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Staphylococcus aureus (gronkowiec zlocisty) to jeden z najczesciej wystepujacych patogenow
czlowieka. S. aureus jest odpowiedzialny za wiele chordb, np. zakazenia skory i tkanek miekkich, zapalenie
wsierdzia, ko$ci, bakteriemia. Szacuje sie, ze ok. 30% $§wiatowej populacji jest nosicielami tego gatunku. Przy
czym nosicielstwo dotyczy glownie btony sluzowej nosa. W przypadku niektorych grup ludzi, np. chorych na
atopowe zapalenie skory (AZS), wystepowanie S. aureus zaobserwowano na skorze nawet u 90% badanych.
AZS to niezwykle ucigzliwa choroba, dotyka przede wszystkim dzieci (5-20% na §wiecie), rzadziej wystepuje
u dorostych (1-3% $wiatowej populacji). Choroba ta w znacznym stopniu obniza jako$é zycia pacjentow i ich
rodzin ze wzgledu na manifestacj¢ kliniczng i objawy. AZS jest chorobg przewlekta, nawrotowg i zapalna,
przebiegajacg ze $wigdem. Choroba rozwija si¢ w efekcie wspoldziatania czynnikow genetycznych i
srodowiskowych. Miejscowe leczenie glikokortykosteroidami to terapia pierwszego rzutu w AZS. W leczeniu
stosuje si¢ rowniez inhibitory kalcyneuryny, fototerapic $wiattem nadfioletowym (ktora nie jest
rekomendowana u dzieci), a w przypadku pojawienia si¢ wtornych infekeji bakteryjnych antybiotyki. Problem
polega jednak na tym, ze bakterie bardzo tatwo stajg si¢ oporne na dziatanie antybiotykow, dlatego
dermatolodzy nie rekomendujg wykorzystania antybiotykow w leczeniu AZS. Antybiotyki nie dzialajg
rowniez na czynniki wirulencji.

Kolejnym problemem w zwalczaniu gronkowca ztocistego jest fakt, ze potrafi on wnika¢ do wngtrza
ludzkich komorek, np. komoérek skory takich jak keratynocyty. Antybiotyki nie przenikaja do wnetrza
komorek czlowicka i dlatego wewnatrzkomorkowe bakterie trudno jest zabi¢. Dodatkowo, gronkowiec po
wniknigciu do wnetrza komorki cztowieka przechodzi swego rodzaju transformacje. Transformacja ta polega
na redukcji metabolizmu oraz zmianie produkcji czynnikéw wirulencji. Z tego powodu poszukuje si¢ metod,
ktére moglyby uzupehié, a w niektorych przypadkach nawet zastapi¢ dziatanie antybiotykow.

W przedstawionym projekcie podejmiemy problem zwalczania wewnatrzkomoérkowego S. aureus z
wykorzystaniem fotodynamicznej inaktywacji bakterii (FIB). W pierwszym etapie pracy skupimy si¢ na
analizie procesu wewnatrzkomorkowego bytowania gronkowca w keratynocytach. Poddamy analizie duza
populacje bakterii, ktore wyizolowalismy od pacjentow z AZS. Sprawdzimy, w jaki sposob oddziatlujg z
komorkami skory oraz jaki udzial w tym procesie majg czynniki wirulencji (enterotoksyny). W kolejnym
etapie opracujemy metode, ktora pozwoli na zabicie wewnatrzkomorkowego gronkowca oraz inaktywacje
czynnikow wirulencji przez niego produkowanych. W tym celu zastosujemy FIB. FIB polega na
wykorzystaniu zwigzkow aktywowanych $wiattem i1 $wiatla widzialnego, ktorych potaczone dziatanie w
obecnosci tlenu prowadzi do wytworzenia cytotoksycznych reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych za
niszczenie kluczowych biomolekut bakteryjnych. Inaczej niz w przypadku terapii $wiatlem UV, ktore nie
wnika gleboko w skoére i ma wlasciwo$ci mutagenne, w FIB wykorzystywane jest $wiatto z zakresu
widzialnego. Jest ono bezpieczne dla tkanek ludzkich i penetruje glebsze warstwy skory. W naszych
dotychczasowych badaniach pokazali$my, ze w efekcie dzialania FIB, oprocz zabijania samych komorek
bakteryjnych, mozemy rowniez niszczy¢ czynniki wirulencji produkowane przez te bakterie. Co wazne, jest
to mozliwe przy jednoczesnym zachowaniu bezpieczenstwa dla tkanek cztowieka.

W Laboratorium Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej opracowalismy model zakazonych komorek
skory, dzigki ktoremu bedziemy mogli §ledzi¢ los gronkowca zlocistego w warunkach przypominajacych
zakazong atopowg ludzka skore. Aby $ledzi¢ los bakterii w takiej ztozonym uktadzie zastosujemy metody
immunofluorescencyjne, w ktorych komorki bakterii beda w sposob latwy identyfikowane za pomoca
wytwarzajacych fluorescencje przeciwcial. Bedziemy rowniez $ledzi¢ w czasie rzeczywistym dynamike
wzrostu 1 podzialow zainfekowanych keratynocytow. W naszej kolekcji, dzigki wspotpracy z lekarzami z
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, posiadamy zgromadzone liczne izolaty kliniczne pochodzace od
pacjentow z AZS, ktore w ten sposob bedziemy analizowac. Uzyskane wyniki pozwola nam odpowiedzie¢ na
pytanie, czy sg takie gronkowce, ktore wnikajg do komorek skory efektywniej niz inne oraz czy zastosowanie
FIB bedzie je wydajnie inaktywowac.

Wyniki badan uzyskane w ramach tego projektu przyczynig si¢ z jednej strony do zrozumienia
waznych aspektow oddziatywania gronkowcow z komoérkami gospodarza, z drugiej do opracowania metody,
ktora pozwoli na kontrole zakazen skory atopowej. Wykorzystanie metody FIB, ktora jest skuteczna rowniez
wobec bakterii wielolekopornych, w tym MRSA, pozwoli na ograniczenie stosowania antybiotykow i
przyczyni si¢ w dalszej perspektywie do ograniczenia rosngcego trendu opornosci mikroorganizmow.



