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I. Wstep
I.1. Staphylococcus aureus
I.1.1. Ogélna charakterystyka drobnoustrojow

Termin ,,Staphylococcus” zostal po raz pierwszy uzyty w 1880 r. przez szkockiego
chirurga Alexandra Ogstona, ktory w preparacie z ropnej wydzieliny zaobserwowat
groniaste skupiska komorek drobnoustrojow (Ogston 1881, Newsom 2008). Gronkowce to
Gram-dodatnie ziarenkowce o $rednicy okoto 1 um, ktére nie wykazujg zdolno$ci ruchu
I nie tworza przetrwalnikow. W preparatach mikroskopowych najczesciej ukladajg sie
w skupiska przypominajace grona, cho¢ moga takze wystgpowa¢ w formie dwoinek lub
pojedynczych ziarniakéw. Do cech charakterystycznych tych drobnoustrojow zaliczy¢
mozna produkcje enzymu katalazy oraz zdolno$¢ do wzrostu na prostych podtozach
bakteriologicznych (nie zawierajacych specjalnych sktadnikow odzywczych poza zrodiem
wegla i energii), w warunkach tlenowych lub przy obnizonej zawartos¢ tlenu (wzgledne
beztlenowce) i tolerujacych wysoka zawarto$¢ chlorku sodu (nawet do 15%) (Guo i wsp.
2020, Taylor i Unakal 2022). Gronkowce ogdlnie dzieli si¢ na koagulazododatnie (CPS, ang.
coagulase positive staphylococci) oraz koagulazoujemne (CNS, ang. coagulase negative
staphylococci) ze wzgledu na produkcj¢ enzymu koagulazy, ktory reagujac z protrombina,
prowadzi do aktywacji kaskady wykrzepiania o0socza, powodujac polimeryzacje
fibrynogenu i tworzenie wtoknika. Sposrod obecnie wyrdznianych ponad 45 gatunkow
gronkowcow do CNS zalicza si¢ m.in. S. epidermidis, S. auricularis, S. saprophyticus,
S. capitis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. hominis, S. simulans, S. xylosus, S. warneri.
Wisrod tej grupy gronkowcow wyrozni¢ mozna drobnoustroje wrazliwe na nowobiocyne
(np. S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S. haemolyticus, S. lugdunensis) oraz oporne na
nowobiocyng¢ (np. S. saprophyticus, S. cohnii, S. sciuri, S. arlettae). Natomiast gtdwnym
przedstawicielem gronkowcow koagulazododatnich jest S. aureus, ale do tej grupy zalicza
si¢ takze S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini, S. simiae, S. lutrae i inne (Becker
I wsp. 2014, Gherardi i wsp. 2018, Gonzalez-Martin i wsp. 2020). Na bogatych podtozach
odzywczych gronkowce zlociste tworzg okragte, gtadkie kolonie o ztocistym kolorze, ktory
jest wynikiem produkcji barwnika stafyloksantyny (Xue i wsp. 2019). Na podiozach
z dodatkiem krwi owczej drobnoustroje te wykazuja hemolize (o, B, & lub y) i wyrastaja

W postaci biato-szarych, btyszczacych kolonii (Wang i wsp. 2020). Gronkowce ztociste



posiadajg na powierzchni komorek biatko zwane czynnikiem skupiania (CIf —ang. clumping
factor), ktore wykazuje zdolnos$¢ wigzania fibrynogenu, co zostato wykorzystane w szybkich

testach diagnostycznych (Malachowa i wsp. 2016, Taylor i Unakal, 2022).

1.1.2. Znaczenie kliniczne

Gronkowiec ztocisty moze wystgpowac¢ w roznych miejscach ludzkiego organizmu
jako czg$¢ naturalnego mikrobiomu, np. na skorze, w okolicy odbytu, lecz przedsionek nosa
stanowi jego glowny rezerwuar (Sakr i wsp. 2018). Szacuje sie, ze okoto 20-30% populacji
ludzkiej jest bezobjawowymi nosicielami S. aureus, jednak gdy drobnoustrdj przekroczy
bariery obronne gospodarza i przedostanie si¢ do glebszych tkanek lub krwioobiegu, moze
wywotywac¢ powazne infekcje (Verhoeven i wsp. 2014, Chaves-Moreno i wsp. 2016,
Cheung i wsp. 2021, Flouchi i wsp. 2021, Raineri i wsp. 2022, Howden i wsp. 2023).
S.aureus jest najczestszym patogenem odpowiedzialnym za zakazenia szpitalne
i pozaszpitalne u ludzi, ktore obejmuja zaréwno infekcje skory i tkanek migkkich
(np. ropnie, czyraki, zakazenia ran, gronkowcowy zespot oparzonej skory), jak i choroby
zagrazajace zyciu, takie jak bakteriemia, infekcyjne zapalenie wsierdzia, sepsa i zespot
wstrzasu septycznego. Drobnoustroje te sa rowniez wiodagcym czynnikiem etiologicznym
zakazen biofilmowych zwigzanych ze stosowaniem biomateriatow, szpitalnych zapalen ptuc
oraz zatru¢ pokarmowych (Tong i wsp. 2015, Turner i wsp. 2019, Cheung i wsp. 2021,
Wojcik-Bojek i wsp. 2022). Zdolno$¢ S. aureus do przezywania poza organizmem
gospodarza, np. na sprzecie medycznym i powierzchniach szpitalnych pozwala na szybkie
rozprzestrzenianie tych bakterii wérdd chorych czy personelu szpitala i stanowi wazne
zrodto i drogg szerzenia si¢ tych zakazen. Hospitalizowani nosiciele gronkowca ztocistego
poddawani zabiegom chirurgicznym, dializom, a takze pacjenci z cigzkimi chorobami
wspolistniejacymi znajdujg si¢ W grupie wysokiego ryzyka rozwoju zagrazajacych zyciu
infekcji gronkowcowych (Vanegas i wsp. 2021, Pongbangli i wsp. 2021). Leczenie
pacjentow z grup ryzyka zakazonych S. aureus czesto wigze si¢ z dluzszym pobytem
w szpitalu, wyzszym kosztem opieki i wyzsza $miertelnoscig (Tong i wsp. 2015, Bello-
Chavolla i wsp. 2018, Lu i wsp. 2021). Wszystkie te czynniki utrudniaja walke z infekcjami
gronkowcowymi. Badania wykazaty, ze w 2019 r. z powodu zakazen S. aureus zmarto 1,1

miliona ludzi na $wiecie, co stawia te drobnoustroje na pierwszym miejscu pod wzgledem



liczby zgonow z 33. objetych badaniem patogenow (GBD 2019 Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2022).

1.1.3. Czynniki wirulencji S. aureus

Sukces S. aureus jako patogenu opiera si¢ na wykorzystaniu wielu czynnikéw
wirulencji oraz szybkiej zmianie ich ekspresji w zaleznosci od warunkéw srodowiskowych
dzieki obecnosci dwusktadnikowych systemow sensorycznych (TCS, ang. two-component
systems) (Jenul i Horswill 2019). Czynniki te pomagaja gronkowcom unika¢ odpowiedzi
uktadu odpornosciowego gospodarza, sprzyjaja kolonizacji, uszkodzeniu tkanek
I rozprzestrzenianiu si¢ do glebszych narzadéow (Dayan i wsp. 2016, Pérez i wsp. 2020,
Shettigar i wsp. 2020). Czes¢ z nich jest bezposrednio zwigzana z ostonami komorek tych
drobnoustrojow, zas inne wydzielane sg na zewnatrz do §rodowiska otaczajacego komorki
(Ryc. 1.). W Publikacji 1. [P1], stanowigcej czg¢$¢ niniejszej rozprawy, przedstawiono
w Tabeli 1. najwazniejsze czynniki chorobotworczosci S. aureus wraz z ich funkcjami oraz
opisano, w jaki sposob dzigki ich zastosowaniu gronkowce ztociste interferuja z aktywnoscia

uktadu odpornosciowego.
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Ryc. 1. Najwazniejsze czynniki wirulencji Staphylococcus aureus.
(na podstawie Dayan i wsp. 2016, utworzono przy uzyciu Biorender.com)



Rozwoj infekcji gronkowcowej rozpoczyna wniknigcie patogenu poprzez
uszkodzonag skore lub blony §luzowe do wngtrza organizmu. S. aureus skutecznie kolonizuje
tkanki gospodarza, wykorzystujac do tego celu powierzchniowe czynniki wirulencji
umozliwiajace proces adhezji, takie jak polisacharydy otoczkowe czy sktadniki Sciany
komorkowej, W tym najwazniejsze wsrod nich biatka MSCRAMMSs (ang. microbial surface
components  recognising adhesive matrix molecules). Bialkka MSCRAMMSs
to powierzchniowe adhezyny zakotwiczone w $cianie komorkowej drobnoustroju, ktore
wigzg si¢ z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej gospodarza (ECM, ang. extracellular
matrix), do ktorych naleza migdzy innymi: kolagen, fibrynogen, fibronektyna, witronektyna,
elastyna (Foster i wsp. 2014, Cheung i wsp. 2021). Ponadto biatka adhezyjne gronkowcow
petnig szereg funkcji zwigzanych z unikaniem odpowiedzi odpornosciowej, co zostalo
opisane w Publikacji P1. W kolejnym etapie zakazenia S. aureus zwigksza ekspresje genow
kodujacych toksyny i enzymy, ktore zapewniaja dalszg inwazje. Wydzielane na zewnatrz
enzymy, takie jak proteazy, lipazy, nukleazy powoduja degradacj¢ otaczajacej tkanki
| ulatwiajg rozprzestrzenianie si¢ patogenu (Dayan i wsp. 2016, Tam i Torres 2019, Raineri
i wsp. 2022). Gronkowiec ztocisty produkuje takze szerokg game toksyn, m.in. toksyny
cytolityczne, ktore powoduja lize roznego typu komorek, w tym komoérek uktadu

odpornosciowego, co zostato szerzej omowione w Publikacji P1.

S. aureus moze réwniez chroni¢ si¢ w komorkach gospodarza i w ten sposob unikac
dziatania wielu mechanizmoéw uktadu odpornosciowego (przyktadowo litycznej aktywnosci
dopetniacza czy dzialania przeciwciat). Wewnatrzkomdrkowe przezywanie S. aureus
uznawane jest za jedng z przyczyn nawrotow infekcji, bo drobnoustroje te sa zdolne do
inwazji réoznych typéw komorek, w tym komorek nabtonka i §rodbtonka, keratynocytow
I osteoblastow, a nawet fagocytow, takich jak neutrofile i monocyty/makrofagi (Hommes
i Surewaard 2022, Li i wsp. 2022). Gronkowce ztociste moga przezywac, a nawet namnazac

si¢ w fagosomach komorek fagocytarnych, co zostato opisane w Publikacji P1.

1.1.4. Tworzenie biofilmu

Szacuje sig, ze ponad 65% zakazen szpitalnych, 80% zakazen przewlektych 1 60%
wszystkich zakazen bakteryjnych u ludzi rozwija si¢ z udziatlem biofilmu (Jamal i wsp. 2018,
Assefa i Amare 2022). Tworzenie biofilmu stanowi bowiem wazny ,,czynnik” wirulencji,

ktory umozliwia unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza, ochrone przed
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niekorzystnymi warunkami $§rodowiskowymi, jak réwniez przed ukierunkowanym
dziataniem $rodkow przeciwdrobnoustrojowych (Vestby i wsp. 2020). Biofilm definiuje si¢
jako zlozong struktur¢ mikroorganizmow pokryta zewnatrzkomorkows substancjg
polimerowg (EPS, ang. extracellular polymeric substance), ktora to struktura przylega do
powierzchni biotycznych i abiotycznych lub moze wystepowa¢ w postaci wolnej jako

agregaty drobnoustrojow pokryte EPS (Costerton i wsp. 1999, Flemming i wsp. 2016).

Biofilmy gronkowcowe charakteryzuje wysoki stopien heterogeniczno$ci komorek,
ktore tworza odrgbne, wyspecjalizowane do pelnienia réznych funkcji subpopulacje.
W przebiegu infekcji gronkowcowych, bardzo cz¢sto dochodzi do utworzenia biofilmu
w tkankach gospodarza, w tym w przewleklych ranach, albo na zastosowanych
biomateriatach, np. na implantach czy cewnikach (Otto 2018, Schilcher i Horswill 2020,
Pietrocola i wsp. 2022). Jest to ztozony proces, jednak mozna wyrdézni¢ kilka glownych
etapow tworzenia si¢ biofilmu osiadtego (Ryc.2.), wspdlnych dla wigkszosci
drobnoustrojow. Na poczatku komorki planktonowe adherujg do powierzchni — najpierw
dzigki dziataniu m.in. sit van der Waalsa, sit elektrostatycznych i oddziatywan
hydrofobowych dochodzi do wstepnej adhezji odwracalnej, a nastgpnie przy udziale
adhezyn drobnoustrojow i odpowiednich receptoréw na powierzchni zachodzi adhezja
nieodwracalna. W kolejnym etapie komorki drobnoustrojow intensywnie proliferuja,
formujac mikrokolonie i produkujg EPS, ktory tworzy macierz biofilmu. W sktad macierzy
wchodzg gtéwnie: woda, polisacharydy, biatka, lipidy/glikolipidy i zewnatrzkomorkowy
DNA (eDNA, ang. extracellular DNA). Dojrzaty biofilm moze mie¢ struktur¢ warstwy
rowno pokrywajacej powierzchnig, ale czesciej to trojwymiarowa struktura z wyniesionymi
rozbudowanymi mikrokoloniami bakterii o ksztalcie przypominajagcym kolumny lub
owocniki grzybow i wystepujacymi miedzy nimi kanatami wypetnionymi woda. W procesie
dyspersji dochodzi zas do odrywania i uwalniania fragmentéw biofilmu lub pojedynczych
komorek drobnoustrojow, co w przypadku biofilméw patologicznych prowadzi do

rozprzestrzeniania si¢ infekcji (Otto 2018, Rumbaugh i Sauer 2020, Tran i wsp. 2023).
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Ryc. 2. Etapy tworzenia si¢ osiadlego biofilmu drobnoustrojéw, w tym
S. aureus.

(utworzono przy uzyciu Biorender.com)

Komorki w biofilmie wykazuja znacznie wyzsza (w literaturze opisuje si¢ od 10-
krotnie do 1000-krotnie razy wyzsza) opornosé/tolerancje na dziatanie $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych, srodkow dezynfekcyjnych, a takze mechanizméw obronnych
gospodarza w porownaniu do ich form planktonowych (Hoiby i wsp. 2010, Schilcher
i Horswill 2020). Wysoka tolerancja biofilmu ma charakter wieloczynnikowy, obejmujacy
m.in. macierz petniaca funkcje ochronne, zréznicowanie metaboliczne komorek wewnatrz
biofilmu, aktywno$¢ pomp efluksowych (ang. drug efflux pumps), wystepowanie komoérek
przetrwatych (ang. persisters) czy horyzontalny transfer genéw miedzy komoérkami
w biofilmie (Alav i wsp. 2018, Flemming i wsp. 2023, Tran i wsp. 2023). W konsekwenciji,
zwalczanie biofilmu jest bardzo trudne, moze dojs¢ do rozwoju infekcji przewlektych i/lub
nawracajacych, a dostepne opcje terapeutyczne sa czesto niewystarczajace do eradykacji

patogenow (Hall i Mah 2017, Schilcher i Horswill 2020).

1.1.5. Antybiotykoopornos¢

Zjawisko lekoopornosci drobnoustrojow, wywotane m.in. nadmierng konsumpcjg
antybiotykow jako czynnikiem selekcyjnym, to jedno z najwickszych wyzwan wspotczesnej
opieki zdrowotnej i firm farmaceutycznych. Najtrudniejsze w leczeniu sa zakazenia
wywotywane przez szczepy wielolekooporne, w tym zaliczane do tzw. grupy ESKAPE
(akronim od nazw gatunkowych/rodzajowych drobnoustrojow wchodzacych w sktad tej
grupy). Do grupy tej naleza takze bakterie z gatunku S. aureus, ktore przez dekady od

momentu wprowadzenia antybiotykow do lecznictwa nabywaly opornosci. Obecnie znane
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sa szczepy gronkowcow oporne Na wiekszos¢ dostepnych antybiotykow (Foster 2017,
Mulani i wsp. 2019).

Kiedy w latach 40. XX wieku zaczgto stosowaé naturalng penicyling do leczenia
zakazen u ludzi, juz kilka lat pozniej odnotowano pierwsze przypadki izolacji szczepow
S. aureus opornych na ten antybiotyk. Szczepy te wytwarzaty enzymy penicylinazy, ktore
hydrolizujag  pierscien p-laktamowy penicyliny odpowiedzialny za aktywnos¢
przeciwbakteryjng. Obecnie praktycznie kazdy szczep S. aureus produkuje penicylinazy.
Dlatego pod koniec lat 50. wprowadzono metycyline — potsyntetyczng penicyling, ktora jest
niewrazliwa na dziatanie penicylinaz. Jednak zaledwie dwa lata po rozpoczgciu jej
stosowania, naukowcy zidentyfikowali pierwszy szczep S. aureus oporny na metycyling
(MRSA, ang. methicillin-resistant S. aureus). Mechanizm tej opornos$ci polega na produkcji
zmienionego biatka enzymatycznego wiazacego penicyliny — PBP (ang. penicillin-binding
protein), gtownie PBP2 (zmienione biatko opisuje si¢ symbolem PBP2a lub PBP2’), ktore
bierze udzial w syntezie peptydoglikanu $ciany komoérkowej gronkowcow. Obecno$¢
zmienionego biatka PBP o zmniejszonym powinowactwie do wigkszosci antybiotykow f3-
laktamowych, pozwala mimo ich obecnos$ci przezywac i rozwijac si¢ tym bakteriom (Turner
i wsp. 2019, Guo i wsp. 2020). Wsréd szczepow MRSA mozna wyrdzni¢ szczepy
pochodzenia szpitalnego HA-MRSA (ang. hospital-acquired MRSA), pozaszpitalnego CA-
MRSA (ang. community-associated MRSA) oraz zwierzecego LA-MRSA (ang. livestock-
associated MRSA), ktore powstaly niezaleznie od siebie i rdznig sie m.in.
antybiotykowrazliwosciag oraz typami wywotywanych zakazen (Turner i wsp. 2019,
Tsouklidis i wsp. 2020). W przypadku zakazen MRSA stosuje si¢ wankomycyne jako
antybiotyk pierwszego rzutu. Niestety w ciggu ostatnich dwoch dekad pojawily si¢ szczepy
Kliniczne S. aureus o s$redniej lub catkowitej oporno$ci na wankomycyng: VISA
(ang. vancomycin-intermediate S. aureus), VRSA (ang. vancomycin-resistant S. aureus),
€O stanowi powazny problem. Za catkowitg opornos¢ na ten antybiotyk odpowiada m.in. gen
vanA, ktory koduje ligaze umozliwiajaca tworzenie podstawnikow peptydowych
w peptydoglikanie  zawierajacych ~ D-Ala-D-mleczan zamiast D-Ala-D-Ala (uktad
aminokwasow niezbgdny dla dziatania antybiotykow glikopeptydowych) w trakcie syntezy
peptydoglikanu. Gronkowce nabyty klaster genéw van na drodze horyzontalnego transferu
gendow prawdopodobnie od wankomycynoopornych szczepow enterokokow. W przypadku
szczepéw VISA powodem obnizonej wrazliwosci na wankomycyne jest akumulacja

mutacji, ktora spowodowata m.in. pogrubienie Sciany komoérkowej tych drobnoustrojow
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(Cong i wsp. 2019). W ciezkich przypadkach zakazen MRSA w leczeniu stosuje si¢ np.
teikoplaning, linezolid, daptomycyne, tygecykling, dalbawancyne czy ceftobiprol (Guo
i wsp. 2020). Jednak biorgc pod uwage szybkos¢, z jakg S. aureus rozwija oporno$¢ na

antybiotyki, potrzebne sa nowe metody zwalczania i prewencji tych zakazen.

1.1.6. Alternatywne sposoby zwalczania zakazen gronkowcowych

Rosnaca lekoopornos$¢ gronkowcow, udziat biofilmu w przebiegu zakazen oraz brak
skuteczno$ci stosowanej antybiotykoterapii wymuszaja konieczno$¢ poszukiwania
I opracowywania nowych, alternatywnych metod leczenia zakazen gronkowcowych. Wsrod
nich mozna wyrdzni¢ kilka gtownych nurtow: (i) wprowadzanie nowych s$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych (m.in. fitozwigzki, chelatory metali, nanoczastki, peptydy
przeciwdrobnoustrojowe,  biosurfaktanty, = enzymy, bakteriofagi, przeciwciata);
(if) modyfikowanie powierzchni sprzetow medycznych oraz implantow w celu
zahamowania adhezji S. aureus; (iii) zastosowanie istniejacych juz metod leczniczych
w nowym celu (np. ultradzwieki, terapia fotodynamiczna) (Suresh i wsp. 2019).
Do najczeSciej stosowanych alternatywnych, eksperymentalnych metod zwalczania zakazen

gronkowcowych nalezg terapia fotodynamiczna i fagoterapia.

Terapia fotodynamiczna stosowana byta poczatkowo glownie w leczeniu zmian
nowotworowych, jednak badania wykazaly jej skuteczno$¢ takze przeciwko zakazeniom
bakteryjnym, wirusowym oraz grzybiczym (Aroso i wsp. 2021). Fotodynamiczna
inaktywacja (PDI, ang. photodynamic inactivation), okreslana réwniez jako fotodynamiczna
chemoterapia przeciwdrobnoustrojowa (PACT, ang. photodynamic antimicrobial
chemotherapy) to metoda niszczenia mikroorganizméw poprzez wywotywanie stresu
oksydacyjnego w ich komorkach (Pucelnik i Dgbrowski 2022). Mechanizm jej dziatania
opiera si¢ na wykorzystaniu barwnikéw zwanych fotouczulaczami, ktére pod wptywem
$wiatla widzialnego ulegaja ekscytacji, a nastgpnie oddaja energi¢ w postaci elektronow
dostepnym w otoczeniu akceptorom (np. czasteczkom tlenu), prowadzac do powstawania
zwigzkéw 0 charakterze cytotoksycznym, takich jak reaktywne formy tlenu (ROS,
ang. reactive oxygen species) (Pérez i wsp. 2021). ROS powodujg wiele zmian w komoérkach
drobnoustrojéw, m.in. uszkodzenie bton cytoplazmatycznych, co w efekcie prowadzi do
wycieku sktadnikow komorkowych, zahamowania transportu btonowego oraz dziatania
enzymoéw. Moga tez bezposrednio uszkadza¢ kwasy nukleinowe, np. przez modyfikacje
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nukleotydéw prowadzace do mutacji, przerywanie tancucha DNA (Fu i wsp. 2013, Dryden
2018, Aroso i wsp. 2021). Efektywno$¢ PDI warunkuje wybdér odpowiedniego
fotouczulacza — jego struktura oraz zastosowana dawka, jak roéwniez odpowiednia dawka
swiatta, tak aby ROS byly generowane we wlasciwym miejscu i czasie z wystarczajgco
wysoka wydajnoscia. W przypadku zakazen gronkowcowych do najczesciej stosowanych
zwigzkow naleza pochodne porfirynowe oraz fenotiazynowe barwniki kationowe (btekit
toluidynowy O i btekit metylenowy) (Pérez i wsp. 2021, Pucelnik i Dgbrowski 2022).
Fotodynamiczna terapia przeciwdrobnoustrojowa moze sprawdzi¢ si¢ w leczeniu infekcji
miejscowych, np. chorob przyzgbia, ran oparzeniowych, owrzodzeniowych
I pooperacyjnych (Dai i wsp. 2009, Panto i wsp. 2020, Vallejo i wsp. 2021). Liczne badania
potwierdzaja skutecznos¢ PDI w przypadku zakazen skory i tkanek migkkich
wywotywanych przez S. aureus (Branco i wsp. 2018, Braz i wsp. 2020, Akhtar i Khan 2021).
Réznorodnos¢ generowanych ROS i ich wysoka reaktywnos$¢ sprawia, ze oporno$¢ na
fotodynamiczng inaktywacje jest obserwowana znacznie rzadziej niz w stosunku do
antybiotykow. Nalezy jednak zauwazy¢, ze komorki bakteryjne posiadaja enzymy
i antyoksydanty, ktore ograniczaja dzialanie stresu oksydacyjnego, jak na przyktad
dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza czy glutation. Niemniej, bakterie nie wyksztalcity

jeszcze opornosci na dziatanie tlenu singletowego (Maisch 2015).

Fagoterapia (inaczej terapia fagowa) to metoda zwalczania zakazen bakteryjnych
przy uzyciu bakteriofagéw, czyli wirusow naturalnie atakujacych bakterie. W tym celu
wykorzystuje si¢ fagi przechodzace cykl lityczny, w ktérym po zainfekowaniu i namnozeniu
wirusoOw w komorce bakteryjnej dochodzi do jej lizy. Jedng z glownych zalet tej terapii jest
duza swoistos$¢ fagow w stosunku do gospodarza czyli okreslonego gatunku, a czasem nawet
szczepu bakterii. Dzigki temu patogenne szczepy bakterii sg eliminowane bez naruszania
naturalnego mikrobiomu organizmu cztowieka. Z drugiej strony wysoka specyficznosé¢
ogranicza zastosowanie terapii fagowej w zakazeniach mieszanych czy o nieznanej etiologii.
Kolejna istotng wiasciwoscia fagdw jest to, ze ich liczba wzrasta wraz z nasileniem wzrostu
bakterii oraz spada w chwili zmniejszania si¢ liczby komorek bakteryjnych. Dziatanie
bakteriofagéw ogranicza si¢ wigc jedynie do miejsca zakazenia i ulega wygaszeniu po
eliminacji drobnoustrojow, co przeklada si¢ na wyzsze bezpieczenstwo i tolerancje tej
metody przez organizm (Principi i wsp. 2019, Walsh i wsp. 2021). Jednakze bakterie moga
rozwija¢ mechanizmy opornosci na fagi, ktore powodujg zakidcenie cyklu litycznego na

roéznych etapach, jak na przyktad spontaniczne mutacje, systemy restrykcji-modyfikacji czy
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adaptacyjny system obrony CRISPR-Cas (Oechslin 2018, Walsh i wsp. 2021). Gléwnym
czynnikiem warunkujacym oporno$¢ na fagi jest modyfikacja struktury sktadnikow
powierzchniowych na komoérkach bakteryjnych, bowiem stanowig one receptory dla fagow,
a tym samym determinujg ich specyficznos¢ (Oechslin 2018). Warto jednak podkresli¢, ze
wiele z tych powierzchniowych receptoréw peni rowniez funkcj¢ czynnikéw wirulencji
bakterii, wigc zmiana ich struktury moze wigza¢ si¢ ze spadkiem zjadliwosci patogenow
(Leon i Bastias 2015). Ponadto, zastosowanie koktajli fagowych (dwoch lub wiecej fagow
podawanych rownoczeSnic) poszerza zakres dziatania terapii i zmniejsza

prawdopodobienstwo rozwoju fagoopornosci u bakterii (Abedon i wsp. 2021).

W badaniach wykazano, ze terapia fagowa jest skuteczna w leczeniu wielu typow
zakazen wywotywanych przez S. aureus, w tym przez szczepy MRSA (Fish i wsp. 2018,
Morozova i wsp. 2018, Petrovic Fabijan i wsp. 2020, Oduor i wsp. 2020). W bazie NCBI
(ang. National Center for Biotechnology Information) mozna znalez¢ informacje o 69.
genomach fagow specyficznych dla gronkowcow, w tym 26. i 43. genomach nalezacych
odpowiednio do rodzin bakteriofagéw Podoviridae i Myoviridae (Kornienko i wsp. 2020).
Pomimo tego, zaréwno Europejska Agencja Lekéw (EMA), jak i Agencja Zywnosci
i Lekow (FDA), nie zatwierdzita jeszcze zadnego produktu fagowego do stosowania
w terapii u ludzi (Brives i Pourraz 2020). Fagi sa najczgéciej wykorzystywane w sytuacji,
gdy zostang wyczerpane tradycyjne opcje leczenia, za$ ocena terapeutyczna opiera si¢
gtownie na raportach lub analizach poprzednich przypadkéw klinicznych (Atshan i wsp.
2023, Suh i wsp. 2022). Powodem takiego stanu rzeczy moze by¢ fakt, ze fagoterapia ma
swoje ograniczenia. Oprocz wymienionego wczesniej problemu nabywania opornosci na
fagi, trzeba rowniez wskaza¢ na: zlozone interakcje fagow z ukladem odpornosciowym
gospodarza, trudnosci w doborze fagéw, w tym posiadajacych genomy pozbawione gendéw
opornosci na antybiotyki czy genow kodujacych czynniki wirulencji bakterii itp., az w koncu
problemy z opracowaniem stabilnych formut farmaceutycznych preparatow fagowych

(Principi i wsp. 2019).

1.2. Ekstrakty roslinne w zwalczaniu zakazen gronkowcowych

Odkrywanie i opracowywanie nowych klas antybiotykow jest coraz trudniejsze.
W $wietle kryzysu antybiotykoterapii poszukiwanie niekonwencjonalnych strategii

leczenia, w tym alternatyw dla  powszechnie  stosowanych  $rodkow
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przeciwdrobnoustrojowych stanowi jeden z wiodacych trendow badan. Juz w czasach
starozytnych wykorzystywano ro$liny i ziota do zwalczania i wspomagania leczenia chorob
zakaznych u ludzi, s3 one bowiem waznym zrdodlem substancji leczniczych. Statystyki
pokazuja, ze okolo 50% farmaceutykéw zawiera substancje czynne Syntetyzowane
z wezesniej  zidentyfikowanych/wyizolowanych zwigzkow pochodzacych z ro$lin lub
zwierzat (Swolana i wsp. 2021). Za wlasciwosci bioaktywne roslin odpowiadaja gtownie
metabolity wtorne — grupa zréznicowanych biochemicznie substancji wytwarzanych przez
komorki roslinne z wykorzystaniem pobocznych szlakéw metabolicznych funkcjonujgcych
obok szlakéw metabolizmu podstawowego. Cho¢ zwigzki te nie sa kluczowe dla wzrostu
danej rosliny, to odgrywajg wazng rol¢ w konkurencji migdzygatunkowej oraz ochronie
przed roslinozercami i drobnoustrojami patogennymi dla roslin (Wu i wsp. 2019, Gorlenko
i wsp. 2020). Do metabolitow wtornych zalicza si¢ m.in. terpenoidy, zwigzki fenolowe
(kwasy fenolowe i polifenole), alkaloidy, saponiny, lipidy, kwasy organiczne czy olejki
eteryczne stanowigce ztozone mieszaniny wielu zwigzkéw. Metabolity wtorne roslin
wykazuja rozne wilasciwosci prozdrowotne - w literaturze najczeSciej opisywane sg
wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwalergiczne, hepatoprotekcyjne,
przeciwzakrzepowe, przeciwnowotworowe i przeciwdrobnoustrojowe (Roézalska i wsp.
2018, Suresh i wsp. 2019, Sadowska i wsp. 2019, Gorlenko i wsp. 2020, Sadowska i wsp.
2020, Swolana i wsp. 2021, Wojcik-Bojek i wsp. 2021).

W kontek$cie leczenia oraz zapobiegania infekcjom, szczegdlnie istotne sg
wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe  zwigzkow  pochodzenia  ro$linnego. Poza
bezposrednig aktywnoscig biostatyczna/biobodjcza, dzialanie preparatow roslinnych moze
réwniez polega¢ na: (i) hamowaniu adhezji i przylegania drobnoustrojow; (ii) hamowaniu
agregacji bakterii i tworzenia macierzy biofilmu; (iii) zaktocaniu komunikacji migdzy
komorkami  mikroorganizméw z  wykorzystaniem  systemOw  QUOrum-sensing;
(iv) zmniejszeniu produkcji czynnikoéw wirulencji; (v) aktywacji uktadu odpornosciowego

gospodarza (immunomodulacja) (Wang i wsp. 2018, Lu i wsp. 2019).

Inicjacja infekcji gronkowcowych zalezy gtdéwnie od wiasciwosci adhezyjnych tych
drobnoustrojow. Blokowanie adhezji gronkowcoéw moze wigc znaczaco ograniczy¢ dalszy
rozwoj zakazenia, w tym tworzenie biofilmu, stanowigc tym samym cel dziatania $rodkow
terapeutycznych. Jednym z obiecujacych sposobow hamowania adhezji gronkowcow jest
zablokowanie aktywnos$ci sortazy A (SrtA) - enzymu odpowiedzialnego za przytaczanie

powierzchniowych  bialek adhezyjnych S. aureus =zawierajgcych C-koncowy
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pentapeptydowy motyw LPXTG (akronim od sktadu aminokwasowego tego fragmentu:
Leu-Pro-X-Thr-Gly, gdzie X oznacza dowolny aminokwas) do peptydoglikanu sciany
komorkowej. Do najwazniejszych adhezyn posiadajacych ten motyw nalezg biatka
MSCRAMMs, dlatego SrtA stanowi jeden z pozadanych celow w rozwoju lekow oraz
szczepionek przeciwgronkowcowych (Wu i wsp. 2019). Ming i1 wsp. (2017) wykazali, ze
kemferol, zwigzek nalezacy do flawonoli, zastosowany w stg¢zeniu 64 pg/ml hamowat
tworzenie biofilmu S. aureus ATCC 29213 az o 80%. Co ciekawe, zwigzek ten nie wptywat
na wzrost bakterii planktonowych w badanym zakresie stezen (64-256 ug/ml).
Obserwowany efekt przeciwbiofilmowy wedtug autoréw pracy byt wynikiem zahamowania
adhezji S. aureus poprzez obnizenie aktywno$ci SrtA oraz ekspresji genow zwigzanych
z adhezjg (Ming i wsp. 2017). Na podstawie innych doniesien literaturowych, do zwigzkow
pochodzenia roslinnego skutecznie blokujacych SrtA zaliczy¢ mozna takze m.in. chalkon
(Zhang i wsp. 2017), erianing (Ouyang i wsp. 2018), izowiteksyne (Mu i wsp. 2018), kwas
chlorogenowy (Wang i wsp. 2015) i kurkuming (Niu i wsp. 2019). Niektore preparaty
ro$linne, oprocz wlasciwosci przeciwbiofilmowych, wzmagaly réwniez efekt
zastosowanego pozniej antybiotyku. Przyktadowo, bogata w kwas elagowy frakcja ekstraktu
z korzenia jezyny Rubus ulmifolius byta skuteczna w zapobieganiu tworzenia si¢ biofilmu
S. aureus, niezaleznie od badanego szczepu, a takze zwigkszata wrazliwos$¢ drobnoustroju

na daptomycyne, klindamycyne 1 oksacyling (Quave i wsp. 2012).

Zwiazki pochodzenia roslinnego moga zaburza¢ formowanie biofilmu gronkowcow
takze poprzez hamowanie tworzenia si¢ struktur amyloidopodobnych biatka Bap, bedacych
rusztowaniem macierzy biofilmu tych bakterii, w tym S. aureus. Takie wlasciwosci
wykazano w przypadku flawonoidow - kwercetyny, mirycetyny i skutelareiny. Ponadto,
kwercetyna i mirycetyna znacznie ostabiaty zdolnos$¢ S. aureus do kolonizacji cewnikoéw
invivo (Matilla-Cuenca i wsp. 2020). We wczesniejszych badaniach naszego Zespotu
wykazano zahamowanie adhezji szczepoéw gronkowca zlocistego do powierzchni
abiotycznych i pokrytych biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej oraz ograniczenie
tworzenia biofilmu przez te drobnoustroje, stosujac frakcje fenolowe i niepolarne ekstraktow
z lidci, galazek i owocow rokitnika zwyczajnego (Elaeagnus rhamnoides (L.) A. Nelson)
oraz ekstrakt z miodunki plamistej (Pulmonaria officinalis L.) (Rozalska i wsp. 2018,

Sadowska i wsp. 2019).

W ostatnich latach podnosi si¢ rowniez znaczenie zwigzkow pochodzenia roslinnego

w modulacji odpowiedzi immunologicznej gospodarza (Yahfoufi i wsp. 2018, Shakoor
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I wsp. 2021). Ekstrakty etanolowe z Eucalyptus spp. (testowano 17 gatunkow roslin)
wykazaly dzialanie przeciwzapalne, hamujac produkcje tlenku azotu i TNF-a przez
makrofagi RAW 264.7 wystawione na dziatanie LPS i IFN-y (Akhtar i wsp. 2016). Zaragoza
i wsp. (2020) sprawdzali aktywno$¢ immunomodulacyjng wybranych dihydroflawonow,
flawonow i flawonoli na komorkach krwi petnej stymulowanych LPS. Zaobserwowano, ze
flawonoidy moga wywiera¢ rozne efekty: kwercetyna, naringenina, naringina i diosmetyna
znaczgco hamowaty produkcj¢ TNF-a, IL-13, IL-6 and IL-8, podczas gdy rutyna i diosmina
nie (Zaragoza i wsp. 2020). Mendes i wsp. (2019) badali metabolizm ludzkich makrofagow
prozapalnych (M1) wyprowadzonych z linii THP-1 w odpowiedzi na wybrane biologicznie
aktywne flawonoidy i potwierdzili ich dziatanie immunomodulujace. Stwierdzono obnizenie
aktywno$ci  glikolitycznej  (wszystkie  badane  flawonoidy),  przeciwzapalne
przeprogramowanie cyklu kwasoéw trikarboksylowych (TCA) objawiajace si¢ m.in.
obnizeniem poziomu bursztynianu i wzrostem poziomu cytrynianu (gléwnie kwercetyna),
nasilong ochrong¢ antyoksydacyjna poprzez zwigkszenie poziomu glutationu (GSH)
(kwercetyna), osmoregulacj¢ (naringina) oraz wplyw na poziom choliny
I glicerofosfocholiny, a tym samym mozliwg modyfikacj¢ btony (naryngenina) (Mendes
I wsp. 2019). W poprzednich badaniach naszego Zespotu wykazano, ze ekstrakty z rokitnika
zwyczajnego (E. rhamnoides (L.) A. Nelson) moga poprawiac fizjologiczng barier¢ jelitowa
i skorng poprzez zwigkszenie ekspozycji czasteczek adhezyjnych ICAM-1 na komorkach
nabtonka okre¢znicy i nasilenie produkcji 1L-8 przez fibroblasty skory (Sadowska i wsp.
2020).

1.3. Charakterystyka ekstraktow z kaliny koralowej (Viburnum opulus L.)

Kalina koralowa (Viburnum opulus L.), ktorej ekstrakty byly przedmiotem badan
w prezentowanej pracy doktorskiej, jest gatunkiem krzewu z rodziny pizmaczkowatych
(Adoxaceae). Kalina wystepuje powszechnie w Europie, potnocnej oraz srodkowej Azji,
atakze w potnocnej Afryce (Kajszczak i wsp. 2020). Ro$lina ta posiada szereg
prozdrowotnych ~ wilasciwosci,  wykazujgc  m.in.  dziatanie  antyoksydacyjne,
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne i przeciwnowotworowe (Bubulica i wsp. 2012,
Kalinkevich 1 wsp. 2014, Ceylan i wsp. 2018, Barak i wsp. 2019). Z tego powodu jest
szeroko stosowana w medycynie naturalnej w przypadku bolesnych i obfitych krwawien

menstruacyjnych, skurczow macicy, napigciu migsniowym, zylakach, kaszlu, przezigbienia,
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goraczki, astmy czy chorob reumatoidalnych (Zayachkivska i wsp. 2006, Ersoy i wsp. 2017,
Kajszczak i wsp. 2020). Wykorzystuje si¢ rozne czesci tego krzewu, lecz gtdownie sg to
owoce oraz kora (Kajszczak i wsp. 2020).

Badane w prezentowanej dysertacji acetonowe, etanolowe oraz wodne ekstrakty
z owocow i kory kaliny koralowej (V. opulus L.) zostaty przygotowane oraz przebadane pod
katem ich sktadu biochemicznego w Instytucie Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci Politechniki todzkiej. Stwierdzono, ze
ekstrakty z owocow zawieraly wiecej cukru oraz kwasoéw organicznych niz ekstrakty z kory.
Natomiast ekstrakty z kory byly bogatsze w zwigzki fenolowe, w tym flawanole
I proantocyjanidyny. Analiza ilo$ciowa sktadu ekstraktow przy uzyciu metody UPLC
wykazala, ze w ekstraktach z owocow dominowaly kwasy hydroksycynamonowe (60,37-
65,64 mg/g suchej masy), ktore stanowity prawie 83% catkowitej zawartosci 0znaczonych
grup zwigzkoéw fenolowych. Z kolei w ekstraktach z kory, flawanole (119,13-132,15 mg/g
suchej masy) stanowity $rednio 74% catkowitej zawartosci zwigzkoéw fenolowych. Analiza
jakosciowa ekstraktow z owocow i kory V. opulus technikg UPLC-QTOF-MS pokazata, ze
zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w ekstraktach jest r6zna - odnotowano 21 i 15 r6znych
zwigzkow fenolowych, odpowiednio, w ekstraktach z owocow i ekstraktach z kory kaliny
koralowej. We wszystkich badanych ekstraktach wykazano natomiast obecno$¢ kwasu
chlorogenowego, dlatego zostat on wybrany do badan jako zwigzek referencyjny.
Szczegotowa charakterystyka sktadu biochemicznego ekstraktow z kaliny koralowej zostata

przedstawiona w Publikacji P2.
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I1. Zalozenia i cele pracy

Niniejsza praca doktorska po§wiecona jest problemom zwigzanym z zapobieganiem
1 leczeniem zakazen o etiologii gronkowcowej, ktore staly si¢ podstawa poszukiwania
alternatywnych strategii ich prewencji, ograniczania rozwoju oraz eliminacji. Zatozono, ze
wsrdd metod prewencji zakazen mozna wyr6znic€ trzy gtowne kierunki: (i) rozwoj szczepien
ochronnych; (ii) dziatanie bezposrednie na drobnoustroje i blokowanie ich czynnikow

wirulencji; (iif) immunomodulacja odpowiedzi obronnej gospodarza.

Nadrzednym celem eksperymentalnej cze$ci pracy byta weryfikacja mozliwosci
zastosowania naturalnych ekstraktow roslinnych, na przyktadzie ekstraktow z kaliny
koralowej (Viburnum opulus L.), w zapobieganiu zakazeniom wywolywanym przez
gronkowce ztociste (Staphylococcus aureus), w tym ich rozwojowi z zakazen miejscowych

do trudnych w eliminacji i zagrazajacych zyciu zakazen uogo6lnionych i biofilmowych.

Bioragc pod uwage trzy zalozone kierunki rozwigzan w zakresie prewencji zakazen
oraz wskazany cel nadrzedny, w niniejszej rozprawie postawiono nastgpujace cele

szczegolowe:

1. Ocena wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstraktow z owocéw i1 kory
kaliny koralowej w dziataniu bezposrednim przeciwko S. aureus.

2. Ocena mozliwosci zastosowania sortazy A jako celu molekularnego dla
preparatow przeciwdrobnoustrojowych i potencjalnego sktadnika szczepionek
przeciwgronkowcowych.

3. Analiza wlasciwo$ci immunomodulujacych ekstraktow z owocow i kory kaliny
koralowej przez ocen¢ wptywu czynnikow uwalnianych z planktonowych
i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ww. ekstrakty na polaryzacje
makrofagdw w subpopulacje M1 lub M2.

4. Analiza wtasciwo$ci immunomodulujacych ekstraktow z owocow 1 kory kaliny
koralowej przez oceng¢ wpltywu czynnikow uwalnianych z planktonowych
i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ww. ekstrakty na wybrane

parametry aktywnos$ci przeciwzakaznej komorek fagocytarnych.
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I11. Publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej

Prezentowana rozprawa doktorska ma forme¢ hybrydowa — w jej sktad wchodza dwie
opublikowane prace naukowe, w tym praca przegladowa (Publikacja 1 [P1]) stanowiaca
uzupehienie wstepu teoretycznego do rozprawy i praca oryginalna (Publikacja 2 [P2]) oraz
wyniki, ktore nie zostaly jeszcze opublikowane opisane w Rozdziale 1V dysertacji.
Na podstawie tych wynikéw zostat przygotowany manuskrypt w jezyku angielskim

do publikacji.

[P1] Wojcik-Bojek U, Rozalska B, Sadowska B. Staphylococcus aureus —a known opponent
against host defense mechanisms and vaccine development — do we still have a chance to
win?. Int J Mol Sci. 2022;23(2):948. d0i:10.3390/ijms23020948. 1F221=6,208, punkty
MEiN2021=140

[P2] Wojcik-Bojek U, Rywaniak J, Bernat P, Podsedek A, Kajszczak D, Sadowska B. An in
vitro study of the effect of Viburnum opulus extracts on key processes in the development
of staphylococcal infections. Molecules. 2021;26(6):1758.
doi:10.3390/molecules26061758. IF2021=4,927, punkty MEiN202:1=140
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111.1. Publikacja 1 [P1]

Tytul: Staphylococcus aureus — a known opponent against host defense

mechanisms and vaccine development — do we still have a chance to win?
Autorzy: Urszula Wojcik-Bojek, Barbara Rozalska, Beata Sadowska
Rodzaj pracy: praca przegladowa

Czasopismo: International Journal of Molecular Sciences, 2022;23(2):948.
d0i:10.3390/ijms23020948.

IF2021: 6,208; punkty MEiN2g21: 140

Gléwnym celem niniejszej pracy bylo przedstawienie pilnej potrzeby wdrozenia
swoistej profilaktyki zakazen z udziatem gronkowcow ztocistych (Staphylococcus aureus),
bedacych istotnymi patogenami w zakazeniach szpitalnych i pozaszpitalnych. Trudnosci
W osiggnieciu tego celu wynikaja z posiadania przez S. aureus licznych czynnikow
wirulencji waznych dla przebiegu procesu infekcji oraz niezwyktej zdolnosci tych bakterii
do unikania mechanizmoéw obronnych gospodarza. Zagadnienia z tego zakresu zostaty
przedstawione w prezentowanej pracy przegladowej. W dalszej cze$ci pracy skupiono si¢
na szczepionkach przeznaczonych do zwalczania zakazen wywotanych przez S. aureus,
ktore czgsto sg oporne na wigkszos¢ dostepnych opcji terapeutycznych. Zaprezentowano
historie  rozwoju  szczepionek przeciwgronkowcowych, podkreslajac  problemy
z opracowaniem sktadu i efektywnosci dziatania kolejnych preparatow. Rozwazania te
zostaly poprzedzone krotkim omowieniem globalnej konieczno$ci intensyfikacji stosowania
szczepionek rowniez przeciwko innym patogenom, szczegodlnie w S$wietle Kryzysu
antybiotykoterapii. Na koncu wskazano $wiatowe trendy w badaniach nad nowoczesnymi
technologiami  z dziedziny mikrobiologii molekularnej wykorzystywanymi do
opracowywania nowych szczepionek. Jak dotad nie udato si¢ stworzy¢ w petni skutecznej
szczepionki przeciwko S. aureus, co uzasadnia konieczno$¢ poszukiwania nowych,
alternatywnych do antybiotykoterapii metod zapobiegania rozwojowi i leczenia zakazen

gronkowcowych, bedacych nadrzednym celem prezentowanej dysertacji.
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Abstract: The main purpose of this review is to present justification for the urgent need to implement
specific prophylaxis of invasive Staphylococcus aureus infections. We emphasize the difficulties in
achieving this goal due to numerous S. aureus virulence factors important for the process of infection
and the remarkable ability of these bacteria to avoid host defense mechanisms. We precede these
considerations with a brief overview of the global necessitiy to intensify the use of vaccines against
other pathogens as well, particularly in light of an impasse in antibiotic therapy. Finally, we point out
global trends in research into modern technologies used in the field of molecular microbiology to
develop new vaccines, We focus on the vaccines designed to fight the infections caused by S. qureus,
which are often resistant to the majority of available therapeutic options.

Keywords: Staphylococcus aureus; immune evasion; staphylococcal virulence factors; immune
response; vaccines; molecular technologies; alternative therapies; antimicrobial resistance

1. Introduction

Over many decades it has been established that, thanks to vaccines, efficient hygiene
procedures and antibiotics, successful treatment and limitation of infectious discases spread
can be easily achieved. Indeed, the discovery and use of antibiotics, considered one of the
greatest advances in medicine, was, in the beginning, a very promising direction. Unfor-
tunately, their widespread and not always proper use in medicine, veterinary medicine
and agriculture contributes to a growing phenomenon of antimicrobial resistance (AMR),
mostly as a consequence of selection pressure, including the development of multiple drug
resistance (MDR). As a result, treatment options for the most severe infections have gradu-
ally decreased over the years. The progress of microbial drug resistance was and is faster
than the introduction of new drugs. Considering the above, it is strongly justified return
greater attention once again to the improvement of specific (immune) prophylaxis, i.e.,
protective vaccinations introduced into medicine much earlier than antibiotic therapy. It is
worth emphasizing that the efficacy of a vaccination is independent of the drug resistance
profile of pathogens. Therefore, vaccines are a valuable weapon against microorganisms
possessing an AMR/MDR phenotype. Moreover, the benefits of vaccination are much
broader and include: (i) lowering the use of antimicrobial compounds, (ii) limiting the
selection of resistant serotypes and (iii) reducing the infection rate of resistant strains in
closely related species [1].

Ten years ago, the World Health Assembly endorsed the Global Vaccine Action Plan
(GVAP) for 2011-2020. According to it, the indicated decade was expected to reduce
the number of global deaths due to infectious diseases by ten times (25 million people).
However, the analysis by the Strategic Advisory Group of Experts on Immunization (SAGE)
of the World Health Organization (WHO) showed this goal was not met. It also suggested
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that due to a large backlog in this area, uneven contributions from individual countries and
small financial outlays, it would not be possible to reach it in the near future. In addition,
the COVID-19 pandemic situation has contributed significantly to the slowing down of
the ability to achieve the GVAP targets. According to the experts, in order to extend the
beneficial impact of vaccines and vaccination on global health, new vaccines for other
diseases, as well as improved supply and delivery mechanisms, need to be developed [2].

Based on the information provided by the WHO, the list of infectious diseases/
etiological agents targeted for vaccination and globally available comprises 16 items with
the prevalence of viruses. Novel cell targets pending the urgent modification of the compo-
sition of current antibacterial vaccines or the development of an entirely new framework
and formulations are needed. The list of vaccines that may be much more effective after
improvement includes those against the following bacterial species: Bordetella pertussis,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae [3-6]. In addition to
the vaccines already on this WHO list, there are important targets (viruses and bacteria)
for new vaccines that are currently of little social, scientific, financial and manufacturing
interest. Furthermore, the inventory of new “neglected” species of bacteria or those for
which no vaccine has been developed, despite attempts, is also long and includes: Group A,
B Streptococcus (S. pyogenes, S. agalactiae), invasive non-typhoid Salmoneila iNTS), Shigella
sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp. and Staphylococcus aureus. Although many
different vaccine formulations have been proposed to prevent infections caused by some
of the AMR pathogens (e.g., S. aureus, Escherichia coli, Clostridioides difficile), no successful
phase III clinical trial data have been published yet. The multiple virulence mechanisms
that a vaccine should target are among the numerous other possible reasons for the failure
to develop vaccines against these pathogens [1,2,7,5].

In this review, the authors intend to provide the rationale for accelerating the re-
search, pre-clinical and clinical trials needed to introduce a vaccine against S. aureus into
immunotherapy. We highlight important reasons for this call to action, as well as the chal-
lenges. The background for these considerations is a description of the effective “abilities”
of S. auireus to bypass/overcome/avoid the defense forces of the host, acting at particular
stages of local or systemic infection. A presentation of the “history” of the proposed vac-
cines with the “pros and cons” arguments for selecting the individual S. anreus virulence
factors as their components is also included. Finally, we discuss the trends in immune
prophylaxis against S. anreus as well as several alternative strategies for combating this and
other “difficult” bacteria.

2. S. aureus Infections as a Challenge to Vaccinology: Why Is It Important?

Staphylococcus aurens is a Gram-positive pathogenic bacterium that may be found on
the skin and mucous membranes of humans and several animal species. S. aureus colonizes
the nares or nasopharynx of about 30% of a population in an asymptomatic manner and
becomes pathogenic after breaching epithelial barriers, making colonization an important
risk factor [9-12]. These bacteria are the most common human pathogens, causing a wide
variety of nosocomial and community-acquired infections, Typical staphylococcal infec-
tions range from minor skin and soft tissue infections, such as abscesses, furuncles and
impetigo, to life threatening diseases, such as bacteremia, sepsis and toxic shock syndrome.
In addition, 5. aurens is a leading causative agent in surgical site infections, biomaterial-
associated infections (e.g., catheters, artificial heart valves, bone and joint prostheses),
cardiovascular infections, respiratory tract infections and food poisoning [13-16]. Epidemi-
ological data show that S. aureus bacteremia leads to approximately 20,000 deaths a year
in the USA, which accounts for more deaths than those from AIDS, tuberculosis and viral
hepatitis combined together [17,18]. Furthermore, patients with risk factors (e.g., diabetics,
immunocompromised, transplant recipients, oncological patients) are prone to developing
severe staphylococcal infections and may require more frequent hospitalization [15,19-21].
In healthcare settings, S. anreus spreads rapidly, not only due to transmission from patients
or medical staff, but also due to the ability of these microorganisms to survive on medical
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equipment and various hospital surfaces. The contamination of indwelling devices and
implants represents a frequent route of infection because S. aureus easily adheres to abiotic
surfaces, as well as to the matrix molecules that coat the devices after insertion. Staphylo-
cocci can also be transferred from the skin/mucous membranes of patient or healthcare
personnel during surgery or other treatment and care procedures [21-23].

Treatment of staphylococcal infections is particularly problematic due to the con-
stantly increasing acquisition of resistance genes and selection of antibiotic resistant S.
aureus strains. Both community- and hospital-acquired methicillin-resistant S. aureus
(CA-MRSA, HA-MRSA), representing multidrug-resistant strains (MDR), spread very
quickly [16,24,25]. MRSA infections are associated with higher mortality and longer hos-
pital stays than the infections caused by other pathogens, including methicillin-sensitive
S. aureus (MSSA) [26-28]. Vancomycin was a last resort antibiotic for many years in such
cases, but clinical isolates of vancomycin-resistant 5. aurens (VRSA) have emerged and
become a major public health concern [16,29]. Resistance to traditional beta-lactams and
other available antibiotics limits the therapeutic options for treating these infections. The
antibiotics currently approved for use in severe cases include glycopeptides, such as te-
icoplanin or dalbavancin, linezolid, tedizolid, daptomycin, tigecycline and cephalosporins
of the fifth generation (ceftaroline, ceftobiprol) [16]. Finally, during the infection process,
the staphylococci frequently form biofilms on both the inserted /implanted biomaterials
and host tissues, which once established are difficult to eradicate and tend to recur.

A biofilm is a complex microbial community embedded in a self-made extracellular
polymeric substance (EPS) that can be free-floating or attached to biotic or abiotic sur-
faces [30-32]. Bacteria in a biofilm exhibit different metabolism, gene transcription and
protein production than during planktonic growth, which means completely new prop-
erties [33-35]. From the clinical point of view, one of the most important features is the
higher tolerance of biofilms to environmental factors, which results in a weakened effect of
antimicrobial drugs and impaired function of the host defense mechanisms [21,36,37]. The
multifactorial tolerance/resistance of biofilms contributes to huge difficulties in combating
biofilm-associated infections (BAI). Despite numerous studies regarding the new treatment
methods of BAI, surgical excision of the infected tissue or removal of a colonized device is
still the only viable solution in some cases [22].

S. aurens himune Evasion Strategies

The success of S. anreus as a pathogen depends on its ability to produce multiple
virulence factors simultaneously and to regulate their expression quickly in response to
environmental changes. As shown in Table 1, these factors allow staphylococci adhesion
to the cell membranes or extracellular matrix proteins/glycoproteins as well as invasion
of the host tissues. Then, they make them capable of avoiding immune response, which
consequently leads to the spread of infection and serious damage throughout the body [38].
Selected mechanisms of this pathogen that interfere with the innate and adaptive immune
system are discussed below.

One of the first barriers of a host’s innate immunity that S. aureus encounters during
infection is the complement system—a proteolytic cascade of plasma proteins that can
opsonize 5. aurens cells, which promote their phagocytosis and killing by neutrophils
(PMN—polymorphonuclear cells) and macrophages (M). Complement proteins may also
lyse microbial cells directly by the activation and formation of a membrane attack complex
{(MAC) on the surface of the pathogen cell membrane [39,40]. The complement system
can be activated through three activation routes (classical, lectin and alternative), and all
of them result in the deposition of C3b on the staphylococcal surface. The C3a formed at
the same time is an anaphylatoxin with a range of functions in inflammatory response,
including macrophage and T cell activation as well as chemotaxis.
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Table 1. The most important virulence factors of S. gureus and their targets during infection [38,41,42].

Type of Virulence

Factor Name

Target

Effect

Cell wall
components—peptidoglycan,
teichoic acid, lipoteichoic acid

Immune cells, other
tissues

Stimulate immune cell activation and
inflammatory response; participate in
adhesion and biofilm formation

Staphylococcal protein A
(Spa)

TgG, TgM, complement

Binds Fe region of IgG and IgM, thus
inhibiting opsonization and phagocytosis;
activates B cells

Fibronectin-binding proteins
(FnBPA, FnBPB)

Fibronectin, fibrinogen,
elastin, plasminogen,
keratin, complement

Binding to extracellular matrix proteins
(ECM), enable adhesion to host tissues and
biomaterials; limit phagocytosis and
complement activation

Collagen-binding protein

Cartilage and
collagen-rich tissues,

Binding cartilage and collagen, enables
adhesion to host tissues; inhibits

cell (Ens complement complement activation
e
wall-associated Fibrinogen, blood Binding to fibrinogen, enables adhesion to
factors 5 platelets, complement host tissues; inhibit complement preventing
Clempiisfeta (Cltd, CIHE) (CIfA), cytokeratin 10 opsonization and phagocytosis;
(CIfB) activate platelets
Serine-aspartate repeat Inhibits complement preventing
protein E (SdrE) Complement opsonization and phagocytosis
Tron-regulated Heme uptake and iron acquisition contribute
surface determinant proteins Heme-iron to increased pathogenesis, tissue invasion
(Isd A, IsdB) and abscess formation
B Polysaccﬂa;ia; intercellular I’artici[;ates i;BadeFeul;g;gtegation,
adhesion /polymeric mu::igg‘f;\icaﬂ:sells{her adhesion and biofilm formation (major
N-acetyl-glucosamine o seig e s R component of biofilm matrix);
(PIA/PNAG) s, abipflc autdosn reduces phagocytosis
M X b st Reduce phagocytosis; increase the efficiency
Capsular polysaccharides vcous membranes, OTher ¢ olonization and durability on the surface
- tissues, abiotic surfaces a4 5
of mucous membranes or biomaterials
Catalyzes breakdown of hydrogen peroxide
Catalase Hydrogen peroxide into water and oxygen, preventing
oxidative stress
Reacts with prothrombin, allowing
Coagulase Prothrombin fibrinogen polymerization and clot
formation, thus reducing phagocytosis
Converts plasminogen to active serine
Staphylokinase (SAK) Plasminogen protease plasmin, which promotes
degradation of ECM, complement and IgG
s s Lipids of cell membranes ~ Decompose lipids, which allows spreading
P and components of sebum of staphylococci
Enzymes 2 x
Y Nircloases Nucleic acids Degrade nucleic acids, thereby releasing

Proteases, e.g., serine protease

them from extracellular traps (ETs)

Degrade ECM proteins, mucins and

pulmonary surfactant, which allow
staphylococcal spread in the host tissues;

V8 (SspA), staphopain A (Scp FC]E\A pr(:teins:_ inhibit chemotaxis and phagocytosis by
A) and B (SspB), aureolysin COMp eI TN, roteolysis of immune cell receptors;
P2 3 Imonary surfactant P Y B o
(Aur) Pu Ty degrade complement preventing
opsonization and lysis of bacteria; degrade
antimicrobial peptides
Convert superoxide to hydrogen peroxide
Superoxide dismutases Superoxide and oxygen, thereby preventing

oxidative stress
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Table 1. Cont.

Type of Virulence

Factor Name Target Effect
3 B EauTe]ysis of red blood cells, platelets,
Hemolysins (;:ilglt:a), beta, Er_vthrlga( tna,r{JeI:telets, leukocytes—evading of host immune
germa, Qe A response; bacterial spreading
Hitsroovtssriomylioaris Cause diarrhea; after translocation into
Enterotoxins nterocy es,]_) MPROCYILS: blood, activate lymphocytes T leading to
cytokine storm
e D Bek Cleave the granular layer of the epidermis by
Toxins Exfoliative toxins es'ﬂmm}‘es ctiveen damaging desmosomes (staphylococcal
eratinocytes TR
scalded skin syndrome)
» - 1 - : Causes lysis of neutrophils, monocytes,
Panton—Valentine leukocidin ~ Neutrophils, monocytes, macrophages—avoiding innate immune
(PVL) macrophages 7 o _"
response; development of necrotic changes
o . Activates lymphocytes T, which causes
Trude dhacksyndinore soxin 1 Lymphocytes T massive production of cytokines and leads to
(TSST-1) s :
toxic shock syndrome
RN T ; Binds to cell receptors (FPR1 and C5aR)
Chemotaxs 1nh1.b1fory profein Neutrophils inhibiting neutrophils chemotaxis, thereby
of Staphylococcus (CHIPS) : e 7
preventing phagocytosis
Staphnvineoocal complemenit Inhibits complement activation, thus
phyRens P Complement (C4, C3b) preventing bacterial lysis, opsonization
inhibitor (SCIN) d v o
an phagncyms::,
Binds to cell receptors (PSGL-1 and GPCRs)
L 4 = g inhibiting neutrophil diapedesis and
Other secreted Sl el i activation; activates platelets
proteins {aggregate formation)
Binds Fc region of IgA and complement
SSL-7 IgA, complement (C5) protein C5, thus blocking antibodies and

inhibiting complement activation
Binds fibrinogen ¢nabling adhesion and
aggregation: interferes with platelet
aggregation; inhibits complement activation
Binds ICAM-1 inhibiting neutrophil rolling
and migration (diapedesis)

Extracellular o
fibrinogen-binding protein Fibrinogen, blood
(Efb)

platelets, complement

Extracellular adherence

protein (Eap) L

S. auireus produces multiple proteins that interfere with complement activation [39,43,44].
The most versatile one, SCIN, blocks all three pathways by inhibiting C3 convertases and
thereby decreasing C3b deposition, C5 convertase formation and the release of chemoattrac-
tant C5a [43,45]. Another important factor, Efb, binds both C3 and fibrinogen, thus covering
bacteria with a thick layer of fibrinogen that shields the C3b and antibodies from recognition
by phagocytic receptors [46]. Several cell wall-associated proteins also inhibit complement
activation—Cna binds to Clq and, therefore, inhibits the classical pathway [47], while SdrE
recruits factor H to the surface of staphylococdi, leading to inhibition of the alternative path-
way [48]. In addition, S. aureus secretes proteases that degrade the complement proteins,
including Aur and Scp A [49,50]. Together, these evasion mechanisms lead to a reduction
in the complement-aided phagocytosis of bacteria and inhibition of MAC formation.

Phagocytes are the most important components of innate immunity that migrate to the
site of infection and represent another line of host defense against pathogens. Neutrophils
are abundantly present in blood, while macrophages reside in tissues or derive from
circulating monocytes, but both play a key role in recognizing, engulfing and killing
staphylocoeci [40,51-533]. Most clinical strains of S. aureus produce a polysaccharide capsule
that protects cell wall proteins from being recognized by the phagocyte receptors [39,54,55].
Coagulase and CHA also play an important role in avoiding phagocytosis—coagulase
activates prothrombin to polymerize fibrinogen (Fg), whereas CIfA allows staphylococci to
bind Fg. Both these events lead to fibrin-/fibrinogen-bacteria clump formation [56-58]. The
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formation of a fibrin network or fibrinogen clumps protects the bacteria from neutrophil
clearance [40]. However, if the phagocytes manage to ingest S. aureus cells, the real attack
begins inside the phagosome, where the bacteria are subjected to high levels of reactive
oxygen species (ROS), enzymes and antimicrobial peptides (AMPs) [52]. S. aureus uses
multiple strategies to interfere with both oxygen-dependent and -independent bactericidal
mechanisms. One of them is staphyvloxanthin—a carotenoid pigment that scavenges free
radicals and gave S. aureus its name [59,60]. Additionally, this pathogen produces several
enzymes that prevent ROS formation, such as superoxide dismutase (SOD), which converts
superoxide radicals into hydrogen peroxide, and catalase, which further degrades it into
water and oxygen [60-62]. Staphylococci reduce the negative charge of their membranes
and cell walls through the incorporation of D-alanine into teichoic acid and L-lysine into
membrane phosphatidylglycerol, in order to protect themselves against positively charged
antimicrobial peptides (AMPs) [63]. They also secrete factors that degrade cathelicidin LL-
37 (Aur) and x-defensin (SAK), as well as inhibit neutrophil serine proteases (Eap) [38,40,63].
Moreover, S. aureus can persist, and even replicate in mature phagolysosome, due to
adaptation to an acidic microenvironment. The influence of stress factors on staphylococci
results in the formation of slow-growing subpopulations of bacteria—small colony variants
(SCVs), characterized by a high resistance to antibiotics and the host defense mechanisms.
It has also been suggested that during continuous contact with staphylococci, the infected
macrophages eventually lose their ability to kill this pathogen, so S. auretis can multiply and
then trigger cell death to disseminate throughout the body [#4-66]. Finally, neutrophils and
macrophages form extracellular traps (ETs), which often lead to their own death (ETosis).
These traps consist of DNA, histones, AMPs, and enzymes and serve to stop spreading the
pathogens and kill them, but S. aureus can easily escape from ETs using the nucleases and
proteases [67].

S. aureus secretes numerous toxins that kill immune cells by disrupting the cell mem-
brane (necrosis) or by inducing programmed cell death (apoptosis/autophagy/pyroptosis)
to protect itself against phagocytosis, establish infection and disseminate in the host [68].
The most important pore-forming toxins include a-hemolysin (Hla), Panton-Valentine
leukocidin (PVL) and phenol-soluble modulins (PSMs). Hla is a major toxin of S. aurens in
terms of contribution to the pathogenesis that is manifested in the diversity of its functions.
Some of these include the disruption of epithelial and endothelial barriers, induction of
inflammatory response and lysis or apoptosis of immunocompetent cells [58,65-70]. Alpha
toxin lyses a wide range of human cell types (e.g., erythrocytes, platelets and leukocytes,
including T cells), while PVL targets mainly neutrophils, monocytes and macrophages.
Although PVL is produced by only 2-3% of S. aureus isolates, itis found in most community-
acquired MRSA strains, especially those responsible for pneumonia [68,71,72]. Another
class of toxins are PSMs, or amphipathic peptides with considerable cytolytic activity
against many types of eukaryotic cells, e.g., bone cells, endothelial and epithelial cells,
monocytes, erythrocytes and mostly against neutrophils [68,73]. Their function is inhibited
by serum lipoproteins; thus, they reach a high concentration inside the condensed phago-
somes [74]. PSMs are associated with enhanced virulence in CA-MRSA skin infections [75].

S. aureus is successful in avoiding not only the innate immune system but also in
interfering with the development of an antigen-specific response. For this purpose, it uses,
for instance, surface-bound protein SpA that can bind the immunoglobulins, TNFa receptor
1, von Willebrand factor and C1gR component of the complement. SpA is expressed by most
clinical isolates [76-78]. This protein consists of five immunoglobulin-binding domains
capable of binding both the Fe regions of IgG and IgM, thus blocking opsonophagocytosis
and complement activation, as well as the Fab domain of some immunoglobulins, including
variable heavy 3 (VH3) of the B cell receptors, which leads to the activation and clonal
expansion of B cells [77,79]. As a result, the B cells recognize, almost exclusively, protein A
and the host response against other staphylacoccal virulence factors is then limited [78].
Moreover, S. aureus also manipulates the T cell response by staphylococcal superantigens
(e.g., TSST-1, enterotoxins) that non-specifically activate T cells by cross-linking the major

27



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23,948

7of 16

histocompatibility complex of class Il and the T cell receptor (TCR). This causes a massive
activation of T cells and the release of proinflammatory cytokines {cytokine storm), leading
to life-threatening toxic shock syndrome and multi-organ dysfunction [80-52].

In summary, S. autreus has evolved multiple strategies to avoid the host immune system
response, which contributes to difficulties in both treating staphylococcal infections and
developing preventive options such as vaccine or immune therapy. However, attempts are
constantly being made to win this fight.

3. Past and Present in Active and Passive Immunotherapy of Staphylococcal Infections

S. aureus is one of the best-known bacteria in terms of virulence factors and their
participation in pathogenesis. A wide repertoire of staphylococcal adhesive molecules,
toxins and enzymes seems to be an excellent starting point to choose proper antigens for
vaccine development. Conversely, such diversity allows these bacteria to avoid the activity
of specific antibodies by replacing one virulence factor with another during a regular life
cycle or by using toxins and enzymes to dampen the immune response. For example, many
staphylococcal adhesive molecules from MSCRAMMSs are capable of interacting with the
same host extracellular matrix proteins (ECM), which is why blocking just one of them
does not limit S. aurens adhesion and biofilm formation [38,583). Moreover, as described
in Section 2, §. aurens cytotoxins, such as hemolysins, leukocidins and PSMs, effectively
damage immune cells, including neutrophils, monocytes, macrophages, dendritic cells (DC)
and lymphocytes. Given the adaptive immune response, the elimination of B lymphocytes
through the formation of pores in cell membranes or through the activation of programmed
cell death seems to be of particular importance [38,51,84]. It is also worth mentioning
yet againthe ability of S. aureus surface protein A (SpA) to bind the Fc domains of IgG
and [gM, which blocks their interaction with the immune cells and the activation of the
complement [77,79]. Furthermore, x-toxin and other staphylococcal immunogenic antigens
secreted into host tissues very often interact with specific B lymphocytes and antibodies
away from the site of S. aurens, causing cell inactivation without co-stimulating a signal
from the T lymphocytes [84]. Taking all this into account, the creation of an effective
anti-staphylococcal vaccine is quite difficult, similar to the usage of specific antibodies in
passive immunotherapy.

The first vaccine programs targeting single 5. atireus virulence factors ended in failure.
The vaccine containing iron surface determinant B (IsdB), necessary for iron acquisition,
did not pass the safety tests. In the phase IlIb/Ill clinical trials the V710 vaccine increased
the mortality of immunized humans because of S. aureus infections. Nishitani et al. [85]
proved with a mouse model that the antibodies specific to IsdB facilitated bacterial entry
into the leukocytes, and their dissemination was the cause of increased host susceptibility
to sepsis following an S. aureus local infection. Thus, anti-IsdB antibodies may be, at least
in part, the cause of the V710 vaccine failure [85]. The StaphVax vaccine, comprising
two predominant staphylococcal capsular polysaccharide (CP) serotypes (CP5 and CP8)
conjugated to the recombinant Pseudemonas aertginosa exoprotein A, was one of the first
bivalent preparations developed; it achieved phase III efficacy studies and failed [7,86].
The formula: capsular polysaccharide with an immunogenic protein carrier that has been
successfully used in the vaccines against such pathogens as Neisseria meningitidis (CP
conjugated to the nontoxic recombinant variant of tetanus toxin) or Streptococcus pneumioniae
(CP conjugated to the nontoxic recombinant variant of diphtheria toxin—CRM97 or surface
lipoprotein D of Haemophilus influenzae). This was found to be safe but ineffective in
the case of staphylococci [86-88]. Therefore, multivalent anti-staphylococcal vaccines
containing a few different antigens targeting multiple virulence mechanisms started to be
developed. The CP5 and CP8 (each conjugated to CRMy97), a recombinant clumping factor
A (rCIfA) and, additionally, a recombinant lipoprotein rP305A obtained from a manganese
transporter C (MntC) were used as the target antigens in the 3-antigen (SA3Ag) and
4-antigen S. aureus vaccine (SA4Ag), respectively [86,89-91]. The use of all these antigens
is fully justified, not only because of their immunogenicity. As stated in the previous
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section, CP” allows the bacteria to avoid opsonophagocytosis and elimination by the host
innate immune system. CIfA, as one the most potent adhesive molecules, participates
in microbial adhesion, biofilm formation and interaction with the host cells/tissues, as
well as renders the bacteria coated with ECM, invisible to the immune system. MntC is
a surface molecule responsible for the acquisition of manganese as a cofactor of many
enzymes essential for bacterial metabolism, signal transduction, cell division and the host
immune evasion [86,92]. Moreover, all of these antigens are over-produced mainly at the
beginning of an infection to stabilize colonization, multiplication, possible subsequent
biofilm formation and, finally, dissemination [86]. Phase I and II clinical trials in healthy
adults demonstrated that the SA3Ag and SA4Ag offered acceptable safety and tolerability.
Both vaccines also induced a rapid and robust immune response leading to a generation of
functional specific antibodies against all antigens used, observed even through 36 months
post-vaccination [89-91]. Because S. aureus surgical site infections (SSIs) followed by
systemic infections (bacteremia and sepsis) are the most common and life-threatening
complications of orthopedic surgeries, a search for their prevention seems particularly
important. Thereby, phase ITb/TII clinical trials testing the safety and efficacy of the SA4Ag
in adults undergoing elective open posterior multilevel instrumented spinal fusion surgery
(STRIVE study—STaphylococcus aureus suRgical Inpatient Vaccine Efficacy) were conducted.
The patients who were vaccinated prior to surgery and monitored afterwards demonstrated
both the safety and efficacy of the SA4Ag. Thus, similar benefits of vaccination (the
prevention of postoperative S. aureus infections) for the patients requiring other orthopedic
surgeries were suggested [86]. In 2019, the SA4Ag was described as the most advanced
anti-staphylococcal vaccine; however, the studies are still in progress.

The main goal is to stop S. aureus infection as early as possible, to disallow the
formation a resistant to immune intervention biofilm and /or to prevent later complications,
such as cytokine storm and toxic shock syndrome. The current paradigm for vaccine
development is targeting multiple staphylococcal virulence factors, considering both the
surface antigens and secreted biologically active substances. Thus S. aureus adhesins and
other surface proteins will generate opsonic antibodies, while non-toxic forms of toxins
and superantigens will stimulate the production of neutralizing antibodies and activate
effector immune cells [93,94]. An example of such a complex preparation is the 5. aureus
toxoid vaccine, containing modified bi-component pore-forming toxins: mutants of the S
and F subunits of PVL (LukSpw and LukFpy1) and a double mutant of alpha hemolysin
(Hlagyss; /past ), as well as the fusion toxoid TBAg)s of superantigens (SEA, SEB and TSST-1).
The toxoid vaccine was tested in the non-human primate model (rhesus macaques) and
described as safe, well tolerated and immunogenic. The post-vaccination titers of the
specific IgG with neutralizing activity were many times higher than the baseline values
(from 5 to 190 times depending on the antigen). Moreover, the population of antigen-
specific T cells of the Th1 and Th17 phenotype, as well as the production of some T cell
cytokines (e.g., TNF, IFN-y, IL-2, IL-17A), increased in response to ex vivo re-stimulation
of peripheral blood mononuclear cells with the vaccine. It is suggested that such a T cell
response may, via feedback, activate the innate immune cells that enhance phagocytosis
and bacteria elimination [94].

The B cell-mediated immune response to S, aureus infection triggers the production of
spcdﬁc antibodies against many staphylococcal antigens, including cell wall components,
such as peptidoglycan and lipoteichoic acid, capsular polysaccharides, pore forming toxins
or superantigens [93]. Thus, on the one hand, the idea of using passive immunization
as a form of antistaphylococcal therapy seems quite reasonable. On the other hand, the
question is why do recurrent 5. aureus infections happen despite the production of specific
anti-staphylococcal antibodies? Regardless, many clinical trials on passive immunization
with monoclonal or polyclonal antibodies against S. aureus antigens (e.g., CIfA, CP5 and
CP8, PNAG, Hla, HlgAB) were carried out [95]. Rupp et al. [96] presented the results of
a phase Il randomized, multicenter, double-blind, placebo-controlled trial of polyclonal
anti-S. aureus CP5/CP8 antibodies (Altastaph} in patients with staphylococcal bacteremia.
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A shortened median time of fever, as well as hospitalization, for Altastaph recipients, in
comparison to the patients from the placebo group, was demonstrated. However, mortality
was similar or even greater in the tested group than in control [96]. The monoclonal
antibodies against LTA (Pagibaximab) or PNAG also failed in phase IIT or phase Ila trials,
respectively [95]. Thus, passive immunization with opsonic antibodies targeting S. aurens
cell wall components or envelope polymers cannot be recognized as a strategy solving the
problem of staphylococcal infection treatment. Similarly, as with vaccines, the current trend
in passive immunization focuses on the antibodies against secretory biologically active
staphylococcal products, including pore-forming toxins. For example, human monoclonal
anti-S. aureus alpha toxin antibodies, known as MEDI4893, undergo clinical trials aimed at
the prevention of S. aureus pneumonia [95,97]. This strategy will be discussed in Section 4.

As specific antibodies seem not to be fully sufficient for human protection against
S. aureus infections, greater attention has recently shifted to immunotherapy promoting
innate immune response. The modulation of selected cytokine production and the pheno-
typic reprogramming of innate immune cells to develop innate immune memory as a key
element of anti-infective protection are seriously considered [95-101]. Among cytokines,
IL-17 seems to be critically important for the host immune response against many types
of pathogens, including S. aureus. It activates CXC chemokine production (e.g., CXCLS,
CXCL1, CXCL2) and, consequently, the recruitment of neutrophils to the site of infection
and microorganism elimination [101,102]. Moreover, IL-17A promotes the expression of
host defense peptides in the skin (in vivo studies on murine model), which are an impor-
tant part of innate anti-staphylococcal response [102]. IL-17 is produced by Th17, and
also by innate immune cells, such as 8T cells, known to be recruited to wounds infected
by S. aureus, and, thus, a primary source of this interleukin. Further, invariant natural
killer T cells (iNKTs) and lymphoid tissue inducer (LTi)-like cells are capable of producing
IL-17 [101-103]. Therefore, IL-17 and IL-17-producing cells are proposed to be the targets
for novel antistaphylococcal immunotherapeutic strategies.

In the context of the importance of innate immune response and memory, the effect
of prior contact of mice with S. aureus (priming) on the course of staphylococcal skin
infection was studied [98,99,103]. Much smaller skin abscesses with a lower number of
staphylococci were formed in the primed mice than in the naive ones. It was accompanied
by a significantly increased infiltration of innate immune cells, such as PMN, M (mainly
polarized to M1), DC and natural killer cells (NK) into the infection sites of the primed mice.
Priming also induced greater production of some cytokines (IL-17, IL-6, [L-22, IFN-y, MIG—
monokine induced by IFN-y) and antimicrobial peptides (CRAMP and m(3D-3) [98,99]. In
a mouse model of S. aureus skin reinfection, Dillen et al. [103] showed that primary contact
with 5. aureus promoted cloning of ¥3T cells, producing TNF and IFN-y, which boosted
the host defense against subsequent staphylococcal infection. These observations clearly
indicate that the contact with S. aureus triggers the development of some innate memory.
Therefore, our understanding of the mechanisms of innate immune response stimulation
and, in the future, their modulation to develop the “trained immunity” hold great promise
for the prevention and treatment of 5. aureus infections.

4. The Prospects of Immune Prophylaxis Trends against S. aureus

As discussed in detail above, achieving the GVAP goals mentioned in Section 1 will not
be easy in the near future, at least for some infections. Despite huge progress in research on
the bacterial species with multiple virulence and immune evasion factors, it is still difficult
to find tsatisfactory tools for ensuring victory. During the development of the vaccines
tested thus far, many classic methods and several new technological solutions have been
used, and the expected results have yet to be achieved. Although some potential anti-S.
aurens vaccines showed protective efficacy in preclinical or early clinical trials, none have
been approved for use in humans to date [7,104]. Most researchers reasonably believe that
we still need to learn more about new technologies in vaccine formulation and performance
in order to overcome the limitations of the previous versions. The new approaches, such as
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reverse vaccinology, novel adjuvants, structural vaccinology, bioconjugates and rationally
designed bacterial outer membrane vesicles (OMVs), seem promising. These lines of
research, together with progress in polysaccharide conjugation techniques and antigen in
silico design, could be the center of future vaccine development (VRD). As the discussion
of these approaches exceeds the assumed scope of this review, we recommend several
interesting links for publications on this topic [105-111].

In the final part of this review, we want to highlight only a few promising research
directions [112]. An interesting perspective on vaccine “strategy” against S. aureus was
proposed by Klimka et al. [113]. They suggested narrowing the composition of the vac-
cine to small epitopes of coproporphyrinogen Ill oxidase (CgoX) and triose phosphate
isomerase (TPI). These epitopes fulfill essential housekeeping functions in heme synthesis
and glycolysis, respectively. Two types of monoclonal antibodies (mAb), raised against
CgoX and TPI, provided efficient protection against S. aureus infection when used for
passive immunization. According to the authors, such a strategy will ensure spectacular
precision of the vaccine. Their encouraging observation that in over 97% of the more
than 35,000 investigated clinical strains of S. aureus these epitopes remain unchanged,
and thus this vaccine candidate will have a broad effect, is very interesting. Therefore,
“epitope-focused immunization” represents a new trend in vaccine development based on
the preparation of mAb with narrow specificity. Monoclonal antibodies are now an integral
part of the “reverse vaccinology 2.0” concept, where Abs are used to distinguish protective
from non-protective epitopes and to support immune-focused antigen design. This strategy
is anticipated to improve its immunogenic precision level, resulting in a vaccine with a
greater efficacy and safety profile [105,114].

Alternatively, in addition to active immunization, the use of novel antibody-based
passive immunization strategies, as described in Section 3, also might offer some hope.
One current (though not quite new) concept is targeting the neutralization of S. aureus
toxins. Mentioned in a previous section, the MEDI4893—human monoclonal antibodies
specific to S. aureus «-toxin (Hla)—have been dedicated for mechanically ventilated patients
to prevent staphylococcal pneumonia. Targeting Hla as a highly conserved and pivotal
S. aureus virulence factor participating in tissue disruption, programmed cell death, immune
response dysregulation and bacterial dissemination seems to be the key to the success of
immune prophylaxis. Moreover, the MEDI4893 contain a triple-amino-acid substitution in
the Fcregion to extend their serum half-life. A phase I clinical trial confirmed their safety
and tolerability, as well as their neutralizing potential (ex vivo study) [97]. Although future
studies are necessary for such a strategy to be implemented, Miller et al. [93] emphasize
that S. aureus toxins, especially superantigens and pore-forming toxins that disrupt the
host innate and adaptive immune responses are important targets in protective immunity.
Therefore, naturally-generated or vaccine-induced antibodies specific to S. aureus toxins
are, or should be, associated with improved clinical outcomes. However, there are some
limitations concerning their efficacy: (i) genetic variability among humans in terms of
response to the toxins, (ii) variable expression of the plethora of toxins by S. aureus strains,
(iii) variable level of antitoxin antibodies production and (iv) probably different host
responses to the toxins depending on anatomical sites of infection [93,115]. Thus, this
direction of research also needs to be intensified with the use of more modern techniques
and tools than those currently available.

5. Conclusions

As mentioned in Section 1, in 2011, as many as 25,000 deaths in the European Union
(EU) were attributed to antimicrobial resistance (AMR). It is calculated that without policies
and actions to stop the spread of AMR, the number of deaths in Europe could grow up
to 390,000 every year by 2050. Evidence has shown that existing vaccines have a positive
impact on the reduction in AMR; therefore, the recommended strategies include reasonable
use of antimicrobials and greater infection control measures [116,117]. However, it is
obvious that National Immunization Programs and vaccination planning in the EU should
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be integrated to meet the expectations. A clear vision for vaccine research and development
(VRD) is needed in Europe to continue leading to the invention of next-generation vaccines.
The Innovation Partnership for a Roadmap on Vaccines in Europe (IPROVE) has been
launched. It is a collaboration among leading vaccine experts to develop a roadmap that
outlines how Europe can best invest in the science and technology essential for vaccine
innovation [118].

It is well accepted that to maximize the impact of vaccines in reducing the emergence
of antimicrobial resistance, most of the population that is at risk of infection should be
vaccinated, including all countries where the antimicrobial-resistant pathogens are endemic.
Unfortunately, for most of the key AMR pathogens, vaccines are either not vet available
or widespread social acceptance is unsatisfactory. More must be done to understand
and address the reasons for vaccination hesitancy of the general public and healthcare
professionals. The WHO and other official Health Services Reports say that while it is
essential to develop new antibiotics, there is no guarantee that enough will be discovered to
tackle the threat of antimicrobial resistance in the long term. Thus, other approaches (new
vaccines) to prevent and treat the infections are needed. Tt is also strongly recommended
that in the short term, the use of existing vaccines needs to be increased in both humans
and animals [106-111,117].

As the world rightly focuses on limiting the spread of COVID-19, the current pandemic
situation has exposed our vulnerability to the infections for which there are no effective
vaccines or treatments [105,106]. An integrated strategy that includes multitargeted vac-
cines together with modern diagnostic tools, novel antibiotics, monoclonal antibodies,
microbiota modulation, as well as the use of antimicrobial peptides, bacteriocins, plant-
derived products and bacteriophages are required to combat AMR effectively [119-124].
The still-developing research trend concerning interference with the expression of pathogen
virulence factors at the molecular and submolecular levels is also very important. It is
assumed that the achievements in this field may turn out to be a key tool in the modern
prevention and therapy of AMR-caused infections in the near future.
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Preparaty roslinne moga wykazywac bezposrednia aktywnos$¢
biostatyczng/biobdjcza w stosunku do drobnoustrojow (najczesciej w wysokich stezeniach),
ale takze ogranicza¢ wirulencje mikroorganizmoéw dzialajac na ich czynniki patogennosci.
Zahamowanie aktywnosci sortazy A (SrtA) moze wptywaé na ekspresje szerokiego zakresu
adhezyn gronkowcowych, w tym MSCRAMMSs, poniewaz enzym ten zaangazowany jest
w ich kowalencyjne wigzanie do prekursorow peptydoglikanu. Celem niniejszej pracy byto
zbadanie in vitro wtasciwosci acetonowych, etanolowych i wodnych ekstraktow z owocow
I kory kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) jako potencjalnych dodatkéw do diety
zapobiegajacych infekcjom gronkowcowym. Ekstrakty zostaty scharakteryzowane pod
wzgledem biochemicznym (HPLC/UPLC-QTOF-MS), a nastepnie oceniono ich wptyw na
aktywno$¢ sortazy A (test fluorymetryczny), ekspresj¢ biatka A (SpA) gronkowcow
(swoiste przeciwciata znakowane FITC), sktad lipidowy bton komérkowych bakterii (LC-
MS/MS, GC/MS) oraz tworzenie biofilmu (LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit).
Zbadano rowniez cytotoksyczno$é ekstraktow V. opulus wobec linii ludzkich fibroblastow
HFF-1 (redukcja MTT). Ekstrakty z kaliny silnie hamowaty aktywno$¢ SrtA (60,5%
inhibicji po zastosowaniu acetonowego ekstraktu z kory kaliny koralowej w stezeniu 500
ug/ml) i ekspresje SpA (az do 94,9% w przypadku tego samego ekstraktu), powodowaty
modyfikacje btony komdrkowej S. aureus, ograniczaty tworzenie biofilmu przez gronkowce
1 nie byly cytotoksyczne dla komorek eukariotycznych. Dlatego stwierdzono, ze maja
potencjal prozdrowotny. Niemniej jednak wskazano, ze potrzebne sg dalsze badania na
modelach zwierzgcych w celu potwierdzenia przydatnosci tych ekstraktéw jako

suplementow diety w profilaktyce zakazen gronkowcowych.
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Abstract: Staphylococcus aureus is still one of the leading causes of both hospital- and community-
acquired infections. Due to the very high percentage of drug-resistant strains, the participation of
drug-tolerant biofilms in pathological changes, and thus the limited number of effective antibiotics,
there is an urgent need to search for alternative methods of prevention or treatment for 5. aureus
infections. In the present study, biochemically characterized (HPLC/UPLC-QTOF-MS) acetonic,
ethanolic, and water extracts from fruits and bark of Viburnum opulus L. were tested in vitro as diet
additives that potentially prevent staphylococcal infections. The impacts of V. opulus extracts on sor-
tase A (SrtA) activity (Fluorimetric Assay), staphylococcal protein A (SpA) expression (FITC-labelled
specific antibodies), the lipid composition of bacterial cell membranes (LC-MS/MS, GC/MS), and
biofilm formation (LIVE/DEAD BacLight) were assessed. The cytotoxicity of V. opulus extracts to the
human fibroblast line HFF-1 was also tested (MTT reduction). V. opuilus extracts strongly inhibited
SttA activity and SpA expression, caused modifications of S. aureus cell membrane, limited biofilm
formation by staphylococci, and were non-cytotoxic. Therefore, they have pro-health potential. Nev-
ertheless, their usefulness as diet supplements that are beneficial for the prevention of staphylococcal
infections should be confirmed in animal models in the future.

Keywords: biofilm; cell membrane lipids; infections; plant extracts; prevention; sortase A; Staphylo-
coccus aurens; staphylococcal protein A; Viburmuan opulus

1. Introduction

Despite the progress in microbiology, diagnostics, and medicine, Staphylococcus au-
reus is still one of the leading causes of human infections, including skin and soft tissue
infections as well as many invasive, life-threatening contagions such as bacteremia; organ
ulcers; bone, joint, and bone marrow infections; infective endocarditis; sepsis or toxic shock
syndrome [1-6]. Being a component of the human microbiota, a broad panel of virulence
factors that allow these bacteria efficient tissue colonization, as well as the avoidance,
impairment, and modulation of the host immune response, underlie the success of S.
ayreus as a pathogen [5-8]. Most infections start from microbial adhesion to the host cells
and elements of the extracellular matrix (proteoglycans, glycoproteins, tissue fibers) or
to inserted /implanted biomaterials (e.g., intravascular catheters, dental implants, pros-
thetic valves, orthopaedic implants). The next step is the aggregation and multiplication
of microorganisms, which very often leads to biofilm formation in host tissues [9-13].
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Therefore, staphylococei possess a particularly wide repertoire of adhesins, such as micro-
bial surface components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMMSs), which
mediate staphylococcal attachment, tissue colonization and biofilm formation. Among
them, clumping factors A and B (CIfA, CIfB), fibronectin-binding proteins A and B (FnBPA,
FnBPB), collagen-binding protein (Cna), vitronectin-binding protein (Vbp), serine-aspartate
repeat family proteins (SdrC, SdrD, and SdrE), staphylococcal protein A (SpA), S. aureus
surface protein G (SasG), and biofilm-associated protein (Bap) have been mentioned. Some
secretory factors (Eap, Efb, vWbp) also participate in staphylococcal attachment [6,11,14,15].
S. aureus adhesins also play roles in host cell invasion (intracellular persistence), cell activa-
tion (blood platelet aggregation and degranulation, cytokine and reactive oxygen species
release by immunocompetent cells, extracellular adhesive molecule expression) and in the
development of inflammation [6,15,16]. Thus, not only the beginning but also the course
of S. aureus infections strongly depends on the expression of adhesins and the adhesive
properties of these bacteria.

The treatment of staphylococcal infections, especially biofilm-associated infections, is
particularly difficult due to the high percentage of multidrug-resistant strains, as well as the
biofilm structure and physiology of these bacteria, which give them increased tolerance to
environmental conditions, including antibiotics [12,17,18]. Therefore, the idea of blocking
the initial adhesion and biofilm formation of S. aureus using plant-origin preparations
containing biologically active compounds seems to be a reasonable strategy for the preven-
tion of these infections. Many pro-health properties of plant-derived products, including
antioxidative, antiallergic, anti-inflammatory, anticancer, antiatherosclerotic, antimicro-
bial, or topically anesthetic effects are described in the literature [19-22]. With respect
to prevention or therapy of the infections, antimicrobial activity is the most attractive
mode. However, aside from a direct biostatic/biocidal effect, the impacts on the virulence
factors or pathogenic behaviors of microorganisms (e.g., adhesion, biofilm formation, cell
invasion, quorum-sensing) can be considered with regard to the activity of plant prepara-
tions. Rasamiravaka et al. [23] demonstrated that crude ethyl acetate and dichloromethane
extracts from Plafostoma rofundifolium as well as those from isolated terpenoids disrupted
Psendomonas aeruginosa biofilm without affecting bacterial viability. The inhibitory effect
of the terpenoids on some virulence factors of these bacteria, as well as on the expression
of quorum-sensing-regulated and -regulatory genes was observed [23]. Howell et al. [24]
showed that proanthocyanidin-containing powder from cranberries (Vaccinium macrocarpon
Ait.) inhibited the adhesion of P-fimbriated uropathogenic E. coli to epithelial T24 cells.
Moreover, urine collected from volunteers following the consumption of cranberry powder
was shown to possess the same effect, although this was clearly dose-dependent [24].
In our previous studies, promising data were provided that pointed to a limitation of S.
ayres aggregation in the plasma, adhesion to abiotic or extracellular matrix protein-coated
surfaces, and biofilm formation caused by polyphenol-rich Leonurus cardiaca extract [25];
phenolic and nonpolar fractions separated from Elaeagnus rhamnoides leaf, twig, and fruit ex-
tracts [26]; Pulmonaria officinalis extract [27]. Based on data in the literature, one of the most
promising mechanisms of antistaphylococcal action is the inhibition of 5. aureus sortase A
(SrtA) activity, which may affect the expression of a wide range of staphylococcal adhesins.
The sortase enzymes are highly conserved membrane transpeptidases that catalyze the
incorporation of cell surface proteins into the microbial cell wall. SrtA covalently binds
surface staphylococcal proteins containing the C-terminal pentapeptide LPXTG muotif (Leu-
Pro-X-Thr-Gly, with X standing for any amino acid except for cysteine) to peptidoglycan
precursors by cleaving the amide bond between threonine and glycine [28-30]. Since the
most prominent staphylococcal surface adhesins are MSCRAMMSs containing the LPXTG
motif, SrtA represents a desirable target for drug development [30-33].

The subjects of the present research were the extracts obtained from Viburnum opulus
L., known also as European guelder, European cranberry bush, water elder, rose elder,
Rose Ebru, cherry-wood, crampbark, snowball tree, or gilaburu, which is a deciduous
shrub that is native to Europe, north Africa, and north and central Asia. It belongs to the
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Adoxaceae family (formerly Caprifoliaceae) [20,34,35]. The biological activity of V. opulus
preparations seems to be very broad, including antioxidative effects, direct antimicrobial ac-
tivity (biostatic effect against many pathogenic Gram-positive and Gram-negative bacteria,
as well as yeast from Candida sp.), hypoglycemic activity, hypotensive effect, the preven-
tion of lipid uptake and adipogenesis, an anti-inflammatory effect, anticancer potential,
osteogenic activity, uterine relaxant and antispasmodic properties, a diuretic effect, and
preventive activity against crystal deposition and stone formation [35-44]. Thus, V. opulus
is widely used in natural medicine for the relief of asthma, cold, fever, cough, nervousness,
rheumatoid diseases, diabetic, menstrual cramps, uterine and urinary tract infections, and
to treat high blood pressure [20,45]. Various parts of this plant are used, primarily the fruits
(Viburni fructus recens) and bark (Viburni opuli cortex), which are believed to have anti-
inflammatory, diaphoretic, and diuretic properties [46,47].

The aim of this study was to test the antistaphylococcal activity of originally obtained,
well biochemically characterized acetonic (a), ethanolic (¢), and water (w) extracts from
fruits and bark of Viburnum opulus L. (VF and VB, respectively) to determine for the first
time their effects on the adhesiveness and biofilm formation of S. aurens. The impacts
of these extracts on staphylococcal virulence factors, such as SrtA activity, SpA surface
expression, and the composition of bacterial cell membranes, that can determine the
development of biofilm-associated infections, were assessed. A relationship between the
observed mode of action of plant preparations and the actual adhesive properties of S.
aureus cells was considered based on biofilm formation by staphylococci pre-exposed to the
extracts. Assuming the final use of V. opulus extracts in vivo as pro-health dietary additives,
their cytotoxicity to the human foreskin fibroblast line HFF-1 was first tested.

2. Results
2.1. Biochemical Characterization of V. opuius Fruit and Bark Extracts

The chemical compositions of crude extracts obtained from V. opulus fruit and bark are
presented in Table 1. The total protein content varied from 8.64 to 16.13 mg/g, the sugar
content varied from 162.38 to 674.69 mg/g, and the organic acid content was in the range
of 426-86.36 mg/g. It was noted that V. opulus fruit extracts were superior to bark extracts
in terms of sugar and organic acid contents. On the other hand, bark extracts were more
abundant in phenolic compounds, including flavanols and proanthocyanidins. The total
content of phenolics, determined by a spectrophotometric method with the Folin-Ciocalteu
reagent, varied from 50.64 to 254.97 mg/g, the content of flavanols estimated with the
vanillin reagent was from 11.82 to 97.79 mg/g, and the proanthocyanidins level was from
5.81 to 63.38 mg/g. Quantitatively, the main components of the fruit extracts were sugars,
followed by organic acids and phenolic compounds, while phenolic compounds and sugars
were dominant in the bark extracts. Of the three solvents used for extraction in this study,
water showed the highest affinity for proteins, irrespective of plant materials, and for
flavanols in the case of bark. The highest sugar and organic acid contents was found in the
V. opulus extracts separated from both fruit and bark with 70% ethanol. The acetonic fruit
and bark extracts were the richest in total phenolic compounds and proanthocyanidins.
Quantitative analysis of V. opuilus fruit and bark extracts using the UPLC method showed
that the fruit extracts were dominated by hydroxycinnamic acids (60.37-65.64 mg/g), which
accounted for almost 83% of the total content of the determined phenolic groups. In turn,
in bark extracts and flavanols (119.13-132.15 mg/g) accounted for an average of 74% of the
total phenol content determined by the UPLC method. For comparison, flavonols had the
lowest concentration in fruit extracts, and flavalignans had the lowest concentration in bark
extracts. Qualitative analysis of the V. opulus fruit and bark extracts by the UPLC-QTOF-MS
technique revealed that the phenolic compound composition differed notably. Twenty-one
phenolic compounds were detected in fruit extracts and 15 in bark extracts (Table S1 and
Figure 51 in Supplementary Materials).
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Table 1. Chemical composition of V. opulus fruit and bark extracts.
Components Extraction Solvent Fruit (VF) Bark (VB)
70% acetone 11.38 + 0.88 Aa 13.14 + 0.90 Ab
Protein (mg/g) 70% ethanol 9.63 = 0.88 Aa 8.64 +0.01 Aa
water 14.29 + 0.15 Ab 16.13 = 0.93 Be
70% acetone 606.87 + 9.97 Bb 186.00 + 0.52 Ab
Sugars (mg/g) 70% ethanol 674.69 £ 18.67 Bc 19295 + 145 Ac
water 541.79 + 30.58 Ba 162.38 + 2.18 Aa
70% acetone 79.05 + 1.24 Bb 6.26 =021 Ab
Organic acids (mg/g) 70% ethanol 86.36 = 0.48 Bc 724 +=0.04 Ac
water 71.51 + 489 Ba 426+ 0.09 Aa
70% acetone 80.47 4 3.86 Ac 254.97 + 1.54 Bc
Total phenolics ! (mg GAE/g) 70% ethanol 71.76 +3.02 Ab 218.53 +2.07 Bb
water 50.64 + 1.53 Aa 171.02 + 3.16 Ba
70% acetone 18,58 + 0.19 Ac 9151 £+ 2.38 Ba
Flavanols 2 (mg CE/g) 70% ethanol 1444+ 073Ab 9669 + 259 Bab
water 11.82 + 1.19 Aa 97.79 +-3.71 Bb
Visapthon e T 70% acetone 12.26 £+ 0.46 Ac 63.83 = 4.60 Bc
CchE rg) 8 70% ethanol 10.06 + 046 Ab  56.67 - 141 Bb
& water 581 +031Aa 5029 £ 180 Ba
Total hvd A s 70% acetone 65.04 + 0.49 Bb 26.20 + 0.02 Ab
Ol lycsony 2’;“;‘““ AR 70% ethanol 65.64 4+ 029Bb  26.65+ 0.01 Ac
(mg CA/g) water 6037 £004ba 1424 £ 002 Aa
70% acetone 11.58 £+ 0.07 Ac 132.15 £ 0.13 Bc
Total flavanols? (mg CE/g) 70% ethanol 10.33 £ 0.07 Ab 127.25 £ 0.12Bb
water 8.84 =002 Aa 119.13 + 0.08 Ba
70% acetone 0.56 =0.01 b -
Total flavonols * (mg QG/g) 70% ethanol 061 +001c -
water 048 +001a -
Total flavali 4 70% acetone 1.13 £ 0.03 Aa 3.93 + 0.03 Ba
o (mg 70% ethanol 1924+009Ab  407+0.10Ba
8 water 4.30 =0.04 Ac 6.04 + 0.01 Bb
70% acetone - 1505+ 023a
Total iridoids * (mg QR/g) 70% ethanol . 15.44 £ 0.19a
water - 23.66 £ 051b

Values are presented as the means - SD, 1 = 3, ! determined by the Folin-Ciocalteu method; 2 determined by
the vanillin method; * determined after acid depolymerisation; * determined by UPLC analysis; GAE—gallic
acid equivalents; CE—(+)-catechin equivalents; CYE—cyanidin equivalents; CA—chlorogenic acid equivalents;
QG—quercetin 3-glucoside equivalents; CIN—cinchonine equivalents; QR—quercetin 3-rutinoside equivalents.
The means within the same column with different letters (a, b, ¢) or within the same row with different letters (A,
B, C) are significantly different according to Tukey's test (p < 0.05).

2.2. Cytotoxicity of V. opulus Fruit and Bark Extracts

The HFF-1 cells were exposed to V. opulus fruit and bark extracts or chlorogenic acid
as a reference compound used at a concentration range of 0.49-500 ug/ml for 24 h. The
results are given as percentages of cell viability in comparison with untreated control
cells (100% viability) and are presented in Figure 1. It was demonstrated that none of the
preparations tested possessed cytotoxic activity up to the concentration of 500 ug/mL. The
viability of HFF-1 cells did not fall below 80%. Lower cell viability (84.33 + 4.1%) was
observed after exposure to water extract from V. opulus bark (VBw) at a concentration of
3.9 ug/mL (Figure 1b). Interestingly, the use of this extract at the highest concentration
(500 pug/mL), as well as acetonic and water extracts from the fruits (VFa/w, Figure 1a)
and acetonic extract from V. opulus bark (VBa, Figure 1b), seemed to slightly support
fibroblast growth.
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Figure 1. The cytotoxic activity of V. apulus extracts en the human foreskin fibroblast line HFF-1:
(a) V. opudus fruit extracts (VF); (b) V. opurlus bark extracts (VB); a/e/w—acetonic/ethanolic/water
extract; ChA—chlorogenic acid.

2.3. Minimal Inhibitory/Bactericidal Concentration (MIC/MBC) of V. opulus Extract
against S. aureus

The biostatic and biocidal activity of V. opulus extract against S. aureus ATCC 29213
was assessed using the broth microdilution method. The obtained results are presented
in Table 2. Acetonic extract from V. opulus bark (VBa) expressed the strongest anti-
staphylococcal activity with MIC = MBC = 1000 pg/mL. Thus, for the study, subin-
hibitory concentrations of the extracts were used (100 and 500 1g/mL) so as not to disturb
microbial growth.

Table 2. MIC/MBC of the extracts from V. opulus fruits and bark, and activity of chlorogenic acid
against S, aurens ATCC 29213,

Concentration VFa VFe VFw VBa VBe VBw ChA
[mg/mL]

MIC 2 2 >2 1 2 2 >2

MBC >2 2 >2 L 2 =2 o

MIC—minimal inhibitory concentration; MBC—minimal bactericidal concentration; VF—V. opulus fruit extract;
VB—V. opulus bark extract; a/e/w—acetonic /ethanolic/water extract; ChA—chlorogenic acid.
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2.4. The Effect of V. opulus Extracts on SrtA Activity

Staphylococcal sortase A (SrtA) activity was evaluated outside bacterial cells us-
ing the Sensolyte 520 Sortase A Activity Assay Fluorimetric Kit. SrtA was exposed to
V. opulus extracts or ChA at concentrations of 100 and 500 g /mL. The results were collected
after 30 min and 60 min of incubation of treated and control (untreated) SrtA with the
substrate and are presented in Figure 2. The results are given as the percentage of SrtA
activity calculated from relative fluorescence units (RFU) of test wells compared with the
positive control (untreated SrtA), which was considered to represent 100% activity. All
of the tested preparations inhibited SrtA activity. However, water extract from V. opulus
fruits (VFw) showed one of the strongest effects and this was independent of concentration
(46.7% and 57.9% of inhibition after exposure to 100 and 500 ug/mlL, respectively; 30 min
incubation with the substrate). Acetonic and ethanolic V. opulis bark extracts (VBa and
VBe) possessed similar very strong inhibitory activity against SrtA, but this was limited to
the higher concentrations (500 pg/mL) of these extracts (60.5% and 54.2% inhibition caused
by VBa and VBe, respectively; 30 min incubation with the substrate). The prolonged 60 min
SrtA incubation with the substrate did not change the observed effects (data not shown).
Interestingly, chlorogenic acid alone had weaker inhibitory activity than V. opulus extracts.

1 100 pg/ml.
500 pgiml.

SrtA activity [%]

VF, VF. VF. VB, VB, VB, ChA

Viburnum opulus extracts

Figure 2. The effect of V. opulus extracts on staphylococcal sortase A (SrtA) activity after 30 min
incubation with the substrate; VF—V. opulus fruit extract; VB—V. opulus bark extract; a/e/w—
acetonic/ethanolic/water extract; ChA—chlorogenic acid.

2.5. Impact of V. epulus Extracts on SpA Expression

To determine the effect of the tested extracts on SrtA activity in living bacterial cells,
the expression of SpA (staphylococcal surface protein anchored to peptidoglycan by sortase)
was tested using FITC-labelled goat polyclonal anti-SpA antibodies. Based on SpA-related
fluorescence, the percentages of protein A expression on S. aureus cells exposed to V. opuilus
extracts or ChA compared with that the control (untreated) cells, taken as possessing
100% SpA expression, were calculated. The obtained results are presented in Figure
3. Irrespective of the staphylococcal strain tested, V. opulus bark extracts (VB) were the
most effective for the inhibition of SpA expression. All types of VB extract used at both
concentrations (100 and 500 pg/mL) almost always significantly decreased protein A
expression, but higher concentrations of VBa and VBe were extremely active, causing
92.3% and 90.3% inhibition of SpA expression, respectively, on S. aurens ATCC 29213
cells (Figure 3a), 78.3% and 78.0% inhibition on S. aureus ATCC 43300 cells (Figure 3b),
and 94.9% and 90.3% inhibition on S. aureus HY cells (Figure 3c). Quite strong inhibitory
activity was also noted for acetonic and ethanolic V. opulus fruit extracts (VFa and VFe),
although this was limited to higher concentrations and mainly occurred with S. aureus
ATCC 29213 (Figure 3a).
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Figure 3. The effects of V. opulus extracts on staphylococcal protein A (SpA) expression on the bacterial

cell surface: (a) S. aurens ATCC 29213; (b) S. aureus ATCC 43300; (c) S. aurens H9; VE—V. opulus fruit
extract; VB—V. opuelus bark extract; a/e /w—acetonic/ethanolic/ water extracl; ChA—chlorogenic

adid; * statistically significant differences compared to the control (p < 0.05).
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2.6. The Effecis of the Tested Exfracts on the Compositions of Phospholipids and Fatty Acids in
Staphylococcal Membranes

The impacts of V. gpulus extracts on neutral lipid, phospholipid, and fatty acid
types and their contents in the staphylococcal membrane were tested using LC-MS/MS
and GC/MS techniques. Phosphatidylglycerols (PGs) were found to be the predom-
inant lipid type in both S. aureus ATCC 43300 control and extract-treated cells. The
PG content was from 71.33 + 0.21% to 82.36 + 0.06% (Figure 4). Among other lipids,
lysyl-phosphatidylglycerols (LYSYL-PGs) and diglucosyldiacylglycerols (GLC2-DAGs)
were also detected; however, their concentrations were 8.15 + 0.22-21.75 + (.45% and
5.06 + 0.35-9.90 + 0.17%, respectively (Figure 4). Comparing control and extract-treated
cells, clear differences were observed only for S. anreus exposed to V. opulus bark extracts
(VBa and VBe). Interestingly, the PG and GLC2-DAG contents increased in the membranes
of staphylococci exposed to VBa and VBe in comparison to control cells, while, at the same
time, the concentration of LYSYL-PG was significantly reduced (Figure 4). The analysis of
the changes in content of specific types of lipids and fatty acids are presented in Figure 52
and Figure S3, respectively, in Supplementary Materials.

B VF,
B VF,
N VB,
- B,
Bl Control |
B Control 2

Lipid content [%]

PG LYSYL-PG GLC2-DAG

Figure 4. The effects of V. opulus extracts on the contents of the main classes of lipids in the cell mem-
brane of 5. qurens ATCC 43300; PG—phosphatidylglycerols; LYSYL-PG—lysyl-phosphatidylglycerols;
GLC2-DAG—diglucosyldiacylglycerols; VE—V. opulus fruit extract; VB—V. opulus bark extract; a/e—
acetonic/ethanolic extract; Control 1—bacteria in medium alone; Control 2—bacteria in medium
containing 2.5% ethanol.

2.7. Assessment of Biofilm Formation by Staphylococci Pre-exposed to V. opulus Extracts

Attempts to limit staphylococcal adhesive properties using V. opulus extracts influ-
encing SrtA activity and MSCRAMMSs expression should be reflected in the process
of biofilm formation. Therefore, biofilm biomass accumulation on abiotic polystyrene
plates by staphylococci pre-exposed to V. opulus extracts was tested fluoromerically using
the LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit. As demonstrated in Figure 5, biofilm
formation by S. aureus pre-exposed to all types of tested extracts used at both lower
(100 pg/mL) and higher concentrations (500 ng/mL) as well as by chlorogenic acid at
a higher concentration was inhibited. The observed effects were statistically significant
for S. aureus ATCC 43300 (Figure 5b) and 5. aureus H9 (Figure 5¢) but not for S. aureus
ATCC 29213 (Figure 5a). VFe seemed to be the most potent biofilm inhibitor, decreas-
ing 5. aureus ATCC 43300 biofilm biomass by 20.4 + 1.3% (p = 0.000016) and 19.4 + 6.5%
(p = 0.00004), and S. aureus HY biofilm biomass by 23.2 + 4.8% (p = 0.000311) and
19.5 + 2.4% (p = 0.000311) when it was used at 100 and 500 pg/mlL, respectively.
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Figure 5. The effects of V. opulus extracts on the ability of staphylococci to form biofilm: (a) S. aurens
ATCC 29213; (b) S. aureus ATCC 43300; (¢) S. aureus H9; VF—V. opulus fruit extract; VB—V. opulus bark
extract; a /e /w—acetonic/ethanolic/water extract; ChA—chlorogenic acid; statistically significant
differences compared with the control: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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3. Discussion

In the present study, the effects of originally obtained acetonic, ethanolic, and water
extracts from Viburnum opulus fruits and bark on S. aureus virulence factors determin-
ing the development of staphylococcal biofilm-associated infections were investigated to
establish the anti-infective potential of these extracts. The activity of V. opulus-derived
products results mainly from the presence of phenolic compounds [20]. As reported by
several authors, hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids (mainly chlorogenic, gal-
lic and ferulic acid), flavanols (catechin, epicatechin, procyanidin), flavonols (quercetin
and isorhamnetin glycosides), and anthocyanins (mainly cyanidin 3-glucoside, cyanidin
3-arabinosyl-glucoside, cyanidin 3-rutinoside, and cyanidin 3-sambubioside) have been
identified in V. opulus fruits and fruit juice [35,48-51]. The qualitative composition of the
extracts analyzed in the present study depended on the morphological part of the plant
used for the extraction process, while the quantitative composition also depended on the
type of extraction solvent used. The crude extracts tested here were highly heterogeneous
and were composed of macronutrients (sugars, proteins, and organic acids) and a large
variety of phytochemicals, such as phenolic compounds. The bark extracts exceeded the
fruit extracts approximately three times, seven times, and more than six times in terms of
the total phenolics, flavanols, and proanthocyanidins, respectively (Table 1). Eleven hydrox-
ycinnamic acids, four flavonols, three flavanols, and three flavalignans were identified in V.
opulus fruit extracts. As a comparison, five hydroxycinnamic acids, eight flavanols, and
two flavalignans were identified in V. opulus bark extracts. A previous study [51] showed
that hydroxycinnamic acids are dominant in V. opulus fruits, while flavanols are dominant
in bark. The results obtained for the extracts tested in the present study are consistent with
the cited data. Hydroxycinnamic acids comprised almost 83% of the total content of the
different phenolic groups in fruit extracts, while flavanols accounted for an average of
74% of the total phenols determined by the UPLC method in bark extracts. Chlorogenic
acid, as the compound present in all tested extracts, was used as a reference compound
in the present study. Data on the compositions of individual phenolic compounds are
greatly important, because their structures significantly affect their properties. All V. oprilus
extracts tested were not cytotoxic to human fibroblasts up to a concentration of 500 pg/mL.
However, considering the usually weak bioavailability of phenolic compounds after oral
administration and their poor tissue distribution, we decided to test the effects when the
extracts were used at a low concentration of 100 ug/mL. It is also worth emphasizing
that the MIC/MBC of these extracts against staphylococci did not go below 1000 ug/mL
(Table 2); thus, the concentrations chosen for the research did not disturb bacterial growth.

As we explained before, both the initiation and course of staphylococcal infections
strongly depend on the adhesive properties of these bacteria. Therefore, we assumed that
the inhibition of the expression of bacterial adhesins could limit staphylococcal adhesion
and biofilm formation and thus prevent the development of 5. aureus infections. Sortase A
(SrtA), a membrane-localized cysteine transpeptidase, which catalyzes the covalent bond-
ing of staphylococcal surface adhesive proteins, called MSCRAMM, to peptidoglycan,
seems to be a good candidate for use as an antimicrobial drug target [7,33]. It has been
demonstrated that a lack of SrtA causes the defective anchoring of about 20 staphylococcal
surface proteins (including CIfA and SpA), which may reduce S. aureus binding to the
von Willebrand factor (vWF), the vWF-binding protein (vWbp), and finally to endothelial
cells through protein bridges [7]. Based on data presented in the literature, in which some
secondary plant metabolites, including flavonols (e.g., morin, myricetin, and quercetin) as
well as chalcones (intermediate products in flavonoid biosynthesis), are shown to exhibit
strong sortase inhibitory activity [30,31], we hypothesized that V. opulus extracts, which
are rich in phenolic compounds, may also have such an effect. Here, it was demonstrated
that all of the tested extracts inhibited SrtA activity, but the strongest effect (above 50%
of inhibition) was associated with the water extract from V. epulus fruits (VFw) as well as
acetonic and ethanolic bark extracts (VBa and VBe) used at a concentration of 500 pg/mL
(Figure 2). The use of chlorogenic acid alone as a reference compound was associated with
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inhibitory activity, although this was not as strong as that of the extracts, which indicates
the possibility of a synergistic effect among their various compounds. Wang et al. [52]
showed that chlorogenic acid binds to the active site of SrtA and thus blocks the attachment
of the substrates containing the LPXTG motif. Five other hydroxycinnamic acids—caffeic
acid, neochlorogenic caid, cryptochlorogenic acid, and ferulic and isoferulic acids—were
also identified as potent inhibitors of this Gram-positive bacteria transpeptidase. Chloro-
genic acid exhibited the best sortase-inhibitory activity with an ICsg of 34 ug/mlL, followed
by caffeic acid (ICs 155 pg/mL), ferulic acid (ICsy 257 pg/mL), and neo- and eryptochloro-
genic acids with ICs) values of 300 pg/mL [53]. All three chlorogenic acids were identified
in both V. opulus fruit and bark extracts, while caffeic acid was only present in fruit extracts
(Table S1 in Supplementary Materials). The inhibitory activity of fruit extracts against
SrtA could have also resulted from the presence of flavonols, which were not found in
bark extracts. According to Kang et al. [31], quercetin reduced the activity of SrtA by half
at a concentration of 52.70 uM. Four quercetin glycosides were identified in all V. opulus
fruit extracts. Of course, the addition of a sugar molecule to aglycone can influence the
inhibitory activity of quercetin. However, Liu et al. [32] observed that quercitrin (quercetin
3-rhamnoside), present in V. opulus fruit extracts, could inhibit the catalytic activity of SrtA
by binding directly to the active region of the enzyme.

Since the impact of V. opulus extracts on SrtA activity was tested on commercially
available free enzyme, to test the effect on real cell-associated enzyme we also studied the
expression of staphylococcal protein A (SpA) on the surface of S. aureus cells pre-exposed to
the tested extracts. SpA contains the LPXTG muotif; thus, its surface expression in metaboli-
cally active bacteria depends mainly on SrtA activity [29]. Of course, it is possible that com-
pounds that are able to interfere with protein synthesis (e.g., antibiotics such as macrolides,
tetracyclines, and aminoglycosides) [54] and the general metabolic activity of bacteria
(biostatic compounds) may also limit the surface expression of bacterial proteins. How-
ever, in a preliminary study, we determined the minimum inhibitory /biocidal / fungicidal
concentrations (MIC/MBC/MFC) of the tested V. opulus extracts against a wide range of
Gram-positive and Gram-negative bacteria, as well as fungi, and their MIC/MBC against
S. aureus did not go below 1 mg/mL (Table 2). Thus, the sub-inhibitory concentrations
of V. opulus extracts used in the present research avoided any metabolic influences. The
results obtained for SpA expression on the surface of staphylococcal cells corresponded
well with free SrtA activity. We demonstrated that all types of VB extract (especially VBa
and VBe) significantly reduced SpA expression on the surfaces of all three tested S. aurens
strains (reference ATCC 29213, ATCC 43300, and clinical H9). The percentage of inhibition
of SpA expression achieved was 78.0-94.9% for VB extracts used at a concentration of
500 pg/mL (Figure 3). The obtained results are relevant in the context of staphylococcal
infections, since SpA participates not only in the adhesion of S. aureus to surfaces and host
cells, aggregation and biofilm formation, it is also involved in the evasion of host defense
mechanisms. SpA is able to bind to immunoglobulins (nonspecific reaction), vWE, and
complement proteins, and through binding to cellular receptors such as FcyR, TNFR1,
and GPIbw, as well as the activation of MAPK signaling, SpA induces the production of
pro-inflammatory cytokines and participates in the development of pathological changes,
e.g., during infective endocarditis, chronic wound infections, or osteomyelitis [29,55-57].
Moreover, its ability to bind Fey of IgG (type 1, 2, 4) and the Vi3 heavy chains (Fab region)
in IgG, IgM, or IgA plays an important role in host immune response evasion by blocking
so-called opsonophagocytosis and a complement activation, as well as by stimulating the
clonal expansion of lymphocytes B (Spa acts as superantigen), leading to their apopto-
sis [29,55]. Thus, the impressive inhibition of SpA expression on the surface of S. aureus
cells demonstrated here using V. opulus extracts seems to be a promising way to prevent
staphylococcal infections. Interestingly, chlorogenic acid used alone did not exhibit such
inhibitory activity, which corresponds well with its much weaker impact on SrtA activity
than the effect demonstrated for V. opulus extracts. ChA in the literature is presented as
one of the main polyphenol compounds in the human diet. A great number of pro-health
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activities of ChA, including antioxidant, anti-inflammatory, antilipidemic, antidiabetic,
antihypertensive, anticancer, antineurodegenerative, and antimicrobial effects have been
described based on both in vitro and in vivo studies [59]. ChA antimicrobial activity, the
most important, due to the purpose of this study, is very diverse with MIC values against S.
aureus ranging from 0.016 to even 10 mg/mL, depending on the tested strain [59,60]. In the
present research, the MIC and MBC values of ChA were above 2 mg/mL. Considering all
of our results, it can be assumed that the antimicrobial activity of ChA is a consequence of
its direct biostatic /biocidal effects, rather than its inhibitory impacts on microbial virulence
factors, such as enzymatic activity or adhesin expression. The exact mechanism of ChA
antimicrobial activity is not fully understood, but the inhibition of S. aureus proliferation
and damage to the bacterial cell membrane followed by its increased permeability leading
to microbial cell death are indicated as being the most likely modes of ChA action [59,61].

Bacterial membranes are the structures responsible for cell homeostasis, interaction
with external factors and participation in microbial response to environmental changes;
thus, they cannot be stable structures. Their lipid composition is constantly being modified
depending on the living conditions, such as temperature, osmolarity or pH [62,63]. There
is no doubt that modifications to the membrane composition and, thus, cell surface stabi-
lization, membrane-associated protein topology, surface hydrophobicity and charge, and
finally bacterial cell resistance [62-64] play an important role in microbial adhesion and
biofilm formation [25]. Moreover, SrtA is a membrane-localized enzyme, so these changes
may also determine its expression and activity. Therefore, the effects of V. opulus extracts
used at 500 pug/mL on the profile of lipids and fatty acids in the S. anrens ATCC 43300 cell
membrane were assessed using qualitative and quantitative tests. According to literature
data, phosphatidylglycerols (PG) are predominant in 5. atireus membranes; however, other
phospholipids, such as lysyl-phosphatidylglycerols (LYSYL-PG) and diacylglycerols, as
well as other glycosylated or conjugated lipids, such as diglucosyldiacylglycerols (GLC2-
DAG) and monoglucosyldiacylglycerols, are also present [62,63]. Our results confirm this,
since the PG content in both control and extract-treated staphylococcal cells was above 70%,
while the content of LYSYL-PG and GLC2-DAG did not exceed 22% and 10%, respectively.
By analyzing the impacts of V. opulus extracts on the general composition of the staphy-
lococcal membrane, clear differences were only observed for S. aureus exposed to bark
extracts (VBa and VBe). Both extracts increased PG and GLC2-DAG contents and caused
a significant reduction in the LYSYL-PG content, compared with that in the control cells.
PG is a precursor of LYSYL-PG, and, in a reaction mediated by a membrane protein called
the multiple peptide resistance factor F (MprF), an aminoacyl group from lysine-tRNA is
transferred to PG [62-64]. This reaction stabilizes the microbial membrane and modulates
its charge, since anionic PG is converted to cationic LYSYL-PG. The described modification
is recognized as one of the staphylococcal virulence factors that prevents membrane per-
turbation in the presence of cationic antimicrobials, such as antimicrobial peptides; thus, it
is an important component of human and animal innate immunity or cationic antibiotics
(e.g., daptomycin) [25,63-65]. In this study, we observed an increased content of PG but
not LYSYL-PG in the membranes of staphylococci exposed to VBa and VBe, which may
indicate the ability of these extracts to block a transformation of PG to LYSYL-PC. Since the
single-nucleotide polymorphisms in mprF correlated with the changes in the LYSYL-PG
profile were demonstrated for clinical S. aureus strains exposed to daptomycin [64], the
influence of V. opulus extracts on MprF activity could be a possible mechanism responsible
for the inhibitory effect observed in our study. Although this hypothesis needs to be con-
firmed in future, V. opulus bark extracts, in contrast to the previously tested Leonurus cardiac
extract [25], seem to have additional promise as preparations to prevent the activation of
some mechanisms of staphylococcal resistance.

We assumed that exposure to V. opulus fruits and bark extracts that influence SrtA
activity, MSCRAMM s expression, and the lipid composition of S. aureus cell membranes
would change the adhesive properties of those bacteria and, thus, the process of biofilm
formation. Indeed, differences in biofilm biomass between control and extract-exposed
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S. aurens were observed, but the significant inhibitory effect mainly concerned S. aureus
ATCC 43300 and did not exceed 24%. This means that staphylococci, despite their ex-
posure to V. opulus preparations disturbing some mechanisms responsible for bacterial
adhesion, are still able to form a biofilm. Staphylococci are known to be extremely efficient
at aggregation and biofilm formation, in which many different factors participate. The
general steps of building these complex structures are similar in all bacteria, including
staphylococci, and comprise microbial adhesion (classic settled biofilms) or cell aggregation
(free-floating biofilm aggregates), multiplication, microcolony formation and extracellular
polymeric substances (EPS) production, and finally, biofilm maturation (phenotypic and
functional cell differentiation) and dispersion (detachment of single cells or small aggre-
gates) [9,12,13]. The initial adhesion of bacteria mediated by unspecific physico-chemical
interactions, such as electrostatic bonds, hydrophobic interactions, or van der Waals forces,
is then strengthened by specific adhesins. Staphylococci possess a wide range of surface
adhesins, including the previously described MSCRAMM proteins that are covalently
linked to peptidoglycan subunits thanks to SrtA activity; nevertheless, polysaccharide
intercellular adhesin (PIA), being a homopolymer of partially deacetylated (3-1,6-linked
N-acetyl-glucosamine (PNAG), plays a pivotal role in cell-to-cell interactions, leading to
the accumulation of staphylococcal biomass. PIA/PNAG is encoded by the intercellular
adhesion operon ica, which contains icaADBC genes [12,54,66,67]. Thus, the inhibition
of SrtA activity limiting the expression of surface adhesive proteins by V. opulus extracts
demonstrated in this study may not be as strongly reflected in biofilm formation by staphy-
lococci, as expected. Moreover, S. aureys strains that do not possess the ica operon are
also able to form a biofilm. It has been revealed that some components or products of
staphylococcal cells, such as teichoic acids, adhesive proteins (mainly SasG and Bap),
extracellular DNA (eDNA), -hemolysin, or even bacterial metabolites may participate in
bacterial adhesion, forming a framework that stabilizes staphylococcal biofilm and also
replace PIA/PNAG in its role as a mediator of intercellular interactions [12,54,66,68,69].
Thus, V. opulus fruit and bark extracts may limit biofilm formation by staphylococci, but the
effect is strongly strain-dependent. Moreover, full inhibition of the development of these
structures cannot be assumed using V. opulus extracts as the only preventive preparations.
Since these conclusions were drawn on the basis of in vitro research, in vivo studies on
animal models of staphylococcal infections with V. opulus extracts as dietary supplements
should be done in the future.

4. Materials and Methods
4.1. Plant Maierial Preparation and Chemical Analysis
4.1.1. Standards and Reagents

Hypergrade acetonitrile (Merck, Darmstadt, Germany) and formic acid (Sigma, Stein-
heim, Germany) were used for LC-MS. Reference compounds were obtained from Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany) ({(+)-catechin, caffeic acid, (—)}-epicatechin, gallic acid,
quercetin 3-thamnoside, and quercetin 3-rutinoside), Extrasynthese (Lyon, France) (chloro-
genic acid and quercetin 3-glucoside), and Phytolab (Vestenbergsgreuth, Germany)
(neochlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid, procyanidin Bl
and B2, and procyanidin C1). Ultrapure water (Simplicity ™ Water Purification System,
Millipore, Marlborough, MA, USA) was used to prepare all solutions.

4.1.2. Extract Preparation

Commercially available dried bark and fruits of V. opulus were purchased from “Farm
Vit” (Szczecin, Poland) and “Natura Wita Ltd.” (Kopernia, Poland), respectively. Powdered
plant materials (coffee grinder) were extracted with 70% acetone or 70% ethanol (1:20, w /o)
on a magnetic stirrer for 3 h at room temperature. Then, the mixtures were incubated for
18 h at room temperature in the dark followed by the re-extraction on a magnetic stirrer
for 3 h. After centrifugation at 5000 rpm for 10 min (MPW-351R, MPW Med. Instruments,
Warszawa, Poland) the supernatants were evaporated at 40 “C (vacuum rotary evaporator
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RII, Biichi, Switzerland) in order to remove organic solvents. The aqueous phases were
lyophilized to obtain the ethanolic extract and acetonic extract. Aqueous extracts of V.
opulus bark and fruit were obtained by mixing powdered plant materials (10 g) with 200 mL
of boiling water. Then, the mixture was simmered for 5 min and kept at room temperature
for 15 min. The supernatants obtained after centrifugation were concentrated and then
lyophilized. As a result of the described procedure, six extracts were obtained, including
three from bark (VBa, VBe, VBw) and three from fruit (VFa, VFe, VFw). The abbreviations
(a), (), and (w) denote acetonic, ethanolic, and water extracts, respectively. For chemical
analysis, stock solution of each extract was prepared at a concentration of 25 mg/mL in
water, followed by centrifugation before analysis.

4.1.3. Analysis of Chemical Composition of Extracts

The crude protein content was analysed by the Kjeldhal method with a conversion
factor of 6.25. Total sugar and organic acid contents in the extracts were determined by the
HPLC system with a refractive index (RI) detector and a photodiode array detector (210
nm) connected in series (Waters Corp., Milford, MA, USA), as described previously [51].
The total phenolic content of the extracts was determined spectrophotometrically with
Folin-Ciocalteau reagent and expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram
of extract (mg GAE/g). The total proanthocyanidin content was determined after acid
depolymerisation in butanol-HCI solution with the cortesponding anthocyanidins and is
expressed as cyanidin equivalents per gram of extract (CYE/g). The analytical procedures
for determining the contents of total phenolic compounds and proanthocyanidins were
described in previous work [51]. The total flavanol content was estimated using the vanillin—
sulfuric acid method, and results are expressed as milligrams of (+)-catechin equivalents
per gram of extract (CE/g) [70].

4.1.4. Analysis of Phenolic ComIPounds Using Ultra-Performance Liquid
Chromatography—Quadruple-Time of Flight Mass Spectrometry (UPLC-QTOF-MS)

Phenolic compounds were identified using the Acquity ultraperformance liquid chro-
matography (UPLC) system coupled with a quadruple-time of flight mass spectrometry
(Q-TOF-MS) instrument (Waters Corp., Milford, MA, USA) equipped with an electrospray
ionization (ESI) source. Separation of individual phenolics was carried out using a Acquity
UPLCR HSS T3 C18 column (150 x 2.1 mm?, 1.8 pmy; Corp., Milford, MA, USA) at 30 °C
according to the method presented by Zaklos-Szyda et al. [44] with some modifications.
The mobile phase was a mixture of 0.1% formic acid (A) and acetonitrile (B). The gradient
program was as follows: initial conditions—99% (A), 12 min 65% (A), 12.5 min 0% (A),
13.5 min 99% (A). The flow rate was 0.45 mL/min, and the injection volume was 5 pL.
The mass spectrometer was operated in negative mode for a mass range of 150-1500 Da,
the fixed source temperature was 100 °C, the desolvation temperature was 250 °C, the
desolvation gas flow was 600 L/h, the cone voltage was 45V, the capillary voltage was 2.0
kV, and the collision energy was 50 V. Leucine enkephalin was used as a lock mass. The
instrument was controlled by Mass-Lynx"™ V 4.1 software. Phenolic compounds were
identified using their UV-Vis characteristics. MS and MS” properties were determined
using data gathered in house and from the literature. Based on the qualitative analysis of
phenolic compounds, the total contents of flavanols, flavonols, flavalignans, hydroxycin-
namic acids and iridoids were calculated. The contents are expressed in mg/g of extract
for equivalents of (+)- catechin, quercetin 3-glucoside, cinchonine, chlorogenic acid, and
quercetin 3-rutinoside, respectively.

4.2. Stock Solutions for Biological Tests

Stock solutions of V. opulus extracts (10 mg/mL or 50 mg/mL) were prepared in
sterile-filtered water (the extracts from fruits, water extract from bark) or 50% ethanol
(ethanolic and acetonic extracts from bark) and kept frozen at —20 °C. Further dilutions
of each stock were prepared in a medium adapted to the requirements of the test. Since
ethanol was used as initial solvent for ethanolic and acetonic bark extracts, finally reaching
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the highest concentration of 2.5% in chosen samples, two types of control sample were
prepared for each experiment: bacterial/eukaryotic cells in medium alone (control 1) or in
medium containing 2.5% ethanol (control 2). The reference compound, chlorogenic acid
(SERVA Feinbiochemica, Heidelberg, Germany), was dissolved in 50% ethanol and diluted
in the appropriate medium.

4.3. Cytotoxicity of V. opulus Fruit and Bark Extracts

A monolayer of human foreskin fibroblasts (HFE-1, ATCC-SCRC-104, LGC Standards,
Lomianki, Poland) was cultured as previously described [26]. Briefly, a detached cell
suspension (2.5 x 10° cell/mL) was seeded (100 uL) into 96-well tissue culture plates
(Nunc, Roskilde, Denmark) for 24 h at 37 °C/5%CQO;. The culture medium was re-
placed with 100 uL of medium containing V. opulus extracts at a concentration range of
0.49-500 pg/mL for 24 h. Appropriate growth controls (the cells in culture medium
alone and in medium containing 2.5% ethanol) were set up at the same time. The cy-
totoxic activity of the extracts was measured by MTT [3-(4,5-dimethylthiazole-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] reduction assay. After exposure, the medium containing
extracts were removed, the cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS; BioW-
est, Nuaillé, France), and then fresh cell culture (100 uL/well) and MTT (1.5 mg/mL,
50 puL/well) were added for 2 h of incubation under the above conditions. Finally, the MTT
solution was removed and replaced with 75 uL/well of 20% sodium dodecyl sulfate (SDS;
Sigma, St. Louis, MO, USA) for 24 h (room temperature) to dissolve the blue formazan pro-
duced by living cells. The absorbance of the samples was read at 550 nm with a microplate
reader (Victor2, Wallac, Turku, Finland), and the percentage of viable cells was calculated
based on the absorbance of appropriate growth controls considered to represent 100% cell
viability. The experiment was carried out twice in duplicate each.

4.4. Staphylococcal Strains and Culture Conditions

The reference strains S. aureis ATCC 29213 (methicillin-sensitive S. aureus—MSSA)
and S. aureus ATCC 43300 (methicillin-resistant S. anreus—MRSA), as well as the clinical
isolate S. aureus H9 (MRSA), were used in the study. Bacteria from the stock suspensions
kept frozen at 80 “C were grown for 24 h at 37 °C in tryptic soy agar (TSA; BTL Sp. z
0.0., LodZ, Poland) to check the typical morphology and purity. Before setting up each
experiment, cultures were freshly prepared in tryptic soy broth (TSB; BTL Sp. z 0.0., £.6dZ,
Poland) with 0.25% glucose (TSB/Glu) (for 24 h at 37 °C). The suspension density was
adjusted to the appropriate value for the given test.

4.5. Minimal Inhibitory/Bactericidal Concentration (MIC/MBC)

The MICs of V. opulus extracts tested at a final concentration range of 15.6-2000 ug/mL
against S. aureus ATCC 29213 were determined with a microdilution broth assay according
to the EUCAST recommendations [71]. The MIC was defined as the lowest concentration
of the extract that inhibited bacterial growth after 24 h of incubation at 37 “C compared
to a positive growth control. If the MIC was established, 10 uL from the wells marked as
having the MIC and from the wells having higher concentration or if the MIC was above
the tested range, 10 ul. from two wells with the highest concentration of the extract, were
subcultured in TSA for 24 h at 37 “C to evaluate the MBC value. The MBC refers to the
lowest concentration of the extract required to kill 99.9% of the bacteria.

4.6. SrtA Activity Testing

The effect of V. oputlis extracts or chlorogenic acid (ChA; reference compound) used at
100 pg/mlL and 500 pg/mL on SrtA activity was evaluated using Sensolyte 520 Sortase
A Activity Assay Kit Fluorimetric (AnaSpec Inc., Fremont, CA, USA) in accordance with
the manufacturer’s instructions. SrtA was exposed to the extracts/ChA for 10 min at
37 “C before substrate adding. Untreated SrtA as positive control and substrate alone was
added. After 30 and 60 min ongoing incubation with the substrate the fluorescence of test
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and control samples at 490c, /520. was read using a Spectra Max i3 (Molecular Devices,
San Jose, CA, USA) in the Laboratory of Microscopic Imaging and Specialized Biological
Techniques at the Faculty of Biology and Environmental Protection University of Lodz.
The fluorescence reading from the substrate alone was used as a background and was
subtracted from the fluorescence of the samples. The results are given as the percentage
of SrtA activity calculated from relative fluorescence units (RFU) of test wells compared
to the positive control of untreated SrtA, taken as 100% activity. The experiment was
repeated twice,

4.7. Assessment of SpA Expression

The reference S. aureus ATCC 29213, S. anrens ATCC 43300, and clinical S. aureus H9
strain suspensions (ODs35 = 0.5) were exposed to V. opulus extracts or ChA at concentra-
tions of 100 pg/mL and 500 pg/mL (sample total volume 1 mL) for 24 h at 37 “C on an
orbital shaker type TR-250/CH-4103 (Bottmingen, Switzerland). Bacterial suspensions in
TSB/Clu medium alone served as the positive control. After incubation, bacteria were
centrifuged at 3000 rpm for 10 min, washed twice with PBS (BioWest, Nuaillé, France) in a
final volume of 5 mL, and finally, resuspended in 1 mL of PBS. To exclude the possible in-
fluence of a rinsing step on the number of bacterial cells, new suspensions were prepared at
ODs35 = 1.5. FITC-labelled goat polyclonal anti-SpA antibodies (Ab; GeneTex Inc., Irvine,
CA, USA) diluted 1:100 in PBS with 1% bovine serum albumin (BSA; Sigma, St. Louis,
MO, USA) were used for the detection of SpA expression on bacterial cells (the final Ab
dilution 1:500). The SpA-related fluorescence was measured by Victor2 (Wallac, Turku,
Finland), and based on relative fluorescence units (RFU), the percentage of SpA expres-
sion in comparison with that of the positive control (untreated bacteria taken as 100%
SpA expression) was calculated. Two independent experiments were run for each strain
in duplicate.

4.8. Extraction and Examination of the Composition of Glycolipids, Phospholipids, and Fatty Acids
in Staphylococcal Membranes

4.8.1. Chemicals

Standards of phospholipids were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL,
USA). The other chemicals were acquired from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany) and
Avantor (Gliwice, Poland). All chemicals used were high-purity-grade reagents.

4.8.2. Exposure of S. aureus to V. opulus Extracts

A suspension of S. anreus ATCC 43300 (ODs3s = 1.8) in TSB/Glu prepared from fresh
24 h old culture was added (6 mL) to bacteriological Falcon-like tubes (Medlab, Raszyn,
Poland) and centrifuged at 3000 rpm for 10 min. Bacteria in the sediment were then
exposed to acetonic and ethanolic extracts from V. opulus fruits and bark at a concentration
of 500 ug/mlL (tested samples) for a 24 h at 37 °C with gentle shaking. Bacteria in culture
medium alone (TSB/Glu) were prepared as control 1 and bacteria in culture medium
TSB/Clu containing 2.5% ethanol were used as control 2. After exposure, the samples
were centrifuged as described above, bacteria were suspended in 6 mL TSB/Clu, and each
sample was added (2 mL) to three Eppendorf tubes (Medlab, Raszyn, Poland) for lipid and
fatty acid extraction and analysis. The whole experiment was conducted twice.

4.8.3. Extraction of the Lipids

Lipids from S. aureus cells were extracted according to our previous method [25] with
modifications. The bacterial biomass was moved into 2 mL Eppendorf tubes containing
glass beads, 0.33 mL methanol, and 0.66 mL chloroform. Then, the samples were homog-
enized for 1 min with the use of FastPrep (MP Biomedicals, Shanghai, China). After, the
samples had been centrifuged (2000 g, 2 min), the supernatants were transferred into
1.5 mL Eppendorf tubes, and 0.2 mL of saline was added. The lower layer of each sample
was collected and evaporated. The obtained extracts were dissolved in 0.75 mL methanol.
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4.8.4. Staphylococcal Lipid Analysis

The lipid content was determined using an Agilent 1200 HPLC (Santa Clara, CA,
USA) and a 4500 QTRAP mass spectrometer (Sciex, Framingham, MA, USA) equipped
with an ESI source operated in positive or negative ion mode. Ten microliters of the lipid
extract were injected onto a Kinetex C18 column (50 mm x 2.1 mm, particle size: 5 pm;
Phenomenex, Torrance, CA, USA) at a flow rate of 0.5 mL/min and a temperature of
40 “C. The gradient elution was applied with mobile phases of water (A) and methanol (B)
(both consisted of 5 mM ammonium formate). The solvent gradient was initiated at 70% B,
increased to 95% B over 1.25 min, and maintained at 95% B for 6 min before returning to the
initial solvent composition over 3 min. The data analysis was performed with Analyst™
v1.6.2 software (Sciex, Framingham, MA, USA).

At first, the untargeted approach was performed with precursor ion scanning at m/z
153 (in negative mode) or neutral loss scanning of m1/z 300 (in positive ion mode) to detect
PG and Lysyl-PG, respectively, triggering enhanced product ion experiments. Sodium
adducts of glycolipids were searched using enhanced mass spec experiments. On the basis
of the untargeted analysis, a comprehensive list of the multiple reaction monitoring (MRM)
transitions was generated, and a quantitative analysis was performed.

4.8.5. Staphylococcal Fatty Acid Analysis

To Eppendorfs with bacterial lipid extract (0.375 mL), toluene (0.05 mL) and 8.0%
HCl solution in methanol (0.075 mL) were added [72]. The tubes were vortexed and then
incubated at 45 “C for 16 h. After cooling to room temperature, 0.5 mL hexane and 0.5 mL
water were added for the extraction of fatty acid methyl esters (FAMEs). One microliter of
each extract sample was analyzed using a gas chromatography system (Agilent Model 7890
gas chromatograph, equipped with a 5975C mass detector). The separation was carried
out in a HP 5 MS methyl polysiloxane capillary column (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 mm
ft). The column temperature was maintained at 60 °C for 3 min, and then increased to
212 °C at a rate of 6 "C/min, followed by an increase to 245 °C at a rate of 2 °C/min, and
finally, to 280 °C at a rate of 20 “C/min for 10 min. Helium was used as the carrier gas
at a flow rate of 1 mL/min. The injection port temperature was 250 “C. Bacterial fatty
acids were identified by comparison with the retention times of the authentic standards
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), and the results are expressed as a percentage of the
total amount of fatty acids.

4.9. Assessment of Biofilin Formation by S. aureus

The suspensions of all tested bacteria at a density of ODs35 = 0.5 in TSB/Glu were
exposed to V. opulus extracts or chlorogenic acid (reference compound) at final concentra-
tions of 100 and 500 ug/mL (sample total volume 1 mL) for 24 h at 37 °C on an orbital
shaker (TR-250/CH-4103, Bottmingen, Switzerland). Control bacteria were incubated
in TSB/Glu alone. After incubation, the bacteria were harvested by centrifugation at
3000 rpm /10 min, washed twice with PBS in a volume of 5 mL, and finally resuspended in
1 mL of TSB/Glu. To exclude possible influence of a rinsing step on the number of bacterial
cells, new suspensions at a density of ODs35 = 0.9 were prepared in TSB/Glu and seeded
(100 L) into the wells of 96-well polystyrene culture microtiter plates (Nunc, Denmark)
for 24 h at 37 °C to develop a biofilm. Proper negative control (medium alone) and positive
controls (bacteria untreated with the extracts) were included. The effects of V. opulus
extracts were assessed with the LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA) according to the manufacturer’s recommendations.
Finally, the fluorescence of the samples was measured at 485.,/535., nm for green Syto-9
and 485.x /620en, for red PI using a Spectra Max i3 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)
in the Laboratory of Microscopic Imaging and Specialized Biological Techniques at the
Faculty of Biology and Environmental Protection University of Lodz. Each variant used for
the experiment was tested twice in quadruplicate. The results are given as the percentage
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of biofilm biomass calculated from the mean fluorescence values + SD of test wells in
comparison with the positive control (untreated bacteria, taken as 100% biofilm).

4.10. Statistics

Data are expressed as the mean = standard deviation (SD). The differences in bio-
chemical composition of the extracts were analyzed using one-way analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test. The differences in biological activity of the extracts were evalu-
ated using the Mann-Whitney U test and one-way ANOVA. STATISTICA 13.1 (StatSoft
Polska Sp. Z 0.0., Krakow, Poland) software was used for the calculations. Differences with
p < 0.05 were considered statistically significant.

5. Conclusions

In summary, the consumption of V. opulus fruit and bark extracts may be beneficial
for the prevention of staphylococcal infections due to their negative impacts on some
S. aureus virulence factors, such as SrtA activity, SpA expression, and cell membrane
modification conditioning proper homeostasis and increased resistance. These extracts
may also limit biofilm formation by staphylococci. Nevertheless, full inhibition of the
development of these structures cannot be assumed using V. opulus extracts as the only
preventive preparations. Although we have recognized several limitations of the present
study, the results obtained reveal novel insights regarding the pro-health use of V. opulus
extracts to prevent staphylococcal infections.

Supplementary Materials: The following are available online. Figure S1: UPLC chromatograms of
phenolic compounds in V. opulus fruit or bark ethanolic extract at 280 nm, Figure 52: The effects of
V. opulus extracts on the contents of specific types of lipids in the cell membrane of S. aureus ATCC
43300: (a) PG—phosphatidylglycerols; (b) LYSYL-PG—lysyl-phosphatidylglycerols; (c) GLC2-DAG—
diglucosyldiacylglycerols, Figure S3: The effects of V. opulus extracts on the contents of specific types
of fatty acids in the cell membrane of S. aureus ATCC 43300, Table S1: Characterization of phenolic
compounds in different V. opulus fruit and bark extracts by LC-QTOF-MS analysis in negative
ion mode.
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2. Results

2.1. Biochemical characterization of V. opulus fruit and bark extracts

Qualitative analysis of the V. opulus fruit and bark extracts by the UPLC-QTOF-MS technique
revealed that the phenolic compound composition differed notably (Table S1 and Figure S1). It has been
observed that bark phenols include hydroxycinnamic acids (peaks 1, 11, 12, 27, 30), flavanols
(monomeric and oligomeric forms; peaks 4, 6, 8, 10, 14-16, 19), and flavalignans (peaks 18, 22), while
fruit phenols include hydroxycinnamic acids (peaks 1-3, 5, 7, 9, 11-13, 17, 20), flavalignans (peaks 25, 26,
28), flavanols (peaks 15, 19, 31), and flavonols (peaks 21, 23, 24, 29). Additionally, based on molecular
ions in the MS spectra and fragmentation patterns published by Dienaiteé et al. [1], a viburtinoside
derivative was identified in bark extracts.

Table 51. Characterization of phenolic compounds in different V. opulus fruit and bark extracts by LC-QTOF-MS

analysis in negative ion mode.

R Amx M-} MS/MS o Fruit Bark
lo Tdentification
(min)  (nm)  (m/z) (m/z) VFa VFe VFw VBa VBe VBw
1 4.11 324 353 191,135 Neochlorogenic acid* *: + + + + +
2 4.18 326 515 191,135 Dicaffeoylquinic acid T+ + + + =
3 4.60 325 515 191,135 Dicaffeoylquinic acid 117 + + +
4 4.70 279 577 125,161,255 I’rocyanidin B1r - - - + + +
5 502 326 515 191,135 Dicaffeoylquinic acid 11T + + + =
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+compound present in extract; - compound not detected; superscript letters with the compound name: # confirmed
by a standard; * confirmed by a reference [1-3]; VF—V. opulus fruit extract; VB—V. gpuius bark extract; afe/w—

acetonic/ethanolic/water extract.

fruit sthanalic extract

0w 2 3¢
3 oe7 B n o ou wn )
¢l Y Ly ot »

bark ethanalic extract

10 I 10y,
s 324 : VIOFTIW & i 7
2% > /

Figure S1. UPLC chromatograms of phenolic compounds in V. opulus fruit or bark ethanolic extract at 280 nm.
Refer to Table S1 for the identification of each numbered peak.

2.6. The effects of the tested extracts on the compositions of phospholipids and fatty acids in staphylococcal

membranes

The analysis of the changes in content of specific types of lipids (Figure 52) showed pronounced
rises in PG 18:0/15:0, PG 16:0/15:0, and PG 15:0/14:0 (Figure S2a) as well as GLC2-DAG 17:0/15:0 and
GLC2-DAG 16:0/15:0 (Figure S2b) after VBa and VBe treatment. Under the same conditions, drops in
content of LYSYL-PG 20:0/15:0, LYSYL-PG 19:0/15:0, and LYSYL-PG 17:0/15:0 were detected (Figure
S2¢). On the other hand, decreases in PG 19:0/15:0 and GLC2-DAG 19:0/15:0 and an increase in LYSYL-
PG 16:0/15:0 were also noted but with no influence on general changes to the percentage contents of
these phospholipid groups. Otherwise, there were no significant differences in the level of branched
fatty acids (BCFAs) with isomerism in terms of both iso (C20:0, C18:0, C16:0, and C14:0) and anteiso
(2iC15:0) compounds in the membranes of S. aurcus exposed to V. opulus extracts in comparison with

control cells (Figure S3).
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Figure S2. The effects of V. opulus extracts on the contents of specific types of lipids in the cell membrane of S.
aurens ATCC 43300: (a) PC—phosphatidylglycerols; (b) 1.YSYT.-PC—lysyl-phosphatidylglycerols; {c) G1.C2-
DAG—diglucosyldiacylglycerols; VF—V. opulus fruit extract; VB—V. opulus bark extract; afe—
acetonic/ethanolic extract; Control 1—bacteria in medium alone; Control 2—bacteria in medium containing
2.5% cthanol.

aiCI5D

D5 W0 15 2 2% 3 35 40 45 0
Fatty acid content %]

Figure $3. The effects of V. opulus extracts on the contents of specific types of fatty acids in the cell membrane
of S. aureus ATCC 43300; VF—V. opulus fruit extract; VB—V. opulus bark extract; a/e —acetonic/ethanolic
extract; Control 1—bacteria in medium alone; Control 2—bacteria in medium containing 2.5% ethanol.
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IVV. Wyniki nieopublikowane

Wyniki czeéci badan stanowigcych podstawe prezentowanej pracy doktorskiej
nie zostaly jeszcze opublikowane, cho¢ na ich podstawie przygotowano manuskrypt
pt. ,,Modulation and priming of the macrophages against and by staphylococci — indirect
effect of natural plant extracts”, autorstwa: Urszula Wojcik-Bojek, Joanna Rywaniak, Beata
Sadowska (stosowne o$wiadczenie dotyczace wspoOtautorstwa manuskryptu zostato
zamieszczone w Rozdziale X). Manuskrypt przygotowano w jezyku angielskim, ale do czasu
przyjecia do recenzji w wydawnictwie naukowym nie moze on zosta¢ upubliczniony
w formie gotowego manuskryptu, dlatego ponizej przedstawiono najwazniejsze zatozenia

tych badan, zastosowane materialy i metody, wyniki oraz ich podsumowanie i wnioski.

IV.1. Zalozenia - podstawy teoretyczne przeprowadzonych badan

Podczas infekcji, gronkowce z gatunku Staphylococcus aureus potrafig unikaé
mechanizméw obronnych gospodarza, co czgsto prowadzi do szybkiego namnozenia si¢
drobnoustrojow i inwazji tkanek. Zaktada si¢, ze skuteczna odpowiedz fagocytow w tzw.
wrotach zakazenia jest w stanie zatrzymaé rozprzestrzenianie si¢ S. aureus. Dlatego
w prezentowanych badaniach zaproponowano nowe rozwigzanie w celu stymulacji
makrofagow przeciwko tym bakteriom - ,,priming” komorek wrodzonych mechanizmow
odpornosci przy uzyciu gronkowcow bedacych czescig ludzkiego mikrobiomu i naturalnych
ekstraktow ros§linnych jako czynnikow wyzwalajgcych uwalnianie antygenoéw
gronkowcowych. Pomyst zostal oparty na wiedzy o statej obecnosci gronkowcoOw
koagulazoujemnych na skorze i blonach §luzowych cztowieka i wysokim stanie nosicielstwa
S. aureus, ktore siega 20-30% populacji ludzkiej (Balato i wsp. 2019, Howden i wsp. 2023)
oraz na zatozeniu, ze preparaty roslinne, przyjmowane przyktadowo jako suplementy diety,
moga w niskich stezeniach dziata¢ podobnie, jak antybiotyki w stezeniach subinhibicyjnych,
prowadzac do uwalniania biologicznie aktywnych skladnikéw komoérek drobnoustrojow.
Udowodniono bowiem, ze antybiotyki dziatajagce na ostony komorkowe bakterii, takie jak
B-laktamy czy glikopeptydy, uwalniajg prozapalne komponenty z komoérek gronkowcow:
peptydoglikan (PG), kwas lipotejchojowy (LTA) czy gronkowcowe biatko A (SpA) (Hodille
I wsp. 2017, Evans and Bolz 2019, Chen i wsp. 2021, Gao i wsp. 2022). Komponenty te po
uwolnieniu w organizmie gospodarza moga zatem wywiera¢ istotny wptyw na dzialanie

mechanizméw  jego uktadu odpornosciowego. Mozliwos¢ takiej  posredniej
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immunomodulacji aktywnosci komoérek fagocytarnych przez ekstrakty roslinne stata si¢

przestankg do prowadzenia badan w tym kierunku.

Celem niniejszej pracy byta weryfikacja hipotezy dotyczacej posredniego dziatania
immunomodulujgcego otrzymanych, scharakteryzowanych biochemicznie ekstraktow
etanolowych (e) i wodnych (w) z owocow i kory Viburnum opulus L. (odpowiednio VF
I VB) na ludzkie makrofagi, stosowanych jako czynniki wyzwalajace uwalnianie
prozapalnych sktadnikow komorek S. aureus z planktonowych i biofilmowych hodowli tych
bakterii. Oceniano ,,priming” makrofagow wyprowadzonych z monocytow linii THP-1 po
ekspozycji na supernatanty z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus ATCC
43300 (MRSA), ktére wczesniej eksponowano na dziatanie ekstraktow z V. opulus
(supernatanty badane). W celach poréwnawczych hodowle planktonowe i biofilmowe
S.aureus byly roéwniez wstepnie traktowane kwasem chlorogenowym (ChA) jako
zwigzkiem referencyjnym wykrytym we wszystkich testowanych ekstraktach V. opulus
(Publikacja [P2]) oraz wankomycyng (VAN) stosowang w stezeniu subinhibicyjnym
(/2 MIC - potowa minimalnego stezenia hamujacego) jako przyktadowy antybiotyk celujacy
W $ciang komoérkowa bakterii (Slusarz i wsp. 2022) (supernatanty poréwnawcze). Tym
samym makrofagi pochodzace z THP-1 byly eksponowane zaréwno na badane, jak
| porbwnawcze supernatanty z hodowli S. aureus. Komorki byty rowniez wystawione na
dzialanie komercyjnie dostepnych, oczyszczonych skladnikow $ciany komorkowej
S.aureus: PG i SpA. Jako kontrole nastawiano makrofagi wyprowadzone z linii THP-1
w samym podtozu do hodowli komodrkowej (K1) lub w podtozu do hodowli komorkowe;j

zawierajagcym TSB/Glu - podtoze wzrostowe dla bakterii (K2).

W badaniach oceniano modulacj¢ fenotypu i stymulacje aktywnosci makrofagow
wyprowadzonych z linii ludzkich komoérek monocytarnych THP-1. Badano polaryzacje
makrofagéw do fenotypu prozapalnego M1 lub regulatorowego M2 w oparciu o ocen¢
ekspresji powierzchniowych czasteczek CD (ang. cluster of differentiation) za pomoca
cytometrii przeptywowej oraz produkcji cytokin (TNF-a, 1L-10) z zastosowaniem metody
immunoenzymatycznej ELISA. Oceniano takze aktywnos$¢ fagocytarng makrofagow
(pochtanianie S. aureus przy uzyciu bakterii znakowanych FITC i ich wewnatrzkomérkowe
zabijanie z uzyciem barwienia Alamar Blue), po ekspozycji komorek na supernatanty
hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus wczesniej traktowanych ekstraktami

z kory i owocow kaliny koralowej (Viburnum opulus L.).

66



IV.2. Materialy i metody
1V.2.1. Protokol ogolny
Ogo6lna koncepcj¢ badan przedstawiono na Ryc. 3.

Ekspozycja na:
Staphylococcus aureus ATCC 43300 » Badane supernatanty
« Ekstrakty z Viburnum opulus L. (100 pg/ml)
» Pordwnawcze supernatanty

hodowle planktonowe i biofilmowe

« Kwas chlorogenowy (100 ug/ml)
« Wankomycyng (1/2 MIC)

57N i . ; . Ekspresja czasteczek CD
Monocyty ’OZ”;C'a‘f"'e Makrofagi Ekspozycja na: presja czg
zlinii  —— wyprowadzone * Sekrecja cytokin
_ T _ » Badane i poréwnawcze supernatanty
THP-1 z linii THP-1 - 1Pe _ Fagocytoza
* Sktadniki sciany komérkowej (pochtanianie i wewnatrzkomérkowe
S. aureus (PG, SpA) zabijanie S. aureus)

Ryc. 3. Schemat przeprowadzonych badan

IV.2.2. Przygotowanie materialu roslinnego i analiza biochemiczna

Komercyjnie dost¢pne suszona kora i owoce kaliny koralowej (Viburnum opulus L.)
zostaly zakupione odpowiednio w "FarmVit" (Szczecin, Polska) i "NaturaWita Ltd."
(Kopernia, Polska). Ekstrakty acetonowe (a), etanolowe (e) i wodne (W) z owocow oraz kory
kaliny koralowej przygotowano w formie liofilizatéw w Instytucie Biotechnologii
Molekularnej i Przemystowej Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki
Lodzkie;. W tej samej Jednostce przeprowadzono rowniez analiz¢ biochemiczng sktadu
otrzymanych ekstraktow. Sposob przygotowania, analizy biochemicznej i sktad ekstraktow
zostaly szczegdtowo opisane w Publikacji [P2], stanowiacej czg$¢ niniejszej rozprawy.
Ostatecznie do obecnych badan wykorzystano VBw - wodny ekstrakt z kory V. opulus, VFw

- wodny ekstrakt z owocow V. opulus oraz VFe - etanolowy ekstrakt z owocow V. opulus.
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IV.2.3. Przygotowanie roztworow wyjsciowych ekstraktow i skladnikow $ciany

komérkowej S. aureus

Roztwory wyjéciowe badanych ekstraktow V. opulus (10 mg/ml) przygotowano
w sterylnej, filtrowanej wodzie i przechowywano w temperaturze -20°C. Dalsze
rozcienczenia kazdego roztworu wyjsciowego przygotowywano w podtozu odpowiednim
do rodzaju eksperymentu. Zwigzek referencyjny - kwas chlorogenowy (ChA; SERVA
Feinbiochemica, Niemcy) rozpuszczono w 50% etanolu (Et-OH) w celu uzyskania roztworu
wyjéciowego (10 mg/ml), ktory przechowywano w temperaturze -20°C i rozcienczano
w odpowiednim podtozu dla kazdego eksperymentu (koncowe stezenie Et-OH w hodowli
bakteryjnej eksponowanej na ChA wynosito 0,5%). Peptydoglikan S. aureus (PG; Sigma
Aldrich, USA) i gronkowcowe biatko A (SpA; Pharmacia Fine Chemicals, Szwecja)
rozpuszczono w sterylnej, wolnej od pirogenéw wodzie do iniekcji (Sigma Aldrich, USA)
w stezeniu odpowiednio 1 mg/ml i 2,5 mg/ml. Roztwory podstawowe PG i SpA
przechowywano zamrozone w temperaturze -20°C i rozcienczano w odpowiednim podiozu

dla kazdego eksperymentu.

IVV.2.4. Warunki hodowli Staphylococcus aureus

Badania prowadzono na szczepie referencyjnym S. aureus ATCC 43300 (szczep
MRSA). Zawiesing wyj$ciowg S. aureus ATCC 43300 w bulionie tryptozowo-sojowym
(TSB; BTL Sp. z o.0., Polska) zawierajacym 15% glicerolu (POCH, Polska)
przechowywano w temperaturze -80°C. Na poczatku zawiesing wyjSciowa rozmrazano,
wysiewano na agar tryptozowo-sojowy (TSA; BTL Sp. z 0.0., Polska) i inkubowano przez
24 godziny w temperaturze 37°C. Hodowle S. aureus w TSB z dodatkiem 0,25% glukozy
(TSB/Glu) i/lub zawiesiny w buforowanym fosforanem roztworze soli fizjologicznej (PBS,
Biowest, Francja) byly $wiezo przygotowywane przed rozpoczeciem eksperymentow.

Gestos¢ zawiesiny dostosowywano do odpowiedniej wartosci dla danego testu.
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IV.2.5. Ocena minimalnego stezenia hamujacego (MIC) i minimalnego stezenia

bakteriobojczego (MBC) wankomycyny

MIC wankomycyny (VAN; Sigma Aldrich, USA) wyznaczono za pomocg metody
mikrorozcienczen zgodnie z zaleceniami EUCAST. Zawiesing S. aureus ATCC 43300 (10°
CFU/ml) poddawano dziataniu VAN (w zakresie stezen ostatecznych 4-0,06 pg/ml) przez
24 godziny w temperaturze 37°C. Przygotowywano takze kontrole dodatnia, czyli bakterie
W podtozu hodowlanym. MIC definiowano jako najnizsze st¢zenie antybiotyku, ktore
hamowato widoczny wzrost bakterii. W celu wyznaczenia wartosci MBC, 10 ul ze
studzienek oznaczonych jako MIC i z dwoéch studzienek z wyzszym stezeniem antybiotyku
hodowano na ptytkach TSA przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Warto§¢ MBC odnosi
si¢ do najnizszego stgzenia antybiotyku wymaganego do zabicia 99,9% bakterii w dodanym

inokulum. Do dalszych eksperymentow stosowano stezenie 2 MIC VAN.

IVV.2.6. Ekspozycja hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus na ekstrakty

roslinne, kwas chlorogenowy lub wankomycyne i zebranie supernatantow

W celu zebrania supernatantow hodowli planktonowych, zawiesing S. aureus ATCC
43300 w TSB/Glu (ODs35=0.5) poddawano dziataniu ekstraktow V. opulus (100 pg/ml),
ChA (100 pg/ml) lub VAN (2 MIC) przez 24 godziny w temperaturze 37°C na wytrzgsarce
orbitalnej typu TR-250/CH-4103 (Bottmingen, Szwajcaria) w catkowitej objetosci probki
1 ml. W przypadku supernatantéw z hodowli biofilmowej, zawiesine S. aureus ATCC 43300
w TSB/Glu (ODs3s=1.0) najpierw umieszczano w studzienkach (1 ml/studzienke) 24-
studzienkowych polistyrenowych ptytek mikrotitracyjnych (Corning Incorporated, USA) na
24 godziny w temperaturze 37°C w celu utworzenia biofilmu. Réwnoczesnie
przygotowywano dwa rodzaje kontroli: bakterie w samym podtozu TSB/Glu (kontrola K1)
I w TSB/Glu z 0,5% Et-OH (kontrola K2), aby wykluczy¢ wptyw Et-OH jako
rozpuszczalnika dla ChA. Po ekspozycji, bakterie z hodowli planktonowych odwirowywano
przy 3000 rpm/10 min. i zbierano supernatanty. Natomiast studzienki z utworzonym
biofilmem S. aureus delikatnie przemywano PBS i dodawano przygotowane stymulatory na
kolejne 24 godziny w temperaturze 37°C. Nastepnie plytki odwirowywano przy 3000
rpom/10 min. i zbierano supernatanty. Supernatanty z hodowli planktonowych

i biofilmowych S. aureus filtrowano przy uzyciu sterylnych filtrow strzykawkowych
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(rozmiar poréw 0,22 um) z membrang Durapore PVDF o niskim poziomie wigzania biatek
(Merck Millipore Ltd., Irlandia) i przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych
eksperymentow. Zebrano supernatanty z pieciu niezaleznych eksperymentéw (zwanych
dalej eksperymentami przygotowawczymi). Supernatanty z hodowli traktowanych
ekstraktami z kaliny nazywano dalej supernatantami badanymi, natomiast supernatanty
Z hodowli traktowanych kwasem chlorogenowym (ChA) lub wankomycyna (VAN)

nazywano supernatantami porownawczymi.

IV.2.7. Ocena uwalniania PG i SpA do supernatantéow hodowli planktonowych

i biofilmowych S. aureus przy uzyciu testu ELISA

Do oceny obecnosci PG i SpA w supernatantach z hodowli planktonowych
i biofilmowych S. aureus wykorzystywano komercyjne testy ELISA (Mybiosource, USA)
zgodnie z instrukcjami producenta. Supernatant z kontroli K1 (bakterie w samym TSB/Glu)
byt kontrolg dla wszystkich prob, z wyjatkiem prob eksponowanych na ChA, podczas gdy
supernatant z kontroli K2 (bakterie w TSB/Glu z 0,5% Et-OH) byt kontrolg tylko dla
supernatantu po ekspozycji bakterii na ChA. Przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty

z uzyciem supernatantoOw z czterech eksperymentow przygotowawczych.

1VV.2.8. Warunki hodowli komérek linii THP-1 i ich réznicowanie do makrofagow

Ludzkie monocyty linii THP-1 (ATCC TIB-202™) zakupiono w LGC Standards Sp.
z 0.0. (Polska). Komorki hodowano zgodnie z instrukcja producenta w podtozu RPMI-1640
z L-glutaming (Sigma Life Science, USA) uzupetnionym 10% (v/v) ptodowa surowicg
bydleca (FBS; Biowest, Francja), 1% (v/v) roztworem penicyliny i streptomycyny (P/S;
Biowest, Francja) i 0,05 mM 2-merkaptoetanolem (Bio-Rad, USA) w temperaturze 37°C
z dodatkiem 5% CO> . W celu zréznicowania monocytow THP-1 w makrofagi, do zawiesiny
5x10° komorek/ml dodawano forbol-12-mirystynian-13-octanu (PMA; InvivoGen, USA)
w koncowym stezeniu 200 nM i umieszczano w 24-studzienkowych (2,5x10°
komorek/studzienke) lub 96-studzienkowych (1x10° komérek/studzienke) phytkach
mikrotitracyjnych (Corning Incorporated, Corning, USA) na 72 godziny w 37°C/5% CO..

Nastepnie usuwano podtoze z PMA, a komorki przemywano PBS bez jonéw wapnia
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I magnezu (Biowest, Francja) lub zbalansowanym roztworem soli Hanksa z HEPES (HHBS;
Sigma Life Science, USA), gdy badano aktywno$¢ fagocytarng makrofagéw. Nastepnie
dodawano petne podtoze do hodowli komérkowych, w ktorym komoérki odpoczywaty przez

kolejne 72 godziny w 37°C/5% COz przed rozpoczeciem eksperymentow.

IV.2.9. Ekspozycja makrofagow na supernatanty z hodowli gronkowcow i oczyszczone

skladniki §ciany komérkowej S. aureus

Makrofagi THP-1 w stanie spoczynku hodowano przez 24 godziny w 37°C/5% CO>
w podtozu hodowlanym zawierajacym: badane i poréwnawcze supernatanty z hodowli
planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 (10%, v/v) lub czyste sktadniki
$ciany komoérkowej gronkowcow: PG (10 1 20 pug/ml), SpA (10 i 100 pg/ml). Odpowiednie
uktady kontrolne: komoérki w samym podiozu hodowlanym (K1) oraz w podtozu
hodowlanym zawierajacym 10% (v/v) TSB/Glu (K2) byty nastawiane w tym samym czasie.
Po ekspozycji, supernatanty wolne od komorek zbierano i przechowywano w temperaturze
-80°C w celu oceny obecnosci TNF-a i IL-10, natomiast komorki wykorzystywano do

dalszych analiz.

1VV.2.10. Ocena produkcji TNF-a i IL-10 przy uzyciu testu ELISA

Obecno$¢ TNF-a i IL-10 w supernatantach pohodowlanych makrofagow
eksponowanych na badane preparaty oraz makrofagéw kontrolnych sprawdzano przy uzyciu
komercyjnie dostgpnych zestawdéw DuoSet ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
zgodnie z instrukcjami producenta. Niezbedne bufory zostaly przygotowane oddzielnie
z wykorzystaniem: chlorku potasu (Standard Sp. z 0.0., Polska), chlorku sodu (Standard Sp.
z 0.0., Polska), wodorofosforanu disodu (POCH, Polska), diwodorofosforanu potasu
(POCH, Polska), Tween 20 (Merck, Niemcy), albuminy surowicy bydlecej (BSA; Sigma
Life Science, USA) i dodecylosiarczanu sodu (SDS; Sigma Aldrich, USA). Do wywotania
barwnej reakcji stosowano gotowy do uzycia substrat kwas 2,2'-azynobis-(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonowy (ABTS; Sigma Aldrich, USA). Przeprowadzono cztery
oddzielne eksperymenty w dwoch powtorzeniach kazdy, wykorzystujac supernatanty

zZ czterech eksperymentow przygotowawczych.
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IV.2.11. Ocena ekspresji markerow CD na makrofagach pochodzacych z linii THP-1

przy uzyciu cytometrii przeplywowej

Makrofagi wyprowadzone z monocytow linii THP-1 po ekspozycji (24 godz.) na
badane i1 porownawcze supernatanty hodowli gronkowcow oraz skladniki $ciany
komorkowej S. aureus, a takze nieeksponowane komorki kontrolne (K1 1 K2)
odwirowywano (1200 obr./min., 5 min.) i delikatnie przemywano 15 mM roztworem EDTA
(POCH, Polska) w PBS. Nast¢pnie komorki odklejono od ptytek hodowlanych za pomoca
roztworu 15 mM EDTA/0,5% BSA w PBS (30 min., na lodzie), przenoszono do probowek
typu Eppendorf i odwirowywano (3000 obr./min., 5 min.). Uzyskane osady komoérkowe
zawieszono w 200 pl buforu barwiagcego (0,5% BSA/0,1% azydku sodu w PBS), a nastepnie
50 pl zawiesiny komoérkowej przenoszono do probdéwek cytometrycznych i barwiono
mieszaning przeciwcial znakowanych fluorochromem: mysie przeciwciata anty-CD45
znakowane PerCP-Cy™S.5, mysie przeciwciata anty-CD11c znakowane V450, mysie
przeciwciata anty-CD206 znakowane FITC i mysie przeciwciata anty-CD62L znakowane
BV605 (Becton Dickinson, USA). Jednoczesnie przygotowywano kontrole FMO
(ang. Fluorescence Minus One; fluorescencja minus jeden). Wszystkie probki inkubowano
przez 30 minut na lodzie, a nastgpnie dodawano 1 ml buforu do barwienia i wirowano
(3000 obr./min., 5 min.). Na koniec osady komorek ponownie zawieszono w buforze
barwigcym i mierzono fluorescencj¢ na cytometrze przeptywowym BD LSRII (Becton
Dickinson, USA). Ustawienia cytometru i1 korekty kompensacyjne zostaty wykonane przy
uzyciu zestawu czastek kompensacyjnych BD® CompBeads (Becton Dickinson, USA)
| przeciwcial znakowanych fluorochromem, ktore zostaly uzyte w eksperymentach.
Ekspresj¢ CD11c, CD206 i CD62L oceniano na komorkach CD45-dodatnich przy uzyciu
oprogramowania BD FACSDIVA (Becton Dickinson, USA). Komoérki odroézniano od
zanieczyszczen na podstawie profilu rozproszenia $wiatla (FSC-A vs. SSC-A). Nastepnie
ustawiano bramkowanie pojedynczych komorek (singletéw) (FSC-H vs. FSC-A) w celu
rozroznienia dubletow 1 zlepdw komodrek. Makrofagi byly bramkowane na podstawie
ekspresji CD45 (obiekty CD45+). Ekspresja wybranych receptorow (CDl11c, CD206
I CD62L) na makrofagach (obiekty CD45+) byta bramkowana wzgledem kontroli FMO.
Eksperyment powtorzono czterokrotnie, wykorzystujac supernatanty hodowli gronkowcow

z czterech eksperymentow przygotowawczych.
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1V.2.12. Ocena pochlaniania S. aureus przez makrofagi wyprowadzone z linii THP-1
po ekspozycji na supernatanty z hodowli gronkowcéw i oczyszczone skladniki

sciany komorkowej gronkowcow

Makrofagi wyprowadzone z monocytéw linii z THP-1 po ekspozycji (24 godz.) na
badane i porownawcze supernatanty oraz sktadniki $ciany komoérkowej gronkowcow,
a takze nieeksponowane komorki kontrolne (K1 i K2) przemywano HHBS. W celu
przygotowania bakterii znakowanych FITC, zawiesing S. aureus ATCC 43300 w PBS
(ODs3s=1.0) wirowano (3000 obr./min., 10 min.), a do osadu bakterii dodawano 1 mg/ml
izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC; Sigma Aldrich, USA) w PBS w objetosci rownej
poczatkowej objetosci zawiesiny gronkowcow. Bakterie z FITC inkubowano przez 20 minut
na wytrzasarce orbitalnej, w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej, a nastgpnie trzykrotnie
przemywano 4% BSA w PBS, za kazdym razem odwirowujagc w warunkach jak wyze;j.
Na koniec, osad bakterii znakowanych FITC byt zawieszany w podtozu do hodowli
komorkowych bez antybiotykéw i dodawany do komoérek w MOI 1:10 na 1 godzing
w 37°C/5% CO.. Jednoczesnie prowadzono hodowle makrofagdw bez bakterii w celu oceny
autofluorescencji komorek. Po inkubacji usuwano wolnoptywajace bakterie poprzez
delikatne przemywanie monowarstwy komorek za pomocg HHBS, za$ fluorescencje bakterii
przylegajacych do komorek (F1) mierzono przy 485ex /535em nm za pomocg SpectraMax i3
(Molecular  Devices, USA) w Laboratorium Obrazowania Mikroskopowego
i Specjalistycznych Technik Biologicznych na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu L.odzkiego. Nastepnie dodawano 0,2% Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA)
w PBS na 10 minut w temperaturze pokojowej na wytrzasarce orbitalnej w celu lizy
komorek i uwolnienia pochtonietych gronkowcow. Fluorescencje prob - bakterii
przylegajacych do komorek i pochtonietych (F2) mierzono ponownie jak wyzej. Obliczenia:
najpierw S$rednig warto$¢ autofluorescencji komoérek odejmowano od wartosci F1 i F2;
nastepnie roznica wartosci fluorescencji [F2 - F1] dla kazdej probki zostata wykorzystana
do obliczenia odsetka fagocytozy (pochfaniania) S. aureus w stosunku do fagocytozy
w odpowiednich probach kontrolnych uznanej za 100% (K1 dla komoérek eksponowanych
na oczyszczone skladniki $ciany komorkowej S. aureus i K2 dla komoérek eksponowanych
na supernatanty z hodowli gronkowcoéw). Eksperyment powtdrzono pigciokrotnie
W czterech powtorzeniach, wykorzystujac supernatanty z pieciu eksperymentow

przygotowawczych.

73



IV.2.13. Ocena wewnatrzkomorkowego zabijania pochlonietych S. aureus przez
makrofagi wyprowadzone z linii THP-1 po ekspozycji na supernatanty
Z hodowli gronkowcéw i oczyszczone skladniki $ciany komodrkowej

gronkowcow

Makrofagi wyprowadzone z monocytow linii THP-1 po ekspozycji (24 godz.) na
badane i porownawcze supernatanty oraz sktadniki $ciany komoérkowej gronkowcow,
a takze nieeksponowane komorki kontrolne (K1 i K2), jak opisano powyzej, przemywano
HHBS. Zawiesing S. aureus ATCC 43300 w PBS (ODs3=1.0) rozcienczano
dziesigciokrotnie w PBS i wirowano (3000 obr./min., 10 min.). Nastepnie bakterie ponownie
zawieszano w podtozu do hodowli komérkowej bez antybiotykdw w objetosci rowne;j
poczatkowej objetosci zawiesiny gronkowcoéw 1 dodawano do komoérek w MOI 1:10 na
1 godz. w 37°C/5% CO2. Rownoczesnie zaktadano hodowle makrofagéw bez bakterii w celu
oceny autofluorescencji komoérek. Po inkubacji usuwano niezadherowane bakterie,
a komorki poddawano dziataniu 50 pg/ml gentamycyny (Sigma Aldrich, USA) w podiozu
do hodowli komoérkowych przez 1 godzing w temperaturze 37°C/5% CO2. Nastgpnie
jednokrotnie ptlukano komoérki za pomocg HHBS. Komorki do oceny poczatkowego
pochtaniania S. aureus natychmiast poddawano lizie za pomocg 0,2% Triton X-100 w PBS
(10 minut w temperaturze pokojowej na wytrzasarce orbitalnej), a uwolnione bakterie
barwiono odczynnikiem Alamar Blue™ Cell Viability Reagent zgodnie z instrukcjami
producenta  (Invitrogen, USA). Do komodrek przeznaczonych do badania
wewnatrzkomoérkowego zabijania S. aureus dodawano podtoze do hodowli komoérkowej
(200 ul/studzienke), inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C/5% COs,
a nastegpnie traktowano analogicznie. Fluorescencj¢ (RFU) prob mierzono przy 550ex /585em
nm przy uzyciu SpectraMax i3 w Laboratorium Obrazowania Mikroskopowego
i Specjalistycznych Technik Biologicznych na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego. Obliczenia: najpierw $rednig warto$¢ autofluorescencji komorek
odejmowano od wszystkich warto$ci fluorescencji probek (po 1 godz. i 24 godz.); nastgpnie
obliczano procent przezywalnosci S. aureus wewnatrz komorek (przez 24 godz. po
pochtonigciu) dla kazdej prébki, porownujac RFU po 24 godzinach do RFU po 1 godzinie
uznanej za 100% pochlonigtych bakterii. Eksperyment powtorzono czterokrotnie w czterech

powtorzeniach, wykorzystujac supernatanty z czterech eksperymentow przygotowawczych.
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1V.2.14. Statystyka

Dane zostaty przedstawione jako warto$ci srednie + odchylenie standardowe (SD).
Uzyskane wyniki analizowano za pomocg testu U Manna-Whitneya, a roznice przy p<0,05
uznano za istotne statystycznie. Do obliczen i wizualizacji wykorzystano oprogramowanie
GraphPad Prism w wersji 8.0.1 dla Windows (GraphPad Software, USA).

IV.3. Wyniki

1V.3.1. Wplyw ekstraktéw z V. opulus na uwalnianie peptydoglikanu i gronkowcowego
bialka A do supernatantéw z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus

Uwalnianie peptydoglikanu (PG) i gronkowcowego biatka A (SpA) z hodowli
planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 poddanych dziataniu ekstraktow
z V. opulus, kwasu chlorogenowego (ChA) lub wankomycyny (VAN) w st¢zeniach sub-
MIC oceniano w supernatantach pohodowlanych z uzyciem metody ELISA. Przygotowano
réwniez dwa rodzaje prob kontrolnych, osobno dla form planktonowych i biofilmowych: K1
- bakterie w samym podtozu, kontrola do poréwnania wynikow wszystkich prob z wyjatkiem
tych po traktowaniu ChA, oraz K2 - bakterie w podlozu zawierajacym 0,5% etanolu (Et-
OH), ktory byt rozpuszczalnikiem dla ChA, kontrola do poréwnania wynikow z prob po
traktowaniu bakterii ChA. Wyniki jako wartosci $rednie z 4 niezaleznych eksperymentow

przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Wplyw ekstraktéw z V. opulus L. na uwalnianie peptydoglikanu (PG)
I gronkowcowego bialka A (SpA) z komoérek S. aureus ATCC 43300 rosnacych

w formie planktonowej i biofilmowej.

Stezenie [ng/ml]

PG SpA
K1 47,97+24,94 6,34+2,82
% K2 30,93+4,22 5,94+1,11
f§ VBw 66,58+23,60 8,23+1,16
E:% VFw 62,03+30,74 6,84+2,86
§ VFe 67,97+21,05 7,35+2,31
ChA 33,83+26,80 5,22+3,60
VAN 54,07+23,12 6,50+2,57
K1 18,83+8,68 5,32+1,13
K2 22,81+11,07 5,23+2,21

o
é VBw 31,28+9,68 5,45+2,11
E VFw 28,04+9,49 4,91£1,77
% VFe 27,46+9,88 5,21+1,02
£ ChA 22,31+9,08 4,45+2 41
VAN 24,80+7,12 5,90:£0,42

Stezenie PG i SpA przedstawiono jako wartosci $rednie + SD (n=4). VF - ekstrakt z owocow V. opulus; VB -
ekstrakt z kory V. opulus; e/w/ - ekstrakt etanolowy/wodny; ChA - kwas chlorogenowy (100 pg/ml); VAN -
wankomycyna (%2 MIC); K1 - bakterie kontrolne w samym podlozu, K2 - bakterie kontrolne w podtozu

zawierajacym 0,5% etanolu (Et-OH).

Obecnos¢ PG i SpA odnotowano we wszystkich badanych uktadach. Poziom SpA byt bardzo
niski (nie przekraczal 9 ng/ml), podczas gdy zawartos¢ PG osiagneta 68 ng/ml. Zgodnie
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Z oczekiwaniami, uwalnianie sktadnikoéw $ciany komoérkowej bakterii byto bardziej nasilone
w przypadku gronkowcow rosngcych w formie planktonowej niz w formie biofilmu.
Ekspozycja S. aureus na ekstrakty V. opulus, ChA lub VAN spowodowata nasilone
uwalnianie PG zaré6wno z hodowli planktonowych, jak i biofilmowych, w poréwnaniu
z odpowiednimi kontrolami (Tabela 1.). Réznice te nie byty jednak istotne statystycznie.
Co ciekawe, zawarto$¢ PG w supernatantach bakterii eksponowanych na ekstrakty V. opulus
byla wyzsza niz w tych eksponowanych na antybiotyk stosowany w stezeniu 2 MIC.
Podobne efekty zaobserwowano w przypadku uwalniania SpA z hodowli planktonowej
S. aureus, podczas gdy ekstrakty V. opulus, ChA lub VAN nie powodowaly nasilonego

w stosunku do kontroli uwalniania SpA z biofilmu S. aureus (Tabela 1).

1V.3.2. Wplyw badanych i poréwnawczych supernatantow z hodowli S. aureus oraz
skladnikow $ciany komorkowej gronkowcow na zmiany w powierzchniowej

ekspresji markerow CD na makrofagach zréznicowanych z THP-1

W celu analizy polaryzacji makrofagéw na dwa gléwne fenotypy: prozapalny M1
lub regulatorowy M2, w odpowiedzi na supernatanty z hodowli S. aureus poddanych
dziataniu ekstraktéw z kaliny koralowej lub skfadniki $ciany komodrkowej gronkowcow,
zbadano ekspresje wybranych markeréow CD na powierzchni makrofagow pochodzacych
z linii THP-1 z uzyciem cytometrii przeptywowej. Oceniano ekspresje CD45 (wspolny
antygen leukocytow; bramkowanie komorek), CD11¢ (integryna oX; marker makrofagow
fenotypu M1), CD206 (receptor mannozy C typu 1; marker makrofagow fenotypu M2)
i CD62L (selektyna L eksponowana na aktywowanych leukocytach). Uzyskane wyniki

przedstawiono w Tabeli 2 i na Rycinie 4.
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Tabela 2. Ekspresja wybranych markerow CD na makrofagach pochodzacych z THP-
1 (komorki CD45+) poddanych dzialaniu (24 godz.) badanych i poréwnawczych

supernatantow z hodowli S. aureus ATCC 43300 lub skladnikow $ciany komérkowej

S. aureus.
CD45+ [%]

CD11c+ CD206+ CD62L+

K1 81,18+3,10 5,53+2.50 1,3540,60

K2 78.,50+1,44 3,95+2,02 2,50+1,40

PG 10 69,30+2,35* 2,63+1,36 1,63+0,87

PG 20 68,98+4,19% 3,18+1,65 2,53+1,30

SpA 10 80,10+5,01 4,60+2.,32 1,1340,64

SpA 100 77,13+4,41 3,40+1,74 1,23+0,78

VBw 77,05+£3,83 2,80+1,28 2,03+£1,23

N VFw 77,9543,11 2,88+1,35 1,98+1,08
VFe 78,25+3,70 3,03+1,35 2,18+1,35

ChA 77,73+£2,36 2,45+1,37 1,55+1,24

VAN 75,73+5,58 2,83+1,57 1,88+1,45

VBw 75,98+4,72 2,88+1,70 2,30+1,59

m VFw 75,53+7,35 3,40+1,93 2,80+1,67
VFe 75,15+7,85 3,25+1,55 2,48+1,63

ChA 77,05+4,90 3,18+1,56 2,53+1,77

VAN 74,55+2,64* 3,28+1,75 2,50+1,51

Badane supernatanty hodowlane: VBw - ekstrakt wodny z kory V. opulus, VFw - ekstrakt wodny z owocoéw
V. opulus, VFe - ekstrakt etanolowy z owocow V. opulus; porownawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas
chlorogenowy (100 pg/ml), VAN - wankomycyna (%2 MIC); B - supernatanty z hodowli biofilmowej S. aureus,
P - supernatanty z hodowli planktonowej S. aureus; skladniki $ciany komorkowej S. aureus: PG -
peptydoglikan (10 i 20 pg/ml), SpA (10 i 100 pg/ml). * p < 0,05 statystycznie istotne réznice w porownaniu
do K1 (dla komorek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komorek traktowanych supernatantami z hodowli S.

aureus).
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Ryc. 4. Reprezentatywne histogramy z cytofluorymetru przeplywowego dla ekspresji
CD11c na makrofagach pochodzacych z THP-1 eksponowanych (24 godz.) na badane
i porownawcze supernatanty z hodowli S. aureus ATCC 43300 lub skladniki $ciany

komérkowej S. aureus.

(A) Schemat bramkowania do pomiaréw ekspresji CD11c na powierzchni makrofagéw (obiekty CD45+).
W pierwszej kolejno$ci makrofagi rozroézniane byty na podstawie wielkosci mierzonych obiektow (profil
rozproszenia $wiatta rejestrowany na detektorach (FSC-A) i (SSC-A). Bramkowanie pojedynczych komorek
(singletow) przeprowadzono na podstawie wykresow dot-plot FSC-H vs. FSC-A (region bramkowania zostat
ustawiony w celu rozroznienia dubletow komorek). Makrofagi byly nastgpnie bramkowane na podstawie
ekspresji CD45 (obiekty CD45+). Ekspresja CD11c na makrofagach (obiekty CD45+) byla bramkowana
wzgledem kontroli FMO (ang. Fluorescence Minus One). (B) Histogramy cytometryczne, przedstawiajace
poziom ekspresji CD11c na makrofagach (obiekty CD45+): K1 - komorki kontrolne w samym podtozu
hodowlanym; K2 - komorki kontrolne w podtozu hodowlanym zawierajacym podtoze dla bakterii (TSB/Glu);
VAN P/B - supernatanty z hodowli planktonowej/biofilmowej S. aureus po traktowaniu wankomycyna; SpA
10/100 - gronkowcowe biatko A [10/100 pg/ml]; PG 10/20 - peptydoglikan [10/20 pg/ml].
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Ekspresja CD11c¢ na nietraktowanych (kontrolnych) komérkach CD45+ byta bardzo
wysoka - ponad 81% kontrolnych komoérek K1 i prawie 80% kontrolnych komorek K2
posiadato CD11c na powierzchni. Supernatanty z hodowli S. aureus (zarowno badane, jak
| porownawcze), a takze sktadniki $ciany komorkowej gronkowcoOw ogdtem zmniejszaty
ekspresje CD11c na makrofagach pochodzacych z monocytéw THP-1 (Tabela 2).
Obserwowane zmiany w wigkszosci nie byly istotne statystycznie w poréwnaniu do
odpowiednich komdrek kontrolnych (K1 dla komorek eksponowanych na sktadniki §ciany
komorkowej S. aureus, K2 dla komorek eksponowanych na supernatanty z hodowli
S. aureus). Jedynie komoérki eksponowane na PG S. aureus i supernatant z hodowli
biofilmowej S. aureus po ekspozycji na wankomycyng (VAN) wykazywatly znaczaco nizsza
ekspresje CD11c (spadek o 11,9%, 12,2% 1 4% odpowiednio dla PG 10 pg/ml, PG 20 pg/ml
1 VAN, w poréwnaniu do odpowiednich kontroli). Ekspresja receptora CD206 na
makrofagach CD45+ pod wptywem badanych preparatow rowniez ulegla niewielkim
zmianom w poréwnaniu do odpowiednich kontroli i byla na stosunkowo niskim poziomie,
osiggajac najwyzsza warto$¢ dla komorek kontrolnych (5,53+2,5% K1) 1 nie przekraczajac
3,5% dla komoérek badanych (z wyjatkiem komorek eksponowanych na SpA stosowanym
w stezeniu 10 pg/ml) (Tabela 2). Co ciekawe, w przeciwienstwie do CD11c i CD206,
obecnos$¢ podtoza hodowlanego dla bakterii (TSB/Glu) w podtozu do hodowli komorkowe;j
przyczynita si¢ do niemal podwojenia poziomu ekspresji czasteczki CD62L na
nietraktowanych (kontrolnych) komorkach CD45+. Ekspozycja komorek na badane
preparaty (np. PG, supernatanty z hodowli biofilmowej S. aureus traktowane ekstraktem
wodnym z owocoéw V. opulus lub kwasem chlorogenowym) réwniez zwickszata ekspozycje

CD62L na powierzchni komorek (Tabela 2). Zmiany te nie byty jednak istotne statystycznie.

1V.3.3. Wplyw badanych i poréwnawczych supernatantow z hodowli S. aureus oraz
skladnikow s$ciany komorkowej gronkowcow na produkcje cytokin przez

makrofagi pochodzace z THP-1

Jednym ze wskaznikow stymulacji makrofagéw i ich zmiennosci fenotypowe;j jest
aktywno$¢ wydzielnicza. W zwiazku z tym zbadano produkcje i uwalnianie wybranych
cytokin: czynnika martwicy nowotworéw alfa (TNF-a) i interleukiny 10 (IL-10) przez

makrofagi THP-1 eksponowane na supernatanty z hodowli planktonowych i biofilmowych
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S. aureus ATCC 43300 lub sktadniki $ciany komorkowej gronkowcow za pomocy testu
ELISA. Otrzymane wyniki przedstawiono na Ryc. 5.

0 5 10 15 20
TNF-a. [ng/ml]

(b)

0 200 400 600 800
IL-10 [pg/mi]

supernatanty z hodowli supernatanty z hodowli - sktadniki $ciany

. planktonowej S. aureus biofilmowej S. aureus komorkowej S. aureus

Ryc. 5. Cytokiny: TNF-a (a) i IL-10 (b) wydzielane przez makrofagi THP-1

eksponowane (24 godz.) na badane i porownawcze supernatanty z hodowli S. aureus

ATCC 43300 lub skladniki Sciany komérkowej gronkowcow.
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Badane supernatanty hodowlane: VBw - ekstrakt wodny z kory V. opulus, VFw - ekstrakt wodny z owocoéw
V. opulus, VFe - ekstrakt etanolowy z owocow V. opulus; poréwnawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas
chlorogenowy (100 pg/ml), VAN - wankomycyna (2 MIC); sktadniki $ciany komorkowej S. aureus: PG -
peptydoglikan (10 i 20 pg/ml), SpA (10 i 100 pg/ml). Statystycznie istotne réznice w porownaniu do K1 (dla
komorek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komérek traktowanych supernatantami z hodowli S. aureus): *
p <0,05, ** p<0,01, *** p <0,001.

Zaobserwowano znaczne nasilenie produkcji TNF-a przez komorki eksponowane na
supernatanty z hodowli biofilmowych S. aureus ATCC 43300 (zar6wno w uktadach
badanych - biofilmu traktowanego ekstraktami V. opulus, jak i uktadach porownawczych -
biofilmu traktowanego VAN lub ChA), a takze na sktadniki $ciany komorkowej S. aureus
(Ryc. 5a). Stezenie TNF-a wzrosto 1,8-2,2-krotnie pod wptywem badanych supernatantow
z hodowli biofilmowych S. aureus i okoto 2-krotnie w przypadku poréwnawczych
supernatantow z hodowli biofilmowych. Najbardziej intensywny wzrost wykazano dla
makrofagéw pochodzacych z THP-1 wystawionych na dziatanie PG (61-62 razy).
Co ciekawe, w przypadku supernatantow z hodowli planktonowych S. aureus ATCC 43300,
znaczacy wzrost produkcji TNF-a odnotowano tylko dla komorek eksponowanych na
supernatant VBw uzyskany z bakterii planktonowych traktowanych wodnym ekstraktem
z kory V. opulus (Ryc. 5a). Podczas gdy produkcja IL-10 wzrosta we wszystkich badanych
probkach, w tym w komorkach eksponowanych na supernatanty z hodowli planktonowych
S. aureus ATCC 43300 (Ryc. 5b). Podobnie, najbardziej intensywny wzrost wykazano dla
makrofagéw pochodzacych z THP-1 eksponowanych na PG (7 razy). Stezenie IL-10
wzrosto do 2,4 razy pod wptywem supernatantow z hodowli biofilmowych i do 1,8 razy

w przypadku supernatantéw z hodowli planktonowych S aureus.

1V.3.4. Wplyw ,,primingu” supernatantami z hodowli planktonowych i biofilmowych
S. aureus oraz skladnikami §ciany komorkowej gronkowcéw na modulacje
funkcji makrofagéw pochodzacych z THP-1 w zakresie ich aktywnosci

fagocytarnej przeciwko gronkowcom

W celu oceny zmiany w funkcjonowaniu makrofagow po ,,primingu’ supernatantami
hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 oraz sktadnikami $ciany

komoérkowe] gronkowcow, zbadano aktywnos$¢ fagocytarng komorek, rozumiang jako
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zdolno$¢ do pochlaniania i wewnatrzkomorkowego zabijania bakterii. Wyniki pochtaniania
S. aureus ATCC 43300 przez makrofagi THP-1 eksponowane na supernatanty hodowlane
tego samego szczepu gronkowca lub sktadniki Sciany komoérkowej S. aureus przedstawiono

na Rycinie 6.

VBw
VFw
VFe
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VAN
VBw 1
VFw 1
VFe
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PG 10
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SpA 10
SpA 100

]
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]
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Pochtanianie [%]

sktadniki sciany
komorkowej S. aureus

supernatanty z hodowli supernatanty z hodowli

planktonowej S. aureus biofilmowej S. aureus a

Ryc. 6. Pochlanianie S. aureus ATCC 43300 przez makrofagi wyprowadzone z linii
THP-1 eksponowane (24 godz.) na dzialanie badanych i porownawczych
supernatantow hodowlanych S. aureus lub skladnikéw S$ciany komorkowe;j

gronkowcow.

Badane supernatanty hodowlane: VBw - wodny ekstrakt z kory V. opulus, VFw - wodny ekstrakt z owocow
V. opulus, VFe - etanolowy ekstrakt z owocow V. opulus; poréwnawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas
chlorogenowy (100 pg/ml), VAN - wankomycyna (2 MIC); sktadniki $ciany komodrkowej S. aureus: PG -
peptydoglikan (10 i 20 pg/ml), SpA (10 i 100 pg/ml). Statystycznie istotne roéznice w poréwnaniu do K1 (dla
komorek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komoérek traktowanych supernatantami z hodowli S. aureus),
ktorych wyniki uznano za 100%: * p <0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

Zaobserwowano istotny statystycznie spadek pochtaniania S. aureus ATCC 43300

przez makrofagi THP-1 eksponowane na sktadniki $ciany komorkowej gronkowcow
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ztocistych (Ryc. 6). PG zastosowany w stezeniu 20 pg/ml spowodowat najwigkszy spadek
pochtaniania bakterii o 69,6% (p < 0,001). Podobny efekt byt réwniez konsekwencja
ekspozycji komodrek na SpA (spadek fagocytozy do 47%). Natomiast ekspozycja komorek
na supernatanty z hodowli S. aureus (zarowno planktonowych, jak i biofilmowych)
uzyskane po traktowaniu bakterii ekstraktami z V. opulus, kwasem chlorogenowym lub
wankomycyng nie miala znaczacego wpltywu na pochtanianie S. aureus. Supernatant
z hodowli biofilmowej S. aureus traktowanej wodnym ekstraktem z kory V. opulus (VBw)
wydawal si¢ nawet stymulowa¢ makrofagi THP-1 do fagocytozy gronkowcoéw (Ryc. 6),

jednak roznica w pordwnaniu z komorkami kontrolnymi nie byla istotna statystycznie.

Wyniki wewnatrzkomodrkowego zabijania gronkowcoéw przez makrofagi pochodzace
z THP-1 wystawione na dziatanie supernatantow hodowli planktonowych i biofilmowych
S. aureus ATCC 43300 lub sktadnikoéw $ciany komorkowej gronkowcodw przedstawiono na
Rycinie 7, jako przezywalno$¢ wewnatrz makrofagow w ciagu 24 godzin wstgpnie

zinternalizowanych S. aureus.

0 50 100 150 200 250 300
Wewnagtrzkomorkowa przezywalnosc [%)]

supernatanty z hodowli supernatanty z hodowli sktadniki ciany
planktonowe] S. aureus biofilmowej S. aureus komorkowej S. aureus

Ryc. 7. Zdolno$s¢ makrofagow wyprowadzonych z linii THP-1 eksponowanych
(24 godz.) na dzialanie badanych i poréwnawczych supernatantow z hodowli S. aureus
lub skladnikéw Sciany komérkowej gronkowcéw do wewnatrzkomorkowego zabijania

pochlonietych S. aureus ATCC 43300.
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Badane supernatanty hodowlane: VBw - wodny ekstrakt z kory V. opulus, VFw - wodny ekstrakt z owocow
V. opulus, VFe - etanolowy ekstrakt z owocow V. opulus; porownawcze supernatanty hodowlane: ChA - kwas
chlorogenowy (100 pg/ml), VAN - wankomycyna (2 MIC); sktadniki $ciany komorkowej S. aureus: PG -
peptydoglikan (10 i 20 pg/ml), SpA (10 i 100 pg/ml). Statystycznie istotne réznice w porownaniu do K1 (dla
komorek traktowanych PG i SpA) lub K2 (dla komorek traktowanych supernatantami hodowli S. aureus),

ktorych wyniki uznano za 100%: * p < 0.05.

Przede wszystkim stwierdzono, ze S. aureus ATCC 43300 przezywat i namnazat si¢
wewnatrz makrofagéw pochodzacych z THP-1 w ciaggu 24 godzin po internalizacji. Liczba
zywych bakterii wzrosta o okoto 43% i 58%, odpowiednio w komorkach kontrolnych K1
i K2, w porownaniu do liczby pochlonigtych bakterii uznanych za 100% (Ryc. 7).
Ekspozycja komorek na PG znaczaco (p< 0,05) zwigkszyta przezywalno$¢ gronkowcow
(0255% i54,8% po zastosowaniu PG w stezeniu odpowiednio 10 i 20 pg/ml)
w poréwnaniu do komorek kontrolnych (K1), podczas gdy wstepna ekspozycja na SpA
nie miala znaczacego wplywu na przezywalno$¢ wewnatrzkomoérkowsa S. aureus.
Co ciekawe, ekspozycja komoérek na wigkszo§¢ badanych i poréwnawczych supernatantow
hodowlanych uzyskanych z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus ATCC 43300
spowodowata zmniejszenie liczby zywych bakterii wewnatrz komorek wystawionych na
dziatanie tych supernatantow w porownaniu z wlasciwg kontrolg (K2) (Ryc. 7). Wskazuje
to na wigcksza zdolno$¢ stymulowanych w ten sposob makrofagéw do ograniczania wzrostu
1/lub zabijania pochtonigtych gronkowcow. Sposrdd badanych supernatantow, te uzyskane
z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus ATCC 43300 traktowanych wodnym
ekstraktem z kory V. opulus (VBw na Ryc. 7) najlepiej stymulowaty makrofagi THP-1 do
ograniczania wewnatrzkomorkowego namnazania si¢ gronkowcow. Jednak roznice
W liczbie bakterii pozostajacych przy zyciu po 24 godzinach inkubacji komorek

W porownaniu z kontrolg nie byly statystycznie istotne.

IV.4. Podsumowanie wynikow nieopublikowanych i wnioski

Udowodnilismy dodatkowy potencjal immunomodulacyjny ekstraktow z kaliny
koralowej (V. opulus L.), ktére mogg oddzialywaé posrednio na komorki uktadu
odporno$ciowego, modulujac  ich  aktywno$¢ poprzez skladniki uwalniane

z mikroorganizméw tymczasowo lub trwale zasiedlajacych tkanki gospodarza, takich jak
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gronkowce. Nalezy podkresli¢, ze stezenie i sklad (zlozona mieszanina) biologicznie
aktywnych sktadnikow S. aureus uwalnianych zaréwno z hodowli planktonowych, jak
i biofilmowych gronkowcoéw przez ekstrakty V. opulus byly wystarczajace, aby nasili¢
aktywno$¢ wydzielniczg makrofagéw wyprowadzonych z monocytow linii THP-1
w zakresie produkcji cytokin waznych dla odpowiedzi immunologicznej przeciwko
infekcjom gronkowcowym (TNF-a , IL-10). Pozytywnie wptyngly takze na zdolnos¢ tych
komoérek do ograniczania wewnatrzkomorkowego namnazania si¢ pochtonietych
gronkowcow. Podczas gdy oczyszczone (komercyjnie dostgpne) sktadniki $ciany
komorkowej S. aureus stosowane w wyzszych stezeniach (PG, SpA) wydawaly si¢
powodowac anergi¢ badanych makrofagéw, hamujac fagocytoze bakterii na obu poziomach:
pochtaniania 1 wewnatrzkomorkowego zabijania. Moze to by¢ jedna z przyczyn
niepowodzen w rozwoju podjednostkowych szczepionek przeciwgronkowcowych,
w ktorych zastosowano tylko kilka antygenow, podczas gdy wedtug Askarian i wsp. (2018)
S. aureus wykazuje ekspresj¢ ponad 100 czynnikow wirulencji. Nasze badania sugeruja
nowa mozliwo$¢ stymulacji komorek wrodzonego uktadu odpornosciowego przeciwko
infekcjom gronkowcowym przy uzyciu naturalnej mikrobioty i roslinnych suplementow
diety. Proponowane rozwigzanie ma réwniez pewne ograniczenia. Jednym z nich sa
przewlekte choroby zapalne. Pacjenci z rozregulowanym uktadem odpornosciowym, w tym
niezrownowazong adaptacyjnag odpowiedzia immunologiczng Th1/Th2, nie moga by¢
dodatkowo narazani na sktadniki lub produkty komoérek gronkowcow, takie jak
superantygeny, ktore sa odpowiedzialne za nasilong reakcje¢ zapalng, w tym nadmierng
aktywacje komorek uktadu odpornosciowego i burzg cytokinowa(Matsuoka i wsp. 2015,
Guan 2019, Iwamoto i wsp. 2019). Co wigcej, prezentowane przez nas dane pochodza
jedynie z badan in vitro i dopiero przyszte badania na modelach zwierzecych pozwola

okresli¢ rzeczywistg przydatnos¢ takiego rozwigzania.
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V. Podsumowanie i wnioskKi

Najwazniejsze wyniki uzyskane w ramach realizacji celow szczegotowych pracy doktorskiej

zostaly podsumowane ponize;.

I.  Ocena wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych i cytotoksycznych ekstraktow
z owocow 1 kory kaliny koralowej w dziataniu bezpos$rednim przeciwko S. aureus

[Publikacja P2].
Wykazano, ze:

e Najsilniejsze bezposrednie dziatanie przeciwgronkowcowe posiada acetonowy
ekstrakt z kory kaliny koralowej (VBa), dla ktorego st¢zenie MIC jest rowne
MBC i wynosi 1 mg/ml w stosunku do S. aureus ATCC 29213.

e Warto§¢ MIC oraz MBC pozostatych ekstraktow z owocow i kory kaliny
koralowej w stosunku do S. aureus ATCC 29213 jest wicksza badz réwna

2 mg/ml.

e Ekstrakty z owocow i kory kaliny koralowej nie sg cytotoksyczne dla ludzkich

fibroblastow linii HFF-1 w pelnym zakresie badanych stezen 0,49-500 pg/ml.
WNIOSKI:

1. Ekstrakty z owocoéw 1 kory kaliny koralowej wykazuja staba bezposrednia

aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec gronkowcow zlocistych.

2. Brak cytotoksycznosci w stosunku do fibroblastow ludzkich wskazuje na
mozliwo$¢ bezpiecznego stosowania u ludzi ekstraktow z owocow 1 kory kaliny

koralowej w zakresie st¢zen do 500 pg/ml.

3. Do dalszych badan wybrano stezenia subinhibicyjne ekstraktow z kaliny: 100 1 500
png/ml, z uwagi na bezpieczenstwo ich stosowania dla komoérek eukariotycznych

oraz brak wptywu hamujacego na wzrost gronkowcow ztocistych.
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Ocena mozliwosci zastosowania sortazy A jako celu molekularnego dla preparatow
przeciwdrobnoustrojowych 1 potencjalnego sktadnika szczepionek

przeciwgronkowcowych [Publikacja P2].
Wykazano, ze:

o Ekstrakty z kaliny koralowej silnie hamujg aktywno$¢ sortazy A w testach
z wolnym enzymem. Najsilniejszy efekt wywieral wodny ekstrakt z owocow
V.opulus (VFw; hamowanie aktywno$ci SrtA w zakresie 46,7-57,9%),
acetonowy ekstrakt z kory (VBa; 60,5% zahamowanie aktywnosci SrtA
w stezeniu 500 pg/ml) i1 etanolowy ekstrakt z kory (VBe; 54,2% inhibicji
aktywnosci SrtA w stezeniu 500 pg/ml).

e Ekstrakty z kory kaliny koralowej w dzialaniu bezposrednim na S. aureus
(badane szczepy S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 29213, S. aureus H9)
powoduja w wickszosci przypadkéw istotne zmniejszenie ekspresji SpA na

powierzchni komoérek gronkowcow.

e Ekstrakty z kory kaliny koralowej wywotuja zmiany w sktadzie lipidow
I kwasow tluszczowych w blonach komoérkowych S. aureus (badany szczep
S. aureus ATCC 43300; wzrost zawartosci fosfatydylogliceroli i diglukozyl-

diacylgliceroli oraz znaczacy spadek zawartosci lizylo-fosfatydylogliceroli).

e Ekstrakty z kaliny koralowej istotnie hamuja tworzenie biofilmu przez
gronkowce, w tym: S. aureus ATCC 43300 w zakresie 10,2-25,0% i S. aureus
H9 w zakresie 6,3-23,2%.

WNIOSKI:

1. Zmniejszenie ekspresji bialka SpA na powierzchni komorek S. aureus po
ekspozycji na ekstrakty z kaliny koralowej wynika prawdopodobnie

z zahamowania u tych bakterii aktywno$ci enzymu btonowego sortazy A (SrtA).

2. Zmiany w skladzie lipidéow i1 kwasow thuszczowych w blonach komodrkowych
S. aureus pod wpltywem ekstraktow z kory kaliny koralowej wskazuja na
destabilizacje blon komorkowych gronkowcéw, ktéra moze uwrazliwiaé te

bakterie na dziatanie kationowych substancji przeciwdrobnoustrojowych. Zmiany
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te mogg takze wptywac na aktywnos$¢ SrtA oraz intensywnos¢ tworzenia biofilmu

przez gronkowce ztociste.

Pomimo hamowania przez ekstrakty z kaliny koralowej aktywnosci SrtA
i ekspresji SpA na powierzchni komoérek gronkowcodw ztocistych, bakterie te nadal
skutecznie tworzyly biofilmy w obecnosci badanych ekstraktow. Proces tworzenia
biofilméw przez gronkowce, jako zalezny od wielu réznych czasteczek
adhezyjnych, produkcji zewnatrzkomérkowych substancji  polimerowych,
aktywacji ~ systemOw  quorum-sensing i  sensorycznych  systemow
dwusktadnikowych, nie podlega zatem prostej regulacji przez wpltyw na

pojedyncze czynniki wirulencji gronkowcow.

Sortaza A rozpatrywana samodzielnie nie jest wystarczajagcym celem
molekularnym dla preparatow przeciwdrobnoustrojowych 1 szczepionek
przeciwgronkowcowych, by skutecznie ograniczy¢ rozwoj zakazen z udzialem

S. aureus lub im zapobiegac.

Analiza wlasciwo$ci immunomodulujgcych ekstraktow z owocow i kory kaliny

koralowej przez oceng¢ wpltywu czynnikow uwalnianych z planktonowych

i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ww. ekstrakty na polaryzacje

makrofagéw w subpopulacje M1 lub M2 [wyniki nieopublikowane].

Wykazano, ze:

Ekspozycja hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300 na
ekstrakty z kaliny koralowej powoduje uwalnianie PG i SpA z powierzchni

komorek gronkowcow.

Ekspozycja makrofagow wyprowadzonych z monocytéw linit THP-1 na
supernatanty z hodowli planktonowych lub biofilmowych S. aureus ATCC
43300 poddanych dziataniu ekstraktow z kaliny nie wplyneta w sposob istotny
na zmian¢ ekspresji badanych markerow CD (CDllc, CD206, CD62L)
W populacji komorek CD45+.

Ekspozycja makrofagobw wyprowadzonych z monocytéw liniit THP-1 na

supernatanty z hodowli planktonowych lub biofilmowych S. aureus ATCC
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V.

43300 poddanych dziataniu ekstraktow z kaliny powodowata istotne nasilenie
produkcji TNF-o. i IL-10. Wyjatek stanowily makrofagi eksponowane na
supernatant z hodowli planktonowej S. aureus poddanej dziataniu etanolowego
ekstraktu z owocoéw kaliny (VFe), ktore produkowaly istotnie mniej TNF-a, ale

nie 1L-10.
WNIOSKI:

1. Aktywne sktadniki $ciany komoérkowej S. aureus uwalniane do srodowiska
z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus pod wpltywem dziatania
ekstraktow z kaliny koralowej stosowanych w stezeniach subinhibicyjnych
mogg modulowaé produkcje cytokin przez makrofagi, lecz nie wptywaja na

zmian¢ ekspozycji powierzchniowej markerow CD na tych komorkach.

2. Nasilona produkcja TNF-a przez makrofagi eksponowane na supernatanty
z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus po dziataniu ekstraktow
z kaliny koralowej sugeruje polaryzacj¢ makrofagow w kierunku komorek
prozapalnych M1, ale brak istotnych zmian w powierzchniowej ekspozycji

markeréw CD uniemozliwia jednoznaczne okreslenie fenotypu tych komorek.

Analiza wlasciwos$ci immunomodulujacych ekstraktow z owocow 1 kory kaliny
koralowej przez oceng wplywu czynnikow uwalnianych z planktonowych
i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ekstrakty owocow i kory kaliny
koralowej na wybrane parametry aktywno$ci przeciwzakaznej komorek

fagocytarnych [wyniki nieopublikowane].
Wykazano, ze:

e Supernatanty z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300
eksponowanych na ekstrakty z kaliny nie wywieraly istotnego wplywu na
pochlanianie gronkowcow przez makrofagi wyprowadzone z monocytéow linii

THP-1,

e Gronkowce ztociste po pochtonigciu przez makrofagi wyprowadzone z linii

THP-1, namnazaty si¢ wewnatrz tych komorek.
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e Stymulacja makrofagéw wyprowadzonych z linii THP-1 supernatantami
z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus ATCC 43300
eksponowanych na ekstrakty z kaliny spowodowata ograniczenie
wewnatrzkomorkowego przezywania i namnazania si¢ S. aureus ATCC 43300

w ciggu 24 godzin od pochtonigcia tych drobnoustrojow.
WNIOSKI:

1. Ekstrakty z owocoéw 1 kory kaliny koralowej majg potencjat modulujacy
aktywnos$¢ przeciwzakazng makrofagow w zakresie zdolnosci do ograniczania
wewnatrzkomoérkowego namnazania si¢ pochtonigtych gronkowcow. Nalezy
podkresli¢, ze oceniano ich dziatanie posrednie przez aktywne sktadniki uwalniane
z komorek gronkowcoéw pod wplywem badanych ekstraktow stosowanych

W stezeniach subinhibicyjnych, ktore nastgpnie wptywaty na makrofagi.

2. Wykazano mozliwo$¢ ,,primingu” komoérek wrodzonego uktadu odpornosciowego
przez sktadniki uwalniane z gronkowcoéw tymczasowo lub trwale zasiedlajacych
tkanki gospodarza pod wplywem dziatania ekstraktow roslinnych. Poniewaz
jednak prezentowane wyniki pochodzg z badan prowadzonych in vitro, nalezy
przeprowadzi¢ dalsze badania na modelach zwierzgcych, by okresli¢ rzeczywista

przydatnos¢ takiego rozwigzania.
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V1. Dyskusja

Pomimo rozlegtej wiedzy na temat gronkowcdw, S. aureus jest wcigz wiodacym
patogenem zakazen szpitalnych i pozaszpitalnych u ludzi (Tong i wsp. 2015, Kourtis i wsp.
2019, Cheung i wsp. 2021). Wyczerpywanie si¢ zasoboéw skutecznych antybiotykow, trudne
w leczeniu zakazenia z udziatem biofilmow tych drobnoustrojow, a takze brak szczepionki
przeciwko gronkowcom zlocistym to gléwne powody poszukiwan alternatywnych metod
zapobiegania rozwojowi 1 leczenia zakazen gronkowcowych, takze przy uzyciu ekstraktow
ro$linnych. Problemy te szeroko omowiono w publikacji przegladowej [P1], ktéra wchodzi
w sktad prezentowanej rozprawy. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta weryfikacja
mozliwo$ci zastosowania naturalnych ekstraktow ros§linnych na przykladzie ekstraktow
z kaliny koralowej (Viburnum opulus L.) do zapobiegania zakazeniom wywotywanym przez

S. aureus oraz ich rozwojowi do trudnych w leczeniu zakazen biofilmowych.

Poszukiwanie zwigzkéw pochodzenia roslinnego, ktore wykazuja bezposrednie
dziatanie bakteriostatyczne i/lub bakteriobojcze na gronkowce ztociste, prowadzace do
eliminacji patogenow powodujacych infekcje jest gldéwnym kierunkiem dzialan (Rézalska
i wsp. 2018, Nasim i wsp. 2022). Dlatego tez, w ramach pierwszego etapu pracy dokonano
oceny wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych acetonowych, etanolowych i wodnych
ekstraktow z owocow i kory kaliny koralowej przeciwko S. aureus ATCC 29213 oraz oceny
aktywnosci cytotoksycznej badanych ekstraktow w stosunku do komorek eukariotycznych
(publikacja [P2]). Wykazano, ze badane ekstrakty nie sg cytotoksyczne dla ludzkich
fibroblastéw linii HFF-1 w zakresie stezen 0,49-500 pg/ml oraz wykazuja bezposrednig
aktywno$¢ biostatyczna/biobdjcza wobec gronkowcoOw. Jednakze minimalne stezenie
hamujace wzrost tych drobnoustrojow (MIC, ang. minimum inhibitory concentration) oraz
minimalne stezenie bojcze (MBC, ang. minimum bactericidal concentration) dla wigkszosci
badanych ekstraktow byto wieksze badz rowne 2 mg/ml. Jedynie dla acetonowego ekstraktu
z kory kaliny koralowej (VBa) wartos¢ MIC byla réwna MBC 1 wyniosta 1 mg/ml
(publikacja [P2]). Dla poréwnania, w badaniach Speck i wsp. (2020) wykazano, ze MIC
oksacyliny dla S. aureus ATCC 29213 (szczepu wrazliwego na ten antybiotyk) wynosito
0,25 mg/l, czyli 4000 razy mniej niz MIC VBa w stosunku do tego samego szczepu
gronkowca ztocistego. Ekstrakty z kaliny koralowej wykazujg zatem staba bezposrednig
aktywnos$¢ biostatyczng/biobdjczg w stosunku do gronkowcoéw. Aktywnos$¢ biologiczna
ekstraktow V. opulus wynika gléwnie z obecnosci zwigzkow fenolowych (Kajszczak i wsp.

2020), ktorych wysoka zawarto$¢ potwierdzono w ekstraktach za pomocg analizy
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biochemicznej (publikacja [P2]). Zwiazki fenolowe charakteryzuje jednak niska
biodostgpnos¢ po podaniu doustnym oraz staba dystrybucja tkankowa (Rein 1 wsp. 2013,
Cosme 1 wsp. 2020, Pietrzyk i wsp. 2021). Biorac pod uwage te wlasciwosci oraz wskazane
wysokie stezenie MIC/MBC konieczne do osiggni¢cia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
badanych ekstraktow, stwierdzono, ze zastosowanie ekstraktow z kaliny koralowej w celu
bezposredniego dzialania biobdjczego/biostatycznego przeciwko gronkowcom ztocistym

jest w proponowanej formie suplementow diety niemozliwe.

Zaréwno inicjacja, jak i przebieg infekcji gronkowcowych w duzym stopniu zaleza
od wilasciwosci adhezyjnych tych bakterii. Dlatego drugi etap badan oparto na zatozeniu, ze
zahamowanie ekspresji adhezyn tych bakterii moze ogranicza¢ ich adhezj¢ i tworzenie
biofilmu, a tym samym zapobiega¢ rozwojowi infekcji S. aureus. Jako potencjalny cel
molekularny dla preparatu przeciwdrobnoustrojowego wybrano sortaze A — enzym blonowy
katalizujacy kowalencyjne wigzanie bialek adhezyjnych z grupy MSCRAMMSs
z peptydoglikanem w $cianie komorkowej bakterii. Brak SrtA powoduje bowiem
nieprawidlowe zakotwiczenie ponad 20 gronkowcowych bialek powierzchniowych, w tym
gronkowcowego biatka A (SpA), czynnika skupiania A (CIfA) i biatka wigzacego
fibrynektyng A (FnBPA) (Mazmanian i wsp. 2000, Claes i wsp. 2017, Ouyang i wsp. 2018).
Wykazano, ze wszystkie badane ekstrakty hamowaly aktywnos$¢ SrtA w zakresie 6,4-60,5%
a obserwowany efekt byl zalezny od st¢zenia i rodzaju ekstraktu (publikacja [P2]).
Najsilniejsze wtasciwosci hamujace wykazywat ekstrakt wodny z owocow kaliny koralowe;j
(VFw) —46,7% i 57,9% inhibicji w stezeniu odpowiednio 100 i 500 pg/ml. Ekstrakty z kory
kaliny koralowej wykazywaty rownie silng aktywno$¢ hamujaca wobec SrtA, ale byta ona
ograniczona do ich wyzszego stezenia (500 pg/ml) 1 wyniosta odpowiednio 60,5% dla
ekstraktu acetonowego (VBa) i 54,2% dla ekstraktu etanolowego (VBe). Uzyskane wyniki
znajduja odzwierciedlenie w danych literaturowych, ktore wskazuja na silne dzialanie
hamujace aktywnos¢ sortazy A w przypadku wielu wtornych metabolitoéw roslinnych, w tym
flawonoli (np. moryna, mirycetyna i kwercetyna), chalkonéw oraz kwasu chlorogenowego
(Kang i wsp. 2006, Wang i wsp. 2015, Zhang i wsp. 2017). Warto podkresli¢, iz w badanych
ekstraktach z owocéw 1 kory kaliny koralowej zidentyfikowano odpowiednio 21 i 15
réznych zwigzkoéw fenolowych, w tym takze flawonoli (np. kwercetyne) (publikacja [P2]).
Ponadto analiza biochemiczna wykazata obecno$¢ kwasu chlorogenowego we wszystkich
ekstraktach z kaliny 1 na tej podstawie zostal on wybrany jako zwiazek referencyjny do

badan (publikacja [P2]).

93



Wptyw ekstraktow V. opulus na aktywnos¢ SrtA oceniono przy pomocy
komercyjnego zestawu odczynnikéw z wolnym enzymem, dlatego aby sprawdzi¢, w jaki
sposob ekstrakty oddziatujg na enzym zwigzany z komorka, postanowiono posrednio ocenic¢
aktywno$¢ tego enzymu przez ocen¢ ekspresji gronkowcowego biatka A (SpA) na
powierzchni komoérek S. aureus eksponowanych na badane ekstrakty. Wykazano, ze
wszystkie rodzaje ekstraktow z kory kaliny koralowej (VB) znaczaco zmniejszaty ekspresje
SpA na powierzchni wszystkich trzech badanych szczepow S. aureus (S. aureus ATCC
29213, S. aureus ATCC 43300 i S. aureus H9). Ekstrakty VBa i VBe w st¢zeniu 500 pg/ml
byly wyjatkowo aktywne, powodujac zahamowanie ekspresji SpA odpowiednio o 78,3-
94,9% oraz 78,0-90,3%, w zaleznosci od badanego szczepu gronkowca. Otrzymane wyniki
pokrywajg si¢ z zaobserwowanymi zmianami w aktywnosci wolnego enzymu SrtA
W obecnos$ci ekstraktow z kaliny koralowej. Tym samym dowiedziono, ze ekstrakty
z V. opulus hamuja ekspozycje SpA na powierzchni komoérek gronkowcow ztocistych, co

posrednio sugeruje takze zahamowanie aktywnosci SrtA w komorkach tych drobnoustrojow.

Sortaza A jest zlokalizowana w btonie komodrkowej gronkowcow, dlatego ekspresja
1 aktywno$¢ tego enzymu moze zaleze¢ od zmian w sktadzie blony. Wszelkie modyfikacje
sktadu lipidowego btony bakteryjnej wplywaja na stabilizacj¢ powierzchni komorek,
hydrofobowos¢ i1 tadunek powierzchniowy, a parametry te sg istotne w procesie adhez;ji
I tworzenia biofilmu (Bayer i wsp. 2015, Hewelt-Belka i wsp. 2016, Young i wsp. 2019).
W zwigzku z tym, oceniano zmiany w profilu lipidow 1 kwasow ttuszczowych w blonie
komorkowej S. aureus ATCC 43300 pod wplywem badanych ekstraktow. Wyrazne roéznice
w sktadzie btony komorkowej gronkowcow zaobserwowano w przypadku S. aureus
poddanego dzialaniu ekstraktow z kory kaliny koralowej (VBa 1 VBe) - zwigkszenie
zawartosci fosfatydylogliceroli (PG) 1 diglukozylo-diacylogliceroli (GLC2-DAG), przy
jednoczesnym  zmniejszeniu  zawarto$ci  lizylo-fosfatydylogliceroli  (LYSYL-PG)
w poréwnaniu do bton bakterii kontrolnych (publikacja [P2]). Przeksztatcanie anionowego
PG do kationowego LYSYL-PG jest jednym z mechanizméw opornosci gronkowcow, ktory
pozwala na stabilizacje btony bakteryjnej, co zapobiega jej zaburzeniom w obecnosci
kationowych srodkow przeciwdrobnoustrojowych, takich jak peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (Bayer i wsp. 2015, Hewelt-Belka i wsp. 2016, Young i wsp.
2019). Zaobserwowane zwigkszenie zawartosci PG, ale nie LYSYL-PG w blonach
gronkowcow wystawionych na dziatanie VBa i VBe moze wskazywaé na zdolnos¢ tych

ekstraktow do blokowania transformacji PG do LYSYL-PG. Mozna wigc przypuszczaé, ze
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ekstrakty z V. opulus moga zapobiega¢ aktywacji niektérych mechanizméw opornosci

gronkowcow, cho¢ ta hipoteza wymaga potwierdzenia w przysztosci.

Ostateczne stwierdzenie, czy SrtA moze stanowi¢ potencjalny cel molekularny dla
preparatow przeciwdrobnoustrojowych wymagalo sprawdzenia, czy udowodnione
wczesniej zahamowanie aktywnosci tego enzymu, objawiajace si¢ m.in. zmiang ekspresji
bialek adhezyjnych S. aureus, wptynie na proces tworzenia biofilmu gronkowcow.
Wykazano, ze ekspozycja gronkowcdw zlocistych na ekstrakty z kaliny koralowej powoduje
w prawdzie istotne statystycznie ostabienie tworzenia biofilmu (zwlaszcza w przypadku
etanolowego ekstraktu z owocow kaliny VFe w stosunku do S. aureus ATCC 43300
I S. aureus H9), jednak zaobserwowane roéznice w biomasie biofilmu S. aureus miedzy
probami kontrolnymi a poddanymi dziataniu ekstraktow nie przekraczaty 25%. Oznacza to,
ze pomimo ekspozycji na preparaty V. opulus hamujgce aktywnos$¢ SrtA i ekspresje SpA,
gronkowce nadal skutecznie tworza biofilmy. Drobnoustroje te posiadaja szeroka game
adhezyn powierzchniowych, takze poza wczeSniej wspomnianymi MSCRAMMs.
Przyktadowo, polisacharydowa adhezyna miedzykomorkowa  (PIA), bedaca
homopolimerem cze$ciowo deacetylowanej N-acetylo-glukozaminy (PNAG), ktora jest
glownym skladnikiem EPS, odgrywa kluczowa rol¢ w interakcjach mi¢dzy komorkami
gronkowcow, prowadzac do agregacji tych bakterii i wspomagajac tworzenie biofilmu.
Co wigcej, w badaniach wykazano, ze szczepy S. aureus bez operonu ica, ktory koduje
PIA/PNAG, takze byly zdolne do tworzenia biofilmu (Otto i wsp. 2018, Nguyen i wsp.
2020). Wracajac do wynikow niniejszej rozprawy, dowiedziono, ze SrtA rozpatrywana
samodzielnie nie jest wystarczajacym celem molekularnym dla  preparatow
przeciwdrobnoustrojowych oraz do konstrukcji szczepionek przeciwgronkowcowych,

by zatrzymac rozwdj zakazen z udziatem S. aureus.

Ekstrakty roslinne poza bezposrednim dziataniem biostatycznym/biobdjczym oraz
wplywem na ekspresj¢ czynnikow wirulencji drobnoustrojow, moga rowniez modulowac
aktywno$¢ uktadu odporno$ciowego gospodarza (Yahfoufi i wsp. 2018, Sadowska 1 wsp.
2020, Shakoor 1 wsp. 2021). Dlatego w trzecim etapie badan prowadzonych w ramach
niniejszej pracy doktorskiej skupiono si¢ na przesledzeniu dziatania immunomodulacyjnego
ekstraktow z owocow 1 kory kaliny koralowej. Zatozono, ze oprocz bezposredniego
dziatania immunomodulujacego, ktore udowodniono we wczesniejszych badaniach Zespotu
(Sadowska i wsp. 2020), biologicznie aktywne zwiazki z produktéw roslinnych moga takze

powodowa¢ uwalnianie antygenow z komorek drobnoustrojow stanowigcych mikrobiote
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naturalng lub bedacych w danym okresie czasu przyczyna zakazen, a w konsekwencji
posrednio aktywowa¢ komorki odporno$ciowe gospodarza. W tym celu oceniano
polaryzacje, aktywno$¢ sekrecyjng oraz fagocytarng makrofagéw wyprowadzonych
z monocytow linii THP-1 po ekspozycji na supernatanty z hodowli planktonowych
I biofilmowych S. aureus ATCC 43300, ktore wczesniej poddawano dziataniu ekstraktow
z V. opulus. Na poczatku udowodniono, ze ekspozycja komorek gronkowcoOw ztocistych na
badane ekstrakty faktycznie powoduje uwalnianie z ich powierzchni sktadnikéw $ciany
komorkowej - peptydoglikanu (PG) oraz SpA. Nastepnie badano polaryzacj¢ makrofagéw
do fenotypu prozapalnego (M1) lub regulatorowego (M2) w oparciu o ekspresje
powierzchniowa markerow CD (CD1lc, CD206, CD62L na komoérkach CD45+) oraz
uwalnianie wybranych cytokin (TNF-o i IL-10). Ekspozycja komoérek na supernatanty
hodowli planktonowych lub biofilmowych S. aureus poddanych dziataniu ekstraktow
z kaliny koralowej nie wptyngta w sposob istotny na ekspresje badanych markerow CD.
Stwierdzono natomiast istotny wptyw supernatantow pohodowlanych bakterii na aktywnos$¢
wydzielnicza makrofagow. W wigkszo$ci uktadow badanych zaobserwowano wzmozong
produkcje TNF-a i 1L-10 przez makrofagi z THP-1 poddane ekspozycji na supernatanty w
porownaniu do komorek kontrolnych. Zaréwno sklad jakosSciowy supernatantow, jak
I stezenie poszczegodlnych sktadnikow mogly wptywaé na profil produkowanych cytokin.
Potwierdzaja to badania Choi i wsp. (2022), w ktérych zaobserwowano, ze makrofagi
pochodzace z THP-1 wystawione na dziatanie enterotoksyny gronkowcowej (SEB)
W niskim 1 wysokim stezeniu (2 1 20 pg/ml) wykazywaty zroznicowang produkcje cytokin.
Nasilona produkcja TNF-a wskazywataby na polaryzacje makrofagéw w kierunku fenotypu
prozapalnego M1. W tej sytuacji dziwi¢ moze nasilenie takze produkcji przeciwzapalnej
cytokiny IL-10. Jednak Zielinski i wsp. (2012) wykazali, ze ludzkie limfocyty krwi
obwodowej po stymulacji in vitro inaktywowanymi komérkami S. aureus rozwijaty profil
Th1/Th17 i takze byty zdolne do produkcji IL-10 po ponownej stymulacji tymi bakteriami.
Taka aktywno$¢ sekrecyjna wydawata si¢ specyficzna dla patogenu, poniewaz
nie zaobserwowano jej w komorkach indukowanych Candida albicans (Zielinski i wsp.
2012). Podsumowujac ta czg$¢ badan, udowodniono, ze aktywne sktadniki komorek S.
aureus uwalniane przez ekstrakty z kaliny koralowej do supernatantow pohodowlanych
mogg modulowa¢ produkcj¢ cytokin w modelu in vitro makrofagow pochodzacych z THP-
1, ale ich potencjal immunomodulacyjny nie jest wystarczajacy, aby zmieni¢ ekspresje

powierzchniowa markeréw CD na tych komorkach.
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W celu oceny mozliwosci posredniej stymulacji komoérek odporno$ciowych przez
ekstrakty z V. opulus poprzez uwalnianie sktadnikoéw komorek gronkowcow, zbadano
réwniez aktywnos¢ fagocytarng makrofagdw pochodzacych z THP-1 eksponowanych na
supernatanty z hodowli S. aureus poddanych dziataniu tych ekstraktow. Stwierdzono, ze
supernatanty z hodowli planktonowych i biofilmowych S. aureus nie wywieraty znaczacego
wplywu na etap pochtaniania bakterii przez makrofagi THP-1. Powodem tego mogly by¢
bardzo niskie stezenia produktow uzytych jako ,,wyzwalacze” uwalniania aktywnych
sktadnikow z komorek S. aureus (100 pg/ml ekstraktow V. opulus lub ChA oraz %, MIC
VAN), co skutkowato nizszg zawartoscig immunomodulujacych sktadnikow bakteryjnych
w supernatantach. Ponadto wykazano, ze S. aureus ATCC 43300 po pochtonieciu przez
makrofagi wyprowadzone z linii THP-1 ma zdolno$¢ przezywania i namnazania si¢
wewnatrz fagocytéw. Podobnie Flannagan i wsp. (2016) zaobserwowali wzrost i proliferacje
S. aureus wewnatrz dojrzatych fagolizosomoéw makrofagobw RAW 264.7. Z drugiej strony,
zaobserwowano ograniczenie wewnatrzkomérkowego przezywania 1 namnazania si¢
S.aureus w ciggu 24 godzin po pochtonigciu w makrofagach eksponowanych na
supernatanty z hodowli gronkowcéw ztocistych poddanych dziataniu ekstraktow z kaliny,
co wskazuje na aktywacj¢ tych komorek. Tym samym udowodniono, ze czynniki uwalniane
z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus po ekspozycji na ekstrakty z owocoOw
I kory kaliny koralowej wptywajg na aktywnos$¢ fagocytarng makrofagéw, lecz objawia sie
to bardziej ograniczaniem wewnatrzkomorkowego namnazania juz pochtonigtych

gronkowcow, anizeli ingerencjg w sam proces ich pochtaniania.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej sa proba
kompleksowej oceny in vitro mozliwosci zastosowania ekstraktow roslinnych w prewencji
oraz leczeniu zakazen gronkowcowych. Udowodniono, ze ekstrakty z owocow i kory kaliny
koralowej posiadajg pewne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz immunomodulujace,
lecz Zaden z zaobserwowanych efektow nie bytby wystarczajacy, aby znaczaco ograniczy¢
rozw0j ewentualnie toczacego si¢ juz w organizmie zakazenia gronkowcowego. Niemniej
jednak, wykazana aktywno$¢ immunomodulacyjna ekstraktow z V. opulus L. pozwala na
sugestie zastosowania tych preparatow w prewencji zakazen gronkowcowych. Poniewaz
jednak wnioski te zostaly wyciagniete na podstawie badan prowadzonych in vitro,
W przysztosci nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania na modelach zwierzgcych z uzyciem

ekstraktow z kaliny koralowej jako suplementow diety.
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VII. Streszczenie w jezyku polskim

Pomimo rozleglej wiedzy na temat gronkowcow, Staphylococcus aureus jest nadal
jednym z najczestszych patogendow odpowiedzialnych za rozwoj zakazen szpitalnych
I pozaszpitalnych u ludzi. Zakazenia gronkowcowe obejmuja szeroki zakres zmian
patologicznych — od miejscowych infekcji skory i tkanek miekkich az po choroby
zagrazajace zyciu, takie jak bakteriemia i sepsa. Sukces S. aureus jako patogenu opiera si¢
na wykorzystaniu licznych czynnikéw wirulencji waznych dla przebiegu infekcji oraz
zdolnosci tych bakterii do tworzenia biofilméw na powierzchniach abiotycznych
(np. biomateriatach medycznych) czy w zainfekowanych tkankach. Dzigki temu
drobnoustroje te z tatwos$cig unikajg mechanizméw obronnych gospodarza oraz zyskuja
ochron¢ przed niekorzystnymi warunkami s$rodowiskowymi, w tym ukierunkowanym
dziataniem $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Leczenie zakazen o etiologii
gronkowcowej jest trudne takze z uwagi na stale rosngca lekooporno$¢ gronkowcow
na dostepne antybiotyki. Jak dotad nie udato si¢ rowniez stworzy¢ w petni skutecznej
szczepionki przeciwko S. aureus. Niniejsza praca doktorska poswigcona jest problemom
zwigzanym z zapobieganiem i leczeniem zakazen o etiologii gronkowcowej, ktore staly si¢
podstawg poszukiwania alternatywnych strategii ich prewencji, ograniczania rozwoju oraz
eliminacji. Zalozono, ze wérod metod prewencji zakazen mozna wyrdzni¢ trzy glowne
kierunki: rozwdj szczepien ochronnych, dziatanie bezposrednie na drobnoustroje
I blokowanie ich czynnikow wirulencji oraz immunomodulacja odpowiedzi obronnej

gospodarza.

Nadrzednym celem pracy doktorskiej byta weryfikacja mozliwosci zastosowania
naturalnych ekstraktow roslinnych, na przykladzie ekstraktoéw z owocéw 1 kory kaliny
koralowej (Viburnum opulus L.) w zapobieganiu zakazeniom wywolywanym przez
gronkowce zlociste (S. aureus) oraz ich rozwojowi z zakazen miejscowych do trudnych

W eliminacji zakazen uogoélnionych i biofilmowych.

Biorgc pod uwage cel nadrzedny oraz zatozone kierunki rozwigzan w zakresie
prewencji zakazen, w pracy zbadano wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe ekstraktow
z kaliny koralowej w dzialaniu bezposrednim przeciwko S. aureus, oceniono mozliwos¢
zastosowania bakteryjnego enzymu - sortazy A jako celu molekularnego dla preparatow
przeciwdrobnoustrojowych i potencjalnego sktadnika szczepionki przeciwgronkowcowej

oraz dokonano analizy wlasciwosci immunomodulujgcych badanych ekstraktow przez
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ocen¢ wplywu czynnikoéw uwalnianych z planktonowych i biofilmowych hodowli S. aureus
po ekspozycji na ww. ekstrakty na polaryzacj¢ makrofagéw wyprowadzonych z monocytow
linii THP-1 w subpopulacje M1 (fenotyp prozapalny) lub M2 (fenotyp regulatorowy)

| wybrane parametry aktywnosci przeciwzakaznej komorek fagocytarnych.

W pierwszym etapie prowadzonych badan wykazano, ze ekstrakty z owocow i kory
kaliny koralowej moga by¢ bezpiecznie stosowane u ludzi do st¢zenia 500 pg/ml, lecz
wykazuja slabg bezposrednig aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec gronkowcow
ztocistych. W zwigzku z tym, do dalszych badan wybrano stezenia subinhibicyjne badanych
ekstraktow (100 1 500 pg/ml). W drugim etapie pracy oceniano, czy hamowanie aktywacji
enzymu btonowego sortazy A (SrtA) wykazane dla ekstraktéw z kaliny koralowej ograniczy
ekspresje adhezyn na powierzchni komoérek gronkowcow, a tym samym adhezj¢ i tworzenie
biofilmu przez te drobnoustroje. Stwierdzono zmniejszenie ekspresji biatka A (SpA)
na powierzchni komorek S. aureus oraz zmiany w sktadzie lipidéw 1 kwaséw thuszczowych
w btonach komorkowych tych bakterii po ekspozycji na ekstrakty z kaliny koralowe;.
Pomimo tego, bakterie te nadal skutecznie tworzyly biofilmy w obecno$ci badanych
ekstraktow. Tym samym stwierdzono, ze sortaza A rozpatrywana samodzielnie nie jest
wystarczajagcym celem molekularnym dla preparatow przeciwdrobnoustrojowych

I szczepionek przeciwgronkowcowych.

W kolejnych etapach badan przeanalizowano witasciwosci immunomodulujace
ekstraktow z kaliny koralowej (mechanizm prewencji zakazen z zakresu immunomodulacji
posredniej), oceniajac polaryzacje makrofagéw w subpopulacje M1/M2 oraz aktywnos$¢
przeciwzakazng komorek fagocytarnych. Wykazano, Ze aktywne skladniki S$ciany
komorkowej S. aureus uwalniane do srodowiska z hodowli planktonowych 1 biofilmowych
S. aureus pod wptywem dziatania ekstraktow z kaliny koralowej stosowanych w stezeniach
subinhibicyjnych modulujg produkcje cytokin przez makrofagi (wzmozona sekrecja TNF-a
i IL-10), lecz nie wptywaja na zmiang ekspozycji powierzchniowej markerow CD (CDl 1c,
CD206, CD62L) w populacji komoérek CD45+. W zwigzku z tym, jednoznaczne okreslenie
zmian fenotypu tych komodrek po ekspozycji jest niemozliwe. RoOwnoczesnie
zaobserwowano aktywacje makrofagdw przez ekspozycje na sktadniki uwalniane z komorek
gronkowcow pod wplywem badanych ekstraktow w  zakresie ograniczania
wewnatrzkomoérkowego namnazania si¢ pochtonigtych przez te komodrki gronkowcow.
Ekstrakty z kaliny koralowej moga wigc posrednio modulowaé aktywnos¢ wydzielnicza

I fagocytarng makrofagow.
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Podsumowujac, w niniejszej pracy doktorskiej udowodniono, ze ekstrakty z owocow
i kory kaliny koralowej posiadaja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz
immunomodulujace, lecz zaden z zaobserwowanych efektow nie bytby wystarczajacy, aby
znaczaco ograniczy¢ rozwd@j ewentualnie toczacego si¢ juz w organizmie zakazenia
gronkowcowego. Jednakze, uzyskane wyniki pozwalaja na sugestic wykorzystania
ekstraktow z owocéw 1 kory kaliny koralowej w prewencji zakazen gronkowcowych.
Poniewaz wnioski te zostaly wyciggniete na podstawie badan prowadzonych in vitro, warto
doda¢, ze w przysztosci nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania na modelach zwierzecych

z uzyciem ekstraktow z kaliny koralowej jako suplementéw diety.
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VIII. Streszczenie w jezyku angielskim

Despite the extensive knowledge of staphylococci, Staphylococcus aureus is still one
of the most common pathogen responsible for the development of nosocomial and non-
hospital infections in humans. Staphylococcal infections include a wide range
of pathological changes - from skin and soft tissue infections to life-threatening diseases
such as bacteraemia and sepsis. The success of S. aureus as a pathogen is based on its ability
to use multiple virulence factors important to the course of infection and to form biofilms
on abiotic surfaces (e.g. medical biomaterials) and infected tissues. This allow these bacteria
to easily evade host defence mechanisms and gain protection from adverse environmental
conditions, including targeted antimicrobials. Treatment of staphylococcal infections is also
difficult due to the constantly increasing drug resistance of staphylococci to available
antibiotics. To date, it has also not been possible to develop a fully effective vaccine against
S. aureus. Presented doctoral thesis is devoted to the problems associated with the prevention
and treatment of staphylococcal infections, which became the basis for the search
for alternative strategies of their prevention, reduction and elimination. It was assumed
that among the infection prevention methods, three main directions can be distinguished:
the development of preventive vaccination, direct effect against the microorganisms

and blocking their virulence factors, and immunomodulation of the host defence response.

The overarching aim of the dissertation was to verify the applicability of natural plant
extracts, based on the extracts from the fruits and bark of Viburnum opulus L.
in the prevention of S. aureus infections and their progression from local infections

to systemic and biofilm infections that are difficult to eradicate.

Considering the overarching goal and the assumed directions for infection
prevention, this study investigated direct antimicrobial activities of V. opulus extracts
against S. aureus, the feasibility of using microbial enzyme - sortase A as a molecular target
for antimicrobials and a potential component of the anti-staphylococcal vaccine,
and the immunomodulatory properties of the tested extracts by evaluating the effect of
biologically active substances released from planktonic and biofilm cultures of S. aureus
after exposure to the V. opulus extracts on THP-1 derived macrophage polarization into M1
(pro-inflammatory phenotype) or M2 (regulatory phenotype) subpopulations and selected

parameters of anti-infective activity of the cells.
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In the first stage of the ongoing research, it was shown that the V. opulus fruits
and bark extracts can be safely used in humans up to a concentration of 500 pg/ml, but show
weak direct antimicrobial activity against S. aureus. Therefore, subinhibitory concentrations
of the tested extracts (100 and 500 ug/ml) were chosen for further studies. In the second
stage of the study, it was assessed whether the inhibition of membrane enzyme sortase A
(SrtA) activity demonstrated for V. opulus extracts may limit surface expression of S. aureus
adhesins and thus could reduce adhesion and biofilm formation by staphylococci. Decreased
expression of protein A (SpA) on the surface of S. aureus cells and changes
in the composition of lipids and fatty acids in S. aureus cell membranes after exposure
to V. opulus extracts were demonstrated. Despite this, these bacteria still successfully
formed biofilms in the presence of the tested extracts. Thus, it was concluded that sortase A
considered alone is not a sufficient molecular target for antimicrobial preparations and anti-

staphylococcal vaccines.

The immunomodulatory properties of V. opulus extracts (an indirect
immunomodulatory mechanism to prevention of infections) by assessing the polarization
of macrophages into M1/M2 subpopulations and the phagocytic activity of macrophages
were analyzed inthe next stages of the study. It was shown that active components
of the S. aureus cell wall released into the supernatants from planktonic and biofilm cultures
of S.aureus after exposure to V. opulus extracts used at subinhibitory concentrations
modulate cytokine production by the macrophages (increased secretion of TNF-o and IL-
10) but did not alter the surface exposure of CD markers (CD11lc, CD206, CD62L)
in the CD45+ cell population. Therefore, an unambiguous determination of the phenotype
changes of these cells after exposure is not possible. At the same time, the macrophage
activation after exposure to the components released from staphylococcal cells under
the influence of the tested extracts with regards to reducing of intracellular proliferation
of engulfed staphylococci was observed. Thus, V. opulus extracts may indirectly modulate

the secretory and phagocytic activity of the macrophages.

In conclusion, this dissertation demonstrates that the extracts from fruits and bark of
V. opulus possess antimicrobial and immunomodulatory properties, but none of the observed
effects would be sufficient to significantly reduce the development of a possibly already
ongoing staphylococcal infection in the body. However, the results obtained allow the

suggestion of the use of V. opulus extracts in the prevention of staphylococcal infections.
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Since these conclusions were drawn on the basis of in vitro studies, further studies on animal

models using tested extracts as dietary supplements should be conducted.
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dr hab. Przemystaw
Bernat. prof. UL
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Oswiadczam, ze moj udzial w niniejszej pracy obejmowat:

e oznaczenie skiadu lipidowego bton komérkowych
gronkowcdw z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS i
GC/MS, wspoétudziat w interpretacji uzyskanych

wynikow oraz nadzor nad przygotowaniem ich gpisu
% e e "»‘42 .......

podpis wspotautora
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dr hab. inz. Anna
Podsgdek, prof. PL

10

Oswiadczam, ze moj udzial w niniejszej pracy obejmowat:

przygotowanie ekstraktow V. opulus L.
wykonanie analizy skladu biochemicznego badanych
ekstraktéw roélinnych z wykorzystaniem
HPLC/UPLC-QTOF-MS

e przygotowanie opisu ww. badai biochemicznych do
manuskryptu

...... Auanin.. Sclegll........

podpis wspolautora

dr inz. Dominika
Kajszczak

Oswiadczam, ze m¢j udzial w niniejszej pracy obejmowat:

przygotowanie ekstraktow V. opulus L.

wykonanie analizy sktadu biochemicznego badanych
ekstraktow roslinnych z wykorzystaniem
HPLC/UPLC-QTOF-MS

. Sonumikg..... K@fmcwk

podpis wspolautora

dr hab. Beata
Sadowska, prof. UL
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Oswiadczam, ze méj udzial w niniejszej pracy obejmowat:

przygotowanie koncepcji pracy

wspéludzial w planowaniu badan

nadzér nad postgpami pracy badawczej
przeprowadzenie badan z zakresu oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej badanych preparatéw
(MIC/MBC)

wsp6tudziat w interpretacji uzyskanych wynikéw
przygotowanie i edycje manuskryptu

petnienie roli autora korespondujacego, w tym
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow

e 7D S0doNKO

podpis wspolautora
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Oswiadczenie wspélautoréw o udziale w publikacji

Modulation and priming of the macrophages against and by staphylococci — indirect effect
of natural plant extracts

Urszula Wojcik-Bojek, Joanna Rywaniak, Beata Sadowska

Manuskrypt przygotowany w jezyku angielskim do publikacji (praca oryginalna)

Autor

Szacunkowy
udziat [%]

Opis dziatan

mgr Urszula Wojcik-
Bojek
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O$wiadczam, ze méj udzial w niniejszej pracy obejmowat:

wspotudzial w przygotowaniu koncepcji pracy
planowanie i przeprowadzenie badan
eksperymentalnych z zakresu: oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wankomycyny (MIC/MBC),
przygotowania i zebrania supernatantéw do badan,
oceny wydzielania PG i SpA w supernatantach
gronkowcowych (ELISA), oceny wydzielania TNF-u i
IL-10 w supernatantach komoérkowych (ELISA), oceny
ekspresji czgsteczek CD na makrofagach MO z linii
THP-1 (cytometria przeplywowa). oceny pochlaniania i
wewnatrzkomérkowego przezywania gronkowcow w
komérkach THP-1 (spektrofluorymetria)

e analize wynikéw ww. wymienionych badan
eksperymentalnych
przygotowanie wizualizacji wynikoéw prac badawczych
wspotudzial w przygotowaniu manuskryptu

'\lwmm\fmlw .........

dr Joanna Rywaniak
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Oswiadczam, ze méj udzial w niniejszej pracy obejmowat:

e przeprowadzenie badan eksperymentalnych z zakresu:
oceny wydzielania TNF-o i IL-10 w supernatantach
komérkowych (ELISA), oceny ekspresji czasteczek CD
na makrofagach z linii THP-1 (cytometria
przeplywowa)

e analizg¢ wynikéw ww. badan eksperymentalnych i
przygotowanie ich wizualizacji

e, . R Qwell,

podpis wspolautora

dr hab. Beata
Sadowska, prof. UL
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Oé$wiadczam, ze méj udzial w niniejszej pracy obejmowat:

przygotowanie koncepcji pracy
wspotudzial w planowaniu badan
nadzér nad postgpami pracy badawczej
interpretacje uzyskanych wynikéw
przygotowanie i edycje¢ manuskryptu
peienie roli autora korespondujacego

. 50008 K0

podpis wspdlautora
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