelacji bliski 1 (0,92 1 0,86) (Tab. 12). Analiza w programie
geNorm i NormFinder wykazata, ze najbardziej stabilne geny to ftsZ, gyrB, i gmk (Tab. 13).
Podsumowujac wyniki uzyskane przy pomocy trzech programoéw, najbardziej stabilnymi
genami referencyjnymi w warunkach traktowania rézem bengalskim ze $wiattem zielonym sg
ftsZ i gmk.

Tabela 12. Ocena stabilnosci genéw referencyjnych poddanych traktowaniu rézem
bengalskim ze Swiatlem zielonym na podstawie analiz w programie BestKeeper.

RB + swiatlo zielone

Gen ftsZ gmk rho tpiA gyrB fabD rpoB proC

Odch std [+Cp] | 087 | 088 | 1,63 2,09 1,27 143 | 131 | 1,20

Odch std

1,89 1,91 3,29 4,62 2,53 2,86 2,62 2,41
[£x-fold]

Wspolezynnik

" 0,92 0,86 0,92 0,92 0,90 0,78 0,76 0,69
korelacji [r]

Odch std [+Cp] — odchylenie standardowe wartosci cykli progowych (Cp); Odch std [+x-fold] —
odchylenie standardowe bezwzglednych wspotczynnikow regulacji; Wspotczynnik korelacji [r] —
wspotczynnik korelacji migdzy kazdym testowanym genem referencyjnym i indeksem BestKeeper.
Warto$ci pogrubione oznaczajg wyniki spetiajace kryteria.
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Tabela 13. Wartosci stabilnosci ekspresji oSmiu testowanych genéw referencyjnych przy
uzyciu programow BestKeeper, geNorm i NormFinder dla r6zu bengalskiego ze Swiatlem
zielonym.

RB + swiatlo zielone
BestKeeper geNorm NormFinder

Gen Wartosc r Gen Wartos¢ M Gen Wa,rtos,c )
stabilnosci

ftsZ 0,92 ftsZ 1,236 ftsZ 0,092

rho 0,92 gyrB 1,300 gyrB 0,135

tpiA 0,92 gmk 1,318 gmk 0,146

gyrB 0,90 rho 1,522 rho 0,191

gmk 0,86 rpoB 1,575 proC 0,213

fabD 0,78 fabD 1,614 fabD 0,229

rpoB 0,76 proC 1,616 rpoB 0,236

proC 0,69 tpiA 1,916 tpiA 0,336

Warto$¢ r — wspotczynnik korelacji Pearsona; warto$¢ M — warto$¢ stabilnosci genu

Z kolei dla subletalnego traktowania z uzyciem nowego bigkitu metylenowego ze
$wiatlem czerwonym, analiza za pomoca BestKeeper wskazata geny fabD, ftsZ i proC jako
najbardziej stabilne i spetniajace kryteria. Wartosci odchylenia standardowego cykKli
progowych wynosza odpowiednio 0,79, 0,92 i 0,78 (ponizej 1). Dla wyzej wymienionych
genoOw, warto$ci odchylenia standardowego bezwzglednych wspotczynnikow regulacji
wynoszg 1,79, 1,96 1 1,77 (ponizej 2), a wspotczynnik korelacji 0,76, 0,90 1 0,80 (bliski 1)
(Tab. 14). Te same geny zostaly uznane za najstabilniejsze w analizie z wykorzystaniem
programu geNorm i NormFinder. Na podstawie przeprowadzonych analiz wytypowano geny
fabD, ftsZ i proC jako najbardziej stabilne w warunkach traktowania z uzyciem nowego btgkitu

metylenowego i $wiatla czerwonego (Tab. 15).

Tabela 14. Ocena stabilnosci genow referencyjnych poddanych traktowaniu nowym
bl¢kitem metylenowym ze Swiatlem czerwonym na podstawie analiz w programie
BestKeeper.

NMB + §wiatlo czerwone

Gen ftsZ proC fabD gyrB rho tpiA rpoB gmk

Odchstd [+Cp] | 0,92 | 078 | 0,79 0,86 117 | 163 | 1,12 | 1,03

Odch std [+x-

196 | 1,77 | 179 1,87 235 | 331 | 227 | 213
fold]

Wspolezynnik

.. 0,90 0,80 0,76 0,63 0,84 0,82 0,75 0,72
korelacji [r]

Odch std [+Cp] — odchylenie standardowe wartosci cykli progowych (Cp); Odch std [+x-fold] —
odchylenie standardowe bezwzglednych wspotczynnikow regulacji; Wspotczynnik korelacji [r] —
wspotczynnik korelacji migdzy kazdym testowanym genem referencyjnym i indeksem BestKeeper.
Wartos$ci pogrubione oznaczajg wyniki spetiajace kryteria.
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Tabela 15. Wartosci stabilnosci ekspresji oSmiu testowanych genéw referencyjnych przy
uzyciu programow BestKeeper, geNorm i NormFinder dla nowego blekitu metylenowego
ze Swiatlem czerwonym.

NMB + swiatlo czerwone
BestKeeper geNorm NormFinder

Gen Warto$¢ r Gen Wartos¢ M Gen Wa,rtos,c )
stabilnosci

ftsZ 0,90 ftsZ 1,056 ftsZ 0,085

rho 0,84 proC 1,143 proC 0,135

tpiA 0,82 fabD 1,230 fabD 0,149

proC 0,80 rho 1,269 rho 0,180

fabD 0,76 gyrB 1,324 gyrB 0,201

rpoB 0,75 gmk 1,366 gmk 0,206

gmk 0,72 rpoB 1,396 rpoB 0,216

gyrB 0,63 tpiA 1,699 tpiA 0,290

Wartos¢ r — wspotczynnik korelacji Pearsona; wartos¢ M — warto$¢ stabilnosci genu

8.7. Subletalne warunki aPDI powoduja zmiane ekspresji genow kodujacych toksyny

Metoda fotodynamiczna wykazuje wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
wzgledem wielu gatunkoéw mikroorganizméw, w tym S. aureus (Wyniki, 8.3.). Niewiele
natomiast wiadomo o wptywie aPDI na ekspresj¢ genow kodujacych toksyny gronkowcowe.
Dlatego tez kolejnym celem badan byto sprawdzenie efektu aPDI w warunkach subletalnych
z zastosowaniem r6zu bengalskiego i $wiatla zielonego oraz nowego biekitu metylenowego
| $wiatta czerwonego na aktywno$¢ gendw kodujacych wybrane toksyny S. aureus. Do analizy
wybrano geny kodujace enterotoksyny: A, B, C, D oraz gen toksyny szoku toksycznego TSST-
1. Wybor tych genéw podyktowany byt ich czgsta obecnoscig w izolatach pochodzacych od
pacjentow z AZS.

Badanie zmian ekspresji genéw pod wplywem dziatania aPDI przeprowadzono
woparciu o0 4 szczepy referencyjne S. aureus, posiadajagce geny badanych toksyn
gronkowcowych: 10798/11 (sea), 140/05 (seb), 1947/05 (sec), 1005/05 (sed i tst) (Suplement,
tab. 3). Zastosowano dwie procedury eksperymentalne: (i) aPDI przy uzyciu RB i $wiatla 515
nm (zielonego) oraz (ii) aPDI przy uzyciu NMB i $wiatla 632 nm (czerwonego). Takie
podejscie, czyli wykorzystanie aPDI w oparciu o rozne zwigzki fotouczulajgce pozwoli ocenic,
czy 1 na ile potencjalnie obserwowany efekt bedzie zalezny od zastosowanych warunkoéw
eksperymentalnych, tj. zwigzku fotouczulajacego i/lub swiatta, a na ile z fotogenerowanego
stresu oksydacyjnego. Komorki bakteryjne poddano dziataniu subletalnych warunkéw aPDI

(Metody, 7.7.). W wyniku takiego traktowania cze$¢ bakteryjnej populacji przezywa, CO
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stwarza mozliwos$¢ przyzyciowej analizy ekspresji. Poziom ekspresji gendow oceniano przy
pomocy ilosciowej reakcji PCR (Metody, 7.12.). W celu uzyskania wiarygodnych wynikow,
zastosowano najbardziej stabilne w badanych warunkach geny referencyjne: ftsZ i gmk (RB +
$wiatlo zielone), a takze fabD i proC (NMB + $wiatlo czerwone) (Wyniki, 8.6.) (Ogonowska i
Nakonieczna, 2020).

Traktowanie komorek S. aureus RB i $wiatlem zielonym, jak rowniez NMB i $wiatlem
czerwonym w warunkach subletalnych prowadzi do spadku ekspres;ji czterech sposrod pigciu
badanych genow toksyn gronkowcowych (sea, seb, sec i sed) (Ryc. 12, panel A i B). Dogl¢bna
analiza uzyskanego wzoru ekspresji wskazuje na roéznice dotyczace poszczegdlnych genow.
W przypadku RB i $wiatta zielonego zaobserwowano spadek ekspresji genoéw sea, seb i sec nie
tylko pod wptywem aPDI, ale rowniez w wyniku dziatania samego $wiatla, a takze samego
zwigzku fotouczulajacego. Istotno$¢ statystyczng dla wszystkich punktéow pomiarowych
osiaggnigto wylacznie w przypadku genu sea. Odmienny efekt jest widoczny w przypadku
traktowania aPDI w oparciu o NMB i §wiatto czerwone. Nowy blekit metylenowy prowadzi do
istotnego obnizenia poziomu ekspresji genow sea, seb i sec, natomiast efekt dziatania samego
$wiatla czerwonego jest niejednoznaczny — wzrost (sec), spadek (seb, sed), wzrost i spadek
(sea) ekspresji badanych genéw (Ryc. 12).

Z kolei odmienny wzor ekspresji od tych prezentowanych przez geny sea, seb, sec i sed
zaobserwowano dla genu tst. Pod wptywem subletalnych warunkéw aPDI dochodzi do wzrostu
ekspresji genu tst zarowno dla RB i §wiatta zielonego, jak rowniez NMB i $wiatta czerwonego.
Przy czym obserwowany wzrost jest SciSle zwigzany z efektem fotodynamicznym, a nie
Z dzialaniem samego $wiatla, czy zwigzku fotouczulajacego. Dziatanie samym zielonym
$wiattem badZz RB nie wplywa na zmiang ekspresji genu, natomiast traktowanie samym

czerwonym $wiattem lub NMB powoduje istotny spadek ekspresji genu tst (Ryc. 12).
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B) NMB + §wiatlo czerwone
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Rycina 12. Wzgledny poziom ekspresji genéw toksyny SEA, SEB, SEC, SED i TSST-1 pod
wplywem subletalnego traktowania aPDI. Eksperyment przeprowadzono z zastosowaniem rozu
bengalskiego (RB) ze $wiattem zielonym (A) lub nowego bigkitu metylenowego (NMB) ze $wiatlem
czerwonym (B). W celu normalizacji danych wzglednej ilosci transkryptu, zastosowano warto$ci
sredniej geometrycznej dla dwoch najbardziej stabilnych gendw referencyjnych w testowanych
warunkach: ftsZ i gmk (RB ze $wiatlem zielonym) oraz fabD i proC (NMB ze $wiattem czerwonym).
Wartosci przedstawiono w odniesieniu do kontroli — komoérek nietraktowanych (0 J/cm?, 0 uM). Stupki
btedow pokazuja $redni btad standardowy (SEM). Poziom istotnosci statystycznej w odniesieniu do
kontroli *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. L(+) — komoérki bakteryjne traktowane
wylacznie $wiattem; PS(+) — komorki bakteryjne traktowane wytacznie fotouczulaczem i inkubowane
w ciemnosci; aPDI — komorki traktowane $wiattem i fotouczulaczem; Proby analizowano po uptywie
20 min (t20) i 40 min (t40) po zakonczeniu procesu nas§wietlania.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz zastosowane warunki aPDI wywotuja znaczacy efekt na
ekspresje¢ badanych genow toksyn. Obserwowany efekt jest zalezny od analizowanego genu,
a w mniejszym stopniu od warunkéw aPDI. Wskazuje to na fakt, Ze obserwuje si¢ tu efekt
fotogenerowanego stresu oksydacyjnego, ktory w odmienny sposéb moze wplywac na badane
geny. Natomiast mechanizmy lezace u podstaw obserwowanych réznic w odpowiedzi na stres
fotooksydacyjny generowany przez aPDI (uzyskany przez zastosowanie dwoch odmiennych

warunkoéw) wymaga dalszych analiz.

8.8. Subletalne warunki aPDI nie powodujg zmian ilosci bialek toksyn

Wplyw subletalnych warunkoéw aPDI na badane toksyny zweryfikowano réwniez na
poziomie biatka przy pomocy techniki Western Blot (Metody, 7.14.). W badaniu wykorzystano
4 szczepy referencyjne S. aureus, ktore uprzednio zweryfikowano pod katem produkcji biatek
badanych toksyn: 10798/11 (SEA), 140/05 (SEB), 1947/05 (SEC) i 1005/05 (SED i TSST-1)
(Suplement, tab. 3).

Intensywnos$¢ prazkéw uzyskanych poprzez immunodetekcje poszczegodlnych biatek

(Ryc. 13) mierzono w programie Image Lab i odnoszono do krzywej standardowej uzyskujac
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warto$ci stgzen bialek toksyn wyrazone w pg/ml. Doswiadczenie wykonano w trzech

niezaleznych powtorzeniach biologicznych (Ryc. 14).

RB + $wiatlo zielone

NMB + §wiatlo czerwone

Standard PLS((_-)) aPDI  L(+) PS(+) | Standard PLS((_-)) aPDI L(+) PS(#)
tOh — —

D h| e ———— | — e
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Rycina 13. Obraz immunodetekcji toksyn gronkowcowych poddanych dzialaniu aPDI
w warunkach subletalnych. W tabeli zestawiono wzory uzyskanych prazkow technikg Western Blot
dla jednego z trzech powtdrzen biologicznych. Wyniki przedstawiono dla dwoch warunkow
traktowania: r6zu bengalskiego (RB) ze $wiattem zielonym (po lewej) i nowego biekitu metylenowego
(NMB) ze $wiattem czerwonym (po prawej). Standard stanowig wzorce biatkowe czystych toksyn w
stezeniu 25 pg/ml (na studzienke nanoszono 5 ul). Proby byly pobierane w trzech punktach czasowych:
bezposrednio po naswietlaniu (tOh), po uptywie jednej (tlh) lub dwoch (t2h) godzin od naswietlania.
L(-) PS(-) — komorki bakteryjne nie poddawane dziataniu §wiatta ani fotouczulacza; aPDI — komorki
traktowane $wiattem i fotouczulaczem; L(+) — komorki poddawane dziataniu swiatta; PS(+) — komorki
inkubowane w ciemnosci z fotouczulaczem.
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Rycina 14. Zestawienie stezen bialek toksyn uzyskanych technika Western Blot po traktowaniu
aPDI w subletalnych warunkach. Kazdy stupek reprezentuje warto$¢ srednig z trzech niezaleznych
powtdrzen biologicznych, a stupki bledow przedstawiajg $redni btad standardowy (SEM). Poziom
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istotno$ci statystycznej w odniesieniu do nietraktowanych komoérek z poszczegdlnych punktow
czasowych L(-) PS(-) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Proby byly pobierane w trzech punktach
czasowych: tOh — bezposrednio po zakonczeniu procesu naswietlania; tlh — komorki bakteryjne
pobierane po uptywie 1 godziny od naswietlania; t2h — komoérki pobierane po uptywie 2 godzin od
zakonczenia naswietlania. L(-) PS(-) — komorki bakteryjne nie poddawane dziataniu $wiatta ani
fotouczulacza; aPDI — komorki traktowane $wiattem i fotouczulaczem; L(+) — komorki poddawane
dziataniu §wiatta; PS(+) — komorki inkubowane w ciemnosci z fotouczulaczem.

Analizujac zarowno obrazy prazkow (Ryc. 13), jak i wykresy przedstawiajace
potilosciowag analize intensywnos$ci uzyskanych prazkéw (Ryc. 14) stwierdzono, iz
w testowanych warunkach eksperymentalnych biatka enterotoksyny SEB 1 SEC sg
produkowane w najwigkszej ilosci (maksymalnie do 35,85 pg/ml w przypadku enterotoksyny
SEB i 28 pg/ml w przypadku SEC). Z kolei biatko toksyny TSST-1 produkowane bylo
w niewielkiej iloSci (ponizej 5 pg/ml), dochodzacej do limitu detekcji metody. Ponadto
zaobserwowano wyrazny przyrost st¢zenia biatek w czasie.

Na podstawie przeprowadzonych analiz (Ryc. 14) stwierdzono, ze ilo§¢ biatek nie ulega
znaczagcym zmianom pod wplywem dziatania aPDI. Brak efektu na poziomie bialka jest
obserwowany we wszystkich punktach czasowych (tOh, tlh, t2h), jak réwniez w obu
testowanych warunkach eksperymentalnych (r6z bengalski ze §wiattem zielonym oraz nowy

biekit metylenowy ze $wiattem czerwonym).

8.9. Toksyny traca aktywnos$¢ pod wplywem dzialania aPDI

Z tego powodu, ze nie zaobserwowano zmian w ilo$ci produkowanych przez S. aureus
toksyn w probach poddanych dziataniu fotodynamicznemu, wykonano test aktywnosci
badanych toksyn. Toksyny gronkowcowe posiadajg aktywno$¢ superantygenow (SAgs), czyli
stymulujg proces proliferacji limfocytow T i uwalnianie cytokin prozapalnych przez te
komorki.

Biorgc pod uwage wyzej wspomniane wlasciwosci biologiczne toksyn, sprawdzono
efekt aPDI na ich aktywnos$¢, za pomocg dwoch testow: testu proliferacji komorek PBMC
(Metody, 7.15.) i testu ELISA (Metody, 7.16.). W tym celu biatka toksyn poddano dziataniu
aPDI stosujac RB i $wiatto zielone w dawkach subletalnych (0,5 uM, 12 J/cm?) lub letalnych
(5 uM, 40 J/cm?), a nastepnie inkubowano z komérkami eukariotycznymi w celu zmierzenia
tempa ich proliferacji (Wyniki, 8.7.). Subletalne traktowanie aPDI z zastosowaniem RB
| Swiatla zielonego nie wykazalo istotnego wplywu na funkcjonalnos¢ biatek toksyn (Ryc. 15),

dopiero wlaczenie wyzszej dawki letalnej aPDI spowodowato znaczacy spadek aktywnosci
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badanych toksyn. Warto w tym miejscu wspomnie¢, ze zastosowana dawka letalna prowadzita
do eradykacji szczepow S. aureus, a jednoczesnie byta bezpieczna dla ludzkich keratynocytow

(Wyniki, 8.4., ryc. 9).

Subletalne traktowanie aPDI Letalne traktowanie aPDI
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Rycina 15. Wplyw toksyn traktowanych aPDI (réz bengalski ze $wiatlem zielonym, warunki
subletalne i letalne) na proliferacje komérek PBMC. Biatka toksyn w st¢zeniu 3,2 pg/ml poddano
traktowaniu rézem bengalskim (0,5 uM i 5 uM) ze $wiattem zielonym (warunki subletalne: Ama=515
nm, 35 mW/cm?, 12 J/cm?; warunki letalne: Amax=515 nm, 35 mW/cm?, 40 J/icm?). Kazdy stupek
reprezentuje warto$¢ s$rednig z trzech niezaleznych powtdérzen biologicznych, a stupki biedow
przedstawiaja odchylenie standardowe (SD). Poziom istotnos$ci statystycznej przedstawiono
w odniesieniu do nietraktowanych toksyn ***p<0,001; ****p<0,0001. PBMC —jednojadrzaste komorki
krwi obwodowej; inaktywowana toksyna — toksyna inkubowana w temperaturze 95°C przez 60 min;
swiatlo zielone — toksyna poddana dziataniu $wiatta zielonego (warunki subletalne: Amax=515 nm, 35
mW/cm?, 12 J/cm?; warunki letalne: Amax=515 nm, 35 mW/cm?, 40 J/cm?); RB — toksyna poddana
dziataniu r6zu bengalskiego (0,5 uM lub 5 pM); SEA — gronkowcowa enterotoksyna A; SEB —
gronkowcowa enterotoksyna B; SEC — gronkowcowa enterotoksyna C; SED — gronkowcowa
enterotoksyna D; TSST-1 — toksyna wstrzasu toksycznego.

W przypadku zastosowania letalnych warunkow aPDI z r6zem bengalskim i swiattem
zielonym, wszystkie analizowane toksyny w znacznym stopniu utracity swoja biologiczng
funkcje, co przetozyto si¢ na spadek indeksu proliferacji komorek PBMC. Indeks proliferacji
wynosit odpowiednio dla poszczegolnych toksyn poddanych aPDI: SEA - 14,8%, SEB - 14,5%,
SEC - 16,4%, SED - 25,3%, TSST-1 - 15,2% i byl na porownywalnym poziomie do
obserwowanego dla komérek PBMC kontrolnych, nie poddanych zadnej stymulacji (16,5%)
(Ryc. 15). Naswietlanie toksyny samym $wiattem zielonym (40 J/cm?), jak réwniez jej
inkubacja z samym ro6zem bengalskim (5 pM) w ciemno$ci nie ma wplywu na aktywno$é
toksyny (Ryc. 15).
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Analogicznie przeprowadzono badanie aktywnosci toksyn po aPDI w oparciu
0 potaczenie nowego blekitu metylenowego 1 §wiatla czerwonego. W badaniu zastosowano
jedynie subletalne dawki aPDI (5 uM NMB, Amax=632 nm, 20 mW/cm?, 32,5 J/cm?). W wyniku
przeprowadzonej analizy okazato si¢, ze dawki te sg niewystarczajace do pozbawienia toksyn
ich biologicznej funkcji (Ryc. 16). Jedynie w przypadku toksyny TSST-1 poddanej dziataniu
aPDI zaobserwowano statystycznie istotny spadek proliferacji komorek PBMC (42,7%). Brak
zaobserwowanego efektu w przypadku pozostatych badanych bialek moze by¢ spowodowany
zastosowaniem zbyt tagodnych warunkéw aPDI. Toksyna poddana dzialaniu $wiatla
czerwonego (32,5 J/cm?) oraz inkubacji w ciemnosci z nowym blekitem metylenowym (5 uM)

nie prowadzi do spadku jej aktywnosci (Ryc. 16).
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Rycina 16. Wplyw toksyn traktowanych aPDI (nowy blekit metylenowy ze §wiatlem czerwonym)
na proliferacje komérek PBMC. Biatka toksyn w stezeniu 3,2 pg/ml poddano traktowaniu nowym
bekitem metylenowym (5 uM) ze $wiatlem czerwonym (Amax=632 nm, 20 mW/cm?, 32,5 J/cm?). Kazdy
stupek reprezentuje wartos$¢ $rednig z trzech niezaleznych powtoérzen biologicznych, a stupki bledoéw
przedstawiaja odchylenie standardowe (SD). Poziom istotno$ci statystycznej w odniesieniu do
nietraktowanych toksyn *p<0,05. PBMC — jednojadrzaste komorki krwi obwodowej; inaktywowana
toksyna — toksyna inkubowana w temperaturze 95°C przez 60 min; $wiatto czerwone — toksyna poddana
dzialaniu $wiatla czerwonego (Amax=632 nm, 20 mW/cm?, 32,5 Jicm?); NMB — toksyna poddana
dziataniu nowego biekitu metylenowego (5 uM); SEA — gronkowcowa enterotoksyna A; SEB —
gronkowcowa enterotoksyna B; SEC — gronkowcowa enterotoksyna C; SED — gronkowcowa
enterotoksyna D; TSST-1 — toksyna wstrzasu toksycznego.
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Wptyw aPDI na aktywnosc¢ enterotoksyn A, B, C, D i toksyny TSST-1 zbadano réwniez
za pomocg testu immunoenzymatycznego, w ktorym ilosciowo mierzono poziom wydzielanej

przez komoérki PBMC cytokiny IL-2.
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W doswiadczeniu zastosowano test immunoenzymatyczny ELISA (Metody, 7.16.).
Charakteryzuje si¢ on wysoka czutoscig (poziom detekcji IL-2 - pg/ml). Niestymulowane
limfocyty T krwi obwodowej wytwarzaja niewiele, badz nie wytwarzaja wcale cytokin.
W zwigzku z tym do indukcji cytokin niezbg¢dna jest stymulacja in vitro. W przedstawionym
doswiadczeniu jako stymulanty zastosowano octan mirystynianu forbolu (PMA) i jonomycyne
(kontrola pozytywna) (Metody, 7.16.). W przypadku tego do§wiadczenie zastosowano warunki
aPDI takie jak w tescie proliferacji limfocytow, biatka toksyn poddano dziataniu RB ze
$wiatlem zielonym w warunkach letalnych (Metody, 7.16.; Wyniki, 8.9.), natomiast NMB ze
$wiatlem czerwonym w warunkach subletalnych (Metody, 7.16.).

Traktowanie ré6zem bengalskim ze $wiattem zielonym powoduje istotny statystycznie
spadek ilosci IL-2 (Ryc. 17). Oznacza to, iz biatka toksyn pod wptywem aPDI utracity zdolnos¢
do aktywacji limfocytow T, a tym samym do uwolnienia badanej IL-2. Dodatkowo, traktowanie
samym $wiatlem zielonym (40 J/cm?), lub rézem bengalskim (5 pM) nie wplywa na utrate

aktywnosci toksyn. Uzyskane obserwacje w pelni korelujg z wynikami uzyskanymi w tescie

proliferacji.
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Rycina 17. Wplyw aPDI (réz bengalski ze $wiatlem zielonym) na aktywnos¢ bialek toksyn —
pomiar ilo$ci interleukiny 2 (IL-2). Biatka toksyn w stezeniu 3,2 pg/ml poddano traktowaniu rézem
bengalskim (5 uM) ze $wiattem zielonym (Amax=515 nm, 35 mW/cm?, 40 J/cm?). Kazdy stupek
reprezentuje warto$¢ $rednig z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych, a stupki bledow
przedstawiajag odchylenie standardowe (SD). Poziom istotnosci statystycznej w odniesieniu do
nietraktowanych toksyn *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. K(+) — kontrola pozytywna
(komoérki PBMC traktowane octanem mirystynianu forbolu i jonomycyng); K(-) — kontrola negatywna
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(nietraktowane komorki PBMC); Inaktywowana toksyna — toksyna poddana procesowi gotowania w
temperaturze 95°C przez 60 min. RB — r6z bengalski; SEA — gronkowcowa enterotoksyna A; SEB —
gronkowcowa enterotoksyna B; SEC - gronkowcowa enterotoksyna C; SED - gronkowcowa
enterotoksyna D; TSST-1 — toksyna wstrzasu toksycznego.

Z kolei traktowanie toksyn nowym blekitem metylenowym ze $wiattem czerwonym
pozbawia biologicznej funkcji wytacznie toksyng SEA i TSST-1 (Ryc. 18). Tylko dla tych
toksyn obserwuje si¢ istotny statystycznie spadek ilosci IL-2. W przypadku enterotoksyny SEB,
SEC i SED zastosowana dawka na$wietlania nie pozbawia ich biologicznej funkcji, co
przektada si¢ na niewielki spadek ilosci wydzielanej IL-2 (Ryc. 18). Zaobserwowany efekt jest
podobny do efektu wykazanego w tescie proliferacji, wynikajacy ze zbyt niskiej dawki
naswietlania. W tym przypadku zastosowanie wyzszej dawki skutkuje efektem toksycznym
wobec linii komorkowych, co moze dyskwalifikowa¢ ten fotouczulacz w ewentualnych
zastosowaniach klinicznych. Podobnie jak w przypadku traktowania samym §wiattem zielonym
i samym roézem bengalskim, rowniez zastosowanie samego $wiatla czerwonego (32,5 J/cm?),

badz nowego bigkitu metylenowego (5 uM) nie wplywa negatywnie na aktywnosc¢ toksyn.
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Rycina 18. Wplyw aPDI (nowy blekit metylenowy ze $wiatlem czerwonym) na aktywnos$¢ bialek
toksyn — pomiar ilo$ci interleukiny 2 (IL-2). Biatka toksyn w stezeniu 3,2 pg/ml poddano traktowaniu
nowym bilekitem metylenowym (5 pM) ze $wiattem czerwonym (Amax=632 nm, 20 mW/cm?, 32,5
Jiem?). Wyniki sg $rednig z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych, a stupki bledow
przedstawiaja odchylenie standardowe (SD). Poziom istotno$ci statystycznej w odniesieniu do
nietraktowanych toksyn *p<0,05. K(+) — kontrola pozytywna (komoérki PBMC traktowane octanem
mirystynianu forbolu i jonomycyna); K(-) — kontrola negatywna (nietraktowane komorki PBMC);
Inaktywowana toksyna — toksyna inkubowana w temperaturze 95°C przez 60 min. NMB — nowy bfekit
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metylenowy; SEA — gronkowcowa enterotoksyna A; SEB — gronkowcowa enterotoksyna B; SEC —
gronkowcowa enterotoksyna C; SED — gronkowcowa enterotoksyna D; TSST-1 — toksyna wstrzasu
toksycznego.

Na podstawie opisanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze aPDI wplywa na utrat¢ (RB +
$wiatto zielone) lub obnizenie (NMB + $wiatto czerwone) aktywnosci biologicznych badanych

toksyn in vitro.

8.10. Model ex vivo kolonizacji swinskiej skory umozliwia §ledzenie zmian w ekspresji

badanych gen6w na poziomie transkryptu i bialka

Jako model weryfikujacy efektywnos¢ aPDI w dalszych etapach pracy wykorzystano
model ex vivo $winskiej skory. Skora §winska jest dobrym modelem do badan ex vivo, gdyz jest
stosunkowo tatwa do pozyskania, a ponadto wykazuje podobienstwo w budowie, obrazie
histologicznym, czy wlasciwos$ciach fizjologicznych do skéry ludzkie;j.

Celem analiz byta (i) weryfikacja efektywnosci aPDI na bardziej zlozonym modelu
badawczym, (ii) sprawdzenie produkcji toksyn na poziomie genu i biatka w modelu ex vivo
oraz (iii) wptyw aPDI na poziom produkowanych ex vivo toksyn.

Stezenie rozu bengalskiego wykorzystane w badaniach ex vivo wynosito 35 uM i bylo
wyzsze 0d tego stosowanego w badaniach in vitro. Spowodowane jest to faktem, iz
w warunkach in vitro etap inkubacji bakterii z fotouczulaczem odbywa si¢ w roztworze, co
umozliwia tatwiejsze przylaczenie si¢ czasteczek fotouczulacza do powierzchni bakterii.
W przypadku badan ex vivo, penetracja fotouczulacza jest znacznie ograniczona, poniewaz
bakterie tworza na powierzchni skory strukture biofilmu. Dlatego tez zalecane jest stosowanie
wyzszego stezenia fotouczulacza, potaczone z wydtuzonym czasem inkubacji.

Doswiadczenie opierato si¢ na skolonizowaniu $winskiej skory szczepem S. aureus
Xen40 (Metody, 7.17.), zaaplikowaniu RB w stezeniu 35 uM i inkubacji trwajacej 30 min. Po
tym czasie skore naswietlono $wiattem zielonym (Amax=530-535 nm, 6,36 J/cm?, 10 min).
Szczepem wykorzystanym w badaniach byt szczep S. aureus Xen40, ktory posiada geny
kodujace dwie toksyny — SEA i TSST-1, co zostato potwierdzone metoda PCR 1 Western Blot
(Materiaty, 6.1.).

Pierwszym etapem eksperymentu bylo okreslenie przezywalno$ci szczepu S. aureus

Xen40, ktoérg mierzono w dwoch punktach czasowych — 40 min po aPDI i 24 godz. po aPDI
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(Metody, 7.17.). Uzyskane wyniki wykazaly, iz spadek przezywalnosci wynosi odpowiednio
0,56 logi0 CFU/ml i 1,22 logio CFU/ml.

W dalszym etapie pracy zbadano, czy w opracowanym modelu kolonizacji $winskiej
skory przez bakterie S. aureus mozliwe jest sledzenie zmian ekspresji genow po aPDI zaréwno
na poziomie transkryptu, jak i biatka. W tym celu pobierano wymaz z powierzchni §winskiej
skory po uptywie 40 min od aPDI. Uzyskany material analizowano za pomocg metody qPCR
(Metody, 7.17.). Zaobserwowano istotny statystycznie spadek ekspresji badanych genow
toksyn pod wptywem aPDI (sea spadek ekspresji 2,92 logy; tst spadek ekspresji 0,66 logz) (Ryc.
19). W przypadku genu enterotoksyny sea wykazano rowniez istotny wplyw samego Swiatta
zielonego na spadek ekspresji tego genu (2,14 log2). Natomiast w przypadku obu badanych
genow sea i tst zaobserwowano znacznie podwyzszony poziom ekspresji genu po traktowaniu
samym rozem bengalskim. Na uwage zastuguje obserwacja, ze poziom ekspresji genu tst po
aPDI jest odmienny w warunkach ex vivo (spadek ekspresji 0,66 logz) i in vitro (wzrost ekspresji
1,16-1,45 logz) (Wyniki, 8.7.) (Ryc. 19, Ryc. 12).
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Rycina 19. Wzgledny poziom ekspresji genow sea i tst pod wplywem traktowania aPDI (roz
bengalski ze §wiatlem zielonym). Swinska skore skolonizowana bakteriami S. aureus poddano
dziataniu aPDI z zastosowaniem RB (35 uM) i $wiatla zielonego (Amax=530-535 nm, 10,6 mW/cm?, 6,36
Jicm?). W celu normalizacji danych wzglednej iloSci transkryptu, zastosowano warto$ci $redniej
geometrycznej dla dwoch najbardziej stabilnych genéw referencyjnych w testowanych warunkach: ftsZ
i gmk. Warto$ci przedstawiono w odniesieniu do kontroli — komorek nietraktowanych (0 J/cm?, 0 uM
RB). Stupki btedow pokazujg $redni biad standardowy (SEM). Poziom istotnosci statystycznej w
odniesieniu do kontroli *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. L(+) — komodrki bakteryjne traktowane
wylacznie $wiattem; PS(+) — komorki bakteryjne traktowane wylacznie fotouczulaczem
I przechowywane w ciemnosci; aPDI — komorki traktowane $wiattem i fotouczulaczem.
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W kolejnym etapie pracy przeprowadzono analize poziomu bialek SEA i TSST-1
w zastosowanym modelu ex vivo. Material pobierano w dwodch punktach czasowych — po
uptywie 40 min i po 24 godz. od zakonczenia procesu naswietlania. Pobrane préby analizowano
technikg Western Blot (Metody, 7.17.).

Zaobserwowano, iz enterotoksyna A jest produkowana w poroéwnywalnej ilosci
w warunkach in vitro (Wyniki, 8.8., Ryc. 14), jak i ex vivo, co oznacza, ze mozliwe jest
analizowanie tego biatka w bardziej ztozonych modelach eksperymentalnych. Po uptywie 40
min, i po 24 godz. po traktowaniu aPDI dochodzi do statystycznie istotnego spadku w ilosci
biatka SEA w poréwnaniu do prob nietraktowanych [40 min L(-)PS(-) 5,59 ug/ml, aPDI 3,48
ug/ml; 24 godz. L(-)PS(-) 6,10 ug/ml, aPDI 2,41 pg/ml] (Ryc. 20). Wykazano, ze dziatanie
roézu bengalskiego, jak rowniez dziatanie wylacznie $wiattem zielonym nie prowadzi do
istotnego spadku ilosci biatka enterotoksyny A w poroéwnaniu do komorek nie poddanych
dziataniu aPDI. Analiza biatka TSST-1 nie byta mozliwa ze wzgledu na niski poziom produkcji

biatka w zastosowanych warunkach eksperymentalnych.

10 -
9_
T
& 7 -
=
2 °] a
E 51 I 40 min
§4_ " m 24 godz.
o £
K3 *
oy
o2
1_
0

L(-) PS(-) L(+) PS(+) aPDI

Rycina 20. Zmiana stezen bialka enterotoksyny A (SEA) po traktowaniu aPDI (r6z bengalski ze
$wiatlem zielonym) w modelu ex vivo kolonizacji S. aureus $swinskiej skory. Bakterie S. aureus
kolonizujace $winska skorg poddano dziataniu aPDI z zastosowaniem rozu bengalskiego (35 puM)
i $wiatla zielonego (Amax=530-535 nm, 10,6 mW/cm?, 6,36 J/cm?). Kazdy stupek reprezentuje warto$é
srednig z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych, a stupki bledéw przedstawiaja $redni btad
standardowy (SEM). Poziom istotnosci statystycznej w odniesieniu do nietraktowanych komorek
Z poszczegolnych punktéw czasowych L(-) PS(-) *p<0,05. Proby byty pobierane w dwoch punktach
czasowych: 40 min — komorki bakteryjne pobierane po uptywie 40 min od naswietlania; 24 godz. —
komorki pobierane po uptywie 24 godz. od zakonczenia naswietlania. L(-) PS(-) — komorki bakteryjne
nie poddawane dziataniu $wiatta ani fotouczulacza; aPDI — komorki traktowane S$wiattem
i fotouczulaczem; L(+) — komorki poddawane dziataniu $wiatla; PS(+) — komorki inkubowane
W ciemnosci z fotouczulaczem.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze model ex vivo jest odpowiedni do §ledzenia zmian
w ekspresji genéw 1 poziomu biatek toksyn gronkowcowych poddanych dziataniu aPDI.
Dodatkowo traktowanie aPDI prowadzi do istotnego obnizenia poziomu ekspresji genu Sea
i tst, a takze spadku ilosci biatka enterotoksyny A (SEA), co wigcej obnizenie ilosci SEA jest

obserwowane juz po 40 min i utrzymuje si¢ do 24 godz. po dziataniu aPDI.

8.11. aPDI prowadzi do spadku przezywalnosci bakterii S. aureus w mysim modelu

kolonizacji skory

W celu dalszego badania efektywnosci aPDI zastosowano model in vivo, czyli mysiej
skory skolonizowanej S. aureus. Przedmiotem tych badan byta rowniez weryfikacja wplywu
samego $wiatta zielonego, badZ samego r6zu bengalskiego na obraz histologiczny mysiej skory.
Dodatkowo zbadano wptyw aPDI na poziom biatka enterotoksyny A.

W modelu in vivo zastosowano procedur¢ tape-stripping, ktoéra prowadzi do
mechanicznego uszkodzenia skory myszy (Metody, 7.18.). Ogromng zaletg tego modelu jest
wywolanie lokalnego stanu zapalnego przypominajacego ten pojawiajacy si¢ w skorze
atopowej poprzez uszkodzenie bariery ochronnej skory (Bitschar i in., 2020, Wanke i in., 2013).
Do kolonizacji mysiej skory uzyto szczep bioluminescencyjny S. aureus Xen40, ktory posiada
kopie operonu lux z bakterii Photorhabdus luminescens w chromosomie (Francis i in., 2000).
Bioluminescencja emitowana przez bakterie S. aureus pozwolita na nieinwazyjne
monitorowanie procesu kolonizacji i analize efektywnosci aPDI u myszy w czasie
rzeczywistym za pomoca systemu IVIS. W zwigzku z tym, iz w modelu ex vivo dawka RB
w stezeniu 35 pM nie prowadzita do eradykacji komoérek bakteryjnych, w modelu in vivo
zwigkszono stezenie fotouczulacza do 50 uM.

Analizie poddano nastgpujace grupy badawcze:

1. Myszy poddane procedurze tape-stripping

2. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus

3. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu
$wiatla zielonego (Amax=530-535 nm, 10,6 mW/cm?, 6,36 chmz)

4. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu
rozu bengalskiego zaaplikowanego bezposrednio na skore w stezeniu 50 pM

5. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu

przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (jednokrotne traktowanie)
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6. Myszy poddane procedurze tape-stripping, skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu
przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (dwukrotne traktowanie) (Metody,
7.18.).

Zarowno jednokrotne dziatanie aPDI, (grupa 5), jak i dwukrotne traktowanie aPDI
(grupa 6) prowadzi do statystycznie istotnego zmniejszenia kolonizacji S. aureus, co
obserwowano poprzez zmniejszenie sygnalu bioluminescencji (Ryc. 21, 22). Ponadto,
wykazano, iz dzialanie samym rdézem bengalskim (50 uM, grupa 4) nie wplywa na
przezywalno$¢ bakterii S. aureus a poziom sygnatu bioluminescencji jest poréwnywalny do
tego w grupie kontrolnej (grupa 2, tape stripping + S. aureus). W przypadku grupy 1, poddanej
procedurze tape-stripping w pierwszym dniu eksperymentu zaobserwowano, ze skora jest
intensywnie zaczerwieniona i podrazniona. W trzecim dniu wida¢ pierwsze oznaki gojenia si¢
skory 1 zmniejszenie zaczerwienienia. Z kolei w ostatnim dniu eksperymentu skora catkowicie
si¢ zagoita, a zaczerwienienie ustgpito (Ryc. 21). Takiego efektu nie wykazano dla grupy
poddanej procedurze tape-stripping i skolonizowanej bakteriami S. aureus (grupa 2). Oznacza
to, ze bakterie S. aureus po kolonizacji skory wplywaja negatywnie na jej stan, a proces
kolonizacji utrudnia gojenie wytworzonych ran.

Podsumowujac, traktowanie rozem bengalskim ze $wiattem zielonym moze stanowié
skuteczng opcje terapeutyczng dla pacjentow z uszkodzeniami skory, ktora jest kolonizowana
bakteriami S. aureus. W przypadku pacjentow z AZS zmniejszenie stopnia kolonizacji
umozliwi odbudowanie si¢ warstwy naskorka i1 przywrocenie prawidlowego funkcjonowania

skory.
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Rycina 21. Monitorowanie sygnalu bioluminescencyjnego w procesie kolonizacji mysiej skory
bakteriami S. aureus. Przedstawiono reprezentatywne fotografie pomiaru bioluminescencji dla myszy
z kazdej badanej grupy do$wiadczalnej. Sygnat jest wyrazony jako foton/sekunde/cm?/steradian
(p/slcm?/sr). Grupa 1 przedstawia wizualny wyglad mysiej skory poddanej wylacznie procedurze tape-

100



stripping. Grupa 2 — myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane S. aureus. Grupa 4 —
myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane S. aureus, z zaaplikowanym na skore rozem
bengalskim w stezeniu 50 uM. Grupa 5 — myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane
S. aureus, traktowane jednokrotnie aPDI (Amax=530-535 nm, 10,6 mW/cm?, 6,36 J/cm? 50 uM RB).
Grupa 6 — myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane S. aureus, podwojnie traktowane
aPDI (Amax=530-535 nm, 10,6 mW/cm?, 6,36 J/cm?, 50 uM RB).
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Rycina 22. Sygnal bioluminescencyjny uzyskany z obszaréw ROI (ang. Region Of Interest) skory
skolonizowanej przez S. aureus. Sygnat jest wyrazony jako foton/sekunde/cm?steradian (p/s/cm?/sr).
Kazdy stupek reprezentuje warto$¢ $rednig dla obszaréw ROI w poszczegolnych grupach myszy (n =
5). Stupki btedéow pokazujg $redni blad standardowy (SEM). Poziom istotnosci statystycznej
w odniesieniu do kontroli (myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane S. aureus)
*p<0,05; **p<0,01. L(-) PS(-) — myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane S. aureus;
PS(+) — myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane S. aureus, poddane dziataniu rozu
bengalskiego (50 uM) zaaplikowanego bezposrednio na skorg; aPDIx1 - myszy poddane procedurze
tape-stripping i skolonizowane S. aureus, poddane pojedynczemu traktowaniu aPDI (50 uM, 10,6
mW/cm?, 6,36 J/cm?); aPDIx2 - myszy poddane procedurze tape-stripping i skolonizowane S. aureus,
poddane sekwencyjnemu dziataniu aPDI (50 uM, 10,6 mW/cm?, 6,36 J/cm?).

W obrazie histopatologicznym skory w grupie myszy poddanych wytacznie procedurze
tape-stripping (Ryc. 23A) zaobserwowano stan zapalny w postaci wysigku ze znaczng liczba
neutrofili na powierzchni naskorka. Obecno$¢ naskérka w obrazie histopatologicznym
potwierdza wczesniejsze obserwacje wizualne mysiej skory, iz doszto do procesu gojenia
i odbudowy warstwy naskorka. Z kolei w grupie poddanej procedurze tape-stripping
I skolonizowanej bakteriami S. aureus (Ryc. 23B) wida¢ wyraznie negatywny wplyw
bakteryjnej kolonizacji na skoére. Obserwuje si¢ duze skupiska bakterii i catkowity brak

naskorka (usunig¢ty poprzez procedure tape-stripping). Ponadto stan zapalny jest bardzo
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zaostrzony, naciek z neutrofilow prowadzi do zniszczenia znacznej czeséci skory wiasciwe;.
Naciek obserwowany jest rowniez w warstwie tkanki ttuszczowej. Dziatanie samym $wiatlem
zielonym, czy podanie r6zu bengalskiego na skor¢ w wysokim stezeniu (50 pM) nie prowadzi
do powstania dodatkowych zmian patologicznych. Oznacza to, ze zastosowana dawka $wiatla,
czy wysokie stezenie fotouczulacza sg bezpieczne dla skory i nie poglebiaja istniejacego juz
procesu zapalnego (Ryc. 23C i D). Natomiast u myszy poddanych pojedynczemu (Ryc. 23E)
i podwojnemu traktowaniu aPDI (Ryc. 23F) nie zaobserwowano oddzielenia naskorka od skory
wilasciwej, powierzchniowa warstwa naskorka jest wyraznie uszkodzona, natomiast brak jest
nacieku zapalnego. Oba obrazy histopatologiczne sg bardzo podobne, natomiast zauwazono, ze
podwdjne traktowanie aPDI prowadzi do zmniejszenia liczby neutrofili w skorze wiasciwe;j
w porownaniu do grupy poddanej pojedynczemu traktowaniu aPDI (Ryc. 23E). Pomimo tego,
liczba neutrofili jest nadal na tyle liczna, by skutecznie neutralizowaé bakterie S. aureus.
Zarowno pojedyncze, jak i podwojne traktowanie aPDI jest bezpieczne dla mysiej skory i nie

pogtebia istniejacych zmian patologicznych.
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Rycina 23. Obraz histologiczny mysiej skory poddanej procedurze tape-stripping i skolonizowanej
S. aureus. Proby do badan zostaty pobrane w 5-tym dniu doswiadczenia (po zakonczeniu procesu
obrazowania w systemie I1VIS), utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie. Probki wybarwiono
hematoksyling i eozyng, a w celu zobrazowania obecno$ci komorek bakteryjnych, roztworem fioletu
krystalicznego. A — skora poddana procedurze tape-stripping (pow. 20x) (kolorem zaznaczono obecno$¢
neutrofiléw); B — skora poddana procedurze tape-stripping i skolonizowana przez S. aureus (pow. 10x)
(na fotografii zaznaczono skupisko bakterii S. aureus, a takze warstwe skory wlasciwej z naciekiem
z neutrofilow 1 warstwe tkanki tluszczowej); C — skoéra poddana procedurze tape-stripping,
skolonizowana przez S. aureus, naswietlana $wiattem zielonym (pow. 10x); D — skéra poddana
procedurze tape-stripping, skolonizowana przez S. aureus, z zaaplikowanym bezposrednio na skore
r6zem bengalskim (pow. 10x); strzatka zaznaczono uszkodzong powierzchniowa warstwe naskorka; E
i F —skora poddana procedurze tape-stripping, skolonizowana przez S. aureus, poddana jednokrotnemu
traktowaniu aPDI (E), badz dwukrotnemu traktowaniu aPDI (F) (pow. 10x); strzatka zaznaczono
uszkodzong powierzchniowa warstwe naskorka.
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Ostatnim etapem badan in vivo byl pomiar ilosci bialka enterotoksyny A (SEA)
z wymazdw pobranych ze skory myszy. Celem do§wiadczenia bylo zbadanie wptywu aPDI na
poziom biatka enterotoksyny A w modelu in vivo. Z pobranych od myszy wymazow ze skory
wykonano lizaty, w ktorych analizowano obecnos¢ enterotoksyny SEA przy pomocy techniki
Western Blot (Metody, 7.18.). Wyniki przedstawiono w postaci wartosci $redniej ilosci biatka

z prob pozyskanych od pigciu myszy (Ryc. 24).
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Rycina 24. Zestawienie stezen bialka enterotoksyny A (SEA) po traktowaniu aPDI (réz bengalski
ze $wiatlem zielonym) na mysim modelu kolonizacji skéry przez S. aureus. Przedstawione wyniki
sg wartoscig $rednig + btad standardowy z wymazow pobranych ze skory myszy (n = 5). Wymazy
pobierano od myszy skolonizowanych S. aureus i nie poddanych dziataniu aPDI [L(-)PS(-)], myszy
poddanych pojedynczemu traktowaniu aPDI (aPDIx1, 50 uM RB, 10,6 mW/cm?, 6,36 J/cm?) oraz od
myszy poddanych sekwencyjnemu dziataniu aPDI (aPDIx2, 50 uM RB, 10,6 mW/cm?, 6,36 J/cm?).
Poziom istotno$ci statystycznej w odniesieniu do prob pobranych od myszy skolonizowanych S. aureus
i nie poddanych dziataniu aPDI *p < 0,05.

Do analizy wilaczono 3 grupy: grupe kontrolng (myszy poddane procedurze tape-
stripping i skolonizowane S. aureus), myszy poddane pojedynczemu traktowaniu aPDI i myszy
poddane podwdjnemu traktowaniu aPDI. Zaobserwowano, iz w grupie kontrolnej ilo$¢ biatka
jest produkowana na poréwnywalnym poziomie, jak w przypadku badan in vitro oraz ex vivo.
Wykazano, ze kolejne traktowania aPDI prowadza do statystycznie istotnego obnizenia ilo$ci
biatka enterotoksyny A (SEA) [L(-) PS(-): 4,8 ug/ml; aPDIx1: 2,47 ug/ml; aPDIx2: 2,05 ug/ml]
(Ryc. 24). Oznacza to, ze metoda aPDI jest w stanie skutecznie obniza¢ ilo$¢ biatka SEA

produkowanego przez S. aureus w zastosowanym modelu in vivo.
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9. Dyskusja

9.1. Struktura genetyczna S. aureus w populacji polskiej pacjentéow z AZS jest

charakterystyczna dla ogdlnej populacji szczepow MSSA w Europie

Wielu badaczy zwraca uwagg na toksyny gronkowcowe (ang. staphylococcal
enterotoxins) jako czynniki, ktore nasilajg i zaostrzajg stan zapalny skory u pacjentow z AZS
(Bunikowski i in., 2000, Taskapan i Kumar, 2000, Yarwood i in., 2000, Zollner i in., 2000).
Z danych literaturowych wynika, ze 53-71% szczepow S. aureus wyizolowanych od pacjentow
z AZS posiada geny toksyn z grupy gronkowcowych enterotoksyn (SEs) i ten odsetek jest
znacznie wyzszy w poroOwnaniu z grupg kontrolng zdrowych nosicieli (20-33%) (Bunikowski i
in., 2000, Mempel i in., 2003, Nada i in., 2012, Zollner i in., 2000). Powyzsza obserwacja jest
zgodna z danymi uzyskanymi w ramach przedstawianej rozprawy doktorskiej. W badanej
kolekcji szczepoéw od pacjentow z AZS, 64,7% posiadato geny 5 badanych toksyn (sea, seb,
sec, sed, tst), podczas gdy w grupie kontrolnej szczepow pochodzacych od pacjentow bez cech
atopii odsetek ten wynosit 46,2% (Wyniki, 8.1.). Niestety nie wszystkie opublikowane dotad
prace wiaczaja do analizy grupe kontrolng, przez co nie uzyskujemy danych dotyczacych
dystrybucji genow toksyn w izolatach pochodzacych od zdrowych nosicieli bez cech atopii,
zbieranych w tym samym czasie. Z danych literaturowych wynika, Zze szczepy S. aureus
pochodzace od pacjentow z AZS moga posiada¢ wigcej niz jeden gen toksyny (Na i in., 2012,
Schlievert i in., 2008). Podobng tendencj¢ zaobserwowano w analizowanej, W ramach
przedstawianej rozprawy, kolekcji szczepow (Wyniki, 8.1.). Zjawisko to nadal nie zostato
w petni wyjasnione. Wiadomo, ze obecnos$¢ wigcej niz jednego genu toksyny przektada si¢ na
zwigkszong wirulencje szczepu. Skutkuje to tym, iz potaczenie wielu czynnikow zjadliwosci
definiuje zdolno$¢ S. aureus do wywotywania choroby i jej przebiegu. Potwierdzaja to badania
grupy izolatdw od pacjentdw ze steroidooporng postacia AZS, gdzie obecnos¢ duzej liczby
gendéw toksyn w szczepach S. aureus prowadzi do braku odpowiedzi na immunosupresyjne
dziatania kortykosteroidow ze strony organizmu pacjenta (Schlievert i in., 2008). Co ciekawe,
w grupie kontrolnej pacjentdw bez cech atopii wystepowatly szczepy, ktore posiadaty wytacznie
jeden gen toksyny sposrod pigciu badanych. Natomiast w szczepach S. aureus z grupy
kontrolnej (pacjenci bez cech atopii) nie mozna wykluczy¢ obecno$ci innych genow toksyn,
ktorych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej nie badano.

Z danych literaturowych wynika, iz obecno$¢ genow toksyn koreluje z nasileniem

objawow zapalnych u pacjentow z AZS (Breuer i in., 2002, Bunikowski i in., 2000, Tomi i in.,
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2005, Zollner i in., 2000). W przypadku analizowanej kolekcji izolatow, nie dysponowano
danymi klinicznymi pacjentow, co uniemozliwito weryfikacj¢ tej zaleznosci.

Zagadnienie rozktadu genow kodujacych toksyny w szczepach wyizolowanych od os6b
z AZS zostalo szeroko omowione w pracy przeglagdowej w oparciu 0 dane publikowane na
przestrzeni ostatnich kilkunastu lat (Ogonowska i in., 2021). Z przedstawionych w tej pracy
przegladowej danych literaturowych wynika, ze w oparciu o klasyczne metody typowania
molekularnego nie wskazano jak dotad charakterystycznego profilu dystrybucji genéw
badanych toksyn w populacji izolatéw od pacjentow z AZS. W przypadku przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy doktorskiej analiz wykazano, ze dominujagcymi genami toksyn
identyfikowanymi w badanej populacji byty sec i sea, zarowno w grupie dorostych jak i dzieci
z AZS, atakze w probach ze skory i jamy nosowo-gardtowej (Wyniki, 8.1.). Dystrybucja genéw
toksyn w przedstawionej w niniejszej pracy populacji okazata si¢ najbardziej spojna z ta
obserwowang dla populacji niemieckiej, potwierdzajac tym samym doniesienia literaturowe
0 zaleznos$ci geograficznej w dystrybucji poszczegolnych gendw. Z kolei bioragc pod uwage
wyniki z krajow europejskich znacznie oddalonych od Polski, wérdd populacji hiszpanskiej
przewazal gen tst, natomiast w portugalskiej, gen seg. Natomiast wsrod populacji z USA
dominowat gen tst i sei, w Tajwanie gen seb, a w Singapurze gen seb i egc (Tab. 16). Nalezy
podkresli¢, iz przytoczone w tab. 16 prace opieraty si¢ na analizie wylgcznie wybranych genow

toksyn.
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Tabela 16. Dystrybucja genow toksyn u pacjentow z AZS w wybranych krajach.

Krai Najczesciej Pochodzenie Badana .
raj ; ] Literatura
wykrywany gen izolatu populacja
Niemc sea, sec Wymaz za skory Dzieci (Bunikowski i in., 2000)
y sea Wymaz ze skory Dorosli (Breuer i in., 2002)
Wymaz ze skory i
Hiszpania tst jamy nosowo- Dzieci (Gilaberte i in., 2015)
gardlowej
. , Dzieci .
Portugalia seg Wymaz ze skory Dorodli (Soares i in., 2013)
USA tst, sei Wymaz ze skory Dorosli (Schlievert i in., 2008)
Wymaz z jamy
Tajwan seb NOSOWo- Dzieci (Loiin., 2010)
gardlowej
Wymaz ze skoéry i Dzieci
Singapur seb, egc jamy nosowo- o (Chiu i in., 2009)
. Dorosli
gardlowej

Typowanie molekularne izolatow S. aureus pozwala zrozumiec¢ ich strukture genetyczna,

pozna¢ dystrybucje, a co za tym idzie ich znaczenie jako czynnika zaostrzajacego

| pogarszajacego przebieg atopowego zapalenia skory. Z obecnych badan wynika, iz populacja

S. aureus jest na tyle zmienna i r6znorodna (rowniez geograficznie), iz nie jest mozliwe

wyroznienie jednego, przewazajacego kompleksu klonalnego, czy typu spa, ktéory mozna

powigza¢ z AZS. W analizowanej grupie izolatow od pacjentow z AZS zidentyfikowano 18
kompleksow klonalnych i 43 typy spa (Wyniki, 8.2.). Kompleks CC7 (t091), ktory byt

najczesciej reprezentowany w badanej populacji polskiej, w populacjach pacjentéw z AZS

z innych krajow europejskich byl identyfikowany na znacznie nizszym poziomie lub wcale

(Tab. 17).
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Tabela 17. Kompleksy klonalne zidentyfikowane w izolatach S. aureus wrazliwych na
metycyline (MSSA) od pacjentow z AZS w europejskiej populacji.

Kraj CC1 CC5 CC7 CccCs CC15 CC30 | CccC45 Literatura
(Ogonowska i
Polska | 2,9% | 0,7% | 259% | 3,6% | 94% | 65% | 18% | in, 2022, w
przygotowaniu)
Hiszpania | 3,1% | 312% | - 62% | 187% | 187% | 156% (RS{)"lL)'”"
Hiszpania | - | 115% | - | 11,5% | 154% | 115% | 11,5% (Beg(')tf6') n.,
Dania | 22% | 10% | 7% - 19% 7% 1505 | (Clauseniin.,
2017)
Dania | 23% | 7% | 5% | 6% | 196% | 8% | 13.8% (Ed;';i%') n.,
Iflandia | 20,5% | 13,6% | 7% | 13.6% | 7% 7% | 15,9% (F'eztgi’;) n.,
Wielka 0 0 ) ) 0 0 0 (Harkins i in.,
Brytania | 0% | 6% 17% 61% 6% 2018)

Z kolei badania szczepdw S. aureus z europejskiej populacji pacjentow z AZS jako dominujace
wskazuja kompleksy CC1, CC5, CCS8, CC15, CC30 i CC45 (Tab. 17). Okazuje si¢, ze
wymienione kompleksy s3a charakterystyczne dla ogdlnej populacji szczepoéw S. aureus
wrazliwych na metycyling (MSSA) w Europie, jakkolwiek czgstos¢ ich wystepowania moze
si¢ rozni¢ (Argudin i in., 2009, Holtfreter i in., 2007). Typy spa t015 (CC45), t084 (CC15)
i t091 (CC7) sa obserwowane z najwicksza czestoscig wsrdod szczepow MSSA w krajach
europejskich (Grundmann i in., 2010). Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie sa zgodne
z dotychczas opublikowanymi doniesieniami o heterogennej strukturze populacji S. aureus
pochodzacych od pacjentow z AZS (Clausen i in., 2019, van Mierlo i in., 2021, Yeung i in.,
2011).

Przytoczone w tab. 17 badania podaja kompleksy CC1 1 CCS5, jako jedne z najczesciej
obserwowanych wérod izolatow MSSA od pacjentow z AZS. Z kolei w opisanych w niniejszej
rozprawie izolatach od pacjentow z AZS, te kompleksy sg reprezentowane najrzadziej [CC1 —
4 izolaty (3%); CC5 — 1 izolat (0,8%)] (Wyniki, 8.2.). Nieliczne dane literaturowe wskazujg na
wystepowanie kompleksu CC7, jak rowniez CC9 i CC59 wylacznie w grupie izolatoéw od
pacjentow z AZS, natomiast nie zostaly zidentyfikowane w grupie kontrolnej (nosiciele
S. aureus w jamie nosowo-gardtowej) (Harkins i in., 2018). Ponadto, kompleks CC7 jak dotad
nie zostal wskazany w zadnej pracy dotyczacej typowania molekularnego izolatéw S. aureus
od pacjentow z AZS jako dominujacy. Okazuje si¢, ze kompleks CC7 jest jednym z gtdéwnych
w europejskiej populacji, jak rowniez jednym z najczeséciej obserwowanych w grupie szczepow

S. aureus wywotujacych inwazyjne zakazenia u pacjentow pediatrycznych w Polsce (llczyszyn
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I in., 2016). Warto zwrdci¢ uwagg na fakt, iz badane w ramach niniejszej rozprawy szczepy od
pacjentow z AZS zostaly przyporzadkowane do kompleksu CC7 z 4-krotnie wyzsza
czgstotliwoscig w poréwnaniu do szczepoéw wyizolowanych z krwioobiegu (22,5% vs. 5,3%),
czy izolatow od zdrowych nosicieli (22,5% vs. 5,8%) (Grundmann i in., 2014, Holtfreter i in.,
2016). Z kolei kompleks CC97, bedacy czwartym najliczniejszym w analizowanej grupie
szczepow od pacjentdw z AZS byl identyfikowany u zwierzat (gtdéwnie bydta i trzody chlewnej)
I czesto byt odpowiedzialny za zapalenie wymion u bydta (Gomez-Sanz i in., 2010, Rabello i
in., 2007). Inne badania wskazaty, ze izolaty, ktore przynaleza do kompleksu CC97 sg w stanie
przenosic¢ si¢ ze zwierzat na ludzi, potwierdzajac takie przypadki wsérdd pacjentow z Wielkiej
Brytanii i USA (Chung i in., 2004, Sung i in., 2008). Dogl¢bna analiza filogenetyczna wskazata,
iz klon CC97 pierwotnie pochodzi od zwierzat. Natomiast pojawienie si¢ tego klonu wsrod
ludzi 1 wywotywanie u nich infekcji wigze si¢ z umiejetnoscia przekraczania bariery
gatunkowej i zdolnosciami adaptacyjnymi bakterii pozyskanymi na drodze horyzontalnego
transferu genow (Spoor i in., 2013).

Niewiele jest danych na temat powigzania kompleksoOw klonalnych z objawami
Klinicznymi AZS. Z danych literaturowych wynika, iz kompleks CC30 wigze si¢ z zapaleniem
wsierdzia, natomiast nie zaobserwowano wyraznych korelacji w AZS czy innymi chorobami
(Nienaber i in., 2011). Natomiast istnieje powigzanie mig¢dzy czestszym wykrywaniem
kompleksu CC1 u pacjentow z AZS posiadajacych mutacje w genie filagryny (Clausen i in.,
2017). Dodatkowo wskazano, ze kompleksy CC5 i CC45 byly czesciej wykrywane wsrod
szczepOw izolowanych od dzieci z cigzkim przebiegiem AZS w hiszpanskiej populacji (Benito
iin., 2016). Z kolei w przypadku kolekcji szczepéw opisanej w ramach tej rozprawy doktorskiej
szukanie powigzan pomig¢dzy konkretnym kompleksem klonalnym, a objawami klinicznymi
AZS jest niemozliwe z uwagi na brak danych pacjentow dotyczacych historii chorob, czy
objawow nasilenia AZS w skali SCORAD.

Przedsionek nosa uwazany jest za potencjalny rezerwuar S. aureus, przyczyniajacy si¢
do rekolonizacji skory (Patel i in., 2001). W przedstawionej rozprawie sposrod 58 par szczepow
S. aureus wyizolowanych od pacjentéw z AZS (skora i jama nosowo-gardtowa), 36 z nich
posiadaly takie same typy spa w parze (rozdz. 8.2.), co jest zgodne z opublikowanymi
dotychczas doniesieniami i wskazuje na autotransmisje¢ (Hoeger, 2004, Masiuk i in., 2021, van
Mierlo i in., 2021). Pozostate 23 pary izolatow charakteryzowaty si¢ odmiennymi typami spa
(rozdz. 8.2.). Podobne obserwacje zostaty opublikowane w 2021 roku. Zhao i wsp. zauwazyli,
ze nie tylko szczepy S. aureus pobrane od tego samego pacjenta ze skory i przedsionka nosa

roznig si¢ typem spa, ale takze pojawialy si¢ rozne typy spa u izolatow pobranych z réznych
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miejsc na skorze od tego samego pacjenta. Co wigcej, pobrane izolaty réznily si¢ nie tylko
w typowaniu molekularnym, ale réwniez profilem lekoopornosci, tworzeniem biofilmu,
aktywnoscig hemolityczng i zdolnoscig adhezji do komoérek nabtonka (Zhao i in., 2021).
Wskazuje to na fakt, iz szczepy S. aureus zlokalizowane na skorze nie rozprzestrzeniajg si¢
wylacznie z jamy nosowo-gardtowe;.

Aby pogtebi¢ dotychczas zebrane informacje o strukturze genetycznej szczepOw
S.aureus od pacjentow z AZS nalezaloby w przysztosci poszerzy¢ analizy o bardziej
zaawansowang technike, jakg jest sekwencjonowanie catego genomu (WGS, ang. Whole
Genome Sequnecing). Metodg ta cechuje wysoki potencjat dyskryminujacy, co umozliwia
zbadanie réznicowania, adaptacji 1 drog transmisji bakterii w obrgbie gospodarza w procesie
kolonizacji. Dodatkowo jest to uzyteczne narzedzie do przesledzenia drog rozprzestrzeniania
si¢ danych klonow, czy pochodzenia wielolekoopornych szczepow (Didelot i in., 2016, Kwong
I in., 2015). Dotychczas opublikowane badania z zastosowaniem techniki WGS umozliwity
przesledzenie klonow S. aureus w trakcie zaostrzenia AZS, zmienno$ci klonalnej podczas
trwania AZS, réznic w dynamice populacji S. aureus i S. epidermidis od pacjentow z AZS
zar6wno na poziomie gatunku, jak i szczepu (Byrd i in., 2017, Kong i in., 2012). Takie podejscia
badawcze pojawiaja si¢ w literaturze, jednak nadal na niewielka skale ze wzgledu na wysoki
koszt analiz, brak migdzynarodowych baz danych i ogo6lnodostgpnych narzedzi
bioinformatycznych (Harkins i in., 2018).

Podsumowujac, szczepy S. aureus wyizolowane od pacjentow z AZS charakteryzuja si¢
wysoka réznorodnoscia pod wzgledem genetycznym. Dodatkowo przynalezno$¢ szczepdéw do
CC7, najliczniejszego kompleksu w badanej grupie $wiadczy o zdolnosci S. aureus do
dostosowywania si¢ 1 przetrwania w danych warunkach (np. na skérze atopowej). Niemniej
jednak nie mozna wykluczy¢ istnienia specyficznych genotypéw S. aureus (na poziomie
genow, czy polimorfizméw genow), ktore moga odpowiadac za okreslony obraz kliniczny (np.

infekcje skory atopowej).

9.2. R6z bengalski jest odpowiednim fotouczulaczem do zastosowan in vivo

Traktowanie izolatow S. aureus (zaréwno klinicznych, jak i referencyjnych) za pomoca
aPDI (r6zu bengalskiego wzbudzanego $wiattem zielonym) prowadzi do eradykacji komorek
bakteryjnych (spadek przezywalnosci ponad 3 logio, czyli ponad 99,9%, Wyniki, 8.3.). Tak
wysoka efektywnos$¢ wynika z wlasciwosci biofizycznych zastosowanego fotouczulacza. Roz

bengalski jest fotouczulaczem anionowym o lipofilowym charakterze. Dane literaturowe
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sugeruja, ze RB jest efektywnie akumulowany przez komorki bakteryjne nie poprzez prosta
dyfuzje, a za posrednictwem aktywnego transportu i poprzez oddziatywania elektrostatyczne
(Cieplik i in., 2014, George i in., 2009). Z danych literaturowych wynika, iz fotouczulacze
anionowe 1 obojetne skutecznie wigzg sie¢ z powierzchnig Gram-dodatnich bakterii, a tym
samym hamuja ich wzrost, badZ prowadza do ich eradykacji w wyniku dziatania aPDI (Maisch
i in., 2004). Ponadto RB cechuje wysoki potencjat generowania tlenu singletowego (*O2)
W polarnych rozpuszczalnikach (np. w wodzie) o wysokiej wydajnosci kwantowej rzedu 0,75-
0,76 (Alarcon i in., 2009, Gandin i in., 1983, Redmond i Gamlin, 1999).

Istotng obserwacja, wynikajaca z przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej
doswiadczen jest fakt, iz aPDI w oparciu 0 RB prowadzi do eradykacji nie tylko szczepow
S. aureus, u ktorych nie zidentyfikowano genéw toksyn, ale rowniez tych, u ktorych wykryto
obecnos¢ gendéw toksyn. Wyniki te pozostaja w zgodzie z wczes$niejszymi doniesieniami,
w ktorych wykazano wysoka efektywnos¢ pochodnej porfiryny [tetrajodek 5,10,15,20-
tetrakis(1-metylopirydynium-4-ylo) porfiryny, Tetra-Py*-Me] wzbudzonej biatym $wiatlem
(380-700 nm, 40 W/m?) zaréwno wobec szczepéw S. aureus posiadajacych, jak i takich,
U ktérych nie zidentyfikowano obecno$ci gendw toksyn. Jednakze badacze analizowali
efektywnos¢ pochodnej porfiryny wytacznie wobec czterech szczepow S. aureus, u ktérych
stwierdzono obecno$¢ genow toksyn (Bartolomeu i in., 2016). Mozliwo$¢ eradykacji izolatow
posiadajacych geny toksyn to wazny wniosek z punktu widzenia zastosowania aPDI wobec
wysoce wirulentnych szczepow S. aureus.

Na podstawie wynikow testu MTT stwierdzono, ze warunki traktowania
fotodynamicznego wykorzystywane w do§wiadczeniach (Wyniki, 8.4.) przedstawionych w tej
rozprawie doktorskiej sa bezpieczne dla ludzkich keratynocytow. Nie powoduja efektu foto-
ani cytotoksycznego wzgledem komodrek HaCaT, jak 1 HaCaT z wyciszong ekspresja genu
filagryny (Wyniki, 8.4.). Z kolei monitorowanie wzrostu komorek w systemie xCELLigence
wykazalo istotny hamujgcy wplyw aPDI na dynamike wzrostu badanych linii komorkowych
(Wyniki, 8.5.). Badane linie byly jednak w stanie wznowi¢ podziaty, chociaz w przypadku linii
FLG shRNA, czyli z wyciszong ekspresja genu kodujacego filagryne, byto to obserwowane na
bardzo niskim poziomie (Ryc. 11, panel A).

Filagryna (FLG) to biatko naskorkowe, odpowiedzialne za nawilZzenie 1 utrzymanie
homeostazy naskorka (O’Regan 1 Irvine, 2008). Mutacje w genie filagryny u pacjentow z AZS
prowadza do zaostrzenia procesu zapalnego, a takze do zwigkszonej kolonizacji S. aureus
(Brown i McLean, 2012, Clausen i in., 2017). Stad tez komorki z wyciszong ekspresja genu
filagryny wydaja si¢ dobrym modelem do badan zwiazkow, ktore potencjalnie moglyby by¢
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stosowane miejscowo u pacjentow z AZS. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach tej
pracy doktorskiej po raz pierwszy pokazaly roznice w odpowiedzi na traktowanie
fotodynamiczne zalezng od obecnosci filagryny. Co prawda zastosowana linia komérkowa
(FLG shRNA) byta linig o obnizonej ilosci filagryny, a nie linig typu ,,knock-out”, niemniej
jednak wiasciwosci tej linii byly wystarczajace, aby zaobserwowaé rdzny efekt cyto-
I fototoksyczny po dziataniu fotodynamicznym. W do$wiadczeniach opisanych w ramach tej
pracy doktorskiej, wykorzystana linia byta hodowana jako pojedyncza warstwa komorek.
Natomiast niezwykle ciekawym wydaje si¢ roznicowanie (stratyfikacja) komoérek w hodowli
jednowarstwowej linii FLG shRNA do wielowarstwowej struktury tzw. ekwiwalentow
skornych, ktore lepiej odzwierciedlatyby fizjologiczng struktur¢ naskérka. W zwigzku
z op6zniong dynamikg podziatow linii FLG shRNA po traktowaniu aPDIl w stosunku do
pozostatych badanych linii komdrkowych, nalezy ten aspekt wzig¢ pod uwage przy
opracowywaniu ewentualnych terapii. W przyszlosci warto rozszerzy¢ badania cyto-
I fototoksycznosci 0 modele oparte na pierwotnych liniach komérkowych pochodzacych od
pacjentow z AZS, posiadajacych mutacje w genie filagryny. Do analizy szczeg6lnie nalezatoby
wlaczy¢ cztery najbardziej rozpowszechnione w europejskiej populacji mutacje — R501X,
2282del4, S3247X i R2447X (Sandilands i in., 2007).

Drugim zwigzkiem stosowanym w badaniach przedstawionych w pracy doktorskiej byt
nowy blekit metylenowy (NMB), ktory wykazuje lipofilowy charakter i wysoka wydajnosé
generowania tlenu singletowego (Phoenix i in., 2003). Dotychczas wykazano skuteczno$¢
dziatania NMB w warunkach in vitro wobec bakterii Gram-ujemnych (Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli), Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus) i grzybow (Candida
albicans) (Dai i in., 2011, Phoenix i in., 2003, Ragas i in., 2010, Wainwright i in., 1998).
Phoenix i wsp. wykazali, ze NMB charakteryzuje wysoka toksycznos¢ w ciemnosci (62,5 uM
dla Escherichia coli i 10 uM dla Staphylococcus aureus) (Phoenix i in., 2003). Z opisanych
W niniejszej rozprawie testow toksycznosci (test MTT, Metody, 7.5.) wynika, iz NMB
W stezeniu 5 uM jest wysoce cyto- i fototoksyczny wzgledem wszystkich testowanych linii
komoérkowych — HaCaT, HaCaT z wyciszong ekspresja w genie filagryny (FLG shRNA) i linig
komorek kontrolnych (Ctrl shRNA) (Wyniki, 8.4.). Ponadto dynamika wzrostu monitorowana
przez system xCELLigence potwierdzita wyniki testow MTT i1 wskazata, iz komorki poddane
dzialaniu aPDI (NMB 1 $wiatlo czerwone) ulegaja fotouszkodzeniu i nie s3 w stanie
kontynuowac¢ wzrostu (Wyniki, 8.5.). Tanaka i wsp. opublikowali wyniki badania §wiadczace
o wysokiej toksycznosci NMB wobec neutrofili. Zastosowanie 20 uM NMB i naswietlenie

lampa ksenonowa (Amax=635 + 15 nm, 20 mW/cm?, 5 J/cm?) doprowadzito do spadku
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przezywalnosci neutrofili o 50%. Natomiast zaaplikowanie 4-krotnie wyzszej dawki $wiatla
(20 J/cm?) spowodowato, ze poziom przezywalnosci neutrofili osiagnat zaledwie 15% (Tanaka
i in., 2012). Z kolei wyniki badan in vivo wskazaty wysokg skuteczno$¢ terapeutyczng NMB ze
$wiattem czerwonym (Amax=628 nm, 32,5 mW/cm? 78 J/cm?) wobec Candida albicans
W leczeniu infekcji skory. Zaaplikowanie samego zwigzku NMB w stezeniu 400 uM na mysig
skore nie spowodowato spadku sygnatu bioluminescencji emitowanego przez drozdzaka
Candida albicans. Brakuje jednak informacji o wptywie tak wysokiego st¢zenia fotouczulacza
na skore w obrazie histopatologicznym (Dai i in., 2011). Podsumowujac, ze wzgledu na wysoka
toksycznos$¢ wzglgdem komorek eukariotycznych, NMB nie zostat wykorzystany w badaniach

in vivo na mysim modelu kolonizacji skory przez S. aureus przedstawionym w niniejszej pracy.

9.3. Wybor genu referencyjnego

Dobor stabilnego genu referencyjnego jest kluczowa kwestia w przypadku wyznaczania
wzglednego poziomu ekspresji badanego genu. Dotychczas wykazano, iz do analizy ekspres;ji
genow odpowiadajacych za wielolekooporno$¢ S. aureus poddanych dziataniu berberyny,
najbardziej stabilne geny referencyjne to fabD, proC i pyk, fioletem krystalicznym badz
rodaming 6G — rho, pyk i proC, etydyng — fabD, tpiA oraz gyrA (Theis i in., 2007). Z kolei do
badania ekspresji genow enterotoksyn S. aureus pod wplywem stresu osmotycznego
I kwasowego w pozywce bogatej w sktadniki odzywcze, najbardziej stabilnymi genami
referencyjnymi byty rplD, rpoB, gyrB i rho (Sihto i in., 2014). Dodatkowo opublikowano prace
dotyczaca badania ekspresji genéw odpowiedzialnych za tworzenie biofilmu u Candida
albicans po traktowaniu aPDI, w ktorej pokazano, ze w zalezno$ci od zastosowanego
fotouczulacza 1 Zrédla $wiatta, r6zne geny referencyjne okazuja si¢ by¢ stabilne w danych
warunkach (btekit metylenowy z czerwonym $wiattem — gen ripl; erytrozyna z zielonym
swiatlem — gen Isc2) (Freire i in., 2018). W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach
wykazano, iz najbardziej stabilnymi genami referencyjnymi w warunkach traktowania rézem
bengalskim ze $wiattem zielonym sa ftsZ (podzial komorki) i gmk (metabolizm nukleotydow),
natomiast dla traktowania z zastosowaniem nowego biekitu metylenowego i $wiatta
czerwonego — fabD (biosynteza kwasow ttuszczowych), ftsZ i proC (biosynteza aminokwasow)
(Wyniki, 8.6.). Biorac powyzsze obserwacje pod uwage mozna stwierdzi¢, ze rdzne geny
referencyjne sa stabilne w r6znych warunkach eksperymentalnych i w zwigzku z tym nalezy
przeprowadza¢ doktadng analize ich stabilno$ci z wykorzystaniem dost¢pnych programow

(BestKeeper, geNorm, NormFinder). Co wiecej, zastosowanie wigcej niz jednego genu
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referencyjnego pozwala na uzyskanie wysoce doktadnych i wiarygodnych wynikow
(Vandesompele i in., 2002).

Obecnie najpopularniejszym genem referencyjnym stosowanym w analizach ekspresji
jest gen 16S rRNA, kodujacy podjednostke 16S rybosomalnego RNA. Dotychczas
opublikowano wiele prac dotyczacych analizy ekspresji genow u bakterii Gram-dodatnich
I Gram-ujemnych poddanych dziataniu aPDI zaréwno w warunkach in vitro, jak i ex vivo
(Bolhari i in., 2018, Golmohamadpour i in., 2018, Hendiani i in., 2019, Hoorijani i in., 2017,
Misba i in., 2018). Niestety, w przytoczonych zrédtach zastosowanym genem referencyjnym
byl gen 16S rRNA bez podania danych dotyczacych jego stabilno$ci w zastosowanych
warunkach eksperymentalnych. Takie podej$cie moze skutkowaé btednymi wynikami
| obserwacjami zwazywszy na fakt, iz coraz wiecej badaczy wykazuje, ze gen 16S rRNA nie
jest stabilnym genem referencyjnym. Udokumentowano, iz gen 16S rRNA jest nieodpowiedni
do badania ekspresji genow u bakterii Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae ze wzgledu na duza ilo§¢ transkryptu i najnizsza stabilno$é
w badanych warunkach (wzrost bakterii w roznych temperaturach i fazach wzrostu) (Florindo
i in., 2012, Gomes i in., 2018, Theis i in., 2007). W przypadku analizy ekspresji
u Corynebacterium glutamicum w réznych fazach wzrostu i pod wpltywem réznych czynnikow
stresowych (kwas, sol, temperatura), gen 16S rRNA zostat zaklasyfikowany jako niestabilny
(Wang i in., 2018). Podobne rezultaty zostaty opublikowane dla Ochrobactrum quorumnocens
i Pseudomonas brassicacearum (Bai i in., 2020, Krzyzanowska i in., 2019). Wszystkie
powyzsze obserwacje zostaly poparte doglebnymi analizami z wykorzystaniem dost¢pnych
programéw do okre§lania stabilnosci gendéw referencyjnych — BestKeeper, geNorm
i NormFinder. W przypadku analiz opisanych w niniejszej pracy, gen 16 rRNA zostal
wykluczony juz na poczatkowym etapie badan z uwagi na wysoki poziom ekspresji 1 niskie
warto$ci Cp (ponizej 10), co klasyfikuje go jako nieodpowiedni i niestabilny gen referencyjny
w prezentowanych warunkach eksperymentalnych (Wyniki, 8.6.) (Ogonowska i Nakonieczna,
2020). Ponadto zastosowanie genu 16S rRNA w subletalnych warunkach aPDI jest blednym
podejsciem z uwagi na to, ze subletalne warunki powoduja przezycie wylacznie czgsci
bakteryjnej populacji, a gen 16S rRNA jest wykrywany réwniez w martwych komorkach
bakteryjnych (McKillip i in., 1998).

Podsumowujgc, dobor stabilnych genow referencyjnych ma kluczowe znaczenie
w przypadku okres$lania wzglednego poziomu ekspresji genoéw. Ich odpowiedni wybor
powinien by¢ poprzedzony doglebnym przeanalizowaniem stabilno$ci z wykorzystaniem

dostepnych programow — BestKeeper, geNorm, NormFinder.
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9.4. aPDI wplywa na ekspresje genow i aktywnos$¢ toksyn

Przeciwbakteryjna metoda fotodynamiczna jest skuteczna wobec wielu gatunkow
bakterii, jednak wcigz jest niewiele prac poswigconych dziataniu aPDI na bakteryjne czynniki
wirulencji. Dlatego w ramach tej pracy skupiono szczegélng uwage na efekcie, jaki aPDI
wywiera na pi¢¢ toksyn gronkowcowych (SEA, SEB, SEC, SED, TSST-1), ktore sa najczgsciej
wykrywane u pacjentow z AZS. Efekt dziatania aPDI obserwowano zaréwno na poziomie
transkryptu, jak i biatka. Do przeprowadzenia tych analiz wykorzystano subletalne dawki aPDI
(gdzie ok. 50% bakteryjnej populacji ginie) z dwoch powoddw: (i) obecnos¢ RNA wylacznie
w zywych komoérkach bakteryjnych, (ii) odtworzenie sytuacji leczenia skoéry zakazonej
bakteriami, gdzie nie do kazdej komorki bakteryjnej dotrze taka sama dawka $wiatla, badz
zwiazku fotouczulajacego.

Z dostepnych danych literaturowych wynika, iz rézne typy fotouczulaczy, jak i rozne
zrédta $wiatla prowadza do obnizenia ekspresji genow kodujacych czynniki wirulencji.
Zaréwno subletalne, jak i1 letalne warunki aPDI (blekit metylenowy z czerwonym $wiatlem
LED, Amax=660 nm) powodujg statystycznie istotny spadek ekspresji genow bsmA, bsmB, flhD,
SWrR, odpowiedzialnych za tworzenie biofilmu, ruchliwo$¢ i regulacje systemu quorum-
sensing u bakterii Serratia marcescens (Fekrirad i in., 2019). W przypadku Staphylococcus
aureus, subletalne warunki (25 pg/ml biekitu toluidynowego O, lampa LED Amax=630 £ 10 nm,
dawka $wiatla 104,1 J/cm?) obnizaja poziom ekspresji genéw ica ABCD zaangazowanych
w tworzenie biofilmu oraz genu ica R, bedacego represorem operonu ica (Mahmoudi i in.,
2019). Zielen indocyjaninowa (31,2 pg/ml) wzbudzona bliska podczerwienia (Amax=810 nm,
dawka $wiatta 31,2 J/cm?) w subletalnych warunkach obniza poziomy ekspresji genow abal,
agrA i lasl odpowiedzialnych za tworzenie biofilmu u bakterii Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus (Pourhajibagher i in., 2020). Do tej pory nie
opublikowano danych o wptywie aPDI na poziom ekspresji gendéw enterotoksyn
Staphylococcus aureus.

aPDIl w subletalnych warunkach (RB ze $wiattem zielonym i NMB ze $wiatlem
czerwonym) prowadzi do spadku ekspresji genow kodujacych enterotoksyny sea, seb, sec i sed
(Wyniki, 8.7.). Oznacza to, ze aPDI skutecznie obniza poziom transkryptu toksyn
gronkowcowych zaangazowanych w przebieg AZS. Zaobserwowano rowniez, ze samo $wiatto
(zielone, czerwone), jak 1 sam zwigzek fotouczulajacy moze obniza¢ ekspresje genow

niektorych toksyn (Wyniki, 8.7.). Dotychczas opublikowano badania, w ktorych dowiedziono,
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ze dzialanie §wiattem niebieskim (Amax=462 nm) w oparciu o endogenne zwiazki fotouczulajace
reguluje zdolnos¢ S. aureus do hemolizy, ruchliwos$ci, czy wzrostu w warunkach ubogich
w zelazo (Tuttobene i in., 2021). Co ciekawe, w naszych warunkach eksperymentalnych nie
zaobserwowano spadku ekspresji genu toksyny tst pod wptywem aPDI w warunkach in vitro,
przeciwnie, poziom ekspresji tego konkretnego genu wzrastat jako jedyny sposréd badanych
(Wyniki, 8.7.). Natomiast na bardziej ztozonym modelu badawczym, jakim jest model ex vivo
wykazano spadek ekspresji genu tst (Wyniki, 8.10.). W zwigzku z r6znymi obserwacjami
w zaleznos$ci od zastosowanych warunkow badz modelu badawczego nalezy podjaé probe
wyjasnienia tego fenomenu. Transkrypcja genu tst jest regulowana w sposob bardzo ztozony
(Ryc. 3). RNAIII, SigB, SarA, SarT, CcpA, SrrAB i Rot majg wptyw na poziom transkrypcji
genu tst (Andrey i in., 2010, 2015, Pragman i in., 2007, Schmidt i in., 2001, Seidl i in., 2008).
Warto zaznaczy¢, ze szczepy referencyjne S. aureus pozyskane z NIL (Narodowy Instytut
Lekéw w Warszawie), w tym rowniez wykorzystany do badan in vitro izolat 1005/05
(Materiaty, 6.1. i Suplement, tab. 3) niosacy gen tst, to szczepy przebadane pod katem
obecnosci genow toksyn, natomiast sa to izolaty kliniczne. W zwiagzku z tym nie mozna
wykluczy¢ obecnosci mutacji lub polimorfizmoéow, ktére moga mie¢ wptyw na uzyskany wynik.
Wedlug danych literaturowych delecja w genie rot skutkuje wzrostem ekspresji tst w fazie
wyktadniczego wzrostu (Tuffs 1 in., 2019). Inne badania wskazuja, ze zakldcenie
alternatywnego szlaku czynnika o2 (sigma B) w wyniku delecji w genie sigB, badz w genie
rsbU, skutkuje znacznie zwigkszong transkrypcja genu tst (Andrey i in., 2015). Co wigcej,
SrrAB (system gronkowcowej odpowiedzi oddechowej, ang. Staphylococcal Respiratory
Response) odpowiada za hamowanie produkcji toksyny TSST-1, zwlaszcza w warunkach
0 niskiej zawartosci tlenu (Pragman i in., 2004). Jednakze, nie jest do konca jasne, jak przebiega
szlak regulacji SrrAB w izolatach klinicznych. Zhao i wsp. opublikowali badania, w ktorych
wykazali, iz w szczepach S. aureus o zroznicowanej ekspresji genu tst, ekspresja gendw SrrA
I SrrB nie osigga takich samych poziomoéw (Zhao i in., 2019). Z tego powodu, iz regulacja
produkcji toksyn jest wysoce ztozona, ten problem badawczy wymaga poszerzonych
I dogtebnych analiz.

W przypadku analiz na poziomie biatka, aPDI z wykorzystaniem blekitu metylenowego
(Amax=665 nm, 32 mW/cm? 1,93 J/cm?) doprowadzito do catkowitego zahamowania
aktywnosci a-hemolizyny u bakterii S. aureus (Tubby i in., 2009). Tseng i wsp. przy pomocy
techniki Western Blot wykazali, iz subletalne warunki aPDI (Amax=630 nm, 50 mW/cm?, 20
Jiem?, 0,25 pM blekitu toluidynowego O, 1,7 logio spadku przezywalnosci) prowadza do
wyraznego obnizenia poziomu czynnikow wirulencji u S. aureus - a-hemolizyny
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I enterotoksyny B (SEB) (Tseng i in., 2017). Ponadto zielen indocyjaninowa wzbudzana bliska
podczerwienia (Amax=1100 nm, 65,5 mW/cm?, 100 J/cm?, 50 ug/ml zieleni indocyjaninowej)
spowodowata istotne zmniejszenie ilosci gronkowcowej enterotoksyny A (SEA) i E (SEE).
W tym wypadku efekt mierzono testem immunoenzymatycznym w oparciu o komercyjny
zestaw (Ridascreen® Set A, B, C, D, E, Kit, R-Biopharm AG, Niemcy) (Wong i in., 2018).

W przeciwienstwie do przytoczonych danych literaturowych, wyniki przedstawione
W niniejszej rozprawie wykazaty, ze subletalne warunki aPDI, nie powodujg obnizenia
poziomu biatek zadnej z pi¢ciu analizowanych toksyn (Wyniki, 8.8.). Biorac pod uwage szereg
wlasciwosci toksyn (odpornos$¢ na ciepto, wysuszenie, inaktywacj¢ przez proteazy i kwasy),
czynigcych je wysoce odpornymi na warunki srodowiska, brak efektu moze zaleze¢ od dobrane;
dawki $wiatla, badz stezenia zwigzku fotouczulajacego. Podobny efekt zostat zaobserwowany
przez zespot Tubby i wsp., gdzie efekt hamowania aktywnosci gronkowcowej proteazy V8
I sfingomielinazy byt silnie uzalezniony od dawki $wiatla i stezenia fotouczulacza (Tubby i in.,
2009). Z kolei zbyt wysokie stezenia fotouczulacza (200 uM NMB, Metody, 7.13.) réwniez
moze skutkowac¢ tym, iz ilo$¢ biatek toksyn nie ulega znaczagcym zmianom. W takim wypadku
niezwigzane czasteczki NMB pozostajace w zawiesinie bakteryjnej pochlaniajg $wiatlo
podczas procesu naswietlania, tym samym ostabiajg skutecznos¢ aPDI (Dai i in., 2011).
Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na brak efektu jest dtugi czas naswietlania §wiatlem
czerwonym (ok. 45 min), ktory moze prowadzi¢ do tzw. fotowybielania (ang. photobleaching),
czyli degradacji fotouczulacza pod wptywem $wiatla, powodujacy zmniejszenie jego absorpcji
i intensywnosci fluorescencji (Stratonnikov i in., 2000). Aby zapobiec takiemu zjawisku, grupa
badaczy z USA w trakcie procesu naswietlania §wiattem czerwonym (Amax=635+15 nm)
o dawce 360 J/cm?, ponownie dodawata roztwér fotouczulacza po dostarczeniu dawki $wiatta
180 J/cm? i 300 J/cm? (badania in vivo). Umozliwilo to uzyskanie skutecznego efektu
terapeutycznego, przejawiajacego si¢ brakiem sygnatu bioluminescencji emitowanym przez
bakteri¢ Acinetobacter baumannii (Ragas i in., 2010). W zwigzku tym, iz ilo$¢ badanych biatek
nie ulegla zmianie w wyniku dziatania aPDI, sprawdzono, czy traktowanie aPDI wplynie na
ich aktywnos¢.

Gléwne wilasciwosci immunologiczne toksyn gronkowcowych to przede wszystkim
zdolnos¢ do indukcji proliferacji limfocytow T oraz uwalniania duzej ilosci cytokin
prozapalnych przez limfocyty T (Harris i in., 1993, Miethke i in., 1993, Yokomizo i in., 1995).
W oparciu o te wlasciwos$ci badanych toksyn zastosowano dwa niezalezne testy funkcjonalne
(test proliferacji — Metody, 7.15. i test ELISA pomiaru IL-2 — Metody, 7.16.) z wykorzystaniem
komoérek PBMC. Obydwa testy funkcjonalne wykazaty, iz subletalne warunki aPDI tylko
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nieznacznie ostabity aktywno$¢ biologiczng badanych toksyn (Wyniki, 8.9.). Brak widocznego
efektu moze wynika¢ z faktu, ze subletalne warunki sg niewystarczajace do zaobserwowania
istotnego efektu biologicznego. Z kolei, letalne dawki aPDI w oparciu o r6z bengalski i $wiatto
zielone skutecznie pozbawialo toksyny ich biologicznej aktywno$ci, manifestowane jako
znaczacy spadek indeksu proliferacji limfocytéw T, a takze obnizenie ilosci IL-2 (Wyniki, 8.9.).
Do podobnych wnioskéw doszedt brytyjski zespot badawczy. Badat on zdolnos¢ kluczowego
czynnika wirulencji u bakterii Escherichia coli — lipopolisacharydu (LPS) i jego zdolnos$ci do
stymulowania uwalniania IL-6 i IL-8 zkomorek PBMC po traktowaniu bt¢kitem toluidynowym
O (TBO) ze $wiatlem czerwonym. Udowodniono, ze pozbawienie LPS jego biologicznej
funkcji jest silnie uzaleznione zaréwno od st¢zenia fotouczulacza i dawki $wiatta (Kémerik i
in., 2000).

R6z bengalski dziala wedlug II typu reakcji fotochemicznej, polegajacej na
generowaniu wysoce cytotoksycznego tlenu singletowego. Dane literaturowe wskazuja, ze tlen
singletowy (*0,) powoduje utlenianie cysteiny (Cys), histydyny (His), metioniny (Met),
tryptofanu (Trp) oraz tyrozyny (Tyr) (Davies, 2004). Z kolei czasteczki toksyn gronkowcowych
sg bogate w lizyne (Lys), kwas asparaginowy (Asp), kwas glutaminowy (Glu), cysteing (Cys)
i tyrozyng (Tyr) (Hovde i in., 1994, Le Loir i in., 2003, Orwin i in., 2003). Najprawdopodobniej
reszty cysteiny i tyrozyny sa gtownym celem fotogenerowanego tlenu singletowego
w strukturze aminokwasowej toksyn, prowadzac do ich oksydacyjnych modyfikacji (np.
utlenianiu reszt tiolowych zawartych w cysteinie), tym samym pozbawiajac je biologicznej
funkgcji (Tsaytler i in., 2008).

Waznym aspektem w fotodynamicznej terapii przeciwdrobnoustrojowej jest dobor
odpowiedniej dawki, rozumianej jako optymalna kombinacja stezenia zwigzku
fotouczulajacego i dawki S$wiatla. Zbyt niska dawka moze okaza¢ si¢ nieskuteczna
I niewystarczajaca, powodujac tym samym przetrwanie cze¢$ci mikroorganizmow. Sama dawka
moze dodatkowo wptynag¢é na zmiany w ekspresji gendéw, ulatwi¢ namnazanie si¢
drobnoustrojow i utrudni¢ dalsze leczenie. Dlatego w praktyce klinicznej do uzyskania efektu
terapeutycznego niezbedne jest zastosowanie dawki letalnej, ktéra doprowadzi do inaktywacji
wigkszosci komorek bakteryjnej populacji. Pozbawianie aktywnosci toksyn gronkowcowych
W wyniku dzialania letalnych warunkéw aPDI to obiecujgca obserwacja. Stwarza to mozliwos¢
zastosowania aPDI w dekolonizacji skory S. aureus u pacjentow z AZS i zmniejszania stanu

zapalnego wywolanego przez toksyny gronkowcowe.
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9.5. R6z bengalski ze Swiatlem zielonym moze by¢ skuteczng opcja terapeutyczng

w zwalczaniu S. aureus bytujacego na skorze pacjentow z AZS

Obecnie do badania skutecznosci aPDI z uzyciem réznych typéw fotouczulaczy, czy
zrodet $wiatla coraz czesciej stosuje si¢ model ex vivo $winskiej skory. W modelu tym
procedura eksperymentalna przeprowadzana byta w ciggu jednej doby i koncentrowala si¢
wylgcznie na ocenie przezywalno$ci bakterii bezposrednio po dziataniu aPDI. Takie podejscie
opieralo si¢ na przygotowaniu i sterylizacji $winskiej skory, przygotowaniu zawiesiny
bakteryjnej, ktora aplikowano na skore, krotkiej, kilkunastominutowej inkubacji w celu
wchtonigcia zawiesiny bakterii w skore, nastepnie fotodynamicznym traktowania skory, po
czym wysianiu bakterii na odpowiednie podtoze w celu zliczenia komorek, ktore przezyty
traktowanie aPDI (Branco i in., 2018, Braz i in., 2020, Maisch i in., 2007, Schreiner i in., 2018,
Tortik i in., 2016). Niestety tego typu podejscie eksperymentalne nie odwzorowuje naturalnego
procesu kolonizacji S. aureus na skorze pacjentow. Bakterie nie sg w stanie zasiedli¢
powierzchni skory 1 skutecznie si¢ na niej namnozy¢. Zoptymalizowany w ramach
przedstawianej rozprawy model jest poszerzony o dobowg inkubacj¢ skory po naniesieniu na
jej powierzchni¢ bakterii S. aureus, co stwarza optymalne warunki czasowe do kolonizacji
I produkcji bakteryjnych czynnikéw wirulencji (Metody, 7.17.). Dodatkowo, dobowa inkubacja
skory powoduje, iz bakterie s3 zdolne do stworzenia na powierzchni skory struktury biofilmu,
istotnej z punktu widzenia pacjentow z AZS skolonizowanych S. aureus. Z danych
literaturowych wynika, iz struktura biofilmu zostata wykryta rowniez na powierzchni skory
pacjentow z AZS i moze przyczynia¢ si¢ do procesu zapalnego (Sonesson i in., 2017).
Zaproponowany Ww niniejszej rozprawie model ex vivo umozliwia nie tylko badanie
efektywnosci aPDI, ale rowniez §ledzenie w czasie zmian ilo$ci bakteryjnych czynnikéw
wirulencji zarbwno na poziomie transkryptu i bialka, co zostato przedstawione w niniejszej
rozprawie (Wyniki, 8.10.). Stanowi to odpowiedni model wyjsciowy do ustalania warunkow
niezbednych do przeprowadzenia badan in vivo. Wykazano, ze zastosowanie RB i $wiatla
zielonego prowadzi do statystycznie istotnego obnizenia ilosci enterotoksyny A
w zastosowanym modelu ex vivo. W zwiazku z tym aPDI moze skutecznie obniza¢ potencjat
wirulencji S. aureus na skorze pacjentow.

Dotychczas skuteczno$¢ aPDI z zastosowaniem rézu bengalskiego 1 Swiatta zielonego
na mysim modelu byta badana wytacznie wobec bakterii Pseudomonas aeruginosa (model
chronicznej infekcji ran, 500 pM RB, Amax=525+15 nm, 50 mW/cm?, 100 J/cm?) (Fila i in.,

2016). W zastosowanych warunkach nie uzyskano efektu terapeutycznego. Brak efektywnosci
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wynikala z budowy bakterii Gram-ujemnych, gdyz fotouczulacze anionowe takie jak RB wigza
si¢ tylko z zewnetrzng btong, zawierajaca ciasno upakowang warstwe lipopolisacharydow, co
utrudnia fotouczulaczom ich dalszg penetracje (Nikaido i Vaara, 1985). W 2017 ukazata si¢
praca, w ktorej badacze poroéwnywali skuteczno$¢ samego RB (500 uM), jak réwniez
W potaczeniu z jodkiem potasu (KI, 1 M) wobec bakterii Pseudomonas aeruginosa w mysim
modelu zakazen ran. Naswietlanie dawka $wiatta 20 J/cm? (Amax=540 nm) w potaczeniu z RB
i KI obnizyto sygnat bioluminescencji emitowany przez bakterie Pseudomonas aeruginosa do
tego stopnia, ze byl on niewykrywalny (monitorowanie sygnalu bezposrednio po aPDI).
W kolejnych dniach obrazowania bakterie zaczely si¢ namnazac, doszto do nasilenia infekcji
bakteryjnej. Nie zaobserwowano widocznego efektu terapeutycznego, a infekcja we wszystkich
analizowanych grupach (zarowno w grupie kontrolnej, jak i w grupie poddawanej aPDI)
samoistnie wygasta (Wen i in., 2017). Poprzez przeprowadzone i zaprezentowane w niniejszej
rozprawie badania in vivo stworzono stabilny model kolonizacji mysiej skory przez bakterie
Staphylococcus aureus (Metody, 7.18.). Ponadto, uzyskano statystycznie istotne obnizenie
sygnatu bioluminescencji pochodzacego od zywych komorek bakteryjnych, a takze
zmniejszenie ilosci enterotoksyny gronkowcowej A (Wyniki, 8.11.). Oznacza to, iz W wyniku
dziatania aPDI (RB i zielone $wiatlo) dochodzi nie tylko do spadku przezywalnosci komorek
bakteryjnych, ale réwniez obnizenia ich wirulencji. Z punktu widzenia terapeutycznego
stanowi to obiecujacy wynik, mogacy w przysztosci poméc w ztagodzeniu stanu zapalnego
u pacjentéw z AZS. W przysztosci warto zweryfikowaé, czy po traktowaniu aPDI w dluzszym
czasie kolonizacji (powyzej 5 dni eksperymentu) moze dochodzi¢ do ponownego namnazania
si¢ bakterii 1 nawrotu kolonizacji. Drugim aspektem jest sprawdzenie efektywnosSci
I jednoczesnie wptywu wielokrotnych, sekwencyjnych traktowan (np. pojedyncze traktowanie
codziennie przez okres 5 dni, badZ podwojne naswietlanie co drugi dzien) na skore. Mozliwg
do zbadania opcja jest takze potaczenie aPDI wraz z mascia zawierajaca antybiotyk (np.
mupirocyne). Tego typu podejécie - antybiotykoterapia (wankomycyna i tobramycyna) wraz
z aPDI (0,1% roztwor rézu bengalskiego, Amax=525 nm, dawka $wiatla 5,4 J/cm?) okazalo sie
wysoce skuteczne wobec owrzodzen rogdwki wywotanych przez bakterie Serratia marcescens
(Levine i in., 2021).

W niniejszej rozprawie, dzigki analizom histopatologicznym udokumentowano, ze
zaaplikowanie samego rézu bengalskiego, dziatanie samym $wiatlem zielonym, jak rowniez
traktowanie aPDI (RB ze $wiattem zielonym) nie powoduja dodatkowych uszkodzen skory
(Wyniki, 8.11.). Przytoczone obserwacje po raz pierwszy przedstawiaja wptyw samego RB, jak

i samego $wiatla zielonego na obraz histopatologiczny mysiej skory. Dotychczas opublikowane
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badania wskazywaty jedynie na brak widocznych oznak dodatkowych zmian patologicznych
skéory w wyniku zaaplikowania RB z jodkiem potasu (inkubacja w ciemnosci), czy RB ze
swiattem zielonym (Amax=540 nm) (Wen i in., 2017).

Na modelu mysim wykazano, izaPDI powoduje zmniejszenie kolonizacji przez bakterie
S. aureus, a zastosowane stezenie fotouczulacza i dawka §wiatla nie poglebiaja juz istniejacych
uszkodzen skory. Oznacza to, ze aPDI moze stanowi¢ skuteczng i bezpieczng metode

eradykacji w procesie dekolonizacji u pacjentow z AZS.
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10. Whnioski

1. lzolaty S. aureus pochodzace od pacjentéw z AZS stanowig wysoce zréoznicowang pod
katem genetycznym populacje.

2. Efektywnos$¢ aPDI wobec szczepoéw S. aureus od pacjentow z AZS nie zalezy od
wirulencji zwigzanej z toksynami gronkowcowymi.

3. Subletalne warunki aPDI powoduja spadek ekspresji genéw enterotoksyn A, B, C, D
i wzrost ekspresji genu toksyny TSST-1, natomiast nie wptywajag na poziom
analizowanych bialek toksyn gronkowcowych w warunkach in vitro.

4. aPDI powoduje utrate aktywnosci toksyn gronkowcowych.

5. Ro6z bengalski ze $wiattem zielonym powoduje spadek przezywalnosci S. aureus
i obniza poziom toksyn gronkowcowych w modelu ex vivo i in vivo, co potencjalnie

stanowi skuteczng opcje terapeutyczng w zwalczaniu S. aureus bytujacego na skorze.
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12. Suplement

Tabela 1. Izolaty S. aureus pochodzace od pacjentow z AZS.

Lp Numer Fenotyp | CA/HA | Pacjent Ple¢ Miejsce izolacji
szczepu

1 001N MRSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
2 001S MRSA HA Dorosty Kobieta Skoéra

3 002N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
4 002S MSSA HA Dorosty Kobieta Skora

5 003N MSSA HA Dorosty Mgzczyzna Jama nosowo-gardlowa
6 003S MSSA HA Dorosty Mgzczyzna Skora

7 004N MSSA HA Dorosty Megzczyzna Jama nosowo-gardtowa
8 004S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora

9 005N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
10 005S MSSA HA Dorosty Mgzczyzna Skora

11 006N MSSA CA Dorosty Megzczyzna Jama nosowo-gardtowa
12 006S MSSA CA Dorosty Mezczyzna Skora

13 007N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
14 007S MSSA HA Dorostly Mezczyzna Skora

15 008N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
16 009S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora

17 010N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
18 010S MSSA HA Dorosty Kobieta Skora

19 011N MSSA CA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
20 011S MSSA CA Dorosty Mezczyzna Skora

21 012N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
22 012S MSSA CA Dorosty Kobieta Skoéra

23 013S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora

24 014S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora

25 015N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
26 016N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
27 016S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora

28 017N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
29 017S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora

30 018N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
31 018S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora

32 019S MSSA CA Dorosty Mezczyzna Skora

33 020N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
34 020S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora

35 021S MSSA HA Dziecko Mgzczyzna Skora

36 022N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
37 023N MSSA HA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
38 023S MSSA HA Dziecko Mgzczyzna Skora

39 024S MSSA CA Dorosty Kobieta Skoéra

40 025N MSSA CA Dorostly Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
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41 025S MSSA CA Dorosty Mezczyzna Skora
42 026N MSSA CA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
43 027N MSSA HA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
44 027S MSSA HA Dziecko Mezczyzna Skoéra
45 028S MSSA CA Dziecko Mezczyzna Skoéra
46 029N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
47 029S MSSA HA Dorosty Kobieta Skoéra
48 030N MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
49 030S MSSA HA Dziecko Kobieta Skora
50 031N MSSA HA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
51 031S MSSA HA Dziecko Mezczyzna Skoéra
52 032N MSSA CA Dorosty Megzczyzna Jama nosowo-gardtowa
53 033N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
54 033S MSSA HA Dorosty Kobieta Skora
55 034N MSSA HA Dziecko Mg¢zczyzna Jama nosowo-gardtowa
56 034S MSSA HA Dziecko Mgzczyzna Skora
57 035N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
58 035S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora
59 036N MSSA HA Dorostly Megzczyzna Jama nosowo-gardtowa
60 036S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora
61 037N MSSA CA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
62 037S MSSA CA Dziecko Mezczyzna Skora
63 038N MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
64 038S MSSA HA Dziecko Kobieta Skora
65 039N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
66 039S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora
67 040N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
68 040S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora
69 042N MSSA CA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
70 043S MRSA CA Dziecko Kobieta Skoéra
71 044N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
72 045N MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
73 045S MSSA HA Dziecko Kobieta Skoéra
74 046N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
75 046S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora
76 048N MSSA HA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
77 048S MSSA HA Dziecko Mgzczyzna Skora
78 051N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
79 051S MSSA CA Dorosty Kobieta Skoéra
80 052N MSSA CA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardlowa
81 052S MSSA CA Dziecko Kobieta Skora
82 053N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
83 053S MSSA HA Dorosty Kobieta Skora
84 055N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardlowa
85 055S MSSA HA Dorosty Megzczyzna Skora
86 056N MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardlowa
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87 056S MSSA HA Dziecko Kobieta Skora
88 057N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
89 057S MSSA CA Dorosty Kobieta Skora
90 059N MSSA CA Dorosty Mgzczyzna Jama nosowo-gardlowa
91 059S MSSA CA Dorosty Mgzczyzna Skora
92 060N MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
93 060S MSSA HA Dziecko Kobieta Skora
94 061N MSSA HA Dorosty Mgzczyzna Jama nosowo-gardtowa
95 061S MSSA HA Dorosty Mgzczyzna Skora
96 062N MRSA HA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
97 062S MRSA HA Dziecko Mezczyzna Skoéra
98 063N MSSA HA Dorosty Megzczyzna Jama nosowo-gardtowa
99 063S MSSA HA Dorosty Mgzczyzna Skora
100 064S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora
101 | 065N2 MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
102 | 065N3 MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
103 065S MSSA HA Dziecko Kobieta Skora
104 068N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
105 068S MSSA HA Dorosty Mgzczyzna Skora
106 070N MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
107 070S MSSA HA Dziecko Kobieta Skora
108 071N MSSA HA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
109 071S MSSA HA Dziecko Mezczyzna Skora
110 072N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
111 072S MSSA HA Dorosty Kobieta Skora
112 073N MSSA HA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
113 073S MSSA HA Dziecko Mezczyzna Skoéra
114 074N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
115 074S MSSA HA Dorosty Kobieta Skora
116 077N MSSA HA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
117 077S MSSA HA Dorosty Mezczyzna Skora
118 079N MSSA CA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
119 080N MSSA CA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
120 080S MSSA CA Dorosty Mezczyzna Skora
121 081N MSSA CA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
122 081S MSSA CA Dorosty Mezczyzna Skora
123 083N MSSA CA Dorosty Mezczyzna Jama nosowo-gardlowa
124 083S MSSA CA Dorosty Mezczyzna Skéra
125 086N MSSA CA Dziecko Megzczyzna Jama nosowo-gardtowa
126 086S MSSA CA Dziecko Mgzczyzna Skora
127 087N MSSA CA Dziecko Mezczyzna Jama nosowo-gardtowa
128 088N MSSA HA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
129 089N MSSA CA Dziecko Mgzczyzna Jama nosowo-gardlowa
130 089S MSSA CA Dziecko Mgzczyzna Skora
131 090S MSSA CA Dziecko Kobieta Skora
132 092N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardlowa
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133 093N MSSA HA Dorosty Kobieta Jama nosowo-gardtowa
134 093S MSSA HA Dorosty Kobieta Skora
135 094N MSSA CA Dziecko Kobieta Jama nosowo-gardtowa
136 094S MSSA CA Dziecko Kobieta Skoéra
137 095S MSSA CA Dziecko Mezczyzna Skoéra
138 096N MSSA CA Dziecko Mg¢zczyzna Jama nosowo-gardtowa
139 096S MSSA CA Dziecko Mezczyzna Skoéra

MRSA — gronkowiec zlocisty oporny na metycyling; MSSA — gronkowiec zlocisty wrazliwy na
metycyling; CA — pozaszpitalny szczep; HA — szpitalny szczep

157



Tabela 2. Szczepy S. aureus pozyskane od pacjentow bez cech atopii (grupa kontrolna).

Lp Nr szczepu MRSA/MSSA Miejsce izolacji

1 95 MSSA Skora

2 118 MSSA Jama nosowo-gardtowa
3 119 MSSA Gardto

4 138 MSSA Gardto

5 140 MSSA Jama nosowo-gardtowa
6 269 MSSA Ucho

7 591 MSSA Jama nosowo-gardtowa
8 598 MSSA Gardto

9 970 MSSA Gardto

10 1327 MSSA Jama nosowo-gardtowa
11 1385 MSSA Ucho

12 1457 MSSA Drzewo oskrzelowe
13 1917 MSSA Pepek

14 2086 MSSA Jama nosowo-gardtowa
15 2469 MSSA Odbyt

16 3076 MSSA Skoéra

17 3097 MSSA Gardlo

18 3098 MSSA Ucho

19 3149 MSSA Ucho

20 3840 MSSA Ucho

21 4597 MSSA Jama nosowo-gardtowa
22 4759 MSSA Ucho

23 6558 MSSA Drzewo oskrzelowe
24 10221 MSSA Gardlo

25 13289 MSSA Skora

26 15587 MSSA Jama nosowo-gardlowa
27 1159/S MSSA Drzewo oskrzelowe
28 1162/0 MSSA Drzewo oskrzelowe
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29 1289/2 MSSA Wymaz z pepka

30 1611/S MSSA Jama nosowo-gardtowa
31 1964/S MSSA Jama nosowo-gardtowa
32 2028/S MSSA Jama nosowo-gardtowa
33 345/0/7 MSSA Jama nosowo-gardtowa
34 491/e MSSA Jama nosowo-gardtowa
35 529/e MSSA Jama nosowo-gardtowa
36 564/E MSSA Jama nosowo-gardtowa
37 5718/2 MSSA Drzewo oskrzelowe
38 80/0 MSSA Drzewo oskrzelowe
39 990/P/7 MSSA Gardto

MRSA — gronkowiec zlocisty oporny na metycyling; MSSA — gronkowiec ztocisty wrazliwy na
metycyline
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Tabela 3. Szczepy referencyjne S. aureus.

Numer | MRSA/ Miejsce

Lp szczepu MSSA izolaci Typ spa ST CC | agr | Geny toksyn
1 140/05 MSSA Krew t529 ST59 | CCh9 1 seb

2 1005/05 MSSA Krew t008 ST8 CCs8 1 tst, sed

3 | 1057/05 | MSSA Drzewo 091 | ST7 | cc7 | 1 see

oskrzelowe

4 1200/05 MSSA Rana 1037 ST239 CC8 1 sea

5 1273/05 MSSA Rana t2104 ST8 CCs8 1 sed

6 1817/05 MSSA Rana t127 ST1 CcC1 3 seh

7 1825/07 MSSA Krew t121 ST8 CCs8 1 sed

8 1947/05 MSSA Krew t015 ST45 | CC45 1 sec, seg, sei
9 | 2128/05 | MSSA Drzewo 091 | ST7 | cc7 | 1 see

oskrzelowe
10 | 3640/08 MRSA Rana t437 ST338 | CC59 1 seb
11 447/05 MSSA Rana t711 ST8 CCs8 1 sed
Wymaz z jamy
12 4620/09 MSSA NOSOWO- t021 ST30 | CC30 3 tst, seg, sei
gardlowej
13 7198/12 MSSA Kurz t127 ST1 CcC1 3 seh
Wymaz z jamy
14 | 10798/11 | MSSA NOSOWO- t127 ST1 CC1 3 sea, seh
gardlowej

MSSA — szczep gronkowca zlocistego wrazliwego na metycyling; MRSA — szczep gronkowca
ztocistego opornego na metycyling; spa — gen biatka A S. aureus; ST — typ sekwencji; CC — kompleks
klonalny; agr — dodatkowy regulator genu
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Tabela 4. Wyniki genotypowania kolekcji izolatow S. aureus od pacjentow z AZS.

Geny toksyn gronkowcowych Typ
Lp Szczep Typspa | MLST-
sea seb sec sed tst cc
1 001N - - - - - t437 CC59
2 001S - - - - - t010 CC5
3 002N - - sec sed - t005 CC22
4 002S - - sec sed - t005 CC22
5 003N sea - sec sed - t091 CC7
6 003S sea - sec sed - t091 CC7
7 004N - - - sed - t084 CC15
8 004S - - - sed - t084 CC15
9 005N - - sec - tst t2223 CC45
10 005S - - sec - tst t2223 CC45
11 006N sea - - sed - 11685 CC7
12 006S sea - - sed - t091 CC7
13 007N sea - - sed - 11255 CC398
14 007S sea - - sed - 11255 CC398
15 008N sea - sec sed - t095 CC45
16 009S - - sec - - t095 CC45
17 010N - - - - - t005 CC22
18 010S sea - - - - t091 Ccc7
19 011N sea - sec sed - 11312 ST7425
20 011S sea - sec sed - 11312 ST7425
21 012N sea - - sed - t024 CC8
22 012S sea - - sed - t024 CC8
23 013S sea - - sed - t024 CC8
24 014S - - - - - t084 CC15
25 015N sea - - sed - t018 CC30
26 016N - - sec - - t084 CC15
27 016S - - sec - - t084 CC15
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28 017N sea - - t018 CC30
29 017S sea sec sed t084 CC15
30 018N sea sec - t084 CC15
31 018S sea sec sed t880 CC45
32 019S sea sec - t050 CC45
33 020N sea sec sed t156 CC12
34 020S sea sec sed t156 CC12
35 021S sea - sed 282 CC45
36 022N - - - t091 CcC7
37 023N - - - t084 CC15
38 023S - - - t084 CC15
39 024S - - - t084 CC15
40 025N sea sec sed t091 CC7
41 025S sea sec sed t091 CC7
42 026N - sec - t015 CC45
43 027N - - - t091 CC7
44 027S - - - t091 CC7
45 028S - - - 282 CC45
46 029N sea sec - t091 CC7
47 029S sea sec - t091 CC7
48 030N - - - 112375 CCo7
49 030S - - - t091 CC7
50 031N - - - 112375 CCo7
51 031S - sec - t015 CC45
52 032N sea - - 112375 CC9a7
53 033N sea sec - 112375 CC97
54 033S sea sec - 112375 CC97
55 034N - - - 112375 CCov
56 034S - - - t091 CC7
57 035N - sec - t050 CC45
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58 035S - - sec t050 CC45
59 036N sea - sec t015 CC45
60 036S sea - sec t015 CC45
61 037N sea - sec 1864 CC10
62 037S - - - 112375 CCoa7
63 038N - - - t091 CC7
64 038S - - - t091 CC7
65 039N - - sec t2301 CC45
66 039S sea - sec t091 CC7
67 040N sea - sec t091 CC7
68 040S - - - t2301 CC45
69 042N sea - sec t127 CC1
70 043S sea seb sec t437 CC59
71 044N sea - sec t127 CC1
72 045N - - sec t015 CC45
73 045S - - sec t015 CC45
74 046N sea - sec t084 CC15
75 046S sea - sec t359 CCo7
76 048N - - - t5995 CC22
77 048S - - - t5995 CC22
78 051N - - - 692 CC88
79 051S - - sec t091 CC7
80 052N - - - t091 CC7
81 052S - - - t091 CC7
82 053N sea - sec t091 CC7
83 053S sea - sec t091 CC7
84 055N - - sec t537 CC72
85 055S - - sec t537 CC72
86 056N - - sec t209 CC9
87 056S - - - t005 CC22
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88 057N sea - - t267 CCo7
89 057S sea - - t267 CCoa7
90 059N - - - t091 CC7
91 059S - sec - t537 CC72
92 060N - - - 880 CC45
93 060S - - - t091 CC7
94 061N sea sec - 11814 CC88
95 061S - - - 692 CC88
96 062N sea - - t008 CcC8
97 062S sea - - t008 CcC8
98 063N sea sec - t1743 CC7
99 063S sea sec - t1743 CC7
100 064S sea sec - t012 CC30
101 065N2 - - - t537 CC72
102 065N3 - - - t091 CC7
103 065S - sec - t156 CC12
104 068N - - tst t012 CC30
105 068S - - tst t012 CC30
106 070N - sec - t015 CC45
107 070S - sec - t015 CC45
108 071N sea sec - t015 CC45
109 071S - - - t309 CC22
110 072N - - - t091 CcC7
111 072S - - - t091 CcC7
112 073N - - - 693 CC1
113 073S - - - t091 CC7
114 074N - sec - t156 CC12
115 074S - sec - t156 CCi2
116 077N - sec - t537 CC72
117 077S - sec - t537 CC72
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118 079N - - - - - t20244 | ST1027
119 080N sea - sec - - t230 CC45
120 080S - - - - - t1442 CC718
121 081N sea - - - tst 118582 CC30
122 081S sea - - - tst 118582 CC30
123 083N - - - - - t084 CC15
124 083S - - - - - t084 CC15
125 086N - - - - - 693 CC1
126 086S - - - - - t091 CcC7
127 087N - - - - - t359 CCov
128 088N sea - sec - - t056 CC101
129 089N - - - - - t091 CC7
130 089S - - - - - t091 CC7
131 090S sea seb sec - - t160 CC12
132 092N sea - - - - t091 CC7
133 093N sea - sec - - t521 CCo7
134 093S sea - sec - - t521 CC97
135 094N - - - - - t2301 CC45
136 094S - - - - - t2301 CC45
137 095S sea - - - tst t037 CC30
138 096N sea - - - tst t021 CC30
139 096S - - - - - t867 CC7

N — szczep S. aureus wyizolowany z jamy nosowo-gardtowej; S — szczep S. aureus wyizolowany ze
skory; MLST — typowanie na podstawie sekwencji wielu loci, ang. Multi-Locus Sequence Typing; NA

— nie analizowano; CC — kompleks klonalny, ang. Clonal Complex
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Tabela 5. Rozklad obecnosci genow toksyn w grupie kontrolnej.

Geny toksyn gronkowcowych
Lp Nr szczepu
sea seb sec sed tst

1 95 sea - - - -
2 118 - seb - - -
3 119 - - - - -
4 138 - - - - -
5 140 - seb - - -
6 269 - - - - -
7 591 - - - - -
8 598 - seb - - -
9 970 - - sec - -
10 1327 - - sec - -
11 1385 - - - - -
12 1457 sea - - - -
13 1917 - - sec - -
14 2086 - - sec - -
15 2469 - - - - -
16 3076 - - - - -
17 3097 - - - - -
18 3098 - - - - -
19 3149 - - - - -
20 3840 - - - sed -
21 4597 - - - - -
22 4759 - - - - -
23 6558 sea - - - -
24 10221 sea - - - -
25 13289 sea - - - -
26 15587 sea - - - -
27 1159/S - - - - -
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28 1162/0 - - sed
29 1289/2 - seb -
30 1611/S - - -
31 1964/S - - -
32 2028/S - - -
33 345/017 - - -
34 491/e - - -
35 529/e - - -
36 564/E - - -
37 5718/2 - - sed
38 80/0 sea - -
39 990/P/7 - - -
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Tabela 6. Efektywno$é przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (aPDI) wobec
izolatéw klinicznych Staphylococcus aureus.

Srednia redukcja przezywalnosci [logio CFU/ml + SD]

Szczep R6z bengalski (RB) + §wiatlo zielone (Amax=515 nm)
Jlem? 0 uM 0,5uM 1uM
0 0,02+0,10 -0,12 + 0,08
001N 10 -0,26 £ 0,07 5,05 + 0,06 5,05 £+ 0,06
20 0,00 £ 0,02 5,05 + 0,06 5,05 £+ 0,06
40 0,17 £0,02 5,05 + 0,06 5,05 £ 0,06
0 0,00 = 0,00 0,26 0,21
001S 10 0,00 £ 0,01 5,15+0,14 5,15+ 0,14
20 0,13+0,22 5,15+0,14 5,15+ 0,14
40 -0,15+0,15 5,15 + 0,14 5,15+ 0,14
0 0,16 0,15 0,09 £0,10
002N 10 0,20+ 0,19 5,61+ 0,13 5,61 + 0,13
20 0,11+0,09 5,61+ 0,13 5,61 +0,13
40 0,17 +0,22 5,61 + 0,13 5,61 +0,13
0 0,07 +0,03 0,09+0,17
0025 10 0,03 +0,10 3,97 +£1,02 5,68 + 0,05
20 0,15+0,03 5,68 + 0,05 5,68 £ 0,05
40 0,07+0,11 5,68 + 0,05 5,68 + 0,05
0 0,10+ 0,03 0,06 + 0,05
003N 10 0,11+0,07 5,69 + 0,07 5,69 + 0,07
20 0,08+0,18 5,69 = 0,07 5,69 £ 0,07
40 0,04+0,17 5,69 % 0,07 5,69 + 0,07
0 0,01 £0,03 -0,03 £ 0,04
003S 10 0,12 +0,07 5,79 + 0,03 5,79 + 0,03
20 0,17 + 0,02 5,79 + 0,03 5,79 + 0,03
40 0,13+ 0,03 5,79 + 0,03 5,79 + 0,03
0 0,25+0,14 0,07 +0,13
004N 10 0,16 +0,12 3,60 +1,11 5,66 +0,14
20 0,08 + 0,05 5,66 + 0,14 5,66 + 0,14
40 0,05+ 0,12 5,66 + 0,14 5,66 + 0,14
0 -0,15+0,35 0,07 £0,03
0045 10 0,08+0,16 2,47 £0,30 5,42 £ 0,12
20 0,24 + 0,30 5,42 + 0,12 5,42 + 0,12
40 0,66 = 0,55 5,42 + 0,12 5,42 £ 0,12
0 0,08 £0,01 -0.06 £ 0,17
005N 10 0,12+ 0,07 5,71 + 0,04 5,71 + 0,04
20 0,05+0,12 5,71 + 0,04 5,71 + 0,04
40 0,04 £0,05 5,71 £ 0,04 5,71 £ 0,04
0 0,09 + 0,02 0,01 £0,11
0055 10 0,18+£0,13 5,70 + 0,05 5,70 + 0,05
20 0,35+0,21 5,70 £+ 0,05 5,70 £ 0,05
40 0,15£0,10 5,70 £+ 0,05 5,70 £ 0,05
0 0,14+0,14 0,27 +0,14
006N 10 -0,10 + 0,08 5,80 + 0,03 5,80 + 0,03
20 0,21+0,13 5,80 + 0,03 5,80 + 0,03
40 0,01 £0,04 5,80 + 0,03 5,80 + 0,03
0 0,01 £0,05 0,04+0,14
0065 10 0,15+0,13 5,83 +0,08 5,83 + 0,08
20 0,31 £0,09 5,83 +£ 0,08 5,83 £ 0,08
40 0,13£0,02 5,83 £ 0,08 5,83 £ 0,08
007N 0 -0,04 £ 0,10 0,01 £0,04
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10 0,12 £ 0,02 5,65 = 0,06 5,65 + 0,06
20 0,14 + 0,20 5,65 + 0,06 5,65 + 0,06
40 0,17 +0,14 5,65 + 0,06 5,65 + 0,06
0 0,07 0,17 0,07 = 0,09
007S 10 0,04 +0,13 5,65 % 0,12 5,65 + 0,12
20 0,15+ 0,05 5,65 + 0,12 5,65 + 0,12
40 -0,04 + 0,14 5,65 + 0,12 5,65 + 0,12
0 0,04 £0,11 -0,04 + 0,14
008N 10 0,07 +0,16 5,64 + 0,07 5,64 + 0,07
20 0,01 + 0,07 5,64 + 0,07 5,64 + 0,07
40 0,09 + 0,10 5,64 + 0,07 5,64 + 0,07
0 022+0,10 0,11+ 0,05
0095 10 0,25+ 0,03 4,22 +1,12 5,83 + 0,04
20 0,27 +0,10 5,83 + 0,04 5,83 + 0,04
40 0,10 + 0,02 5,83 + 0,04 5,83 + 0,04
0 0,11+0,18 0,00 £ 0,01
010N 10 0,05+0,11 453 +1,27 6,53 £ 0,10
20 0,15 + 0,09 5,53 + 0,10 6,53+ 0,10
40 0,09 + 0,08 5,53 + 0,10 6,53 + 0,10
0 0,02+0,19 0,13£0,16
0105 10 -0,03 £ 0,08 1,77 0,09 5,54 + 0,10
20 0,08 + 0,07 5,54 + 0,10 5,54 + 0,10
40 0,11 +0,11 5,54 + 0,10 5,54 + 0,10
0 0,16 0,21 0,05+ 0,29
011N 10 0,03 +0,27 1,41 +0.,82 5,65 + 0,13
20 0,12£0,11 3,40 £ 1,16 5,65 + 0,13
40 -0,02 0,07 5,65 + 0,13 5,65 + 0,13
0 0,17+0,10 0,07+0,19
011S 10 0,18 +0,11 3,78 £1,28 5,57 + 0,12
20 0,12 + 0,03 5,57 + 0,12 5,57 + 0,12
40 0,05+0,15 5,57 £ 0,12 5,57 + 0,12
0 0,01 £0,15 0,04 = 0,04
012N 10 0,02 0,20 0,93 + 0,30 5,67 + 0,05
20 0,13 £0,14 1,69 + 0,84 5,67 + 0,05
40 -0,06 £ 0,15 3,00 £ 1,36 5,67 + 0,05
0 -0,08 + 0,07 0,23 0,22
0125 10 0,17 + 0,08 0,99 + 0,28 5,45 + 0,02
20 -0,03+0,11 1,19 + 0,40 5,45 + 0,02
40 0,20 0,07 2,60+0,12 5,45 + 0,02
0 -0,12 £ 0,21 0,13 + 0,44
0135 10 -0,13+£0,21 3,42 1,30 5,53 + 0,23
20 0.21+0,29 5,53 + 0,23 5,53 + 0,23
40 -0,02 £ 0,17 5,53 + 0,23 5,53 0,23
0 0,06 = 0,07 0,06 0,11
0145 10 0,12+0,13 4,43 £1,07 5,56 + 0,07
20 0,10 + 0,06 5,56 = 0,07 5,56 + 0,07
40 0,03 +0,01 5,56 + 0,07 5,56 + 0,07
0 021+0,14 027 +0,31
015N 10 0,34 + 0,20 5,74 £ 0,15 5,74 £ 0,15
20 0,36 + 0,24 5,74 £ 0,15 5,74 £ 0,15
40 0,20 +0,10 5,74 + 0,15 5,74 + 0,15
0 0,00 0,01 0,02 £ 0,01
016N 10 0,09 = 0,07 1,82 +0,16 5,61 £ 0,15
20 0,15+0,12 3,57 £1,31 5,61 £ 0,15

169



40 0,10 + 0,05 4,84 +1,02 5,61 £ 0,15
0 0,04 + 0,08 0,07 £ 0,02
0165 10 0,05 + 0,07 5,67 0,07 5,67 + 0,07
20 0,17 +0,16 5,67 0,07 5,67 = 0,07
40 0,02 + 0,05 5,67 = 0,07 5,67 = 0,07
0 0,00 = 0,04 0.11 0,23
017N 10 0,17+0,19 4,83 +1,32 5,64 + 0,18
20 0,22 + 0,28 5,64 + 0,18 5,64 + 0,18
40 -0,02 + 0,35 5,64 + 0,18 5,64 0,18
0 -0,09 + 0,02 -0,05 £ 0,05
0175 10 -0,02+0,16 4,35+ 1,07 5,47 + 0,06
20 0,03 +0,11 5,47 + 0,06 5,47 + 0,06
40 0,04 +0,10 5,47 + 0,06 5,47 + 0,06
0 -0,03+0,17 0,00+ 0,01
018N 10 -0,09 £ 0,22 3,75 + 1,37 5,56 + 0,17
20 -0,13 0,31 5,56 + 0,17 5,56 + 0,17
40 -0,12+0,13 5,56 + 0,17 5,56 + 0,17
0 0,08+0,14 0,00+ 0,01
0185 10 0,10 +0,13 5,70 + 0,05 5,70 + 0,05
20 0,06 + 0,03 5,70 + 0,05 5,70 + 0,05
40 -0,05 + 0,02 5,70 + 0,05 5,70 + 0,05
0 0,03 = 0,02 0,10 < 0,05
0195 10 -0,10 = 0,04 3,67 1,20 5,39 + 0,04
20 -0,14+0,11 5,39 + 0,04 5,39 + 0,04
40 0,21 +0,00 5,39 + 0,04 5,39 + 0,04
0 0,05 = 0,06 0,06 + 0,02
020N 10 -0,05 = 0,05 5,48 + 0,11 5,48 + 0,11
20 0,00 + 0,02 5,48 + 0,11 5,48 + 0,11
40 -0,02 + 0,05 5,48 + 0,11 5,48 + 0,11
0 0,05 + 0,09 0,16 0,15
0205 10 -0,06 £ 0,05 5,59 + 0,04 5,59 + 0,04
20 0,05+0,21 5,59 + 0,04 5,59 + 0,04
40 -0,09 + 0,06 5,59 + 0,04 5,59 + 0,04
0 0,02 = 0,09 0,01 £ 0,02
0215 10 0,16 +0,19 5,71 £ 0,17 5,71 £ 0,17
20 0,15+0,32 5,71 £ 0,17 5,71 £ 0,17
40 -0,04 + 0,33 5,71 + 0,17 5,71 £ 0,17
0 -0,19 £ 0,13 0,15+ 0,13
022N 10 -0,30+0,26 5,54 + 0,25 5,54 + 0,25
20 -0,17 0,15 5,54 + 0,25 5,54 + 0,25
40 -0,14 £ 0,22 5,54 + 0,25 5,54 + 0,25
0 -0,08 + 0,04 0,05+0,14
023N 10 0,11+ 0,05 2,16+0,18 5,95 + 0,07
20 0,19 + 0,02 5,12 +1,13 5,95 + 0,07
40 -0,09 + 0,02 5,95 + 0,07 5,95 + 0,07
0 0,00 £ 0,01 0,05 = 0,02
0235 10 0,21+ 0,32 2,14 £ 1,19 5,90 + 0,12
20 0,12 +0,22 2,22 +1,14 5,90 + 0,12
40 0,09 0,25 2,59 + 1,06 5,90 + 0,12
0 0,08 +0,15 0,05+ 0,08
0245 10 0,09 0,12 5,48 + 0,10 5,48 + 0,10
20 0,02 +0,14 5,48 + 0,10 5,48 + 0,10
40 0,10+ 0,17 5,48 + 0,10 5,48 + 0,10
025N 0 0,02 + 0,08 0,04 +0,12
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10 0,04 +0,16 0,52 +0,32 5,57 + 0,14
20 0,06 + 0,29 0,81+ 0,09 5,57 + 0,14
40 0,08 + 0,08 1,54+ 0,39 5,57 + 0,14
0 0,02 +0,17 0,10 = 0,09
0255 10 0,05 + 0,09 0,74 + 0,04 5,73 + 0,07
20 0,24 + 0,03 1,16+ 0,26 5,73 + 0,07
40 0,08 + 0,13 1,58 + 0,22 5,73 + 0,07
0 0,07 0,19 0,03+ 0,03
026N 10 0,10+0,12 1,38+ 0,36 5,21 + 1,27
20 0,05+0,10 4,17 +1,38 6,06 = 0,06
40 -0,08 + 0,10 6,06 = 0,06 6,06 = 0,06
0 0,13+0,15 0.15+0,17
027N 10 0,07+0,19 3,74 + 1,05 6,03 + 0,08
20 -0,05+ 0,13 6,03 = 0,08 6,03 = 0,08
40 -0,01 + 0,12 6,03 = 0,08 6,03 + 0,08
0 0,06 0,11 0,16 +0,12
0275 10 024 +0,12 1,65+ 0,95 5,10 + 1,37
20 0,35+ 0,08 4,24 +1,24 6,09 + 0,06
40 0,32 0,20 4,80 + 1,07 6,09 + 0,06
0 0,04 + 0,02 0,09 + 0,08
0285 10 -0,07 £ 0,05 1,23 + 0,54 5,10 + 0,86
20 -0,05 = 0,08 4,58 + 1,10 6,07 + 0,01
40 -0,03 + 0,02 6,07 + 0,01 6,07 = 0,01
0 0,03+0,16 -0,17 £ 0,03
029N 10 0,08+0,16 2,42 +0.48 5,53 + 0,09
20 0,17 +0,13 4,57 +1,38 5,53 + 0,09
40 -0,04 £ 0,06 5,53 + 0,09 5,53 + 0,09
0 025+0,11 023 +0,07
0295 10 -0,17 £ 0,05 1,44 £ 0,83 5,51 + 0,01
20 -0,08 + 0,30 5,51 + 0,01 5,51 + 0,01
40 0,09 +0,17 5,51 + 0,01 5,51 + 0,01
0 0,10+ 0,15 0,12£0,13
030N 10 -0,18 0,16 4,55+ 0,14 4,55 + 0,14
20 -0,12 £ 0,23 4,55 + 0,14 4,55 + 0,14
40 0,01 +0,08 4,55 + 0,14 4,55 + 0,14
0 -0,05+ 0,12 0.11+0.25
030S 10 0,07 £0,17 3,23 £1,03 4,13 £1,25
20 0,07 £ 0,09 4,81 +1,39 5,86 + 0,07
40 -0,11+0,13 5,86 + 0,07 5,86 + 0,07
0 -0,04 £ 0,05 -0,03 £ 0,19
031N 10 0,27 £ 0,24 0,23 +0,37 2,36+ 0,39
20 -0,35+0,11 0,89 + 0,59 5,76 + 0,06
40 -0,35 + 0,07 2,29 +0,82 5,76 + 0,06
0 -0,10+ 0,13 0,07 £0,16
0315 10 0,22 £ 0,25 4,86 + 1,27 5,71 + 0,07
20 -0,19+0,12 5,71 % 0,07 5,71 £ 0,07
40 -0,21+0,16 5,71 + 0,07 5,71 + 0,07
0 0,01 £0,11 0,14 + 0,06
032N 10 0,04 0,19 1,06 + 0,39 5,53 + 0,11
20 0,04 + 0,22 2,51+0,18 5,53 + 0,11
40 -0,09 + 0,16 5,53 + 0,11 5,53 + 0,11
0 0,02 = 0,08 0,10 = 0,06
033N 10 0,08+0,11 1,32 0,38 5,63 = 0,05
20 0,12+0,08 2,26 £ 0,53 5,63 = 0,05
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40 0,07 + 0,08 4,76 £ 1,22 5,63 + 0,05
0 0,02+0,13 0.16 0,15
0335 10 021+0,15 1,26 + 0,28 5,66 + 0,13
20 0,04 0,06 2,06 = 0,30 5,66 + 0,13
40 0,15+0,27 3,84 + 1,20 5,66 + 0,13
0 0,02 0,04 0,00 £ 0,08
034N 10 -0,13+0,09 1,49 £ 0,35 4,58 + 1,04
20 -0,11 0,05 4,91 +1,15 6,02 £ 0,01
40 -0,12 + 0,08 6,02 + 0,01 6,02 + 0,01
0 0,02+0,13 0,08+0,11
0345 10 -0,04 + 0,07 1,09 + 0,55 2,62+ 0,63
20 0,10 = 0,08 3,46 + 1,14 6,02 £ 0,05
40 0,04 + 0,05 4,80 +1,22 6,02 + 0,05
0 0,06 = 0,40 0,07 £ 0,30
035N 10 0,10 + 0,23 4,85+ 1,32 5,64 + 0,19
20 -0,02 + 0,08 5,64 + 0,19 5,64 + 0,19
40 -0,02 £ 0,23 5,64 + 0,19 5,64 + 0,19
0 0,13 + 0,09 0,08+0,14
0355 10 0,03 0,08 1,23 0,28 5,54 + 0,03
20 0,01 +0,08 1,80+ 0,10 5,54 + 0,03
40 0,04 + 0,08 2,79+ 0,13 5,54 + 0,03
0 0,02 +0,15 0,03 + 0,04
036N 10 -0,14 £ 0,02 0,82 £ 0,14 5,45 + 0,06
20 -0,05+0,14 1,39+ 0,52 5,45 + 0,06
40 0,16 + 0,02 2,38+ 0,53 5,45 + 0,06
0 -0,08 £ 0,06 -0,09 £ 0,03
036S 10 -0,10 = 0,34 5,50 + 0,28 5,50 + 0,28
20 0,07 0,27 5,50 + 0,28 5,50 + 0,28
40 0,04 + 0,39 5,50 + 0,28 5,50 + 0,28
0 0,06 £ 0,17 0,01 £0,21
037N 10 -0,16 £ 0,35 5,33 +0,18 5,33 £ 0,18
20 -0,05+0,13 5,33+ 0,18 5,33 £ 0,18
40 -0,27 0,11 5,33 + 0,18 5,33 + 0,18
0 -0,09 £ 0,11 -0,04 + 0,24
0375 10 0,12+ 0,02 0,19+ 0,24 2,19+0,56
20 0,16 +0,12 2254087 5,82 + 0,16
40 0,30 £ 0,14 4,82 +1,29 5,82 + 0,16
0 0,03+0,11 0,08 £ 0,05
038N 10 0,00 = 0,06 1,18+ 0,78 2,97 + 0,64
20 -0,05 + 0,08 3,36 + 1,18 5,92 + 0,09
40 0,01 +0,12 4,78 1,35 5,92 + 0,09
0 0,01 + 0,09 0,07 +0,15
0385 10 0,07 0,04 3,12+ 1,05 5,59 + 0,18
20 0,01 +0,19 4,63 + 1,24 5,59 + 0,18
40 0,02 +0,10 5,59 + 0,18 5,59 + 0,18
0 0,00 £ 0,02 0.01=0,06
039N 10 -0,16 + 0,24 3,70 £ 1,13 5,50 + 0,24
20 -0,02 + 0,07 5,50 + 0,24 5,50 + 0,24
40 -0,22 + 0,14 5,50 + 0,24 5,50 + 0,24
0 0,08+0,18 0.01+0,15
039S 10 0,01 £0,11 1,15+ 0,30 5,43 + 0,09
20 -0,11+0,10 1,90 + 0,49 5,43 + 0,09
40 0,04 £0,15 3,41 + 1,00 5,43 + 0,09
040N 0 -0,04 + 0,02 0.12+0,08
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10 0,12 +0,08 1,92 +£0,51 5,47 £ 0,08
20 0,09 + 0,09 3,37 +£1,09 5,47 £ 0,08
40 0,14 £ 0,04 3,64 +1,28 5,47 + 0,08
0 0,18 +0,18 0,27 £ 0,03
040S 10 0,06 + 0,03 2,31+0,18 5,78 £ 0,25
20 0,07 +0,21 5,78 + 0,25 5,78 + 0,25
40 -0,06 + 0,22 5,78 + 0,25 5,78 + 0,25
0 0,08 = 0,06 0,09 + 0,07
042N 10 0,05 + 0,04 0,82 + 0,04 5,48 £+ 0,04
20 0,14 + 0,06 1,24+ 0,13 5,48 £ 0,04
40 -0,06 + 0,09 1,61 +0,09 5,48 + 0,04
0 0,13+0,10 -0,04 £0,11
0435 10 0,21+ 0,20 5,52 + 0,05 5,52 £+ 0,05
20 0,30+0,10 5,52 + 0,05 5,52 + 0,05
40 0,03 0,02 5,52 + 0,05 5,52 + 0,05
0 0,01 £0,11 0,14+ 0,03
044N 10 0,21 £0,09 0,97 +0,29 5,57 + 0,09
20 0,20+ 0,08 1,57 +£0,41 5,57 £ 0,09
40 0,18+0,11 2,28 £0,66 5,57 £ 0,09
0 0,12+0,14 -0,02+0,10
045N 10 0,00 + 0,01 5,72 + 0,04 5,72 + 0,04
20 0,26 0,13 5,72 + 0,04 5,72 + 0,04
40 -0,10+ 0,21 5,72 + 0,04 5,72 + 0,04
0 0,00+ 0,04 0,01 +£0,05
0455 10 -0,07 £ 0,08 0,31 +0,34 3,23+1,09
20 -0,02 + 0,04 1,92 +£0,97 6,07 £ 0,03
40 -0,05 + 0,04 4,02 +1,16 6,07 + 0,03
0 0,11+0,12 0,17+0,05
046N 10 0,04 £0,12 0,66 +0,13 5,55 + 0,08
20 0,14+0,15 0,86 + 0,08 5,55 + 0,08
40 0,05+0,13 1,35+0,35 5,55 + 0,08
0 -0,08 £0,18 -0,07 £ 0,16
0465 10 -0,18+0,10 5,43 £ 0,06 5,43 + 0,06
20 -0,07+£0,10 5,43 + 0,06 5,43 + 0,06
40 -0,04 + 0,08 5,43 + 0,06 5,43 + 0,06
0 -0,06 £ 0,05 0,04 + 0,06
048N 10 0,15+0,12 3,99+1,29 5,76 + 0,06
20 0,17 £0,25 5,76 + 0,06 5,76 + 0,06
40 -0,02 + 0,10 5,76 + 0,06 5,76 + 0,06
0 -0,13 £ 0,03 -0,15+0,12
0485 10 0,00 £ 0,05 0,70 £ 0,07 3,82+1,28
20 -0,04 + 0,08 0,93 +0,12 5,73 + 0,09
40 -0,06 + 0,05 2,29 + 0,39 5,73 £ 0,09
0 0,03+0,12 0,07 £ 0,28
051N 10 0,14 £0,13 3,14 £1,05 5,68 £ 0,07
20 0,28 +£ 0,09 4,84 +1,24 5,68 + 0,07
40 0,19+0,24 5,68 + 0,07 5,68 + 0,07
0 0,08 £0,12 0,10 £ 0,08
051S 10 0,05+ 0,08 2,81 +0,13 5,66 + 0,04
20 0,13+0,14 5,66 + 0,04 5,66 + 0,04
40 -0,10 £ 0,07 5,66 = 0,04 5,66 + 0,04
0 -0,07 £ 0,08 0,00 £ 0,06
052N 10 -0,13 £ 0,09 1,43 +0,38 3,88 £1,07
20 -0,03+0,15 3,16+ 0,10 5,97 + 0,07
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40 -0,15 + 0,09 5,97 + 0,07 5,97 £ 0,07
0 0,16 0,21 0,02 + 0,03
0525 10 -0,17 +£ 0,30 5,56 + 0,14 5,56 + 0,14
20 0,03 +£0,22 5,56 + 0,14 5,56 + 0,14
40 -0,04 £ 0,29 5,56 + 0,14 5,56 + 0,14
0 0,05+ 0,05 0,03+0,17
053N 10 0,02 + 0,09 431+1,12 5,53 £ 0,07
20 -0,02+0,17 5,53 + 0,07 5,53 +£0,07
40 0,01 +0,05 5,53 + 0,07 5,53 +0,07
0 -0,19+£ 0,19 0,06 + 0,06
0535 10 -0,12+0,11 2,38 £0,39 5,42 + 0,04
20 0,04 + 0,06 5,42 + 0,04 5,42 + 0,04
40 -0,25 £ 0,05 5,42 + 0,04 5,42 + 0,04
0 0,02 £0,07 0,03 +£0,03
055N 10 -0,13+0,14 4,90 £ 0,89 5,70 £ 0,26
20 -0,01 £0,23 5,70 + 0,26 5,70 + 0,26
40 -0,19 +9.25 5,70 + 0,26 5,70 + 0,26
0 0,00+ 0,06 -0,18 £ 0,02
0555 10 -0,10+ 0,29 4,25+1,20 5,54 £ 0,13
20 0,00 + 0,14 5,54 + 0,13 5,54 + 0,13
40 -0,13 + 0,05 5,54 + 0,13 5,54 + 0,13
0 0,02 +0,07 0,13 £0,31
056N 10 0,19 +0,08 4,43+£1,10 5,61 + 0,14
20 0,38 +0,17 5,61 + 0,14 5,61 + 0,14
40 0,15+0,14 5,61 + 0,14 5,61 + 0,14
0 0,00 0,07 -0,10 + 0,06
0565 10 -0,08 £ 0,16 1,79 £ 0,48 5,97 £ 0,10
20 0,06 + 0,05 5,08 +1,23 5,97 + 0,10
40 -0,02+0,17 5,97 + 0,10 5,97 + 0,10
0 0,12+0,12 0,19+0,12
057N 10 0,00 +£0,11 2,19+0,61 5,63 + 0,01
20 0,12+0,10 4,65+ 1,38 5,63 + 0,01
40 -0,20 £ 0,02 5,63 + 0,01 5,63 = 0,01
0 -0,04 £ 0,10 0,02 £ 0,10
0575 10 -0,06 + 0,02 0,92 +0,23 5,43 + 0,04
20 0,05 + 0,07 1,76 £ 0,32 5,43 + 0,04
40 -0,15+ 0,03 4,45 £ 1,44 5,43 + 0,04
0 -0,07 £ 0,12 -0,01 £ 0,02
059N 10 -0,02 £+ 0,08 421 +1,18 5,47 + 0,12
20 0,05+0,14 4,68+1,14 5,47 £0,12
40 -0,10 £ 0,04 5,47 +£ 0,12 5,47 +0,12
0 -0,05+0,13 0,02 +0,19
0595 10 0,02 +0,09 3,92 +£1,03 6,61 £0,12
20 -0,04 + 0,15 6,61 +0,12 6,61 £0,12
40 -0,10 £ 0,05 6,61 +0,12 6,61 +0,12
0 0,03+ 0,04 -0,02 +£ 0,01
060N 10 0,10+0,11 1,22 +0,42 525+1,34
20 0,01 + 0,06 4,36 £1,33 6,02 + 0,04
40 0,07 +£0,07 5,27 +1,31 6,02 + 0,04
0 0,19+0,07 0,13+0,15
060S 10 0,08 0,10 5,60 £ 0,07 5,60 + 0,07
20 0,06 +0,12 5,60 = 0,07 5,60 + 0,07
40 0,18+0,41 5,60 + 0,07 5,60 + 0,07
061N 0 0,06 + 0,09 0,03 £ 0,05
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10 0,09 0,12 1,19 +0,43 5,49 + 0,06
20 0,12 + 0,07 2,18 £ 0,56 5,49 + 0,06
40 0,12 + 0,06 4,59 +1,22 5,49 + 0,06
0 0,01 0,04 0,01 + 0,04
0615 10 0,02 = 0,02 1,49 0,15 5,42 + 0,03
20 -0,01 £ 0,06 3,44 + 1,34 5,42 + 0,03
40 0,00 + 0,06 5,42 + 0,03 5,42 + 0,03
0 0,06 £0,15 -0,14+ 0,20
062N 10 0,03+0,11 5,37 + 0,12 5,37 + 0,12
20 0,03 + 0,03 5,37 + 0,12 5,37 + 0,12
40 0,09 + 0,12 5,37 + 0,12 5,37 + 0,12
0 0,03 +0,12 0,03 £ 0,05
0625 10 0,12 + 0,06 2,76+ 0,12 5,46 + 0,06
20 0,21 +0,07 5,46 = 0,06 5,46 = 0,06
40 0,06 + 0,10 5,46 + 0,06 5,46 + 0,06
0 0,13+0,06 0,07 < 0,07
063N 10 0,00 + 0,09 5,74 + 0,07 5,74 + 0,07
20 0,09 + 0,10 5,74 + 0,07 5,74 + 0,07
40 0,23 + 0,09 5,74 + 0,07 5,74 + 0,07
0 0,00 £ 0,03 0,07+0,10
0635 10 0,07 0,22 5,53 £ 0,12 5,53 + 0,12
20 0,00 + 0,32 5,53 + 0,12 5,53 + 0,12
40 0,14+ 0,23 5,53 + 0,12 5,53 + 0,12
0 0,03 + 0,44 0,04 + 0,45
0645 10 -0,11+0,12 5,43 £ 0,07 5,43 + 0,07
20 0,17 +0,20 5,43 + 0,07 5,43 + 0,07
40 0,01 +0,16 5,43 + 0,07 5,43 + 0,07
0 -0,03 + 0,04 -0,02+0,08
065N 10 0,02 + 0,08 0,54 + 0,66 6,16 £ 0,05
20 0,13 +0,10 3,69 + 1,80 6,16 + 0,05
40 0,14 + 0,07 4,69 + 1,11 6,16 £ 0,05
0 -0,05 + 0,08 -0,07 £ 0,05
0655 10 -0,11 + 0,05 5,68 + 0,07 5,68 + 0,07
20 0,03 +0,13 5,68 + 0,07 5,68 = 0,07
40 -0,08 0,06 5,68 + 0,07 5,68 + 0,07
0 -0,05 + 0,09 0,09 0,02
068N 10 0,00 = 0,04 1,47 0,26 5,45 + 0,02
20 0,03 + 0,02 2,18+ 0,50 5,45 + 0,02
40 0,06 + 0,05 4,45 + 1,40 5,45 + 0,02
0 -0,01 £0,12 0,00 = 0,08
0685 10 0,07 0,10 1,31 £0,23 5,47 + 0,07
20 0,04 + 0,06 2,07+0.,51 5,47 £ 0,07
40 -0,02 + 0,06 5,47 + 0,07 5,47 £ 0,07
0 0,04 £ 0,16 0,03+0,14
070N 10 0,16+ 0,25 4,72 £1,22 5,62 + 0,16
20 -0,04 £ 0,10 5,62 + 0,16 5,62 + 0,16
40 -0,20 + 0,17 5,62 + 0,16 5,62 + 0,16
0 -0,08 £ 0,08 0,00 £ 0,05
0705 10 0,03+0,16 2,66 + 0,40 5,93 + 0,12
20 0,24 + 0,20 3,13+0,21 5,93 + 0,12
40 0,08 + 0,20 5,93 + 0,12 5,93 + 0,12
0 0,04 = 0,04 0,08 +0,13
071S 10 0,13 + 0,04 1,61 £ 0,42 6,05 £ 0,02
20 0,07 0,05 3,86 + 1,07 6,05 £ 0,02
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40 0,12+ 0,04 521+1,19 6,05 £ 0,02
0 0,01+0,11 0,19+ 0,20
071N 10 -0,18 £ 0,30 4,13 +1,15 5,57 £0,14
20 -0,02 £ 0,35 4,57 +1,15 5,57+ 0,14
40 -0,27+0,21 5,57 + 0,14 5,57 +0,14
0 -0,06 + 0,09 -0,06 + 0,09
072N 10 -0,15+£ 0,03 1,03 +0,37 5,46 £+ 0,06
20 -0,13 +£ 0,09 1,31 £0,13 5,46 + 0,06
40 -0,22+£0,11 2,07 £ 0,08 5,46 £+ 0,06
0 -0,11 £ 0,06 -0,10+ 0,02
0725 10 -0,06 + 0,07 1,32 +0,37 5,49 + 0,04
20 -0,15+ 0,09 1,71 £ 0,28 5,49 + 0,04
40 -0,06 £0,16 3,49+1,43 5,49 £ 0,04
0 0,07 £0,10 -0,02 £ 0,03
073N 10 0,14 £ 0,05 1,03 +£0,04 5,91 £ 0,03
20 0,13 +0,06 2,75+ 1,03 5,91 £ 0,03
40 0,29 + 0,14 4,26 +1,19 5,91 + 0,03
0 0,05+ 0,03 0,08 + 0,07
0735 10 0,34 +0,08 2,35+0,75 6,13 £ 0,13
20 0,37+0,11 4,04 +1,36 6,13 + 0,13
40 0,19 + 0,20 6,13 + 0,13 6,13 + 0,13
0 0,20+0,15 0,08 +£0,17
074N 10 0,12+0,14 1,02 +0,25 5,62 + 0,10
20 0,12+0,15 1,67 +0,42 5,62 + 0,10
40 0,16 +0,07 2,57 +0,56 5,62 + 0,10
0 0,27 +0,19 0,46 £ 0,34
074S 10 0,11+0,03 5,72 + 0,03 5,72 + 0,03
20 0,15+0,23 5,72 + 0,03 5,72 + 0,03
40 -0,11+0,19 5,72 + 0,03 5,72 + 0,03
0 -0,24+ 0,18 -0,23£0,16
077N 10 -0,34 + 0,26 5,45 + 0,17 5,45 + 0,17
20 0,02 + 0,37 5,45 + 0,17 5,45 + 0,17
40 0,06 £0,31 5,45+ 0,17 5,45+ 0,17
0 -0,07 £ 0,15 -0,08 £ 0,08
0775 10 0,05+0,13 5,74 + 0,10 5,74 + 0,10
20 0,08 + 0,09 5,74 + 0,10 5,74 + 0,10
40 0,15+0,06 5,74 £ 0,10 5,74 + 0,10
0 0,07 = 0,09 -0,03 £ 0,04
079N 10 0,10+ 0,07 4,62 +1,28 5,62 + 0,03
20 0,16 0,06 5,62 + 0,03 5,62 + 0,03
40 0,02 = 0,08 5,62 + 0,03 5,62 + 0,03
0 0,04 +0,02 0,03 +0,06
080N 10 0,01 +£0,03 3,49+1,35 5,39 £ 0,01
20 -0,05+0,10 5,39 + 0,01 5,39 + 0,01
40 -0,17+0,11 5,39 + 0,01 5,39 + 0,01
0 0,01 £ 0,06 -0,06 + 0,15
080S 10 -0,04 £0,10 5,40 £ 0,06 5,40 + 0,06
20 0,05 +0,06 5,40 = 0,06 5,40 £+ 0,06
40 -0,04 £ 0,03 5,40 £ 0,06 5,40 + 0,06
0 -0,09 + 0,08 0,01 +£0,07
081N 10 0,04 + 0,07 1,43 +0,32 5,47 £ 0,03
20 0,06 + 0,03 2,34 £ 0,41 5,47 £ 0,03
40 -0,06 £ 0,13 5,47 £ 0,03 5,47 + 0,03
081S 0 -0,02 +£ 0,05 0,08 +0,12
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10 0,07 +0,15 5,61 + 0,06 5,61 £+ 0,06
20 0,07 + 0,05 5,61 = 0,06 5,61 + 0,06
40 0,01 £0,10 5,61 + 0,06 5,61 + 0,06
0 -0,06 + 0,09 -0,12+0,11
083N 10 -0,07 +£ 0,07 1,01 £0,22 5,42 + 0,06
20 0,07 £ 0,03 1,70 £ 0,23 5,42 £+ 0,06
40 0,06 + 0,07 2,63 £0,50 5,42 + 0,06
0 0,16 £0,01 0,19+0,10
083S 10 0,18 +0,09 1,06 £0,17 5,72 +£ 0,01
20 0,11 +0,03 1,71 £ 0,35 5,72 +£ 0,01
40 0,13+0,10 3,99+1,24 5,72 £ 0,01
0 -0,12 £ 0,08 -0,06 £ 0,11
086N 10 0,11+0,10 0,19 +0,08 495 +1,36
20 0,18+0,12 0,59 + 0,41 6,07 £ 0,10
40 0,08 +0,23 1,31 +0,82 6,07 £ 0,10
0 0,00 + 0,04 0,02 £ 0,07
0865 10 0,13+0,18 5,72 + 0,04 5,72 + 0,04
20 0,27 +0,13 5,72 + 0,04 5,72 + 0,04
40 0,00 = 0,06 5,72 + 0,04 5,72 + 0,04
0 0,01 £0,04 -0,16 = 0,02
087N 10 0,04 +0,11 5,51 + 0,09 5,51 + 0,09
20 0,03 0,28 5,51 + 0,09 5,51 + 0,09
40 -0,02+£0,18 5,51 + 0,09 5,51 + 0,09
0 0,09 +£0,09 0,16 +0,18
088N 10 -0,11 +£0,05 0,74+0,12 6,72 £ 0,05
20 0,10£0,11 1,27 £0,47 6,72 £ 0,05
40 -0,02 + 0,10 3,19+ 0,10 6,72 + 0,05
0 0,04 + 0,09 0,00+ 0,05
089N 10 0,00 + 0,09 1,22 +£0,38 5,59 + 0,04
20 0,18 £ 0,06 2,06 + 0,48 5,59 + 0,04
40 0,07 £ 0,14 3,78 +1,30 5,59 + 0,04
0 0,12 +0,09 0,27+0,11
0895 10 0,10£0,16 5,65 £ 0,09 5,65 + 0,09
20 0,20 = 0,03 5,65 + 0,09 5,65 + 0,09
40 -0,05+ 0,10 5,65 + 0,09 5,65 + 0,09
0 0,17+0,17 -0,03 +£ 0,03
090S 10 -0,09 £ 0,10 4,12 £ 0,46 5,57 £ 0,16
20 0,14+0,12 4,77 £1,07 5,57 £ 0,16
40 -0,06 + 0,23 5,57 + 0,16 5,57 + 0,16
0 0,19+0,13 0,05+0,11
092N 10 -0,01 £0,13 5,54 £ 0,11 5,54 £ 0,11
20 0,07 0,17 5,54 + 0,11 5,54 + 0,11
40 -0,05 £ 0,30 5,54 +0,11 5,54 £ 0,11
0 -0,05 £ 0,07 0,07 £ 0,01
093N 10 -0,11 £ 0,06 5,58 +£ 0,11 5,58 £ 0,11
20 0,02 +£0,07 5,58 £ 0,11 5,58 +0,11
40 -0,02+0,13 5,58 + 0,11 5,58 + 0,11
0 0,07 £ 0,06 0,06 £ 0,08
0935 10 0,09 + 0,08 1,66 £0,36 5,66 £ 0,02
20 0,15+0,03 4,41+ 0,25 5,66 £ 0,02
40 0,06 + 0,09 479+1,.23 5,66 + 0,02
0 -0,20+ 0,19 -0,19+0,18
094N 10 -0,47 £0,21 5,28 £ 0,23 5,28 £ 0,23
20 -0,23 £ 0,21 5,28 £ 0,23 5,28 + 0,23
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40 -0,23 £0,21 5,28 £ 0,23 5,28 £ 0,23
0 0,05 + 0,06 0,12+ 0,07
0945 10 -0,19+£0,10 4,20+1,36 6,04 = 0,07
20 -0,17+£0,10 6,04 + 0,07 6,04 = 0,07
40 -0,08 £ 0,10 6,04 + 0,07 6,04 = 0,07
0 0,01 £ 0,03 0,02 £ 0,01
0955 10 0,07 £ 0,05 1,26 £ 0,66 5,02 +£1,39
20 0,01 +0,08 2,38 +£1,01 6,04 + 0,06
40 0,09+ 0,11 4,01 +£1,02 6,04 £+ 0,06
0 0,03 +£ 0,04 -0,02+ 0,15
096N 10 -0,07 +£ 0,06 3,02 £1,09 5,53 + 0,04
20 -0,13 +£ 0,05 4,40 £1,05 5,53 + 0,04
40 -0,13+0,16 5,53 + 0,04 5,53 + 0,04
0 0,08 = 0,08 0,01 £0,07
0965 10 0,05+ 0,09 1,62 +0,13 5,48 + 0,06
20 0,05+ 0,04 2,27 +£0,39 5,48 + 0,06
40 0,09 + 0,09 3,73+1,20 5,48 + 0,06

2Srednig przezywalnoéé obliczono poprzez odjecie od wartosci logio CFU/ml prob nietraktowanych (L-
PS-), wartosci logio CFU/ml préb traktowanych wylacznie $wiattem (L+), prob traktowanych
wyltaczanie fotouczulaczem (PS+), badz prob traktowanych zarowno $wiattem i fotouczulaczem (aPDI)
na podstawie trzech powtorzen biologicznych; SD — odchylenie standardowe. Pogrubieniem zaznaczono
skuteczng eradykacje, tj. redukcja przezywalnosci powyzej 3 logio CFU/mI (spadek ponad 99,9%)
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Tabela 7. Efektywno$é przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (aPDI) wobec

szczepow referencyjnych Staphylococcus aureus.

Srednia redukcja przezywalnosci [logio CFU/ml + SD]

Szczep R6z bengalski (RB) + $§wiatlo zielone (Amax=515 hm)
Jicm? 0uM 0,5 uM 1uM
0 0,03 +£0,11 0,09 + 0,04
447/05 10 -0,05+0,12 5,64 £ 0,00 5,64 + 0,00
20 0,04 £ 0,04 5,64 £ 0,00 5,64 + 0,00
40 0,06 £ 0,05 5,64 £ 0,00 5,64 + 0,00
0 -0,14 + 0,17 0,00 £ 0,01
140/05 10 -0,31+0,13 5,59 £ 0,13 5,59 £ 0,13
20 -0,17 £ 0,09 5,59 + 0,13 5,59 £ 0,13
40 -0,29 £ 0,14 5,59 £ 0,13 5,59 £ 0,13
0 -0,09 £ 0,12 0,12 +0,33
10 0,08 £0,11 5,59 + 0,03 5,59 £ 0,03
1005/05 20 0,04 +0,14 5,59 + 0,03 5,59 + 0,03
40 -0,16 + 0,12 5,59 + 0,03 5,59 + 0,03
0 0,00 = 0,07 -0,10 = 0,20
10 -0,16 £ 0,13 5,51+ 0,12 5,51 +0,12
1057/05 20 -0,15+0,13 5,51+ 0,12 5,51 +0,12
40 -0,17£0,11 5,51 + 0,12 5,51 + 0,12
0 0,01 £0,22 0,12 +0,22
10 0,22 £ 0,25 5,57 + 0,21 5,57 + 0,21
1200/05 20 0,25+0,21 5,57 + 0,21 5,57 + 0,21
40 0,21+£0,19 5,57 £ 0,21 5,57 £ 0,21
0 0,14 +0,19 0,03 +£0,10
10 -0,14+£ 0,11 4,22 +1,08 5,68 + 0,24
1273105 20 0,03 +£0,16 4,80 +1,09 5,68 + 0,24
40 -0,17£0,17 5,68 + 0,24 5,68 + 0,24
0 0,10+ 0,12 0,16 +0,17
10 0,07 +£ 0,04 5,55+ 0,11 5,55+ 0,11
1817/05 20 0,10+ 0,15 5,55+ 0,11 5,55+ 0,11
40 0,05 £ 0,09 5,55 £ 0,11 5,55 £ 0,11
0 -0,08 £ 0,23 -0,23 £ 0,09
10 -0,11+0,10 5,40 = 0,08 5,40 + 0,08
1825/05 20 -0,09 £ 0,24 5,40 £ 0,08 5,40 + 0,08
40 -0,12 + 0,08 5,40 + 0,08 5,40 £+ 0,08
0 0,14 +£0,21 0,12+0,12
10 -0,10+ 0,11 4,57 £1,04 5,78 + 0,19
1947/05 20 0,07 £ 0,21 5,78 £ 0,19 5,78 £ 0,19
40 -0,11+£0,12 5,78 + 0,19 5,78 + 0,19
0 -0,05+0,10 -0,06 £ 0,13
10 0,03+£0,11 5,65 £ 0,10 5,65+ 0,10
2128105 20 0,06 £0,18 5,65 £ 0,10 5,65+ 0,10
40 -0,10 £ 0,07 5,65+ 0,10 5,65 + 0,10
0 0,20 £ 0,10 0,03 £0,10
10 0,00 £ 0,08 4,45 £1,06 5,67 + 0,04
3640/08 20 0,04 £0,14 5,67 = 0,04 5,67 + 0,04
40 0,01 £0,19 5,67 = 0,04 5,67 + 0,04
0 0,26 £0,16 0,24 +0,11
10 0,14 £ 0,06 5,56 £ 0,06 5,56 + 0,06
4620/09 20 0,31+0,14 5,56 £ 0,06 5,56 + 0,06
40 0,15+0,02 5,56 £ 0,06 5,56 + 0,06
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0 -0,01 £0,18 0,09 £ 0,26
10 0,03 £ 0,04 4,31+1,02 5,66 + 0,18
7198/02 20 0,20 £ 0,12 4,78 +1,08 5,66 + 0,18
40 0,25 £0,36 5,66 0,18 5,66 + 0,18
0 0,12 +0,15 0,08 £0,16
10 0,03 +0,13 5,69 £ 0,15 5,69 + 0,15
10798/11 20 0,19 +£0,26 5,69 + 0,15 5,69 + 0,15
40 0,03 £ 0,09 5,69 £ 0,15 5,69 £ 0,15

2Srednia przezywalno$é obliczono poprzez odjecie od wartosci logio CFU/ml prob nietraktowanych (L-
PS-), wartosci logio CFU/ml prob traktowanych wylacznie $wiattem (L+), prob traktowanych
wylaczanie fotouczulaczem (PS+), badz prob traktowanych zarowno swiattem i fotouczulaczem (aPDI)
na podstawie trzech powtorzen biologicznych; SD — odchylenie standardowe. Pogrubieniem zaznaczono

skuteczng eradykacje, tj. redukcja przezywalnosci powyzej 3 logio CFU/mI (spadek ponad 99,9%).

180



13. Wykaz rycin

Rycina 1. Zestawienie czynnikOw sprzyjajacych kolonizacji S aureus na skorze pacjentow z

A S 13
Rycina 2. Wigzanie antygenu i superantygenu z czasteczka gtownego uktadu zgodnosci
tkankowej klasy I1i receptorem limfocytow T..........oooiiiiiiiii i 16
Rycina 3. Systemy regulacji toksyn gronkowcowych................ooooiiiiiiiiiiiiii . 19
Rycina 4. Schemat dziatania przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej (aPDI)........ 26
Rycina 5. Widma emisji zrodet §wiatta wykorzystanych w niniejszej pracy...................... 44
Rycina 6. Schemat doswiadczenia —aPDI na modelu ex vivo swinskiej skory.................... 62

Rycina 7. Schemat dos§wiadczenia i podziat na grupy badawcze — weryfikacja efektywnosci
aPDI na mysim modelu kolonizacji SkOry przez S. QUIeUS. ...........oovvuiiriiiiiniiniiaeannns 65
Rycina 8. Skuteczno$¢ metody fotodynamicznej (aPDI) wzgledem izolatow Klinicznych
posiadajacych i nieposiadajacych geny toksyn......... ..o 74
Rycina 9. Analiza cyto- i fototoksycznosci aPDI (r6z bengalski ze $wiattem zielonym)
wzglgdem komorek HaCaT, komorek HaCaT z wyciszong ekspresja w genie filagryny (FLG
ShRNA) i komorek linii kontrolnej (Ctrl SNRNA)........ooiiiiiieee e 76
Rycina 10. Analiza cyto- i fototoksycznosci aPDI (nowy biekit metylenowy ze $wiatlem
czerwonym) wzgledem komoérek HaCaT, komoérek HaCaT z wyciszong ekspresja w genie
filagryny (FLG shRNA) i komorek linii kontrolnej (Ctrl ShARNA).......ccoooeevviini 77
Rycina 11. Dynamika wzrostu ludzkich keratynocytow: komorek HaCaT, HaCaT kontrolnych
z wprowadzonym pustym wektorem (Ctrl ShRNA) i HaCaT z wyciszong ekspresja w genie
filagryny (FLG shRNA) poddanych traktowaniu aPDI - r6zem bengalskim ze $wiattem
zielonym (A) lub nowym biekitem metylenowym ze §wiattem czerwonym (B) .................. 80
Rycina 12. Wzgledny poziom ekspresji genow toksyny SEA, SEB, SEC, SED i TSST-1 pod
wplywem subletalnego traktowania aPDI.............c.oiiiiii i 87
Rycina 13. Obraz immunodetekcji toksyn gronkowcowych poddanych dzialaniu aPDI w
warunkach subletalnych........ ... e 88
Rycina 14. Zestawienie stezen biatek toksyn uzyskanych technikg Western Blot po traktowaniu
aPDI w subletalnych warunkach. ... 89
Rycina 15. Wptyw toksyn traktowanych aPDI (r6z bengalski ze §wiattem zielonym, warunki
subletalne i letalne) na proliferacje komorek PBMC............cooiiiiiiiiiiiiiiieeee, 91
Rycina 16. Wplyw toksyn traktowanych aPDI (nowy blekit metylenowy ze $wiattem
czerwonym) na proliferacje komorek PBMC..............c.oiiiiiiiii 92

181



Rycina 17. Wplyw aPDI (r6z bengalski ze $wiattem zielonym) na aktywnos$¢ biatek toksyn —
pomiar iloci interleukiny 2 (IL-2).......oouiiiii i e 93
Rycina 18. Wplyw aPDI (nowy blekit metylenowy ze $wiatlem czerwonym) na aktywno$¢
biatek toksyn — pomiar ilosci interleukiny 2 (IL-2).......cooiiiiiiiii e 94
Rycina 19. Wzgledny poziom ekspresji genéw Sea i tst pod wptywem traktowania aPDI (r6z
bengalski ze §wiattem Zielonym).........c.ooiiiiiiii e 96
Rycina 20. Zmiana stezen biatka enterotoksyny A (SEA) po traktowaniu aPDI (r6z bengalski
ze $wiatlem zielonym) w modelu ex vivo kolonizacji S. aureus $winskiej skory................ 97
Rycina 21. Monitorowanie sygnatu bioluminescencyjnego w procesie kolonizacji mysiej skory
DAKEEITAMI S. AUIBUS. ...ttt e 100
Rycina 22. Sygnat bioluminescencyjny uzyskany z obszarow ROI (ang. Region of Interest)
skory SKOIONIZOWANE] PrZEZ S. AUFEUS. .. ...vt ittt et ettt et e e e e e aeeaaas 101
Rycina 23. Obraz histologiczny mysiej skory poddanej procedurze tape-stripping i
SKOIONIZOWANE] S. AUIBUS. ...\ttt ettt ettt et et et e et e e e e e e e aee e 103
Rycina 24. Zestawienie stezen bialka enterotoksyny A (SEA) po traktowaniu aPDI (roz

bengalski ze $wiatlem zielonym) na mysim modelu kolonizacji skory przez S. aureus.......... 104

182



14. Wykaz tabel

Tabela 1. Lokalizacja genéw toksyn gronkowcowych i systemy ich regulacji.................... 17
Tabela 2. Charakterystyka grupy izolatow S. aureus od pacjentow z AZS....................... 31
Tabela 3. Startery stosowane do amplifikacji DNA...........oooiiiiiiiiiii e, 34
Tabela 4. Startery wykorzystane w reakcji qPCR............cooiiiiiiiiii e 37
Tabela 5. Skiad Zeli poliakryloamidowych do analizy biatlek metodg SDS-PAGE............. 39
Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej (amplifikacja gendw toksyn).............c..ooooeiennnn. 47
Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej (amplifikacja regionu VNTR)................coooeenil. 48
Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej (reakcja qPCR).......c.oovviiiiiiiiiiiiien 55
Tabela 9. Czestotliwos¢ wykrywania genéw toksyn gronkowcowych w izolatach S. aureus
pochodzacych od pacjentow z AZS oraz grupy kontrolnej bez cech atopii........................ 69
Tabela 10. Czgstotliwos¢ wykrywania gendw toksyn gronkowcowych w izolatach S. aureus
pochodzacych od pacjentéw z AZS z podziatem na odpowiednie grupy................oceevvennn. 70
Tabela 11. Typy spa zidentyfikowane w grupie izolatow do pacjentow z AZS................... 71

Tabela 12. Ocena stabilnosci gendow referencyjnych poddanych traktowaniu r6zem bengalskim
ze $wiatlem zielonym na podstawie analiz w programie BestKeeper.............................. 82
Tabela 13. Wartosci stabilnosci ekspresji o$miu testowanych gendow referencyjnych przy
uzyciu programoéw BestKeeper, geNorm i NormFinder dla réZzu bengalskiego ze $wiattem
ZI oY M e 83
Tabela 14. Ocena stabilnosci genow referencyjnych poddanych traktowaniu nowym bigkitem
metylenowym ze §wiatlem czerwonym na podstawie analiz w programie BestKeeper.......... 83
Tabela 15. Wartosci stabilnosci ekspresji o$miu testowanych genow referencyjnych przy
uzyciu programow BestKeeper, geNorm i NormFinder dla nowego bigkitu metylenowego ze
SWIAtIEIMN CZETWOIIYIMN. ...ttt ettt et e e e 84
Tabela 16. Dystrybucja genéw toksyn u pacjentow z AZS w wybranych krajach............... 107
Tabela 17. Kompleksy klonalne zidentyfikowane w izolatach S. aureus wrazliwych na

metycyling (MSSA) od pacjentdw z AZS w europejskiej populacji...........cooeviiiiinennnnn.. 108

183



15. Dorobek naukowy

Publikacje naukowe

e Ogonowska P., Wozniak A., Pieranski MK., Wasylew T., Kwiek P., Brasel M.,
Grinholc M., Nakonieczna J. ,,Application and characterization of light-emitting
diodes for photodynamic inactivation of bacteria”, Lighting Research &
Technology, 0: 1-13, 2018.

e Nakonieczna J., Wolnikowska K., Ogonowska P., Neubauer D., Bernat A., Kamysz
W. ,,Rose Bengal-mediated photoinactivation of multidrug resistant Pseudomonas
aeruginosa is enhanced in the presence of antimicrobial peptides”, Frontiers in
Microbiology, 9: 1-15, 2018.

e Nakonieczna J., Wozniak A., Pieranski M., Rapacka-Zdonczyk A., Ogonowska P.,
Gronholc M. ,Photoinactivation of ESKAPE pathogens: overview of novel
therapeutic strategy”, Future Medicinal Chemistry, 11(5), 2019.

e Ogonowska P., Nakonieczna J. ,Validation of stable reference genes in
Staphylococcus aureus to study gene expression under photodynamic treatment: a
case study of SEB virulence factor analysis”, Scientific Reports, 2020.

e Ogonowska P., Gilaberte Y., Baranska-Rybak W., Nakonieczna J. ,,Colonization
with Staphylococcus aureus in atopic dermatitis patients: attempts to reveal the
unknown”, Frontiers in Microbiology, 11:567090, 2020.

e Rapacka-Zdonczyk A., Wozniak A., Michalska K., Pieranski M., Ogonowska P.,
Grinholc M., Nakonieczna J. ,,Factors determining the susceptibility of bacteria to

antibacterial photodynamic inactivation”, Frontiers in Medicine, 8:642609, 2021.

Wystgpienia konferencyjne
o Patrycja Ogonowska, Wioletta Baranska-Rybak, Krzysztof P. Bielawski,
Joanna Nakonieczna
Poster: ,,The association between antibiotic resistance pattern and efficiency of
photodynamic inactivation of Staphylococcus aureus”
16" International Photodynamic Association World Congress, 8-13.06.2017, Coimbra,
Portugalia
o Joanna Nakonieczna, Monika Kossakowska-Zwierucho, Patrycja Ogonowska,

Damian Neubauer, Wojciech Kamysz

184



Prezentacja ustna (wspolautorstwo): ,, Targeting bacterial cells with a photosensitizer
conjugated to antibacterial peptides”

16™ International Photodynamic Association World Congress, 8-13.06.2017, Coimbra,
Portugalia

o Joanna Nakonieczna, Mariusz Grinholc, Patrycja Ogonowska, Agata Wozniak,
Michat Pieranski, Tomasz Wasylew

Poster (wspolautorstwo): Characterization of new LED light source for antimicrobial
photodynamic inactivation (APDI)

European Society for Photobiology Congress, Piza, Wtochy, 4-8.09.2017

o Patrycja Ogonowska, Krzysztof P. Bielawski, Joanna Nakonieczna
Prezentacja ustna: ,,Antibacterial photodynamic inactivation of superantigens
producing Staphylococcus aureus”

Mikrobiot — Microbiology in Healthcare and Environmental Protection, 19-21.09.2017,
Lodz, Polska

o Patrycja Ogonowska, Krzysztof P. Bielawski, Joanna Nakonieczna
Prezentacja ustna: ,,Mozliwos$¢ zastosowania terapii fotodynamicznej w eradykacji
gronkowca ztocistego produkujacego antygeny u oséb z atopowym zapaleniem skory”
IV Torunskie Sympozjum Doktorantéw Nauk Przyrodniczych, 24-25.03.2018, Torun,
Polska

o Patrycja Ogonowska, Marek Bronk, Krzysztof P. Bielawski, Joanna
Nakonieczna

Poster: ,,The efficiency of antimicrobial photodynamic inactivation (aPDI) against
Escherichia coli strains producing extended spectrum B-lactamase (ESBL)”

5t ESP Photobiology School, 11-16.06.2018, Brixen/Bressanone, Wiochy

o Patrycja Ogonowska

Prezentacja ustna: ,Zastosowanie kombinacji inaktywacji fotodynamicznej i
peptydow  przeciwdrobnoustrojowych ~ wobec  wielolekoopornych — szczepow
Pseudomonas aeruginosa”

XXV Konferencja Naukowa Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, 7-8.12.2018, Gdansk, Polska

o Patrycja Ogonowska, Krzysztof P. Bielawski, Joanna Nakonieczna

Poster: ,,RNA purification and selection of a stable reference gene in gPCR technique

— why it matters?”

185



8" Intercollegiate Biotechnology Symposium “Symbioza”, 17-19.05.2019, Warszawa,
Polska

o Patrycja Ogonowska, Krzysztof P. Bielawski, Joanna Nakonieczna

Poster: ,,The effect of photooxidative stress on the expression of genes encoding
virulence factors produced by Staphylococcus aureus”

17" International Congress on Photobiology and 18" Congress of the European Society
for Photobiology, 25-30.08.2019, Barcelona, Hiszpania

o Patrycja Ogonowska, Paulina Czaplewska, Aleksandra Lewandowska, Joanna
Nakonieczna

Prezentacja ustna: ,,A photodynamic approach to inactivate staphylococcal
enterotoxin B”

FEMS Online Conference on Microbiology, 28-31.10.2020, Belgrad, Serbia

o Patrycja Ogonowska, Adrian Kobiela, Danuta Gutowska-Owsiak, Joanna
Nakonieczna

Poster: ,,Antimicrobial photodynamic inactivation against staphylococcal enterotoxin
A —in vitro and ex vivo studies”

19" Congress of the European Society for Photobiology, 30.08.-3.09.2021, Salzburg,

Austria
Granty
o Kierownik projektu dla mlodych naukowcoéw oraz uczestnikow studiow

doktoranckich ,,Wplyw stresu fotooksydacyjnego na poziom ekspresji genow
kodujacych czynniki wirulencji produkowane przez Staphylococcus aureus”, nr
projektu 538-M036-B038-18, 2018

. Wykonawca projektu ,,Wptyw przeciwdrobnoustrojowej fotoinaktywacji na
wirulencje szczepoéw Staphylococcus aureus kolonizujgcych chorych z atopowym
zapaleniem skory: badania in vitro oraz in vivo”, grant NCN OPUS nr
2017/27/BINZ7/02323

Nagrody

o European Society for Photobiology (ESP) Fellowship — stypendium
konferencyjne (2019)

186



o Zwigkszone stypendium z dotacji projakosciowej dla najlepszych doktorantow
MWB UG i GUMed (2018-2022)
o Stypendium Rektora dla najlepszych doktorantow (2018)

Publikacje w materialach pokonferencyjnych
o Patrycja Ogonowska, Krzysztof P. Bielawski, Joanna Nakonieczna
,Antibacterial photodynamic inactivation of superantigens producing Staphylococcus
aureus.” Postepy Mikrobiologii (Advances in Microbiology), tom 56, supplement 1,
2017
o Patrycja Ogonowska, Paulina Czaplewska, Aleksandra Lewandowska, Joanna
Nakonieczna
,»A photodynamic approach to inactivate staphylococcal enterotoxin B”, Federation of
European Microbiological Societies: Book of Abstracts of the FEMS Conference on
Microbiology, 2020, ISBN-978-86-914897-6-2
o Patrycja Ogonowska, Adrian Kobiela, Danuta Gutowska-Owsiak, Joanna
Nakonieczna
,ZAntimicrobial photodynamic inactivation against staphylococcal enterotoxin A — in
vitro and ex vivo studies”, European Society for Photobiology (ed.): Book of Abstracts
of the 19" Congress of the European Society for Photobiology, 2021, ISBN 978-3-200-
07802-4

187



