Aleksandra Rapacka-Zdonczyk

Streszczenie rozprawy doktorskiej pt.

,Mechanizmy adaptacji Staphylococcus aureus do stresu oksydacyjnego indukowanego
metodg fotodynamiczng”.

Gronkowiec zlocisty (Staphylococcus aureus) jest Gram-dodatnim ziarniakiem,
kolonizujacym jame¢ nosowo-gardtowa i skore cztowieka. Ze wzgledu na zdolnos¢ do
wytwarzania szeregu czynnikow wirulencji, w tym enzymow i toksyn, jest waznym klinicznie
czynnikiem etiologicznym wielu zakazen. S. aureus, w szczegdlno$ci szczepy
metycylinooporne (MRSA) moga wywolywac¢ szereg zakazen i chordb, takich jak choroby
skory, tkanek migkkich, choroby uktadowe, zatrucia pokarmowe oraz zespot wstrzasu
toksycznego. Szczepy MRSA charakteryzujg si¢ wysokg lekoopornoscia na skutek
wyksztalcenia szeregu mechanizmow opornosci, €O czyni zakazenia szpitalne wywotane
gronkowcem ztocistym niezwykle trudnymi w leczeniu. Bioragc pod uwagg¢ wzrastajaca
lekooporno$¢ oraz deficyt nowych lekow, istnieje silne zapotrzebowanie na poszukiwanie
nowych terapii przeciw patogenom wielolekoopornym. Jednym z alternatywnych, w stosunku
do klasycznych antybiotykow, rozwigzan jest przeciwdrobnoustrojowa inaktywacja
fotodynamiczna (aPDI), ktéra jest innowacyjng metoda zwalczania drobnoustrojéw, opartg na
wykorzystaniu zwigzku chemicznego, zwanego fotouczulaczem (PS), $wiatla widzialnego
0 odpowiedniej dtugosci fali oraz tlenu czgsteczkowego. Reakcja fotodynamiczna moze
zachodzi¢ wedlug dwoch mechanizméw, ktore zalezag m.in. od st¢zenia tlenu w $rodowisku
oraz struktury PS. W obu mechanizmach dochodzi do absorpcji fotonu przez czasteczke PS,
co prowadzi do jego wzbudzenia. Wzbudzony fotouczulacz reaguje z biomolekutami takimi
jak biatka, kwasy nukleinowe czy lipidy blonowe, ktére nastepnie reaguja z tlenem
czasteczkowym, tworzac rodniki tlenowe i inne reaktywne formy tlenu (mechanizm 1) lub
przekazuja energi¢ bezposrednio na tlen czgsteczkowy, czego efektem jest powstawanie
wysoce reaktywnego tlenu singletowego (mechanizm I1). Reaktywne formy tlenu uszkadzaja
DNA, inaktywuja biatka oraz powoduja peroksydacje lipidow blon komorkowych, ktoére
moga prowadzi¢ do $mierci komodrki bakteryjnej. Terapia $§wiatlem niebieskim (aBL) w
przeciwienstwie do aPDI nie opiera si¢ na wykorzystaniu egzogennych fotouczulaczy, lecz
endogennych zwigzkow o charakterze fotouczulajacym np. wewnatrzkomorkowych porfiryn.
Dotychczasowe badania naszego zespotu wykazaly, ze odpowiedz na fotoinaktywacje jest
szczepowo-zalezna 1 powoduje uszkodzenia materiatu genetycznego w zywych komorkach
bakterii, co moze prowadzi¢ do proceséw adaptacji drobnoustrojow do indukowanego

$wiattem stresu oksydacyjnego. Dlatego jednym z celow niniejszej pracy doktorskiej byta
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identyfikacja markerow genetycznych odpowiedzi S. aureus na fotoinaktywacje. We
wszystkich doswiadczeniach uzyto tacznie 750 szczepdéw, wyizolowanych w latach 2002-
2012 w Szpitalu Wojewodzkim w Gdansku oraz w Szpitalu Wojewodzkim w Koszalinie. W
zalezno$ci od odpowiedzi szczepow na aPDI, izolaty S. aureus sklasyfikowano jako
wrazliwe, $redniowrazliwe lub o podwyzszonej tolerancji. Porownujgc wartosci odpowiedzi
na aPDIl w populacjach MRSA i MSSA, liczba szczepdéw charakteryzujacych si¢ wicksza
tolerancja na aPDI byta wyzsza w tej pierwszej, co pozwolito wnioskowaé, ze szczepy MRSA
sa mniej wrazliwe na ten rodzaj terapii. W celu okre$lenia, czy obserwowane rdznice
w odpowiedzi na aPDI miedzy populacjami MRSA i MSSA sg zwigzane z mechanizmami
lekooporno$ci tych szczepoéw, przeprowadzono pomiar lekowrazliwosci na rutynowo
stosowane antybiotyki oraz identyfikacje mechanizméw lekoopornosci. Nie stwierdzono
korelacji pomiedzy poziomem lekoopornosci a odpowiedzia na aPDI, jak roéwniez
mechanizmem lekoopornosci a odpowiedzig na aPDI, co sugeruje, ze elementy inne niz te
zwigzane z mechanizmami lekoopornosci determinujg obserwowane rdznice miedzy
populacjami szczepéw MRSA i MSSA. W dalszej czesci pracy scharakteryzowano Szczepy
MRSA pod wzglgdem przynaleznosci do grupy agr, typu kasety SCCmec, kompleksu
klonalnego oraz typu spa. Przeprowadzona charakterystyka pozwolita zaobserwowac, ze
szczepy pozbawione funkcjonalnego operonu agr wykazywaty zwigkszona wrazliwo$¢ na
inaktywacje fotodynamiczng. Takze zaklasyfikowanie S. aureus do jednej z czterech
glownych grup polimorficznych operonu agr ujawnilo, ze wystepuja istotne rdznice
w odpowiedzi na aPDI migdzy poszczegdlnymi grupami agr. Natomiast obecnos¢ roéznej
kasety SCCmec nie wplywata na odpowiedz na aPDI. Natomiast grupowanie izolatow w
kompleksy klonalne oraz typy spa umozliwito identyfikacje linii wrazliwych na inaktywacje
fotodynamiczng. Badania ujawnily, Ze konkretne tlo genetyczne moze by¢ czynnikiem
predysponujacym do podwyzszonej tolerancji na inaktywacj¢ fotodynamiczna.

Drugim celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie prawdopodobienstwa rozwoju
tolerancji S. aureus na inaktywacje fotodynamiczng (aPDI/aBL) oraz oznaczenie mechanizmu
obserwowanej adaptacji do stresu oksydacyjnego indukowanego fotoinaktywacja. Zbadano,
czy wielokrotne traktowanie hodowli S. aureus sub-letalnymi dawkami aPDI lub aBL moze
prowadzi¢ do rozwoju tolerancji na obie terapie. Uzyskane wyniki pokazuja, ze sub-letalne
traktowanie aPDI i aBL prowadzito do rozwoju tolerancji u S. aureus, jednak zaobserwowane
zjawisko nie przektadato si¢ na inne typy fotouczulaczy. Obserwowang tolerancje¢ cechuje
stabilno$¢ fenotypowa, co sugeruje, ze jest ona wynikiem zmian genetycznych. Ponadto,

zaobserwowano zwigkszona czgstos¢ mutacji prowadzacych do opornosci na rifampicyng
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oraz zwickszong ekspresje genu polimerazy V podatnej na btedy (umuC), co sugeruje
mozliwy mechanizm rozwoju tolerancji. Dodatkowo, w hodowlach wielokrotnie
traktowanych sub-letalnymi dawkami aBL zaobserwowano zmiany w postaci zwigkszonej
lekowrazliwo$ci na gentamycyn¢ oraz doksycykling, co potwierdza zatozenie, ze

obserwowane zjawisko tolerancji wynika ze zmian genetycznych.



