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Streszczenie

Badania reaktywnos$ci przeciwcial surowicy ludzkiej z bakteryjnym
bialkiem OmpC jako markerem humoralnych niedoborow odpornosci

Gram-ujemne pateczki z rodziny Enterobacteriaceae sg patogenami wywotujgcymi
biegunki, dur brzuszny, czerwonke bakteryjna 1 inne schorzenia jelitowe. Te drobnoustroje
stanowig problem, zwlaszcza w krajach rozwijajacych sie, gdzie powoduja najwiecej
zakazen konczacych si¢ $miercig. Do zakazen dochodzi zazwyczaj droga pokarmowa
poprzez skazong bakteriami zywnos¢ i wodg, ale takze przez kontakty osobiste. Dlatego,
w czasach kiedy znaczaco wzrést poziom migracji ludnosci, jesteSmy niewatpliwie
bardziej narazeni na kontakty z patogenami. NajczeSciej zakazeniom ulegajg dzieci, 0Soby
starsze oraz ludzie, ktérych uktad odpornosciowy nie funkcjonuje prawidtowo.
W skutecznym leczeniu zakazen bakteryjnych ogromnym problemem jest pojawianie si¢
szczepow opornych na antybiotyki i inne leki przeciwdrobnoustrojowe. W podjeciu
skutecznego leczenia wazny jest dobor odpowiednich lekoéw i jak najszybsze rozpoczgcie
terapii. Stosowane metody w laboratoriach diagnostycznych wymagaja zard6wno naktadow
finansowych jak i czasowych, co zdecydowanie utrudnia walke z tymi patogenami.

Czlowiek z prawidlowo funkcjonujagcym ukladem immunologicznym
zdecydowanie lepiej radzi sobie z patogenami niz osoba, ktorej uktad odpornosciowy
dziata wadliwie, a pacjenci cierpiagcy na pierwotne niedobory odpornosci (PNO)
sg zdecydowanie bardziej narazeni na infekcje. Pierwotne niedobory odpornosci, to grupa
chordb przejawiajacych si¢ wadami w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego o podtozu
genetycznym. Wsérod PNO najczes$ciej wystepujagcymi sg te zwigzane z niedoborem
przeciwcial, 1 przypadek na 300 do 500 zywych urodzen.

Przez defekty uktadu immunologicznego infekcje rozwijaja si¢ szybciej, trudniej
poddaja si¢ leczeniu i cze¢sto nawracajg. Terapia stosowana przy niedoborach przeciwciat
opiera si¢ na profilaktycznej lub interwencyjnej antybiotykoterapii, Szczepieniach
ochronnych, leczeniu substytucyjnym (preparatami immunoglobulin, sktadnikow
dopetiacza, czynnikdw wzrostu) lub przeszczepach szpiku. Najskuteczniejszym, najmnie;j
inwazyjnym i najbezpieczniejszym sposobem walki z patogenami, jest leczenie dozylne
preparatami immunoglobulin (IVIG — intravenous immunoglobulin) lub w postaci iniekcji
podskoérnych. Zapobieganie infekcjom oraz leczenie, poprzez suplementacje brakujacych
przeciwcial, jest bardzo obiecujacg terapig dla wielu chorych, takze tych cierpigcych

na zakazenia towarzyszace pierwotnym oraz wtornym niedoborom odpornosci.
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Czynnikiem etiologicznym, zakazen wystepujacych u pacjentéw z PNO, sg czgsto
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, m.in. bakterie z rodzaju Shigella. Przyczyng
infekcji tego typu sg pateczki Shigella flexneri i Shigella sonnei, ktore wywotuja shigellozy,
czerwonke¢ bakteryjna, czy zapalenie okreznicy. U ludzi z prawidlowo funkcjonujacym
uktadem odpornosciowym, zakazenia te mogg ustepowac samoistnie, bagdz po podaniu
antybiotyku. Natomiast pacjentow z niedoborami znacznie trudniej jest skutecznie
wyleczy¢ i czesto zakazenia nawracaja, powodujac cigzkie zapalenia bton $luzowych
odbytu i jelit, ktérym towarzysza krwawe i ropne biegunki.

W skutecznym leczeniu wielu infekcji, takze jelitowych, wazne jest jak najszybsze
okreslenie patogenu stanowigcego czynnik etiologiczny zakazenia oraz szybkie wdrozenie
terapii. W przypadku pacjentow z PNO, mozemy zdiagnozowaé niedobdr danych
przeciwcial przed wystapieniem zakazenia i poprzez ich suplementacj¢ zapobiec infekcji,
a kiedy juz do niej doszto, utatwi¢ w ten sposob leczenie.

Wsrod pacjentdw z niedoborami humoralnymi sg osoby, u ktoérych ogdlny poziom
immunoglobulin jest na wlasciwym poziomie, a jednak obserwuje si¢ u nich uporczywe
zakazenia o charakterze nawracajacym, nie poddajace si¢ leczeniu w konwencjonalny
sposob. Taki obraz kliniczny sugeruje niedobor swoistych przeciwciat (SAD — Specific
Antibody Deficiency), czyli przeciwcial skierowanych na konkretny antygen/patogen.
Wynikiem testu do oznaczania SAD musi by¢ okreslone miano przeciwciat anty-OmpC
z Shigella flexneri, ktore bedzie wskazywato na niedobor.

W celu opracowania takiego testu, obok natywnego biatka OmpC, zsyntezowano
koniugaty biatkowe na bazie biatka BSA i peptydu cyklicznego/liniowego zawierajacego
sekwencje aminokwasowg wigzacg biatka OmpC. Przy pomocy tych trzech antygenow
oznaczono miana przeciwciat testem ELISA u pacjentow z pierwotnymi niedoborami
odpornosci (PNO) i pacjentéw z nawracajgcymi zapaleniami drog oddechowych (NZDO)
oraz u 0so6b zdrowych. Analiza poréwnawcza $rednich mian Swoistych przeciwciat
anty-OmpC (IgA, 1gG) wsérod badanych grup daje mozliwo$¢ opracowania testu
serologicznego pozwalajgcego diagnozowa¢ humoralne niedobory odpornosci.

Weczesniejsze badania prowadzone w naszym zespole pozwolity na stwierdzenie
obecnosci w surowicy krwi pgpowinowej przeciwcial anty-OmpC z Shigella flexneri.
Przeciwciata wystepujace we krwi pepowinowe] przekazywane sg dziecku przez matke,
COo moze sugerowaé, ze majg one charakter ochronny. W celu potwierdzenia tej tezy
zaprojektowano doswiadczenie protekcyjne na modelu mysim. Przeciwciala do testu na

zwierzgtach pozyskiwano z surowicy ludzkiej/mysiej na drodze chromatografii
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powinowactwa na ztozu z immobilizowanym biatkiem OmpC. Zwierzeta immunizowano
biernie przeciwciatami ludzkimi lub mysimi anty-OmpC, a nastepnie zakazano je
pateczkami Shigella flexneri 3a. Otrzymane wyniki potwierdzity ochronne dziatanie
izolowanych przeciwcial anty-OmpC, co stanowi podstawe do opracowania terapeutyku
suplementujacego niedobory przeciwciat.

Badania reaktywnosci natywnego biatka OmpC, rekombinowanego biatka OmpC
oraz koniugatow biatkowych BSA-peptyd cykliczny/liniowy zawierajacych sekwencje
wigzacg biatka OmpC stanowig wazng podstawg do badan nad opracowaniem testu
do oznaczania swoistych niedoboréw przeciwcial oraz terapeutyku suplementujacego

niedobory tych przeciwciat,
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Summary

Studies on the reactivity of human serum antibodies with the bacterial
OmpC protein as a marker of humoral immunodeficiency

Gram-negative rods of the Enterobacteriaceae family are pathogens that cause
diarrhea, typhoid fever, bacillary dysentery and other intestinal diseases. These microbes
are a problem, especially in developing countries, where they cause the most fatal
infections. Infections usually occur through the oral route through contaminated food and
water, but also through personal contact. Therefore, at a time when the level of population
migration has significantly increased, we are undoubtedly more exposed to contact
with pathogens. Children, the elderly and people whose immune systems are not
functioning properly are most often infected. In the effective treatment of bacterial
infections,
the emergence of strains resistant to antibiotics and other antimicrobial drugs is a huge
problem. To undertake effective treatment, it is important to choose the right drugs and
start therapy as soon as possible. The methods used in diagnostic laboratories require both
financial and time expenditure, which makes the fight against these pathogens much more
difficult.

A person with a properly functioning immune system is much better at dealing with
pathogens than an individual whose immune system is malfunctioning, and patients
suffering from primary immunodeficiencies (P1Ds) are more exposed to infections. Primary
immunodeficiencies are a group of diseases manifested by defects in the functioning
of the immune system of genetic origin. Among PIDs, those associated with antibody
deficiency are the most common, with 1 case per 300 to 500 live births.

Due to defects in the immune system, infections develop faster, are more difficult
to treat and often recur. The therapy used for antibody deficiencies is based on prophylactic
or interventional antibiotic therapy, vaccinations, substitution treatment (with
immunoglobulins, complement components, growth factors) or bone marrow transplants.
The most effective, least invasive and safest way to fight pathogens is treatment with
intravenous immunoglobulin preparations (IVIG — intravenous immunoglobulin) or in the
form of subcutaneous injections. Infection prevention and treatment through the
supplementation of missing antibodies is a very promising therapy for many patients,
including those suffering from infections accompanying primary and secondary

immunodeficiencies.
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The etiological factor of infections occurring in PID patients are often bacteria from
the Enterobacteriaceae family, e.g. bacteria of the genus Shigella. The cause of this type
of infection is Shigella flexneri and Shigella sonnei, which cause shigellosis, bacillary
dysentery, and colitis. In people with a properly functioning immune system, these
infections may resolve spontaneously or after administration of an antibiotic. On the other
hand, patients with deficiencies are much more difficult to treat effectively and infections
often recur, causing severe inflammation of the mucous membranes of the anus and
intestines, accompanied by bloody and purulent diarrhea.

In the effective treatment of many infections, including intestinal infections, it is
important to determine the pathogen that is the etiological factor of the infection as soon as
possible and to quickly implement the therapy. In the case of patients with PID, we can
diagnose the deficiency of specific antibodies before the infection occurs and,
by supplementing them, prevent infection, and when it has occurred, thus facilitating
treatment.

Among the patients with humoral deficiencies, there are those whose general
immunoglobulin levels are at the appropriate level, but persistent, recurrent infections that
do not respond to conventional treatment are observed. This clinical picture suggests
a deficiency of specific antibodies (SAD), i.e. antibodies directed to a specific
antigen/pathogen. The result of the SAD assay must be an anti-OmpC Shigella flexneri
antibody titre indicating a deficiency.

To develop such an assay, in addition to the native OmpC protein, protein
conjugates were synthesized based on the BSA protein and a cyclic/linear peptide
containing the binding aminoacids sequence of the OmpC protein. With the help of these
three antigens, antibody titers were determined by ELISA in patients with primary
immunodeficiencies (PIDs) and patients with recurrent respiratory tract infections (RPIs)
and in healthy individuals. Comparative analysis of mean specific antibody titres among
the studied groups makes it possible to develop a serological test to diagnose humoral
immunodeficiencies.

Previous research conducted by our team allowed us to confirm the presence
of anti-OmpC antibodies from Shigella flexneri in umbilical cord blood serum.
The antibodies found in umbilical cord blood are passed on to the baby by the mother,
which may suggest that they are protective. To confirm this thesis, a protection experiment
was designed on a mouse model. The antibodies for the animal test were obtained from

human/mouse serum by affinity chromatography on immobilized OmpC protein. Animals
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were passively immunized with human or mouse anti-OmpC antibodies and then infected
with Shigella flexneri 3a. The obtained results confirmed the protective effect of isolated
anti-OmpC antibodies, which is the basis for the development of therapeutic supplementing
antibody deficiencies.

Reactivity studies of the native OmpC protein, recombinant OmpC protein and BSA
protein conjugates — linear/cyclic peptide containing the OmpC protein binding sequence
are an important basis for research on the development of a test for determining specific
antibody deficiencies and a therapeutic supplementing these antibodies deficiencies.
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1. Wstep

1.1. Uklad odpornosciowy

W toku ewolucji organizmy zywe wyksztalcity cechy przystosowawcze, ktore
umozliwialy im przezycie i rozw6j w zmieniajacym si¢ $wiecie. Patogeny wykazujg krotki
okres rozwoju, co sprzyja wystepowaniu mutacji, ktore mogg by¢ przyczyng zwigkszania
ich zjadliwos$ci. Dlatego uktad odpornosciowy cztowieka musi by¢ w ciaglej gotowosci do
podjecia walki z kazdym rodzajem niebezpieczenstwa, jakim moze by¢ rozwdj patogenu
czy nowotworu. W okresie dojrzewania uktadu odpornosciowego, Wyksztalca on
mechanizmy, ktére warunkujg tolerancj¢ na wlasne komorki i1 tkanki. Jego istotnym
zadaniem jest rozpoznanie tego co ,,obce”, a nastgpnie unieszkodliwienie i eliminacja
potencjalnego zagrozenia [58, 130]. Wykrycie patogenu przez komorki uktadu
odporno$ciowego prowadzi do wyksztalcenia mechanizmu udoskonalajgcego jego
dzialanie, aby przy nastepnej infekcji podjac szybkie i skuteczne dzialania zwigzane z jego
eliminacja [32, 71]. W czasie oddziatywan komorek uktadu odpornosciowego z patogenem
powstajg réwniez autoreaktywne komodrki B 1 T, ktére sg skutecznie eliminowane w
procesie apoptozy lub poddawane sg supresji przez regulatorowe komoérki T. Gléwny uktad
zgodnosci tkankowej (MHC — Major Histocompatibility Complex) odpowiada za wigzanie
1 prezentacj¢ antygenow limfocytom T, a receptory na limfocytach T i B sg zdolne do
rozpoznawania czynnikow infekcyjnych [32, 130].

Uktad immunologiczny cztowieka, jako ztozony system funkcjonalnie potgczonych
narzadéw umozliwiajacych dziatanie mechanizmom odpornosci, warunkuje prawidtowe
funkcjonowanie organizmu w $rodowisku. Na ogo6lng odpornos¢ organizmu sktadajg si¢
dwa wzajemnie uzupelniajace si¢ mechanizmy stanowigce system zabezpieczen przed
zakazeniem (Tabela 1). Jeden z nich to starsza ewolucyjnie odpornos¢ wrodzona
(nieswoista), stanowigca pierwsza lini¢ obrony w walce z patogenami. Drugim
mechanizmem obrony jest odporno$¢ nabyta (swoista), ktora jest udoskonalana w trakcie
calego zycia. Obydwa rodzaje odpornosci wspotpracuja ze sobg na drodze bezposredniego
kontaktu lub przez mediatory, co umozliwia sprawnag i skuteczng obrong przed zakazeniem
[110]. Uktad odpornosciowy ma duze mozliwos$ci generowania zmiennosci réznych

receptoréw na powierzchni limfocytow T czy immunoglobulin.
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Odpornos$é¢ wrodzona

Odpornos$é nabyta

Roézni . . .
ozmice (nieswoista) (swoista)
aktywacja wstepna brak niezb¢dna
szybkos¢ odpowiedzi bardzo szybki rozwdj powolny

ukladu odpornosciowego (minuty) (do tygodnia)
powstaja de novo przez
niezmienne, rearanzacje genow na skutek

pochodzenie receptorow

dziedziczone, niespecyficzne

kontaktu z nowym antygenem.
nie podlegaja dziedziczeniu

TLR (toll-like)
typ receptoréow lektynowe scavenger swoiste wzgledem patogenu
receptory komorek NK
nieswoiste, swoiste dla danych struktur

rozpoznanie antygenu

LPS, kwasy nukleinowe patogenu
. NK, DC, limfocyty y6T i B- | APC, limfocyty T (CD4+, CD8+)
komorki . .
1a, makrofagi, granulocyty i limfocyty B
ekspansja nieklonalna klonalna
pamie¢ immunologiczna brak trwata
cytotoksycznos¢ . ,
totok: limfocyt
(niezaleZna od MHC) cytotoksycznosc IimioCytow

mechanizmy efektorowe

zalezna od NK, makrofagow,
DC, komplementu,
wytwarzanie cytokin (IFN o,
B ivy, TNFs, interleukiny,
chemokiny)

TCD8+ zalezna od MHC,
cytotoksycznos¢ oparta na
komplemencie,
zalezna od przeciwcial,
aktywnosci cytokin

Tabela 1. Charakterystyka zasadniczych cech i wystepujacych réznic miedzy
odpornosciag wrodzong i nabyta [48].

1.1.1. Odpornosé wrodzona (nieswoista)

Odporno$¢ wrodzona angazuje wiele rodzajow komorek, ktore bardzo szybko
reaguja na pojawienie si¢ patogenu. Jej dziatanie nie zalezy od tego czy spotkalismy si¢ juz
wczesniej z danym patogenem czy tez nie, jest szybka i nie wymaga duzego naktadu energii
[111]. Ponadto nie potrzebuje wczesniejszej aktywacji, prowadzi do intensywnej
odpowiedzi zapalnej i nie uszkadza wtasnych komoérek organizmu. Chociaz nie pozostawia
trwalej czesto jest wystarczajagca do catkowitego

pamigci immunologicznej,

wyeliminowania zagrozenia wywolanego przez patogen [131].
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Odporno$¢ nieswoista w dzialania obronne angazuje skor¢ z jej mikroflorg
bakteryjng oraz czynniki komorkowe. Takimi komorkami sg np. komodrki NK
(NK — Natural Killer), ktore likwiduja zainfekowane komorki organizmu, komorki
fagocytujace jak komorki dendrytyczne, makrofagi, neutrofile, ktore wchianiajg i zabijaja
drobnoustroje chorobotworcze. W sktad tego typu odpowiedzi wchodzg réwniez niektore
leukocyty, jak eozynofile czy bazofile i komorki tuczne uwalniajace czynniki prozapalne,
toksyczne dla patogenow.

Receptory PRR (PRR — Pattern Recognition Receptors) rozpoznaja konserwatywne
molekularne wzorce charakterystyczne wytacznie dla czynnikow chorobotwoérczych,
bedace weglowodanami, peptydoglikanami, kwasami nukleinowymi, biatkami
(peptydami) czy lipoproteinami [121]. PRR moga wystgpowaé zarowno na powierzchni
drobnoustroju, jak i w cytoplazmie. Na powierzchni wirusow, grzybow, pasozytow czy
bakterii rozpoznaja czasteczki PAMP (PAMP — Patogen-Associated Molecular Patterns),
takie jak LPS (LPS — lipopolisacharyd), OMP (OMP — Outer Membrane Protein) czy kwas
lipotejchojowy. PRR rozpoznaja rowniez DAMP (DAMP — Damage-Associated Molecular
Patterns) bedace wewnatrzkomoérkowymi sygnatami ,,niebezpieczenstwa”. Zadaniem
receptoroOw rozpoznajacych wzorce, jest rozpoczecie kaskady stanu zapalnego, zwigzanej
z wytwarzaniem roznych cytokin prozapalnych jak IL-1, IL-6 czy TNF-a oraz czynnikéw
chemotaktycznych, ktéore wspomagaja zwalczanie zakazenia oraz aktywowanie

odpowiedzi swoistej [44, 91, 102].
1.1.2. Odpornos¢ nabyta (swoista)

Odporno$¢ nabyta (adaptacyjna) jest aktywowana po rozpoznaniu patogenu. Rozwija si¢
powoli, a jej maksymalna aktywno$¢ utrzymuje si¢ 3—5 dni. Jest wysoce swoista wzgledem
patogenu, charakteryzuje ja pami¢¢ immunologiczna i dziata podobnie jak odpornosc
nieswoista poprzez czynniki komérkowe i humoralne. Do czynnikow humoralnych naleza
antytoksyny, opsoniny, przeciwciala, natomiast do czynnikdéw komorkowych
cytotoksyczne limfocyty T, pomocnicze komorki T. Odporno$¢ nabyta, oparta jest na
mechanizmie pamig¢ci. Podczas ekspozycji na nowa czasteczke i rozpoznajac ja jako obca,
wywoluje swoistg reakcje obronna, ktora przy ponownym spotkaniu z danym antygenem
moze by¢ bardzo szybko aktywowana.

Komoérkami zaangazowanymi w odpornos$¢ nabyta sa glownie limfocyty T i B. Te
pierwsze zaangazowane s3 w eliminacje patogenow wewnatrzkomorkowych 1 wytwarzaja

cytokiny wspomagajace inne komorki uktadu odpornosciowego w walce =z
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drobnoustrojami chorobotworczymi. Limfocyty B wspomagaja funkcjonowanie komorek
fagocytarnych oraz wytwarzajg przeciwciata. W zwalczaniu zakazenia ogromne znaczenie
majg wszystkie wczesniej wymienione komorki oraz ich wzajemne oddzialywanie.
Komorki prezentujace antygen limfocytom, a nast¢pnie selekcja klonalna tych antygendw,
stymuluja odpowiedZz oraz wytwarzanie przeciwcial. Podczas infekcji jednymi z
pierwszych objawdw stanu zapalnego sg zaczerwienienie, obrzek, bol, podwyzszona
temperatura, ktore sa konsekwencja dzialania wczesniej uruchomionej odpornosci
wrodzonej [111].

Sprawnie dziatajacy uktad odpornosciowy jest odpowiednio przygotowany do walki
z patogenami. Jego poszczegdlne sktadniki oraz ich wzajemne oddzialywania chronig
organizm przed rozwojem zakazenia, a zaburzenia dotyczace ktoregokolwiek z elementow
moga skutkowa¢ nieefektywnym dziataniem tego uktadu [16]. W takim przypadku organizm
nie jest odpowiednio chroniony i wskutek tego moze dochodzi¢ do uporczywych,
nawracajacych infekcji. Brak skutecznej ochrony przed zakazeniem, moze wynikad

Z uposledzenia uktadu immunologicznego okreslanego jako niedobor odpornosci [53, 77].
1.2. Pierwotne niedobory odpornosci (PNO)

Europejskie Towarzystwo Niedoboréw Odpornosci (ESID — European Society
for Immunodeficiences) oraz Fundacja Jeffreya Modella (Jeffrey Modell Foundation) wraz
z Grupg Ekspertow opisali 10 ostrzegawczych objawow u dzieci (http://www.info4pi.org/)
i 6 ostrzegawczych objawow u dorostych, a wystgpienie przynajmniej jednego z nich
sugeruje pierwotny niedobdr odpornosci (PNO) (Tabela 2) [73] . Nalezy jednak pamietac,
ze cztowiek moze kilka razy do roku przechodzi¢ tagodne infekcje drog oddechowych
i takie spostrzezenie dodatkowo utrudnia diagnostyke¢ PNO (PID - Primary
Immunodeficieny Diseases).

Pierwotne niedobory odpornosci nalezy podejrzewac u osob, u ktorych wystapit
ktorykolwiek z objawdw opisanych w Tabeli 2 oraz u oséb, u ktérych wywiad osobniczy
lub rodzinny wskazuje na tego typu schorzenia. W diagnostyce PNO wazne jest rowniez
badanie fizykalne pokazujace reprezentatywne dla niektorych typow niedoboréw oznaki,
takie jak charakterystyczne cechy dysmorficzne, neurologiczne — cechy ataksji, zmiany
skorne, zapalenie spojowek, ostabienie 1 wypadanie wloséw. Jednak najwazniejsze w
stwierdzeniu  pierwotnego niedoboru odpornosci s3 badania laboratoryjne

(immunologiczne, genetyczne, serologiczne). Wlasciwie 1 szybko postawiona diagnoza

19



oraz niezwloczne wdrozenie terapii, zmniejsza ryzyko wystgpowania zakazen o cigzkim
przebiegu i zwigksza szanse pacjenta na normalne zycie [23, 77, 89].

Pierwotne niedobory odpornosci zaliczaja si¢ do chorob rzadkich, wystepuja $rednio
z czestoscig 1 przypadek na 10000 zywych urodzen (warto$¢ graniczna w krajach Unii
Europejskiej, to 1 na 2000). Ze wzgledu na sporadyczne wystepowanie ich wykrycie czesto jest

opdznione, a cz¢$¢ z nich rozpoznana jest dopiero w wieku dorostym. Najczesciej wystepujacym

z pos$rod PNO jest niedobor przeciwciat klasy IgA od 1:200 do 1:500 [20, 30, 86, 115].

10 ostrzegawczych objawéw PNO
u dzieci

6 ostrzegawczych objawéw PNO
u dorostych

cztery lub wiecej ropnych zakazen uszu
w ciggu roku

cztery lub wigcej zakazen w ciggu roku
wymagajacych antybiotykoterapii

dwa lub wigcej zakazen zatok
o ciezkim przebiegu w ciggu roku

zakazenia wymagajace dlugotrwalego
stosowania antybiotykow lub zakazenia
o charakterze nawracajgcym

trwajaca dwa miesigce lub dtuzej
antybiotykoterapia bez wyraznej poprawy

dwa lub wigcej cigzkich zakazen bakteryjnych
(zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych,
zapalenie koS$ci, posocznica, zapalenie skory

dwa lub wigcej zapalen ptuc w ciggu roku

dwa lub wigcej zapalen ptuc w ciagu 3 lat,
potwierdzonych badaniem RTG

zahamowanie prawidtowego rozwoju dziecka
lub przyrostu masy ciata

zakazenie z nietypowa lokalizacja
lub spowodowane nietypowym patogenem

powtarzajace si¢ glebokie ropnie skorne
lub narzadowe

wywiad rodzinny wskazujacy na PNO

przewlekajaca si¢ grzybica jamy ustnej
i skory powyzej 1-go roku zycia

konieczno$¢ dtugotrwalego stosowania
antybiotykow dozylnych
dla opanowania zakazenia

dwa lub wigcej cigzkich zakazen jak:
zapalenia mozgu, kosci, migsni, skory
lub posocznica

wywiad rodzinny, wskazujacy na pierwotne
niedobory odpornosci

Tabela 2. Kliniczne objawy pierwotnych niedoboréw odpornosci u dzieci (wg Fundacji
Jeffey’a Modella z Grupg Ekspertow) (http://www.infodpi.org/) i u dorestych (wg WHO).
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PNO to grupa chorob uwarunkowanych genetycznie, charakteryzujacych sie¢
uposledzeniem jednego lub kilku mechanizmoéw odpornosci wrodzonej lub nabyte;,
w wyniku ktérych dochodzi do zaburzen budowy, dojrzewania, funkcjonowania
i réznicowania si¢ komorek i biatek uktadu odpornosciowego [5, 97]. Tego typu zaburzenia
powoduja, ze pacjenci czesto zapadajg na ciezkie 1 nawracajace zakazenia o roznorodnej
etiologii. W dodatku niski poziom wiedzy na temat choréb rzadkich moze powodowac,
ze pacjenci, ktorych obecnie w krajach UE jest ponad 7%, nie zawsze majg dostep do
odpowiedniej opieki medycznej. P6zne lub bledne postawienie diagnozy moze skutkowaé
znacznym pogorszeniem si¢ stanu zdrowia pacjenta, a nawet jego $miercig [97].

Wadliwie dziatajacy uktad odpornosciowy nie jest w stanie prawidlowo
kontrolowac¢ rozwoju zakazenia W organizmie, a to z kolei moze prowadzi¢ do znacznych
uszkodzen w obrebie wielu narzadow i1 uktadow, tj. ptuc, serca, przewodu pokarmowego,
uktadu ruchu, czy uktadu nerwowego. Ponadto, u czesci pacjentow z PNO obserwuje si¢
opdzniony rozwoj fizyczny, pierwotnie jak w zespotach Nijmegen czy SCID (SCID —
Severe Combined Immunodeficiency) lub wtérnie, w nastgpstwie zakazen o cigzkim
przebiegu. Obecnie rozpoznaje si¢ 250 rodzajow PNO, lecz ich liczba stale rosnie [2].
Rozwdj diagnostyki immunologicznej i molekularnej pomoégt zrozumie¢ patomechanizmy
wielu schorzen oraz umozliwil poznanie licznych mutacji w genach, ktoére prowadza do
wrodzonych defektow odpornosci. Genetyczne podstawy PNO sg bardzo zroznicowane, od
wrodzonych i zwigzanych z mutacjami w obrgbie chromosomu X [9], do dziedziczonych
autosomalnie recesywnie czy dziedziczonych jednogenowo [16]. Niekiedy w obrebie tej
samej choroby obserwuje si¢ r6zny przebieg kliniczny, od objawéw tagodnych po ciezkie
z powaznymi komplikacjami [58]. Wiek pacjenta w ktorym dochodzi do pierwszych
objawow niedoboréw immunologicznych réwniez jest bardzo zrdéznicowany. Zespoty
SCID, Wiscotta-Aldricha, Nijmegen czy DiGeorge’a objawiaja si¢ juz niekiedy po Kilku
dniach/miesigcach od urodzenia, natomiast inne, np. pospolity zmienny niedobor
odpornosci (CVID — Common Variable Immunodeficiency) moga si¢ ujawni¢ w wieku
dorostym pacjenta.

PNO sa zaburzeniami heterogennymi, ktére towarzysza pacjentowi przez cate zycie
I nie dajg si¢ catkowicie wyleczy¢ [58, 97]. Wérdd pacjentow z niedoborami oprocz
ciezkich zakazen wystepuja rowniez rozmaite schorzenia o podtozu autoimmunologicznym
[27, 43, 65]. Niedobory odpornosci sprzyjaja rowniez rozwojowi chorob nowotworowych
w obrgbie uktadu chlonnego i najczgsciej sa to chloniaki ziarnicze, nieziarnicze czy

biataczki [18].
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Ogolny podzial pierwotnych niedoborow odpornosci (PNO)

Niedobory zwigzane z dysfunkcjg limfocytow B i T: Zaburzenia komorek zernych:

Przewlekta choroba ziarniniakowa
LAD 1/2/3

Niedobor elastazy (SCN2)

Zespot Kostmanna

Brak receptora dla G-CSF

Brak ziarnisto$ci neutrofili

Zespot Shwachmana-Diamonda
Zespot Papillon-Lefevre

e  Cigzki T-B-SCID (mutacje w genach
RAG-1/2
Zaburzenia przemiany puryn, niedobor ADA lub PNP
Zaburzenia ekspresji antygenéw MHC I/11
Zespot Omenna
Zespot hiper-IlgM
Niedobor CD27

. . - Zaburzenia odpornoS$ci wrodzonej:
Dobrze zdefiniowane zaburzenia odpornosci: P J

Brak receptora dla IL-12

Brak receptora 1/2 IFN-y

Brak STAT 1

Dysplazja Lewandowsky’ego-Lutza
(deficyt EVER 1)

e Opryszczkowe zapalenie mozgu
(HSE), niedobor TLR3

e  Zespol Wiscotta-Aldricha

e Zespot Di George’a

e  Zespot Nijmegen

e  Zespol Blooma

e  Zespot Ataksja-Teleangiektazja
e Zespot Hiper IgE (HIES)

Zespoly autozapalne:

Niedobory przeciwcial: Zespot Hiper IgD
e Niedobor IgG (wszystkich lub okreslonych podklas) Zespot Muckle-Wells
e Niedobor IgA Zespo6t Blaua

e  Agammaglobulinemia sprz¢zona z chromosomem X Goraczka $rédziemnomorska

e Hipogammaglobulinemia z prawidtowa liczba Deficyt antagonisty receptora dla IL-1
limfocytow B (DIRA)

e Cherubinizm

o B Niedobory ukladu dopekiacza:
Zaburzenia immunoregulacji:
®  Niedobor podjednostki Clq, C5, C6,

. Zesp(?l Griscelli . C7,C8,C9

* Zesp(?l Herm.ansklf:go-P_udlaka ® Niedobor faktora B, D, H

e Zespot Chediak-Higashi i )

e IPEX ® Niedobor properdyny

e ALPS ® Niedobor receptora 3 dla dopetniacza
e Niedobér ADA2 (CR3)

e APECED (APS-1) ® Niedobor trombomoduliny

e Rodzinna limfohistiocytoza (FHL) ® Niedobor biatkowego kofaktora

blonowego (CD46)

Tabela 3. Klasyfikacja i przyklady pierwotnych niedoboréw odpornosci (PNO) opracowane

na podstawie informacji Miedzynarodowej Unii Towarzystw Immunologicznych [96].

Oznaczenia: RAG — Recombination Activating Gene; ADA — Adenosine Deaminase; PNP — Purine
Nucleoside Phosphorylase; IPEX — Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-Linked
syndrome; APECED - Autoimmune Polyendocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal  Dystrophy;
APS-1 — Autoimmune Polyendocrine Syndrome type 1; ALPS — Autoimmune Lymphoproliferative
Syndrome; MHC — Major Histocompatibility Complex; HIES — Hyper-IgE Syndrome; FHL — Familial
Hemophagocytic Lymphohistiocytosis; LAD - Leukocyte Adhesion Deficiency; SCN - Severe Congenital
Neutropenia; G-CSF — Granulocyte Colony Stimulating Factors; IFN — Interferon; STAT — Signal Transducer
Activator Transcription; EVER; HSE — Herpes Simplex Encephalitis; TLR — Toll-Like Receptors;
DIRA — Deficiency of Interleukin-1 Receptor Antagonist;

22



Pierwotne niedobory odpornosci zostaty przez Migdzynarodowg Uni¢ Towarzystw
Immunologicznych (IUIS — International Union of Immunological Societies), podzielone
na osiem kategorii (Tabela 3) [17, 73].

Leczenie wdrazane w niedoborach immunologicznych ma na celu tagodzenie
objawow, zmniejszenie zachorowalnosci oraz ecliminacje powiklan wynikajacych
z nawracajacych infekcji. Rodzaj terapii jest uzalezniony od zdiagnozowanej przyczyny
1 najczeSciej opiera si¢ na antybiotykoterapii, szczepieniach (jesli pacjent wykazuje
zdolno$¢ wytwarzania przeciwcial), leczeniu substytucyjnym (w przypadku uposledzenia
wytwarzania elementow uktadu odporno$ciowego), podawaniu czynnikOw wzrostu
(G-CSF — Granulocyte Colony Stimulating Factors) lub na przeszczepianiu szpiku. Czesto
stosowane w postgpowaniu terapeutycznym sg preparaty suplementacyjne podawane
dozylnie (IVIG) lub w postaci iniekcji podskornej [66, 68, 99, 104]. Szczegblnym atutem
suplementacji (preparaty immunoglobulinowe) jest zapobieganie wystepowania zakazen
0 r6znej etiologii [6, 28]. Skutecznos¢ tej metody zostata potwierdzona przez zmniejszanie
czestosci wystepowania zapalen phuc, ropnych zapalen uszu i innych powaznych infekcji
bakteryjnych. Suplementacja immunoglobulin ma rowniez ograniczenia, nie chroni przed
patogenami wewngtrzkomorkowymi jak mykoplazmy, chlamydie, mykobakterie.
Niemniej jednak wszystkie rodzaje stosowanych terapii poprawiaja jako$¢ zycia

1 zwigkszajg przezywalnos¢ pacjentow.
1.2.1. Zakazenia bakteryjne towarzyszace niedoborom immunologicznym

Podstawa w leczeniu choréb zakaznych jest identyfikacja czynnika etiologicznego.
Poznanie przyczyny infekcji jest niezbedne do postawienia whasciwej diagnozy i wdrozenia
odpowiedniej terapii. Szczegdlne znaczenie ma to dla osob z dysfunkcjami uktadu
odpornosciowego, poniewaz scharakteryzowany czynnik etiologiczny zakazenia moze
sugerowaé rodzaj deficytu wystepujacego w organizmie pacjenta. Prawidtowe rozpoznanie
rodzaju niedoboru ma kluczowe znaczenie w doborze terapii i skutecznosci leczenia.

PNO to duza grupa choréb o zréznicowanych objawach i przebiegu, jednak wspdlna
cechg jest wystepowanie czestych i1 nawracajacych zakazen o ciezkim przebiegu
wystepujacych we wszystkich tego typu schorzeniach. Charakterystyczne dla pacjentow z
PNO jest takze wystepowanie zakazen o nietypowej dla zdrowych osob lokalizacji oraz
brak wrazliwosci na dlugotrwalg antybiotykoterapie. Najczesciej wystepujacym
czynnikiem etiologicznym infekcji u 0s6b z niedoborami odpornosciowymi sg bakterie.

Drobnoustroje te z tatwosciag moga przenosi¢ si¢ na roézne narzady, a nawet potrafig
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wywotywac zakazenia ogolnoustrojowe. Zakazenia nastepujgce po sobie w bardzo krotkich
odstepach czasu powodujg, ze chory nie ma mozliwosci powrotu do pelnego zdrowia.
Charakterystyczne w tej grupie pacjentoéw jest rowniez wystepowanie infekcji wywotanych
przez drobnoustroje oportunistyczne. Przyktady wybranych patogenéw chorobotworczych
wystepujacych u pacjentow z PNO przedstawiono w Tabeli 4 [33, 37, 73, 84, 88, 97, 135].

Skutkiem, wystepujacych u pacjentow z PNO zakazen bakteriami otoczkowymi,
sg przewlekle zapalenie zatok, ptuc czy ucha srodkowego [5]. Otoczkowe paciorkowce,
jak Streptococcus pneumoniae czy Gram-ujemne pateczki Haemophilus influenzae
sa czynnikiem etiologicznym ropnych zakazen. Wykrywane sa zazwyczaj u pacjentow,
u ktorych przy prawidtowym poziomie przeciwciat klasy IgM i IgG, wystepuje niedobor
IgA [15], niedobor jednej z podklas IgG, a zwtaszcza niedobor swoistych przeciwciat
przeciwko tym patogenom. U pacjentéw z niedoborem przeciwciat IgA czesciej diagnozuje
si¢ zakazenia ukladu oddechowego niz przewodu pokarmowego, co moze wynikac
z obecnosci przeciwcial [gM w btonie Sluzowej przewodu pokarmowego [72].

U pacjentéw z niedoborami immunologicznymi diagnozowano réwniez bakteryjne
infekcje skorne, zapalenie tkanki podskornej, ropnie i owrzodzenia [98]. Patogenami
izolowanymi z takich zmian sg rowniez bakterie odpowiedzialne za infekcje wystepujace
w innych miejscach anatomicznych, np. w przewodzie pokarmowym Helicobacter
i Campylobacter. Obraz kliniczny tych zmian skornych moze by¢ zréznicowany, moga
wystapi¢ bezobjawowe zapalenia tkanki lgcznej, ale réwniez powazne ropnie skoérne
1 owrzodzenia oraz bakteriemie, ktérych zwalczanie wymaga stosowania dtugotrwate;j
antybiotykoterapii [25, 39, 118]. Ropnie najczesciej powstajg w skorze, weztach chtonnych
1 narzadach wewnetrznych takich jak np. watroba, ptuca, mozg i czesto sa nadkazane

gronkowcem zlocistym (Staphylococcus aureus) [54].
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Rodzaj
niedoboru

Patogen chorobotworczy

Bakterie Gram +/-

Wirusy

Grzyby

Niedobory
zlozone

Streptococcus, Staphylococcus,
Mycobacterium, Listeria,
Clostridium, Haemophilus,
Moraxella, Neisseria,
Pseudomonas,
Enterobacteriaceae,
Campylobacter, Mycoplasma,
Ureaplasma, Chlamydia,
Bordetella

Herpeswirusy
Adenowirusy
Poliomawirusy
Papillomawirusy
Pokswirusy
Parwowirusy
Hepadnawirusy
Retrowirusy
Reowirusy
Ortomyksowirusy
Paramyksowirusy
Rabdowirusy
Pikornawirusy
Flawiwirusy

Candida,
Aspergillus,
Cryptoccocus,
Histoplasma,
Pneumocystis,
Scedosporium

Niedobor
limfocytow
TiB

Listeria, Mycobacterium, Bakterie
ropotworcze, Campylobacter

Wszystkie, zwlaszcza:
RSV, EBV, paragrypa
typu 3

Candida,
Aspergillus

Niedobory
Z przewaga
zaburzenia
produkcji
przeciwcial

Streptococcus, Staphylococcus,
Mycobacterium, Clostridium,
Haemophilus, Moraxella,
Neisseria, Pseudomonas,
Enterobacteriaceae,
Campylobacter, Mycoplasma,
Ureaplasma, Chlamydia,
Bordetella

Herpeswirusy
Adenowirusy
Poliomawirusy
Papillomawirusy
Pokswirusy
Parwowirusy
Retrowirusy
Reowirusy
Ortomyksowirusy
Paramyksowirusy
Pikornawirusy

Candida,
Pneumocystis

Wrodzone
zaburzenia
komorek
Zzernych

Staphylococcus, Mycobacterium,
Nocardia, Pseudomonas,
Enterobacteriaceae, Aerobacter

Herpeswirusy
Adenowirusy
Poliomawirusy
Pokswirusy
Parwowirusy
Reowirusy
Ortomyksowirusy
Pikornawirusy

Candida,
Aspergillus

Niedobory
ukladu
dopelniacza

Streptococcus, Staphylococcus,
Haemophilus,Moraxella,
Neisseria, Enterobacteriaceae

Herpeswirusy

Tabela 4. Patogeny bedace czynnikami etiologicznymi zakazen wystepujacych u pacjentow
zPNO [33, 37, 73, 84, 88, 97, 135].

25



Zakazenia gronkowcowe sg réwniez charakterystyczne w przewleklej chorobie
ziarniniakowej (CGD — Chronic Granulomatous Disease). Na skutek defektu oksydazy
NADPH neutrofili (brak generowania wolnych rodnikéw tlenowych), neutrofile przy
prawidtowych wilasciwosciach zernych sg niezdolne do neutralizacji patogendéw. Sprzyja
to tworzeniu si¢ charakterystycznych ropni skérnych 1 narzagdowych. Ponadto u pacjentow
z PNO, oprocz bakteryjnych zakazen skory, wystepuja sktonnosci do rozwoju ziarniniakow
(niezakazne zmiany skorne), ktore wynikaja z powiktan autoimmunologicznych [118].

Uposledzenie odpornosci moze rowniez prowadzi¢ do zapalenia spojowek
wywotanych przez Chlamydia trachomatis lub cze¢s$ciej Haemophilus influenzae. Infekcje
te moga si¢ rozprzestrzeniac¢ i wywotywaé grozniejsze w skutkach zapalenia i owrzodzenia
rogowki [98]. Wady immunologiczne sprzyjaja roéwniez rozwojowi zakazen
wywotywanych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus, Campylobacter, Pseudomonas,
paleczki jelitowe z rodziny Enterobacteriaceae, czy przez pozbawione sciany komorkowej
bakterie z gatunku Mycoplasma pneumoniae. Zapalenia ptuc, w ktorych czynnikiem
etiologicznym jest Mycoplasma pneumoniae oraz Pneumocistis jirovecii (drozdzaki),
czesto towarzysza chorym z cigzkimi postaciami pierwotnych niedoboréw odpornosci jak
SCID czy choroba Burtona (XLA — X-Linked Agammaglobulinemia) [37, 124].

Infekcje drozdzakowe, wywotujace zapalenia ptuc lub dolegliwosci ze strony
uktadu pokarmowego, sg rowniez diagnozowane u chorych z zaburzeniami przelaczania
klas przeciwcial (CSR — Class Switch Recombination) [87]. Patomechanizm CSR
zwigzany z defektem oddziatywania limfocytow B 1 T ma fundamentalne znaczenie dla
powstawania efektorowych komorek plazmatycznych, ktoére uwalniajg przeciwciala
0 wysokim powinowactwie do antygenu [119]. Do prawidtowej aktywacji CSR i rozwoju
limfocytow B niezbedne jest oddzialywanie receptora CD40 z ligandem CD40 (CD40L,
CD154) na aktywowanych limfocytach T CD4+.

Wspomniane wcze$niej zakazenia wywotane Gram-ujemnymi pateczkami z
rodziny Enterobacteriaceae, sa rowniez cz¢sto diagnozowane u pacjentow z niedoborami
odpornosci. Nalezace do tej rodziny pateczki jelitowe Shigella flexneri i Shigella sonnei sa
odpowiedzialne zazwyczaj za czerwonke bakteryjng oraz za zapalenie okreznicy [103].
W krajach rozwinietych sa to zwykle pojedyncze przypadki zachorowan, natomiast w
krajach o niskim poziomie zycia sanitarnego stanowig problem o charakterze
epidemicznym [19]. Zakazenia te u oséb z prawidlowo funkcjonujgcym uktadem
odporno$ciowym moga ustgpi¢ samoistnie, natomiast u pacjentow z PNO wymagaja
dhugotrwatej antybiotykoterapii.
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Przebieg =zakazenia pateczkami z rodzaju Shigella jest bardziej nasilony
U pacjentow z niedoborami (ci¢zkie zapalenia bton $luzowych jelit i odbytu, krwawe
i ropne biegunki), co wymaga zwigkszonej opieki nad chorymi [87]. Zakazenia pateczkami
z rodzaju Shigella moga rozprzestrzenia¢ si¢ i powodowac ostre zapalenia opon
mozgowych o charakterze nawracajagcym mimo stosowania celowanej antybiotykoterapii.
Wspotistniejagce u takich pacjentow infekcje wywolane przez Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa i Streptococcus pneumoniae, sugeruja dysfunkcje ukladu
odporno$ciowego [19]. Przyczyna tych zakazen sg uposledzenia odpornosci wrodzone;j,
ktore wynikaja z niewlasciwego funkcjonowania receptora interleukiny 1 (IL-1)
sprzezonego z kinazg-4 (IRAK-4), ktory jest mediatorem transdukcji sygnatlu receptora
Toll-podobnego (TLR — Toll-like receptor) i nadrodziny receptora interleukiny 1 (IL-1R)
[59]. Nietypowa sytuacja wystepuje u dzieci i niemowlagt z agammaglobulinemig
spowodowang dziedziczonymi z chromosomem X mutacjami genetycznymi (XLA).
Objawia si¢ to zaburzeniami produkcji lub dysfunkcja dziatania wszystkich klas i podklas
przeciwcial. Zakazenia u niemowlat z takimi dysfunkcjami moga nie wystapié, zanikaé
samoistnie lub ustagpi¢ po podaniu antybiotyku, co znacznie utrudnia wykrycie niedoboru.
Dzieje si¢ tak za sprawa przeciwcial przekazywanych dziecku od matki przez tozysko,
ktore utrzymujg si¢ przez ok. 4 miesigce zycia [90, 124].

U pacjentéw z prawidtowo funkcjonujaca odpornoscig komoérkowa (limfocyty T,
komorki NK) i wystgpowaniem niedoboru swoistych przeciwciat, czesto wykrywa sig
zakazenia gornych i1 dolnych droég oddechowych wywolane obecnoscia bakterii
otoczkowych jak Streptococcus pneumoniae czy Haemophilus influenzae, Haemophilus
parainfluenza i Staphylococcus aureus oraz niektore gatunki z rodzajow Pseudomonas
i Mycoplasma rowniez wywotujace infekcje drég oddechowych w tej grupie pacjentow.
Jednak te infekcje moga si¢ przeobraza¢ w przewlekte choroby oskrzeli i pluc (w tym
rozstrzenie oskrzeli czy zwloknienia ptuc). Pézne rozpoznanie moze prowadzi¢ do
znacznego uposledzenia zdrowia, uszkodzenia narzadow, a nawet $mierci [37].

W przypadku chorych z cigzkimi niedoborami jak XLA czy CVID wykrywa si¢
zakazenia o nietypowej lokalizacji. Ureaplasma urealyticum, u oséb z prawidlowo
funkcjonujacym uktadem odporno$ciowym, moze by¢ odpowiedzialna za infekcje uktadu
moczowo-piciowego. Podczas gdy u pacjentow z PNO, gatunek U. urealyticum moze
ponadto powodowaé infekcje uktadu oddechowego [26]. W tych podtypach niedoborow

diagnozuje si¢ rowniez infekcje wywotane niegruzliczymi pratkami Mycobacterium hominis
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i Mycobacterium avium, odpowiedzialne za zapalenie ptuc, weztow chtonnych, skory i tkanki
podskomej oraz zapalenie otrzewnej [10].

Bakterie jak Mycoplasma (M. pneumoniae, M. hominis, M. felis, M. orale,
M. salivarium) i Ureaplasma (U. urealyticum) wywotujace zazwyczaj infekcje uktadu
moczowego, u pacjentow z PNO sg dodatkowo odpowiedzialne nie tylko za zakazenia
uktadu oddechowego, ale rowniez za zapalenia stawow [11, 92, 113]. Zwykle zakazenie
obejmuje pojedyncze stawy (kolanowy, tokciowy, biodrowy czy barkowy), ale niekiedy
moze obejmowaé kilka stawoéw symetrycznie, ktore leczy si¢ tetracykling z jednoczesna
suplementacja przeciwciat [36, 38].

Pacjenci z wadami ukladu odpornosciowego wykazuja rowniez zwigkszong
sktonno$¢ do infekcji zoladkowo-jelitowych 1 watroby, ktore charakteryzuja sie¢
nieprzyjemnymi i niebezpiecznymi dla zdrowia i zycia objawami, tj. problemami z
wchtanianiem sktadnikow pokarmowych, biegunkami, odwodnieniem i utrata masy ciata
[133]. Wsrdd pacjentow ze schorzeniami z grupy PNO odnotowuje si¢ rowniez czeste
zapalenia okreznicy, w ktorych czynnikiem etiologicznym sg bakterie z rodzaju
Campylobacter, Clostridium czy Salmonella [124]. Pacjenci, ktorzy dodatkowo cierpiag na
neutropenie¢ (niedobor neutrofili) sg bardziej podatni na wiele infekcji jak zapalenie bton
$luzowych czy uogodlnione zakazenie pomimo wdrozonej antybiotykoterapii. Chorzy z
przewleklg chorobg ziarniniakowg (dysfunkcja fagocytow), niedoborem mieloperoksydazy
MPO (MPO — Myeloperoxidase Deficiency) sa podatni na trudne do leczenia zakazenia
uktadu oddechowego, ropnie skorne i narzagdowe wywotane zakazeniem gronkowcem
Staphylococcus aureus. Czesto od tych pacjentdow izoluje si¢ rowniez wiele bakterii z
rodziny Enterobacteriaceae, jak pateczki Klebsiella czy fakultatywne beztlenowce jak
Aerobacter [53].

Osoby, u ktorych zdiagnozowano zespoét hiper-IgE (HIES — Hiper-IgE Syndrome),
zwanym réwniez zespolem Hioba, wykazuja trzy podstawowe postacie tego zespolu.
Posta¢ autosomalna dominujgca, (AD-HIES) z uposledzeniem funkcjonowania czasteczki
sygnatowej STAT3 (chromosom 17q21) i dwie postacie recesywne (AR-HIES).
Szczegolnie niebezpieczne, u osdb z tym zespotem, sa nawracajace zapalenia phluc z
nasilonym odczynem zapalnym, w ktorych czynnikiem etiologicznym moga by¢ bakterie
z gatunku Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae oraz Streptococcus pneumoniae
[15]. U pacjentow z zespolem Hioba pojawiajg si¢ rOwniez tzw. zimne ropnie skorne

(ropien jatowy) i wypryski skorne.
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Do najgrozniejszych zakazen bakteryjnych, zagrazajacych pacjentom z
niedoborami odporno$ci, nalezg zakazenia ogolnoustrojowe. Sepsa nie jest samodzielng
jednostka chorobowa, definiuje si¢ ja jako zagrazajaca zyciu dysfunkcje narzadowa spowodowang
zaburzong regulacja odpowiedzi organizmu na zakazenie. Infekcje tego typu najczesciej rozwijaja
sie z zakazen krwiopochodnych. Moga towarzyszy¢ wszystkim rodzajom PNO,
ale najczeSciej pojawiajg sie¢ przy nieleczonej neutropenii, niedoborze lub braku
przeciwcial jak XLA czy CVID [37]. U 0s6b z zaburzeniami typu XLA i CVID czynnikami
etiologicznymi posocznicy s3 bakterie z rodzaju Pseudomonas, Gram-dodatnie
paciorkowce Streptococcus pneumoniae i Gram-ujemne pateczki Haemophilus influenza.
Bakterie z gatunku H. influenza moga réwniez odpowiedzialne za zapalenia opon
moézgowych [6, 28]. Cigzkie zakazenia, jak bakteryjne zapalenie stawow, zapalenia kosci
i szpiku kostnego czy zapalenia opon moézgowych, towarzysza réwniez niedoborom
wystepujacym najrzadziej jako deficyty biatek dopetniacza od C5 do C9. Za te schorzenia
zazwyczaj odpowiedzialne sg bakterie z gatunku Neisseria meningitidis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli i wzglgdny beztlenowiec Listeria monocytogenes [28, 124]. W
ztozonych przypadkach niedoboréw odpornosci charakterystyczne moga by¢ ropnie
skorne, zapalenia kos$ci, ptuc 1 mézgu, a czasami zakazenia ogdlne, wywolane pratkami

szczepionkowymi BCG (BCG — Bacillus Calmette-Guérin) [97].
1.2.2 Infekcje wirusowe towarzyszgce pierwotnym niedoborom odpornosci

W walce organizmu z infekcja wirusowa najistotniejsza jest odpornos¢ komoérkowa,
w ktorej biorg udziat limfocyty CD4+, CD8+, komodrki NK oraz uwalniane przez nie
cytokiny jak interferon typu I, TNF-a. Z uwagi na fakt, ze te prozapalne czastki biorg udziat
w eliminacji wiruséw oraz zakazonych nimi komorek, ich dysfunkcje beda prowadzi¢ do
dynamicznego rozwoju zakazenia 0 etiologii herpeswirusowej (CMV, EBV),
paramyksowirusowej (RSV) i ortomyksowirusowej (grypa). Dzieje si¢ tak w najciezszych
przypadkach pierwotnych niedoborow odpornosci, jak SCID [88]. Istotne w tym procesie
sa rowniez specyficzne receptory znajdujace si¢ na powierzchni komodrek uktadu
odpornosciowego TLR, TIM (TIM — T-cell Immunoglobulin domain and Mucin domain),
TAM (TYRO3, AXL, MER), CLR (CLR — C-type lectin receptors) RLR (RLR — RIG-I-
Like Receptors) oraz biatka NODD-LRR.

Mutacje w obrebie genow, kodujacych wyzej wymienione receptory, beda
zwigzane Z uog6lnionym zakazeniem o ci¢zkim przebiegu. Receptory te znajduja si¢

wewnatrz wszystkich komoérek organizmu, z wyjatkiem TLR, ktéry wystepuje gtownie
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wewnatrz komoérek dendrytycznych. Receptory TLR przez aktywacje swoistych
antygenowo limfocytow T i B stymulujg odporno$¢ wrodzong. Oddziatywania miedzy tymi
receptorami a wirusami, prowadza do aktywacji kaskady zdarzen odpowiedzialnych za
produkcje interferonu. Interferony naleza do grupy cytokin (glikoprotein), a ich gtéwnym
zadaniem jest ingerencja w proces replikacji wirusow wewnatrz komorek gospodarza.
Ponadto aktywuja komorki uktadu odpornosciowego (komorki NK 1 makrofagi), pomagaja
w rozpoznaniu infekcji dzigki regulacji prezentacji antygendow limfocytom T, wzmacniaja
odpornos¢ zdrowych komorek na infekcje wirusowe oraz hamujga namnazanie si¢ wirusow
przez hamowanie syntezy ich bialek. Wytwarzanie interferonu typu 1 wymaga udziatu
trzech bialek, homolog biatka UNC-93, TLR3 i TRAF3, (wchodzacych w szlak sygnalowy
TLR), ktérych mutacje zakltocaja szlak sygnalowy prowadzacy do produkcji IFN-1.
Autosomalne recesywne mutacje homologa B1 biatka UNC-93 zakldcaja szlak sygnatowy
TLR, co utrudnia uwalnianie TLR z retikulum endoplazmatycznego (ER) do endosomu.
Efektem tego jest zwigkszenie predyspozycji do zachorowania na opryszczkowe zapalenie mozgu
(HSE —Herpes Simplex Encephalitis) [101, 102]. HSE u dzieci z tg mutacjg ustepowato po leczeniu
acyklowirem, lecz zakazenie nawracato.

Podobnie dzieje si¢ u pacjentow z agammaglobulinemig, u ktoérych rozwija si¢
zapalenie mozgu o etiologii echowirusowej. Zapalenie mézgu wywotane przez wirusy
ECHO (Enteric Cytopathogenic Human Orphan Viruses) daje zrdéznicowane objawy,
od tagodnych przypominajacych przezigbienie, do nasilonych z bdolem glowy, wysoka
goraczka, utratg stuchu, ataksja, parestezja, napadami drgawek, zmianami w zachowaniu
czy spadku umiejetnosci poznawczych [92]. Autosomalna, heterozygotyczna, dominujaca
mutacja receptora TLR3 sprzyja rozwojowi HSE przez zahamowanie jego aktywnosci.
Przypuszcza si¢ jednak, ze skutki tej mutacji nie sg jednoznaczne, poniewaz obraz
kliniczny pacjentdow z ta mutacja jest zroznicowany. Mutacja czynnika 3 zwigzanego z
receptorem TNF (TRAF3), bioracego udzial w szlaku sygnalowym prowadzacym do
wytwarzania interferonu, takze moze predysponowaé pacjentow do nawracajgcego
opryszczkowego zapalenia mézgu. U dzieci z mutacjami w obrebie tych biatek, nie
stwierdzono cigzkich przypadkéow zakazen innymi wirusami. U wigkszosci dzieci
zapadajacych na HSE nie potwierdza si¢ jednak przyczyny genetycznej. W leczeniu dzieci z
opryszczkowym zapaleniem moézgu stosuje sie acyklowir lub IFN-a. [46, 67].

Pacjenci cierpigcy na niedobor lub brak przeciwciat (XLA, ARA) sg szczegolnie
podatni na zakazenia wirusowe [21]. Nie oznacza to jednak, ze osoby zdrowe nie zapadaja

na infekcje wywotane wirusami np. z rodziny Herpesviridae jak HSV-1/2, CMV, EBV,

30



VZV, tylko ze wady w wytwarzaniu przeciwciat szczeg6élnie predysponujg do wystgpienia
infekcji (Tabela 4). Wirusowe zapalenie watroby typu C u o0séb zdrowych przebiega
podobnie jak u pacjentdw z niedoborami, lecz u tych drugich przebieg choroby jest bardziej
gwaltowny, w szczeg6lnosci u dzieci, u ktorych nie zdiagnozowano jeszcze niedoborow
[104]. Roznice objawdw u 0sob zdrowych i U pacjentow z niedoborami mogg sugerowaé
wady uktadu immunologicznego, jednak nie sg one na tyle silne, aby na ich podstawie
zdiagnozowa¢ niedobor odpornosci [33, 88].

Przebieg zakazen wirusowych u pacjentow z PNO jest zalezny od typu niedoboru.
Niedobor przeciwcial sprzyja rozwojowi szczegélnie niebezpiecznych zakazen jak
zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, z ktéorych moze rozwingé si¢ posocznica.
Do réwnie niebezpiecznych infekcji zalicza si¢ zakazenia wywotane wirusem Coxsackie,
poliowirusem i echowirusem, ktore wywotujg zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych i martwicze
zapalenie powi¢zi [42].

Zakazenia o etiologii enterowirusowej rowniez stanowig problem wsrod pacjentow
z PNO. W terapii stosuje si¢ suplementacje¢ przeciwciat, lecz pomimo prawidlowego
poziomu immunoglobulin G, znane s3 przypadki rozwoju infekcji w zapalenie mozgu
[80, 100]. Powodem tego moze by¢ rozpoczecie suplementacji po stwierdzonej infekcji
lub zachorowanie poszczepienne, ktore wystapitlo wiele lat po przyjeciu szczepionki
przeciw poliowirusowi [31, 69]. W diagnostyce zakazen enterowirusowych, wsrod
pacjentéw z niedoborami, bierze si¢ pod uwage podwyzszony poziom limfocytoéw i biatek
w plynie mézgowo-rdzeniowym oraz obnizony poziom glukozy. Jednak ze wzgledu na to,
ze w niektorych przypadkach oznaczony poziom bialek i glukozy pozostaje w normie,
to do postawienia diagnozy niezbedne sg dodatkowe badania. Badania tomograficzne
1 obrazowanie rezonansem magnetycznym w poczatkowym stadium infekcji nie ukazujg
zmian w mézgu, w pozniejszych stadiach dochodzi do zmniejszenia istoty szarej i biate;j.

Dozylne podawanie preparatoéw krwiopochodnych, w tym immunoglobulinowych,
u pacjentow z PNO wigzato si¢ z ryzykiem zakazenia innymi wirusami jak WZW C. Nalezy
jednak podkresli¢, ze ulepszenie metod pozyskiwania tych preparatow wyeliminowato ten
problem i od tego czasu nie odnotowano przypadkow zakazen wynikajacych z dozylnego

podawania preparatow na bazie przeciwciat [101].
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1.3. Suplementacja immunoglobulin u pacjentéw z nieoborami odpornosci

W leczeniu chorob wywotanych infekcjami bakteryjnymi coraz wigkszy problem
stanowi antybiotykooporno$¢. Wsrod pacjentow z niedoborami odpornosci, u ktérych
wystepuje wadliwe dziatanie uktadu immunologicznego, stanowi to znacznie powazniejszy
problem. Problem ten dotyczy nie tylko zakazen pateczkami Shigella, ktore nabieraja
oporno$ci na trimetoprim i sulfametoksazol stosowane w tradycyjnym leczeniu,
ale rowniez dotyczy opornych na wankomycyn¢ enterokokow. Wielooporne gatunki
bakterii jak Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeruginosa,
sa czestymi czynnikami wywolujacymi m. in. szpitalne zapalenia ptuc. Ze wzglgedu na
oporno$¢ bakterii na antybiotyki opracowuje si¢ alternatywne metody leczenia zakazen,
jak konstruowanie terapeutykéw suplementacyjnych, ktére u os6b z wadami uktadu
odpornosciowego, jak niedobory przeciwcial, sa szczegélnie uzasadnione. Kolejng zaleta
terapii suplementacyjnej jest mate prawdopodobienstwo zaistnienia opornosci krzyzowe;j
ze wzgledu na inny mechanizm dzialania antybiotykow i przeciwcial. Ochronne dziatanie
przeciwcial antybakteryjnych opiera si¢ na dwoch podstawowych mechanizmach:
oddzialywaniu bezposrednio z powierzchnig bakterii oraz wigzaniu i neutralizowaniu

toksyn bakteryjnych lub innych czynnikéw zjadliwosci [7].
1.3.1. Bezposrednia neutralizacja patogenéw przeciwcialami

Antygeny znajdujace si¢ na powierzchni komorek bakteryjnych sa tatwo dostepne
dla przeciwcial, ktore po przylaczeniu si¢ uniemozliwiajg bakteriom kolonizacje oraz
ulatwiajag fagocytoze komodrkom zZernym (opsonizacja). Niektoére przeciwciala,
jak jednotancuchowe przeciwciata skierowane przeciw kretkowi Borellia, wykazujg
bezposrednig zdolnos$¢ do zabijania patogenu [63]. Rowniez przeciwciata antyidiotopowe
nasladujace toksyne drozdzy wykazujg bezposrednig zdolnos¢ do zabijania w szerokim
zakresie Gram-dodatnich bakterii oraz grzybow i mikobakterii [22]. Suplementowanie
takich przeciwciat potencjalnie moze przewyzszy¢ skuteczno$¢ przeciwcial gospodarza w
walce z patogenami. Przeciwciata z odpowiednimi izotypami regionu stalego (gtownie
ludzkie IgG1 1 IgG3) moga angazowa¢ komorki uktadu odpornosciowego o dziataniu
stymulujacym fagocytoze bakterii przez makrofagi, indukowanie cytotoksycznosci
komorkowej (makrofagi, komorki NK) zaleznej od przeciwciat (ADCC — Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity) i aktywacji kaskady dopetniacza. Przeciwciata klasy IgM

rowniez mogg aktywowa¢ dziatanie dopetniacza i ADCC. Ponadto zmienne regiony
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przeciwcial sg zdolne do katalizowania reakcji redoks z dostarczonego tlenu singletowego
przez aktywowane neutrofile, co prowadzi do powstania bardzo silnych utleniaczy
o bezposrednim dziataniu bakteriobdjczym (w tym ozonu o silnym dziataniu
przeciwbakteryjnym, dodatkowo stymulujacym reakcje zapalne) [4, 123]. Stan zapalny
wywotany aktywacja dopelniacza oraz wytwarzanie ozonu sprzyja angazowaniu
dodatkowych elementow uktadu odpornosciowego, co prowadzi do zwigkszenia

odpornosci.
1.3.2. Neutralizacja posrednia

Bakterie wytwarzaja szereg czynnikow zjadliwosci takich jak proteazy i toksyny,
a takze czastki sygnalizacyjne. Neutralizacja czynnikéw zjadliwosci jest posrednim sposobem
dziatania uktadu odpornos$ciowego w procesie zwalczania infekcji. Obecnie wiadomo, ze bakterie
wytwarzaja czynniki regulujgce aktywno$¢ metaboliczng innych bakterii w ich sgsiedztwie.
Ta wewnatrz lub migdzygatunkowa ,.komunikacja” jest nazywana quorum sensing.

Bakterie Gram-ujemne komunikujag si¢ za pomocg autoinduktorow
(Al — Autoinducer), takich jak acylowane laktony homoseryny i homocysteiny [75].
Ekspresja autoinduktorow reguluje ekspresje czynnikow zjadliwosci przyczyniajacych sie
bezposrednio do kolonizacji 1 rozpowszechniania si¢ patogenu. Wykazano rowniez, ze
acylowany lakton homoseryny zakioca sygnalizacj¢ komorek odpornosciowych
gospodarza i moze indukowa¢ apoptoz¢ makrofagow [60]. W badaniach na modelu
zwierzgcym, wykazano ze myszy po immunizacji acylowanym laktonem serynowym bytly
odporne na zakazenia bakteriami z gatunku Pseudomonas aeruginosa. Przeciwciata
wytworzone po immunizacji dodatkowo chronity makrofagi przed apoptoza wywotang
acylowanym laktonem serynowym [55, 79].

Sygnalizacja wsrod bakterii Gram-dodatnich odbywa si¢ gltéwnie przez krotkie
peptydy. Wykazano, ze monoklonalne przeciwcialo przeciwko autoindukowanemu
peptydowi 4 (API-4 — Autoinducing Peptide 4) ze Staphylococcus aureus chronito myszy
przed rozwojem infekcji tym patogenem [94]. Zarowno badania in vitro jak i in vivo
wskazuja, ze neutralizowanie czasteczek (autoinduktory) produkowanych w procesie

guorum sensing, moze stanowi¢ skuteczng metode leczenia zakazen bakteryjnych.
1.4. Rodzina Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae to rodzina Gram-ujemnych, wzglednie beztlenowych, bakterii

bytujacych w przewodach pokarmowych ludzi i zwierzat. Sg krotkimi pateczkami
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z zaokraglonymi koncami, majg od 0,5 do 1,5 um szeroko$ci i ok 24 um dlugosci. Wiele z
nich posiada perytrychalne urzesienie, gatunki z licznymi rzeskami (np. Proteus spp.)
wykazuja ruchliwo$¢ na powierzchni agaru, tzw. petzanie. Niektore bakterie z tej rodziny
posiadaja otoczke. Wszystkie (z wyjatkiem Klebsiella granulomatis) rosng na prostych
podtozach, sg oporne na wiele zwigzkéw chemicznych, toksycznych dla bakterii z innych
rodzin, co jest wykorzystywane w podtozach wybiorczych.

W sktad rodziny Enterobacteriaceae wchodzg zarowno bakterie chorobotworcze,

jak i oportunistyczne (Tabela 5).

Enterobacteriaceae

Patogeny bezwzgledne Patogeny oportunistyczne

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Shigella Proteus

Salmonella Serratia

Yersinia Enterobacter

Morganella

Providencia

Citrobacter

Hafnia

Tabela 5. Najwazniejsze bakterie z rodziny Enterobacteriaceae
1.4.1. Patogenno$¢ Enterobacteriaceae

Patogennos¢, to zdolno$¢ drobnoustroju chorobotworczego do wywotania stanu
chorobowego w organizmie gospodarza. Warunkiem wystgpienia choroby jest wrazliwo$¢
gospodarza i chorobotwodrczo$¢ patogenu. Patogennos$¢ okreslana jest przez wirulencje
(zjadliwos$¢), czyli zdolno$¢ drobnoustroju do wywolania powaznej choroby.
Mikroorganizmy oraz wirusy mogg charakteryzowac si¢ patogennoscig (wywotywac stany
chorobowe) 1 niskg wirulencja (tagodny przebieg choroby). Patogennos$¢ jest warunkowana

przez wiele cech genetycznych i biochemicznych, ktére przejawiaja si¢ migdzy innymi
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inwazyjnoscia, zdolnoscia do produkcji toksyn (endo, egzo i cytotoksyn), czynnikami
adhezji, opornoscig na dopetniacz i fagocytoze oraz gromadzeniem dwuwarto$ciowych
jonow zelaza. Inwazyjno$é, to zdolnosé patogenow do wnikania do komorek i zasiedlania
tkanek gospodarza.

W toku ewolucji bakterie wyksztalcity wiele mechanizméw umozliwiajacych
kolonizacje, np. U paleczek Shigella zdolno$¢ te warunkujg kodowane plazmidowo
i chromosomalnie biatka takie jak: IpaA, Spa, Mxi czy Vir. Podczas gdy u Salmonella rolg
ta petni biatko InvA, a u Yersinia biatko LcrD. Inwazyjnos$¢ bakterii warunkuje rowniez
ich zdolno$¢ do przezwyci¢zenia dziatania mechanizmow obronnych gospodarza.
Namnazanie si¢ patogenu wewnatrz organizmu gospodarza oraz towarzyszaca mu
produkcja toksyn czesto doprowadza do zniszczenia jego komorek.

Bakterie za pomocg biatek blonowych wiazg si¢ do receptoréw na powierzchni
komoérek gospodarza, co umozliwia internalizacj¢ bakterii do komoérek nabtonkowych
przewodu pokarmowego. Niektore bakterie wigza si¢ z receptorami przez biatka
mediacyjne lub omijajac etap adhezji i wykorzystujac mechanizmy komoérkowe, wnikaja
do komodrki w procesie pinocytozy. Enteropatogeny wykorzystuja dwa mechanizmy
whnikania: mechanizm zamka (zipper mechanism) np. Yersinia oraz mechanizm spustu
(trigger mechanism) np. Shigella i Salmonella. Mechanizm spustu opiera si¢ na znaczagcym
przegrupowaniu cytoszkieletu nazywanym marszczeniem btony (membrane ruffles),
natomiast mechanizm zamka po zwigzaniu bakterii do komorki gospodarza, powoduje
niewielkie zmiany w biatkach cytoszkieletu, ktore s3 inicjowane przez swoiste
oddziatywania miedzy ligandem bakteryjnym (inwazyna), a  receptorami
powierzchniowymi komorek gospodarza. Wazng roéznica migdzy mechanizmami spustu
1 zamka jest to, Ze ten pierwszy jest inicjowany od ,,wewnatrz” poprzez dzialanie efektorow
bakteryjnych dostarczanych przez systemy wydzielnicze, a ten drugi jest inicjowany z
»Zewnatrz” przez aktywacje receptoréw komorek gospodarza.

Do klinicznie waznych rodzajow bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, naleza
przedstawiciele: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella,
Serratia, Shigella, Yersinia. Potowa wszystkich przypadkow sepsy w Stanach
Zjednoczonych wywolywana jest przez bakterie z rodzaju Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella i Proteus, a $miertelno$¢ dochodzi nawet do 50%. Wiele szczepow nalezacych
do tej rodziny pateczek jelitowych wywotuje zakazenia szpitalne oraz infekcje u pacjentow

z niedoborami odpornosci (AIDS, PID).
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Zakazenia pateczkami Shigella stanowig najwigkszy problem w krajach
rozwijajacych si¢. Z powodu trudnych warunkow sanitarnych oraz katastrof naturalnych
jak trzesienia ziemi, tsunami czy powodzie, pojedyncze zakazenia z ltatwosciag
przeksztatcaja si¢ w epidemie. Skutkiem wniknigcia pateczek Shigella do komorek
nabtonkowych oraz ich zasiedlenia $luzowki okreznicy, jest degradacja nabtonka
i zapalenie blony podstawnej. Komorki nabtonka obumierajg, ztuszczajg si¢, dochodzi do
nadprodukcji §luzu, owrzodzenia $luzéwki, a nastepnie do krwawienia. Powoduje to
wystepowanie wodnistych, krwawych i/lub §luzowych biegunek oraz zniszczenie bariery
$wiatto jelita/krew [24]. Bakterie z rodzaju Shigella sg jednymi z najczgstszych przyczyn
biegunek (o przebiegu od umiarkowanego do cigzkiego) na §wiecie. Do wywotania infekcji
wystarczy ponizej 100 komoérek bakteryjnych, ktére nie ulegajag zniszczeniu w kwasnej
tresci zotadka. Powoduja okoto 80 min — 165 min przypadkow rocznie z czego 74 tys. —
600 tys. to przypadki zakazen $miertelnych [57, 74, 107].

Zakazenia najczgsciej wystepuja u osob starszych oraz u dzieci do 5 r.z. W tej grupie
wiekowe]  wystepuje najwicksza  $miertelnos¢. Wsréd  bakterii  z  rodziny
Enterobacteriaceae notowany jest wzrost liczby szczepoéw opornych na antybiotyki [76].

Zdarza si¢, ze miedzy strukturami wystepujagcymi na powierzchni komorek bakterii
1 komorek gospodarza, wystepuje podobienstwo i zjawisko to nazywane jest mimikra molekularng
[71]. Czgsto jest to gldéwna przyczyna opdznienia dziatania uktadu odpornosciowego, ktora moze
sprawia¢, ze nawet lagodny przebieg infekcji doprowadzi do wytworzenia autoprzeciwciat
i rozwoju choroby autoimmunologicznej. Do rozwoju takiej choroby dochodzi, gdy we krwi
zbyt dlugo pozostaje kompleks antygen-przeciwciato, co przez uktad odpornosciowy
zostaje rozpoznane jako obce. Najczgsciej opisywane choroby autoimmunizacyjne w kontekscie
zakazen bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae sa choroba Gravesa-Basedowa, reumatoidalne

zapalenie stawow (RZS) czy zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa (ZZSK) [58].
1.4.2. Budowa oslony komérkowej bakterii z rodziny Enterobacteriaceae

Sciana komorkowa bakterii, to wielofunkcyjna struktura, ktora nadaje
charakterystyczny ksztatt tym drobnoustrojom, chroni je przed czynnikami zewngtrznymi
(w tym przed uktadem odpornosciowym czlowieka) oraz stanowi podstawe waznych
elementow powierzchniowych jak biatka, fimbrie i rzeski. Sciana komoérkowa Gram-
ujemnych bakterii jest wytrzymata na wysokie ci$nienie otoczenia oraz odporna na ekstremalne
wartosci temperatury i pH. Ich ostona komorkowa zbudowana jest z dwodch lipidowych

dwuwarstwowych bton, ktore oddzielone sg przestrzenig peryplazmatyczng z 2—3 warstwami
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peptydoglikanu. Btona wewnetrzna (cytoplazmatyczna) zawiera w swojej strukturze liczne biatka
powierzchniowe 1 przezblonowe. Blona zewnetrzna oprocz bialek i lipoprotein zawiera rowniez

lipopolisacharyd (LPS) (Rycina 1).

Lipopolisacharydy

OmpC

Srodowisko zewnetrzne

C g . Bl B Y X X X X "X X X X X X X. Tl E e @ e e

LI || zewnetrzna

Przestrzen peryplazmatyczna

Btona
wewnetrzna

Cytoplazma

Rycina 1. Budowa ostony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych.

Sciana komorkowa (CW — Cell Wall) zbudowana jest z blony zewnetrznej
(OM — outer membrane), peryplazmy i peptydoglikanu i wraz z blong wewnetrzng
(IM — inter membrane) tworzy ostong komorkowga bakterii. Zewngtrzna btona komérkowa,
w przeciwienstwie do blony wewngtrznej jest polprzepuszczalna. Odpowiednie
mechanizmy komoérkowe zapewniaja selektywny transport substancji w obu kierunkach.
Substancje odzywcze transportowane s3 do wnegtrza komorki, natomiast szkodliwe
produkty metaboliczne sg z niej usuwane. Blona zewnetrzna oddziela wewnegtrzne
elementy ostony komodrkowej od srodowiska zewnetrznego. W swojej strukturze zawiera
liczne bialka (stanowiace ok 50% jej masy), fosfolipidy i LPS. Biatka i LPS
wyeksponowane na powierzchni komorki bakteryjnej s3 waznymi czynnikami opornosci
bakterii, ale odgrywaja rowniez wazng role w stymulacji 1 odpowiedzi uktadu
odpornosciowego gospodarza. Biatka moga by¢ zwigzane z blong oraz wydzielane na

zewnatrz bakterii. Niektore z nich potagczone s3 z innymi czastkami tworzac
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np. lipoproteiny, ktore wigzac si¢ z peptydoglikanem stabilizujg $ciane komoérkowa

(lipoproteina Brauna).
1.4.3. Bialka blony zewnetrznej

Blona wewnetrzna zbudowana jest z podwojnej warstwy fosfolipidowej w ktorej
sktad wchodza fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloglicerol i kardiolipina oraz inne
hydrofobowe czasteczki jak sterole, glikolipidy i lipidy zawierajgce reszty aminokwasow.
Stosunek poszczegdlnych sktadnikow jest uzalezniony od gatunku i szczepu bakterii oraz
od warunkow w jakich zyje. W biatkach btony wewngtrznej dominuje struktura a-helis,
natomiast w biatkach btony zewnetrznej przewazajg f-barytki. Bialka blony wewngtrznej
zakotwiczone przez pojedyncze lub wielokrotne przezblonowe a-helisy sg znacznie
bardziej hydrofobowe niz wystepujace w biatkach btony zewnetrznej B-barytki. Blona
zewnetrzna, ze wzgledu na petnione funkcje zwigzane z utrzymaniem odpowiedniego
ci$nienia osmotycznego czy ochrong przed wnikaniem szkodliwych substancji, jest
sztywng strukturg o selektywnej przepuszczalnosci. Duze znaczenie maja rowniez biatka
btony zewng¢trznej zwane porynami. Sa one odpowiedzialne za czynny i bierny transport
réznych substancji przez btone w obu kierunkach. Moga dziata¢ niespecyficznie jak sita
molekularne umozliwiajgc transport matych czasteczek lub jako wyspecjalizowane kanaty

transportujace czasteczki o wigkszej masie [117].
1.4.4. Biosynteza bialek blony zewnetrznej

Biosynteza biatlek blony zewnetrznej przebiega w cytoplazmie. Do ich
przemieszczenia konieczna jest sekwencja sygnatowa, ktora nastgpnie jest odcinana przez
peptydaze sygnatowg, a biatka uwalniane sg do peryplazmy, gdzie nastepuje ich
pofaldowanie przed wbudowaniem w blon¢ zewngtrzng. Biatka btony zewnetrznej (OMP)
transportowane sg przez translokazg Sec (lub translokazy SecYEG) tylko w formie
niesfatldowanej. Proces ten wymaga energii z rozpadu ATP. Utrzymanie OMP w formie
niesfaldowanej jest mozliwe dzigki bialku opiekunczemu (chaperone protein) SecB.
Niektore z bialek blony zewnetrznej majg na C-koncu znacznik zbudowany z Kilku
aromatycznych i hydrofobowych aminokwasow, ktory utatwia im wbudowanie si¢ w
bton¢. W zapobieganie agregacji biatka w $rodowisku hydrofilowym zaangazowane sg
liczne biatka opiekuncze np. SurA, Skp i pelnigce podwdjnag funkcje chaperonu i proteazy
DegP [14, 61]. Biatko SurA odpowiedzialne za wydajne sktadanie OMPs, dziata wspoélnie
z niezbednym do gromadzenia LPSu czynnikiem LptD, preferujacym ten szlak sktadania
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biatek blony zewnetrznej. Po przejsciu przez peryplazme rozfaldowane OMP dociera do
przezbtonowego kompleksu Bam. Centralng czescig tego kompleksu jest BamA bedace
fragmentem transmembranowym. W jednej z domen tego biatka wystepuje przedtuzona
N-koncowa sekwencja wnikajaca do peryplazmy. Zbudowana jest z pigciu domen POTRA
(POTRA — Polypeptide Translocation Associated) oznaczonych P1 — P5. P1 jest domeng
alternatywng, natomiast domeny P2-P5 oddziatuja z BamB. Domena P5 dodatkowo
zapobiega oddzialywaniom mig¢dzy BamA i BamC/D/E [105]. Doktadne funkcje tych
domen nie zostaly jeszcze dobrze opisane, ale brak ktorejkolwiek z nich skutkuje wadami
w funkcjonowaniu OMP. O procesie biosyntezy, fatdowaniu oraz wbudowywaniu w btong
biatek OMP wiadomo juz bardzo duzo, ale doktadne poznanie tych proceséw wymaga

dalszych badan [105].
1.4.5. Budowa i funkcje bialek blony zewnetrznej

Biatka blony zewngtrznej (OMPs), oprocz wielu funkcji fizjologicznych
1 sygnatowych, stabilizuja strukture blony. Jednym z najwazniejszych zadan tych biatek
jest transport sktadnikéw odzywczych, witamin, hormondéw i innych niezb¢dnych do
funkcjonowania sktadnikow do wnetrza komorki oraz wydalanie z komorki szkodliwych
metabolitow [110].

Synteza biatek btony zewnetrznej odbywa si¢ w cytoplazmie, a zawarta w nich
sekwencja sygnatowa umozliwia ich dalszy transport. Po translokacji do peryplazmy
sekwencja sygnatowa zostaje odcieta, biatka ulegaja faldowaniu, a nastepnie sa
wbudowywane w btong. W przezbtonowych biatkach btony wewnetrznej (IM) dominuja
struktury a-helis, natomiast w btonie zewnetrznej (OM) struktury B-barytek. Harmonijka
beta to jedna ze struktur drugorzedowych biatka. Jest to sposdb utozenia przestrzennego
tancuchow zbudowanych z aminokwasow, ktory jest stabilizowany przez wigzania
wodorowe. Wigzania te tworzg si¢ pomi¢dzy aminokwasami w sgsiednich tancuchach,
ktore zazwyczaj zawierajg 5—10 aminokwasow. B-barylki moga przyjmowac¢ utozenie
rownoleglte, antyroOwnoleglte badz mieszane. Jesli nici tworzace barytke (z jednego
tancucha aminokwasow) leza bezposrednio obok siebie, to petla zwrotu nazywana jest

zakrgtem beta (Rycina 2).
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Rycina 2. Fragment poryny bakteryjnej zawierajacej antyréwnolegle -zwoje oraz
zakrety B.

Budowe struktur beta okresla si¢ za pomocg liczby B-nici oraz liczby S (shear

numer) Liczba S okresla kat nachylenia nici B wzglgdem osi pionowej poryny, co rowniez

charakteryzuje oddzialywania mi¢dzy ni¢mi. Sagsiadujace nici tworzace antyréwnolegla

B-harmonijke tworzg stabilng cylindryczng strukture.

Biatka btony zewnetrznej sa wielofunkcyjne i ze wzgledu na pelnione rézne funkcje

mozemy podzieli¢ je na 8 grup [129]:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)
8)

Poryny: OmpF, OmpC, PhoE, OmpA, LamB, ScrY, FadL

Biatka aktywnego transportu: FepA, FecA, FhuA, BtuB

Biatka o wtasciwosciach enzymatycznych: OMPLA, OmpT, PgtE, PagP

Biatka wirulencji: adhezyny, inwazyny,

Biatka strukturalne: OmpA

Biatka uczestniczace w interakcjach z uktadem odpornosciowym: OmpX, PagC,
Rck, PagP, PgtE, FhuA, FepA

Bialka biernego transportu: LamB, ScrY, FadL

Bialka jako receptory dla bakteriofagdw i kolicyn: OmpA, OmpW, OmpC, OmpF,
FhuA, LamB
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Wazng cechg btony zewnetrznej jest jej selektywna przepuszczalnos¢, male
czasteczki jak biatka o masie do 5 kDa przenikajg zgodnie z gradientem stezen, dzigki
transmembranowym biatkom — porynom [120]. Poryny mozna podzieli¢ za wzgledu na
przepuszczalno$¢ na kanaty dyfuzji niespecyficznej oraz na kanaly dyfuzji substratowo
specyficznej. Wystepujg one w komorkach bakterii Gram-ujemnych (200 tys. kopii w
komorce) oraz w mitochondriach i chloroplastach [112]. Sg wzglednie oporne na trudne
warunki Srodowiska, takiej jak detergenty, proteazy, rozpuszczalniki organiczne, wysoka
temperatura (~70°C), niskie i wysokie pH (2-13).

Poryny biorg réwniez udzial w patogennosci bakterii. Biatka te wydzielane przez
bakterie lub uwalniane po jej lizie moga wchodzi¢ w interakcje z komorkami i1 innymi
czynnikami odpornosciowymi gospodarza. Ich odporno$¢ na proteazy sprawia, ze ich
poziom moze utrzymywaé si¢ przez dlugi czas. Niektore bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae wykazuja zdolno$¢ do produkcji poryn limitujacych przepuszczalno$é

antybiotykow, co nadaje im naturalng oporno$¢ [120].
1.5. Badanie reaktywnosci bialek blony zewnetrznej pateczek Shigella flexneri

Jak wspominano w poprzednich podrozdziatach, biatka btony zewnetrznej pateczek
z rodziny Enterobacteriaceae sg waznymi i wielofunkcyjnymi strukturami. Biorg one
udziat nie tylko w patogenno$ci bakterii, ale rowniez posiadaja wlasciwosci immunogenne.

Podanie zwierzetom preparatu bialek btony zewngtrznej bakterii z tej rodziny
wywotuje odpowiedZz immunologiczng organizmu gospodarza, ktéra ma charakter
ochronny. Wieloskladnikowe preparaty OMP izolowane ze sciany komdrkowej pateczek
Shigella flexneri 3a i Shigella sonnei FI metoda Schnaitmana [109], podane podskoérnie
$winkom morskim (kawia domowa) chronity je przed rozwojem zapalenia rogowki
i spojowki wywotywanym doswiadczalnie za pomocg homologicznego i heterologicznego
chorobotworczego szczepu tych bakterii. Dziatanie ochronne byto rowniez stwierdzone po
podaniu nieimmunizowanym zwierzgtom surowicy zawierajacej SWoiste przeciwciata [1].

Wiasciwosci  ochronne badanych wielosktadnikowych —preparatéw OMP
potwierdzono réwniez na modelu mysim. Wykazano, ze myszy immunizowane
preparatami OMP, izolowanymi ze $ciany komodrkowej roéznych serotypow pateczek
Shigella flexneri, uzyskiwatly catkowita ochrong po zakazaniu ich patogennym szczepem
tych bakterii w dawce LD1oo [82, 83, 125, 126, 127, 128]. Dziatanie ochronne potwierdzono
réwniez po szczepieniu zwierzat preparatami OMP izolowanymi z innych gatunkow

bakterii, takich jak Shigella sonnei FI, Escherichia coli i Hafnia alvei.
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Wykazano, ze ochron¢ wzbudzong u myszy podaniem wielosktadnikowego
preparatu OMP uzyskanego z bakterii Shigella flexneri 3a, mozna przenie$¢ na zwierzgta
nieimmunizowane przez podanie Im splenocytow pochodzacych od zwierzat
immunizowanych. Obserwujac odpowiedZz immunologiczng myszy stwierdzono, ze
w pierwszym etapie ma ona charakter komorkowy. Komoérki zdolne do przeniesienia
wlasciwosci ochronnych pojawity si¢ po trzech dniach od immunizacji, a limfocyty T i B
po podaniu zwierzetom nieimmunizowanym chronily je przed $miercig po podaniu im
$miertelnej dawki patogennego szczepu Shigella flexneri 3a [127, 128].

Dhugotrwala ochrona przeciwbakteryjna zwierzat sugerowata odpornosé¢
humoralna, co potwierdzono w badaniach charakteryzujacych kinetyke tej odpowiedzi.
Po jednorazowym podaniu myszom wielosktadnikowego preparatu OMP Shigella flexneri
3a (10 pg) pojawity si¢ w ich surowicy przeciwciata juz po czterech dniach i1 utrzymywaty
si¢ przez kolejne trzy tygodnie (test ELISA). Miano przeciwciat po podaniu kolejnych
dawek preparatu biatkowego sukcesywnie wzrastato, a ich poziom utrzymywat si¢ az przez
szesnascie tygodni. Podanie surowicy zwierzat immunizowanych zwierz¢tom
nieimmunizowanym, chronito je przed rozwojem zakazenia wywolywanym
dootrzewnowym podaniem dawki LDsg bakterii. Ochrong¢ uzyskano roéwniez po zakazaniu
zwierzat bakteriami o innym serotypie, a nawet bakteriami innego gatunku jak Shigella
sonnei, Escherichia coli, Proteus vulgaris czy Salmonella Typhimurium [125].
W kontekscie opracowania szczepionki na shigelloze wyniki badan wykazujace dziatania
immunomodulacyjne izolowanych preparatow OMP z Shigella flexneri 3a wzbudzajace
odpowiedz komorkowa oraz humoralng, wskazywaty na niezwykle interesujacy obszar
badan nad biatkami btony zewngtrznej, obiecujacy zardéwno pod wzgledem poznawczym
jak i aplikacyjnym.

W  poszukiwaniach sktadnika preparatu biatkowego OMP, ktory jest
odpowiedzialny za ochron¢ przed zakazeniem, preparat ten po izolacji ze S$ciany
komorkowej Shigella flexneri 3a, poddano badaniom reaktywnosSci z surowicami krwi
ludzkiej. Za pomoca metody Western blot wykazano, ze przeciwciata klasy IgA, 1gG i IgM
obecne w surowicy ludzkiej krwi obwodowej reaguja z jednym z dwoéch biatek gldéwnych
Shigella flexneri o masie czasteczkowej 38 kDa [132]. Obecnos¢ tych przeciwciat
potwierdzono réwniez w surowicy krwi pgpowinowej, co swiadczy o przekazywaniu tych
przeciwcial przez tozysko od matki do dziecka oraz sugeruje ich charakter ochronny.

Przeciwciata skierowane na biatka OMP z Shigella flexneri 3a oznaczono réwniez

u dzieci z niedoborami immunologicznym i dzieci z nawracajagcymi zapaleniami drog
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oddechowych. Statystycznie istotne roznice w poziomie przeciwcial wsrdod dzieci
Z niedoborami odpornosci i dzieci zdrowych [132] sktonity nas do rozszerzenia tych badan
na znacznie wigkszej grupie pacjentow. Posiadane informacje wskazaly na niezwykle
istotny obszar badan, przede wszystkim w konteksécie opracowania testu do oznaczania
humoralnych niedoboréw odpornos$ci oraz opracowania preparatu immunoglobulinowego,
ktory moze by¢ zastosowany do suplementacji przeciwciat u pacjentow z niedoborami
odpornosci.

Wyniki badan dotyczace reaktywnos$ci przeciwcial obecnych w surowicy krwi
ludzkiej z jednym z biatek gtownych o masie czgsteczkowej 38 kDa (OmpC) z btony
zewnetrznej  Shigella flexneri 3a sugerowaly, ze biatko to ma wlasciwosci
immunomodulacyjne. W celu potwierdzenia tego zatozenia w naszym laboratorium
podjeto szereg badan, ktérych pierwszym etapem bylo uzyskanie homogennego preparatu
biatka OmpC. Najlepsze rezultaty osiggni¢to po wprowadzeniu modyfikacji do metody
Arcidiacono [3], takiej jak podwojna ekstrakcja osadu bakteryjnego kwasem
walerianowym, a nastgpnie wprowadzono dwa etapy oczyszczania w systemie FPLC
(filtracja zelowa i chromatografia jonowymienna). Uzyskanie homogennego biatka OmpC
umozliwito podjecie wielokierunkowych badan zar6wno nad jego strukturg jak
i iImmunoreaktywnoscia.

Po zsekwencjonowaniu genu odpowiedzialnego za kodowanie biatka OmpC
z Shigella flexneri 3a i porownaniu go z sekwencja genu biatka OmpC z pateczek Shigella
flexneri 2a wykazano, ze maja one 100% homologii i posiadaja jednakowa sekwencje
aminokwasowg. Sekwencja nukleotydowa zostala zdeponowana w bazie danych
nukleotydowych GenBank (Accession No. KC865276) [51].

Wykorzystujac model 3D biatka OmpC oraz metody bioinformatyczne
wytypowano sze$¢ potencjalnych epitopow wiazacych przeciwciata (Rycina 3) [51].
Po zsyntezowaniu peptydow 0 sekwencji odpowiadajacej kolejnym epitopom,
zdefiniowano jeden z nich jako odpowiadajacy za reaktywno$¢ z surowicg ludzkiej krwi
pepowinowej. Mapowanie epitopu biatka wigzacego przeciwciata anty-OmpC, pozwolito
na okreslenie jego 12-aminokwasowej sekwencji (GLNRYDERYIGC). Synteza
odpowiednich peptydéw i badania ich immunoreaktywno$ci pozwolity okresli¢ najkrotsza
sekwencj¢ aminokwasow (RYDERY) zdolng do wigzania przeciwcial surowicy ludzkiej
krwi pepowinowej [51]. Warto takze podkresli¢, ze epitop wigzacy przeciwciata
anty-OmpC z surowicy ludzkiej, to takze epitop odpowiedzialny za wigzanie przeciwciat
anty-OmpC w surowicy myszy [51].
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Rycina 3. Podsumowanie badan bioinformatycznych nad OmpC. A - rozmieszczenie
epitopow na powierzchni modelu 3D OmpC Shigella flexneri 3a; epitopy od 1 do 5
reprezentujg petle blony zewnetrznej (1— petla 11, 2— petla IV, 3— petla V, 4— petla VII,
5— petla VIII), a epitop numer 6 odpowiada petli blony wewnetrznej i zastosowano
jako kontrole, B — lokalizacja epitopu nr 3 (RYDERY) na powierzchni OmpC. Obrazy
powstaly przy uzyciu ElliPro Prediction i edytowane za pomoca oprogramowania

Chimera; doi:10.1371/journal.pone.0070539.g002 [51].

Biatka powierzchniowe bakterii z rodziny Enterobacteriaceae sa od wielu lat
tematem zainteresowania naszego laboratorium [51, 125, 126, 127, 128, 129, 130].
Wykazanie wlasciwosci immunomodulacyjnych biatka OmpC, uzyskanego z pateczek
Shigella flexneri 3a, zmapowanie petli zawierajacej epitop wiazacy przeciwciata
anty-OmpC surowicy ludzkiej, a takze okreslenie jego sekwencji aminokwasowej,
wskazuje na obiecujacy Kierunek dalszych badan zwigzanych z otrzymaniem m.in.
szczepionki na shigelloze.

Badania immunoreaktywnos$ci biatka OmpC z surowicami krwi ludzi zdrowych
oraz pacjentow z niedoborami immunologicznymi stanowig podstawy do opracowania
testu serologicznego do oznaczania humoralnych niedoboréw odpornosci. Reaktywnosé
surowicy krwi pgpowinowej oraz dotychczasowe badania prowadzone na modelu mysim,
swiadczg o potencjale ochronnym przeciwciat anty-OmpC przeciw rozwojowi zakazenia
wywolanego pateczkami Shigella. Potencjat ten moze zosta¢ wykorzystany przy opracowaniu
optymalnej metody izolacji przeciwcial anty-OmpC oraz uzyskaniu terapeutyku do suplementacji

przeciwciat.
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Dotychczasowe wyniki dotyczace biatka OmpC z Shigella flexneri 3a, stanowig
obszerny i niezwykle obiecujagcy material wielokierunkowych badan nad jego
reaktywnoscig |1 sg szczegolnie pomocne w wielu aspektach immunologii, takich jak
opracowanie szczepionki na shigellozg, czy opracowanie terapeutyku do suplementacji
przeciwcial u pacjentow z niedoborami humoralnymi oraz opracowanie Sszybkiego
testu do oznaczania humoralnych niedoborow odpornosci. Ogromny potencjat

immunoreaktywnosci biatka OmpC jest powodem powstania niniejszej rozprawy.
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2. Cele pracy

Celem realizowanych przeze mnie badan bylo przede wszystkim zbadanie
reaktywnosci | 0znaczenie poziomu swoistych przeciwciat anty-OmpC Shigella flexneri 3a
w surowicach krwi 0s6b zdrowych 1 pacjentdow z niedoborami immunologicznymi,
przeprowadzone przy zastosowaniu odpowiednich antygendéw na statystycznie znamiennej
grupie badanych.

Kolejny wyznaczony kierunek badan to 1) opracowanie optymalnych warunkow
izolacji swoistych przeciwcial anty-OmpC z ludzkiej krwi obwodowej zdrowych dawcow
przy uzyciu wybranych antygenéw takich jak: natywne biatko OmpC z Shigella flexneri
3a, koniugat peptydu liniowego z BSA czy koniugat peptydu cyklicznego z BSA oraz
rekombinowane biatko OmpC, 2) zdefiniowanie najodpowiedniejszego do tego celu
antygenu.

Dalszy etap realizacji badan to charakterystyka immunochemiczna przeciwciat oraz
sprawdzenie ich wiasciwos$ci ochronnych na modelu zwierzecym, co bezposrednio wiaze
si¢ z potencjalng mozliwoscig uzycia izolowanych przeciwcial jako terapeutyku do

suplementacji pacjentom z humoralnymi niedoborami odpornosci.
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3. Materialy i metody

3.1. Material kliniczny uzyty do badan —surowice krwi pacjentéw i honorowych dawcéw krwi

Probki krwi pochodzace od dzieci z niedoborami immunologicznymi (grupa
badawcza) otrzymywano z Ill Katedry i Kliniki Pediatrii, Immunologii i Reumatologii
Wieku Rozwojowego, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz z Oddziatu
Immunologii  Klinicznej i Pediatrii, Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego
im. J. Gromkowskiego we Wroctawiu dzigki wspotpracy z dr Aleksandrg Lewandowicz-
Uszynska.

Probki krwi od dzieci bez niedoboréw odporno$ciowych (grupa kontrolna)
uzyskiwano z | Katedry i Kliniki Pediatrii, Alergologii i Kardiologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu z Oddziatu Klinicznego Kardiologiczno-Pediatrycznego
dzieki wspolpracy z dr Ewa Mastowska.

Do badan wykorzystywano rowniez krew honorowych krwiodawcow z
Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKIiK)im. prof. dr hab.
Tadeusza Dorobisza we Wroclawiu (50-345 Wroctaw, ul. Czerwonego Krzyza 5/9)
otrzymywang w ramach umowy zawartej pomi¢dzy IITD PAN a RCKiK.

Podsumowujac, w badaniach uzywano probki surowicy krwi pochodzace od: dzieci
z niedoborami immunologicznymi (127), pacjentow z nawracajacymi zapaleniami drog
oddechowych (NZDO) (83), dzieci bez obcigzen immunologicznych (40) oraz honorowych
krwiodawcow (54). Sumaryczna liczba probek surowicy krwi ludzkiej pozyskanych do
badan to 304. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy

Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu nr KB — 144/2020.
3.2. Szczep bakterii i warunki hodowli

Do badan wykorzystywano szczep bakterii Shigella flexneri 3a (PCM 1793)
pochodzacy z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow Instytutu Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN we Wroctawiu.

Hodowl¢ bakterii kazdorazowo prowadzono na podtozu agarowym Bacto Agar
(Difco) przez 24 godziny, a nastgpnie na pozywce ptynnej BHI (Brain Heart Infusion,
Difco) przez 8 godzin z wytrzgsaniem w temperaturze 37°C, zapewniajac hodowli bakterii

odpowiednie napowietrzanie.
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3.3. Syntetyczne peptydy zawierajace epitop wigzacy biatka OmpC

Do badania reaktywnosci przeciwcial surowicy ludzkiej, oprocz natywnego
bakteryjnego biatka OmpC, stosowano takze inne antygeny zawierajace epitop tego biatka
wigzacy przeciwciata. Dwa sposréd uzywanych do badan antygenow, to przygotowane
zgodnie z metodologia opisang w podrozdziale 3.12. koniugaty peptydéw z albuming
wolowa (BSA - Bovine Serum Albumin), na powierzchni ktorej zimmobilizowano peptydy
(cykliczny lub liniowy) zawierajace sekwencje swoisciw wigzaca przeciwciatl anty-OmpC.

Epitop biatka OmpC, wigzacy przeciwciata surowicy ludzkiej, wystepuje w petli
nr 3 tego biatka (Rycina 3), a jego najkrotsza reaktywna z przeciwcialami sekwencja to
RYDERY. Bioragc pod uwage konformacj¢ przestrzenng tej petli, do badan reaktywnosci
oprocz peptydu liniowego, stosowano takze peptyd cykliczny odpowiadajacy konformacja
naturalnej petli biatka OmpC.

3.3.1. Peptyd cykliczny o sekwencji [GGLNRYDERYIGK]-C

Peptyd cykliczny o sekwencji [GGLNRYDERYIGK]-C otrzymano dzigki
wspotpracy z dr Bartoszem Setnerem z Zespotu Chemii i Stereochemii Peptydow i Biatek
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Zgodnie z otrzymanym $§wiadectwem
jakosci produktu, peptyd ten uzyskany zostat na drodze syntezy organicznej. Oczyszczanie
peptydu przeprowadzono za pomocg preparatywnej chromatografii cieczowej na aparacie
Varian ProStar (kolumna: TSKgel ODS-120T 12TG08eh004 + Guard Column, detektor
UV (A=210 nm oraz 280 nm), objetos¢ nastrzyku: 2 ml, przeptyw: 7 ml/min.). Eluowano
roztworem A (H20 + 0,1% TFA) oraz B (80% CH3CN/H20 + 0,1 % TFA) w gradiencie
roztworu B w zakresie 0-80% przez 40 minut. Otrzymano 10 mg peptydu z 200 Mm TCEP
(TCEP - tris(2-carboxyethyl)phosphine) w formie zliofilizowanej. Nastepnie poddano go
analizie masowej ESI-MS, przeprowadzonej na spektrometrach mas micrOTOF-Q (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) oraz apex ultra FT-ICR 7T (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) ze Zrédlem jonéw ESI (ESI— Electrospray Ionisation) w trybie jondw dodatnich.
Aparat kalibrowano przy uzyciu TuneMix (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
Do pomiaréow stosowano roztwor CH3CN/H,O/HCOOH (50:50:0,1 v/v/v). Wartosé¢
zmierzona m/z wynosita 904,934, co odpowiada wartoéci teoretycznej jonu [M+2H]*

wynoszacej 904,922 (Rycina 4).
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Rycina 4. Widmo masowe ESI-MS potwierdzajace tozsamos¢ otrzymanego peptydu

cyklicznego o sekwencji aminokwasowej [GGLNRYDERYIGK]-C.
3.3.2. Peptyd liniowy o sekwencji GLNRYDERYIGC

Peptyd liniowy o sekwencji GLNRYDERYIGC pozyskano z firmy NOVAZYM
POLSKA s. c. Zgodnie z otrzymanym $wiadectwem jako$ci produktu, peptyd uzyskano na
drodze syntezy organicznej. Oczyszczanie peptydu przeprowadzono za pomoca
chromatografii cieczowej na aparacie SHIMADZU (kolumna Inertsii ODS-SP
(4,6¥250mm*5um), detektor UV (A=214 nm), obje¢tos¢ nastrzyku: 40 pul, przeptyw:
1 ml/min.). Eluowano roztworem A (H20 + 0,1% TFA) oraz B (acetonitryl + 0,1 % TFA).
Otrzymano 15 mg peptydu w formie zliofilizowanej. Nast¢pnie poddano go analizie
masowej ESI-MS w trybie jonow dodatnich. Do pomiaréw stosowano roztwor 5% HAC +
8% ACN + 87% H20. Wyznaczona warto$¢ m/z wynosita 1458,00 kDa, co odpowiada
masie teoretycznej 1458,60 kDa (Rycina 5).

49



100~ 731.00 ” T

|
[M+2H]2H+

703 48690 ;
E| 3

[M+3H]3H+ w
40 | ‘

‘1]9‘{'95 100695 113845 129685138075 , 154615 169495 183970

203

338.05
E it

I | [ | I I [
400 500 600 700 88)0 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
m/z
Rycina 5. Widmo masowe ESI-MS potwierdzajace tozsamos$¢ otrzymanego peptydu
liniowego o sekwencji aminokwasowej GLNRYDERYIGC.

3.4. Zwierzeta stosowane w badaniach modelowych

W badaniach modelowych, dotyczacych okreslenia whasciwosci ochronnych badanych
antygenow, uzywano 6-9 tygodniowych samic myszy szczepu BALB/c kazda 0 masie
ok. 20-24 g, pochodzacych z hodowli prowadzonych w Zwierzetami Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, 02-106 Warszawa, ul. Pawinskiego 5.

Badania modelowe na myszach, zgodnie z uzyskanymi pozwoleniami LKE
NR 020/2021/P1 oraz NR 066/2022/P2, przeprowadzano w Centrum Badan
Przedklinicznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu.

Zwierzeta umieszczano w klatkach w standardowych warunkach i zapewniano im
dostep do pokarmu i wody. Temperatura w pomieszczeniach dla zwierzat to 22 + 2°C,
wilgotno$¢ 55% + 10%. Pomieszczenia byly wyposazone w klimatyzacje i regulacje
o$wietlenia 12/12 godz. Dostepny w pomieszczeniach system wentylacji eliminowat
przeciagi, zapewniat ogrzewanie i chlodzenie oraz odpowiednia wymiang powietrza.
Wszystkie pomieszczenia spetniaty warunki SPF. Zwierzgta byty kontrolowane co
najmniej raz dziennie przez przeszkolonego opiekuna. Myszy przed rozpoczeciem
procedur, przez 5 dni, byly oswajane i przyzwyczajane do dotyku i obecnoSci
eksperymentatora, aby zminimalizowa¢ stres zwierzat w trakcie przeprowadzania
procedur. Warunki, w jakich utrzymywano zwierzeta byty zgodne z Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady 2010/63/UEz dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych oraz Ustawg z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie

zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych.

50



3.5. Surowica myszy z przeciwcialami anty-OmpC z Shigella flexneri 3a

W pierwszym eksperymencie przeprowadzanym na zwierzetach, a dotyczacym
badania wtasciwo$ci ochronnych mysich przeciwcial anty-OmpC, uzywano Ssurowicy
mysiej dostepnej w laboratorium, stanowigcej material uzyskany z wczesniej
prowadzonych badan w naszym laboratorium przez dr Anng Jarzab.

Surowica zwierzat wykorzystywana do drugiej cz¢éci do§wiadczen z immunizacja
bierng, pochodzita od myszy bioragcych udzial w przeprowadzonym przeze mnie
eksperymencie dotyczagcym immunizacji aktywnej myszy homogennym preparatem biatka
OmpC.

3.6. Ekstrakcja bialek blony zewnetrznej wg Arcidiacono i wsp. [3]

Zawiesing bakteryjng, po 8-godzinnej hodowli na ptynnym podlozu BHI,
poddawano wirowaniu przy 6000 obr./min. (rotor przeptywowy 3049) na wirdowce
przeptywowej (Heraeus, Thermo Scientific). Uzyskang mokrg mase bakteryjng zamrazano
w -80°C i liofilizowano. Suchg mase bakteryjng rozcierano na jednolity proszek w
mozdzierzu. Nastepnie do 1 g suchej masy bakteryjnej dodawano 2 ml stezonego kwasu
walerianowego (Sigma) aby wyekstrahowa¢ biatka blony zewnetrznej. Zawiesing
bakteryjna rozcienczano 4-krotnie uzyskujac st¢zenie koncowe kwasu walerianowego
wynoszace 2,3 M i inkubowano 1 godzing w temperaturze pokojowej z uzyciem mieszadta
magnetycznego. Ekstrakt wirowano przez 30 minut przy 20000xg celem usunigcia
pozostatosci  komorek, ktore wskutek wirowania znajdowaly si¢ w osadzie.
Dla zwickszenia wydajnosci procesu, 0sad poddawano powtornej ekstrakcji, w takich
samych warunkach. Uzyskany po wirowaniu supernatant dializowano do wody, aby usung¢
kwas walerianowy. Nastepnie, obecne w supernatancie biatka precypitowano za pomoca
2-3 objetosci zmrozonego (-20°C) etanolu i poddawano kilkunastogodzinnej inkubacji w
tej temperaturze. Roztwor z wytraconymi biatkami wirowano przez 30 minut przy 20000xg
uzyskujac w osadzie biatka blony zewnetrznej, ktore nastgpnie zawieszano w wodzie.

Stezenie preparatu biatkowego monitorowano za pomocg metody Bradford, a jego
obraz elektroforetyczny rejestrowano oznaczajgc ruchliwo$¢ preparatu w 12,5% zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE).
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3.7. Oczyszczanie natywnego bialtka OmpC [49]
3.7.1. Filtracja zelowa

Uzyskany po ekstrakcji kwasem walerianowym preparat biatkowy (12 mg) rozpuszczano
w buforze zawierajacym 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM NaCl, 1% Triton X-100. Pierwszy
etap oczyszczania prowadzono z wykorzystaniem filtracji zelowej na kolumnie ze ztozem
Sephacryl S-200 (GE Healthcare Life Sciences; 1,6x100 cm; HR Pharmacja) w systemie
FPLC Akta Explorer (Fast Protein Liquid Chromatography). Do réwnowazenia kolumny
uzywano buforu zawierajagcego 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM NacCl, 0,4% Triton
X-100. Wyniki rejestrowano za pomoca programu UNICORN. Rozdzial biatek
prowadzono przy przeptywie 0,3 ml/min. zbierajac frakcje o objetosci 2 ml. Przebieg
chromatografii monitorowano mierzac absorbancj¢ przy dlugosci fali $wiatta A=220 nm,
A=260 nm i A=280 nm przy pomocy detektora UV/VIS (Amersham Pharmacia Biotech)
oraz przy pomocy elektroforezy w 12,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE). Frakcje zawierajace biatko OmpC taczono, dializowano do

wody i zageszczano. Biatko oznaczano metoda Bradford.
3.7.2. Chromatografia jonowymienna

Wstegpnie oczyszczony preparat bialkowy (5 mg) zawierajacy biatko OmpC
nanoszono na kolumne ze ztozem jonowymiennym DE-52 (Whatman; 1,6x10 cm; HR
Pharmacia) i rozdielano w systemie FPLC Akta Explorer. Kolumne réwnowazono buforem
zawierajagcym 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM NaCl, 0,4% Triton X-100. Rozdziat
prowadzono przy przeptywie 0,3 ml/min w gradiencie 0,0-0,5 M NacCl, zbierajac 2 ml
frakcje. Proby zawierajace biatko OmpC taczono ze sobg, dializowano do wody

I zaggszczano. Biatko oznaczano metoda Bradford.
3.8. Oznaczanie biatka
3.8.1. Metoda Bradford

Roztwor biatka o objetosci 5 pl zmieszano z 200 pl odczynnika Bradford (Thermo
Scientific) i inkubowano 10 min. w temperaturze pokojowej. Jako standardu do krzywej
kalibracyjnej uzywano roztworu BSA w zakresie stezen od 0-20 pg/ml Iub 0-1 mg/ml
w zaleznos$ci od spodziewanego rzedu wielkosci stezenia biatka w badanej probcee, zgodnie
z zaleceniami producenta. Absorbancje roztworu mierzono na plytce titracyjnej
przy dtugosci fali $wiatta A = 595 nm (BioTek).
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3.8.2. Pomiar absorbancji

Absorbancje roztworu biatka mierzono na spektrofotometrze Nano Drop (DeNovix;
DS-11+ Spectrophotometer) nanoszgc po 3 ul badanej probki na miejsce pomiarowe.

Jako kontroli uzywano wody lub buforu, w ktorym rozpuszczone byto biatko.

3.9. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE) [62]

Elektroforetyczny rozdziat bialek w warunkach denaturujacych prowadzono w zelu
poliakrylamidowym. Procentowos$¢ akrylamidu w zelu byta dobierana odpowiednio do masy
czasteczkowej biatek znajdujacych sie¢ w badanej probcee. Przygotowujac zele poliakrylamidowe

uzywano roztworow, ktorych sktad i sposob przygotowania zamieszczono ponizej:

30% akrylamid/ 0,8% bis-akrylamid
30 g akrylamidu (Sigma) i 0,8 g bis-akrylamidu (Sigma) rozpuszczono w 100 ml wody, nastepnie
przesaczono przez saczek WK II (Whatman) 1 przechowywano w lodowece.

Bufor do Zelu rozdzielajacego (bufor dolny): 4,5 M Tris-HCI, 0,3% SDS, pH 8,8
13,627 g Tris (Serva) rozpuszczono w H20, doprowadzono pH roztworu do 8,8 za pomocg 1 M
HCI (POCh). Dodano 300 mg SDS (Serva) wymieszano i uzupetniono wodg do 100 ml.

Bufor do Zelu zageszczajacego (bufor gorny): 0,25 M Tris-HCI, 0,2% SDS, pH 6,8
3,028 g Tris (Serva) rozpuszczono w H20, doprowadzono pH roztworu do 6,8 za pomoca 1 M
HC1 (POCh). Dodano 200 mg SDS (Serva) wymieszano i uzupetniono wodg do 100 ml.

10% Nadsiarczan amonu (APS —ammonium persulfate)

100 mg nadsiarczanu amonu (Sigma) rozpuszczono w 1 ml wody.
TEMED — N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina (Sigma)

Roztwory do przygotowania zeli zaggszczajacego i rozdzielajacego z odpowiednig

procentowoscig akrylamidu przygotowywano wg danych zawartych w Tabeli 6.
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zel

zel rozdzielajacy T

15% | 12,5% | 10% 8% 6% 4%

akrylamid 750ml | 6,24 ml | 495ml | 3,99 ml | 1,00 ml | 0,67 ml

bufor do zelu

. . 495 ml | 49 ml | 495ml | 495ml | 3,30ml | 3,30 ml
rozdzielajacego/zageszczajacego

H.O 247ml | 3,73 ml | 501 ml | 597 ml | 0,64 ml | 0,97 ml
APS 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 50 ul 50 ul
TEMED 75ul | 7,5 | 7,5pl | 75ul | 50pul | 50pul

Tabela 6. Objetosci roztworéw stosowanych do przygotowania zeli poliakrylamidowych o

odpowiedniej procentowosci.

Elektroforetyczny rozdziat biatek prowadzono przy statym napigciu wynoszacym 200 V,
w buforze do elektrod o skladzie: 25 mM Tris, 192 mM glicyna, 1% SDS. Denaturacje
przygotowywanych do elektroforezy preparatow biatkowych przeprowadzano w buforze
do prob (5-krotnie stg¢zony; 5xSB — Sample Buffer) inkubujac przez 5 minut w 95°C. Bufor
do prob (5xSB): 1 M Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% 2-merkaptoetanol, biekit

bromofenolowy.
3.10. Metody immunoenzymatyczne
3.10.1. Przygotowanie surowicy Krwi

W badaniach wykorzystano probki surowicy krwi pochodzace od grupy ztozonej z
127 dzieci z niedoborami immunologicznymi, 83 pacjentéw z nawracajacymi zapaleniami
droég oddechowych (NZDO), 40 dzieci bez obcigzen immunologicznych i 54 honorowych
krwiodawcow. Krew po pobraniu z naktucia zylnego inkubowano przez 1 godzing w 37°C,
a nastgpnie przez 1 godzing w 4°C. Surowic¢ oddzielono od skrzepu elementow
morfotycznych przez wirowanie 200xg przez 20 minut w 4°C. Surowice przechowywano

w -80°C.
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3.10.2. Test ELISA [132] [51]

Plytk¢ polistyrenowa (96-dotkowa, Maxi Sorp, Nunclon TM Surface) optaszczano
odpowiedniego antygenu rozpuszczonego w 100 pl 0,2 M buforu weglanowego, pH 9,6 przez noc
w 4°C. Antygeny niezwigzane z powierzchnig ptytki usuwano przez 3-krotne ptukanie dotkow
stosujac na kazde ptukanie po 250 pl buforu TBS-T (20 mM Tris, 50 mM NaCl, 0,05% Tween 20)
0pH 7,5. Wolne miejsca na plytce blokowano naktadajac 250 pl 1% roztworu BSA (Sigma)
w TBS-T. Po godzinnej inkubacji odptukiwano nadmiar BSA i nanoszono po 100 ul/dotek
przeciwcial pierwszorzedowych obecnych w surowicy ludzkiej rozpuszczonych w TBS-T
(w rozcienczeniu 1:750 IgG i 1:250 IgA) i inkubowano 2 godziny w temperaturze
pokojowej, po czym dotki 3-krotnie ptukano 250 ul porcjami buforu TBS-T. Nast¢pnie na
kazdy dotek nanoszono po 100 pul przeciwciat drugorzedowych (rozcienczonych w TBS-T
w stosunku 1:10 tys. IgG lub 1:20 tys. IgA) skoniugowanych z fosfataza alkaliczng (Sigma)
1 inkubowano godzing w temperaturze pokojowej. Po odptukaniu nanoszono po 150 pl
substratu (AP Yellow, Sigma) =zawierajacego fosforan para-nitrofenylu (pNPP,
p-nitrophenylphosphate) i inkubowano plytke w zacienionym miejscu przez 30 minut.
Reakcje przerywano dodaniem 50 pl/dotek 3 M NaOH. Ekstynkcj¢ mierzono przy dlugosci
fali $wiatta A = 405 nm (BioTek).

3.10.3. Transfer bialek na membran¢ Immobilon P oraz oznaczanie ich reaktywnosci

z przeciwcialami za pomoca metody Western Blot [132]

Biatka, po rozdziale elektroforetycznym w zelu poliakrylamidowym, transferowano
na membran¢ PVDF (Immobilon P) w buforze 10 mM Tris, 150 mM glicyna, 20% metanol,
o pH 8,3, przy statym napieciu 100 V przez godzing. Efektywnos¢ transferu oceniano
barwigc membrang roztworem 0,005% Ponceau S w 3% kwasie trojchlorooctowym
(TCA —trichloroacetic acid) i odbarwiajgc w wodzie. Wysuszong membrang traktowano
metanolem, a nastgpnie odptukiwano w wodzie i TBS-T (TBS-T — Tris-Buffered Saline
with Tween 20). Wolne miejsca blokowano 1% roztworem albuminy wolowej (BSA) w
TBS-T przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Nastgpnie membrang zanurzano
w 5 ml roztworu surowicy/przeciwcial w odpowiednim rozcienczeniu w TBS-T z 1% BSA
1 inkubowano przez noc w 4°C. Celem usunig¢cia niezwigzanych przeciwcial membrane
trzykrotnie ptukano w buforze TBS-T. W kolejnym etapie testu membrang poddawano
godzinnej inkubacji z roztworem drugorzedowych przeciwcial skoniugowanych z fosfataza

alkaliczng rozcienczonym 10 000 razy w TBS-T. Po trzykrotnym ptukaniu w TBS-T
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membran¢ zanurzano w roztworze substratu zawierajagcym 5 ml buforu do fosfatazy
alkalicznej (0,4 M Tris, pH 9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCly), 15% BCIP (5-bromo-4-
chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt), 30% NBT (NBT — nitro blue tetrazolium

chloride). Reakcje przerywano przez umieszczenie membrany w wodzie.
3.11. Przygotowanie zloza do chromatografii powinowactwa

Do 2 ml ztoza Sepharose CL-4B (Pharmacia) dodawano 2 ml acetonitrylu
i doprowadzano pH do 11,0 za pomoca roztworu 4 M NaOH. Nastepnie dodawano
0,2 g CNBr (bromocyjan) i inkubowano w temperaturze pokojowej na mieszadle
rotacyjnym przez 30 minut pod wyciggiem utrzymujac pH 11,0. Aktywowane zloze
Sepharose-CNBr ptukano na lejku ze spiekiem przemywajac 10 ml H2O i 10 ml 0,1 M
buforu weglanowego pH 8,6. Nastepnie dodawano 2 ml (¢ = 2,5 mg/ml) biatka OmpC
rozpuszczonego w 0,1 M buforze weglanowym o pH 8,6 i inkubowano na mieszadle
rotacyjnym przez 3 godziny w temperaturze pokojowej i nastgpnie przez noc w lodowce.
Wolne grupy blokowano przez godzinng inkubacje z 8 ml 1 M etanoloaminy o pH 8,0
w temperaturze pokojowej. Przygotowane ztoze odsaczano na lejku ze spiekiem, nastepnie
przeplukiwano 10 ml porcjami wody i PBS (Mg?*, Ca?*). Zawieszone w PBS ztoze

nanoszono na kolumne i przeptukiwano buforem PBS.

3.11.1. Oczyszczanie swoistych przeciwcial anty-OmpC z surowicy ludzkiej/mysiej z

zastosowaniem zloza z immobilizowanym biatkiem OmpC

Niewielka kolumne (plastikowy tips o objetosci 5 ml) ze ztozem Sepharose CL-4B
z immobilizowanym biatkiem OmpC roéwnowazono buforowanym roztworem PBS
(Mg?*, Ca?") ustalajac szybko$¢ przeptywu. Nastepnie nanoszono rozciehczong w stosunku
1:1 w PBS surowicg z przeciwciatami wykazujacymi powinowactwo do zwigzanego biatka
OmpC. Niezwigzany z kolumng material odptukiwano stosujac roztwor PBS, a biatka
niespecyficznie zwigzane uwalniano, uzywajac 1 molarnego roztworu NaCl. Nastepnie
chlorek sodu usuwano przeptukujac kolumne roztworem PBS i eluowano swoiste
przeciwciata anty-OmpC stosujgc 3 M roztwor rodanku potasu (KCNS). Po zakonczeniu
procesu kolumne przeptukiwano roztworem PBS (Mg?*, Ca?*) z dodatkiem 0,02% azydku
sodu (NaNs).
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3.12. Koniugacja peptydu z bialkiem no$nikowym [95]

W celu zabezpieczenia uzywanych do koniugacji peptydow przed dimeryzacja,
rozpuszczano je w roztworze trimetylofosfiny (10-krotny nadmiar w stosunku do peptydu)
i suszono pod azotem. Do koniugacji, jako biatka nosnikowego, uzywano monomeru BSA,
uzyskanego przez filtracje zelowa na ztozu Sephacryl S-200 (GE Healthcare Life Sciences)
w systemie FPLC Akta Explorer w 0,1 M octanie amonu wg metody 3.16.

Wolne grupy aminowe na biatku nosnikowym bromoacetylowano estrem
N-hydroksybursztynianowym kwasu bromoacetylowego (1 mg estru na 1 mg bialka,
utrzymujac stezenie biatka ¢ =2 mg/ml) w 0,1 M buforze weglanowym o pH 8,3. Inkubacje
prowadzono przez 3 godziny na mieszadle rotacyjnym w temperaturze pokojowej
utrzymujac stale pH = 8,3 przy pomocy 0,1 M NaOH. Pozostaty ester usuwano uzywajac
centriconu (Thermofisher scientific) (30 kDa, 20 ml 4000xg) i stosujac ptukanie roztworem
0,1 M dwuweglanu sodu o pH 8,3 i finalnie otrzymywano zageszczong bromoacetylowang
albumine wolowg (BSA) o stezeniu 10-20 mg/ml.

Stopien bromoacetylacji okre§lano przez oznaczanie wolnych grup aminowych
przed i po reakcji za pomocg kwasu 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowego (TNBSA).
Wysuszone pod azotem peptydy z aktywowana grupa tiolowa rozpuszczano w 0,1 M
buforze weglanowym z 2 mM EDTA o pH 8,3 w stezeniu 10-50 mg/ml. Nastepnie
wkraplano (przez ok. minute) bromoacetylowane BSA utrzymujac ~pH 8,5 za pomocg
0,1 M NaOH. Stosunek peptydu do biatka w mieszaninie reakcyjnej byt zawarty w
przedziale 50-100 mol/mol. Utrzymywano state Stezenie biatka (2 mg/ml) dostosowujac
stezenie peptydu. Koniugacje prowadzono przez noc w temperaturze pokojowej na
mieszadle rotacyjnym. Grupy bromoacetylowe BSA, ktore nie zwigzaly peptydu,
dezaktywowano przez godzinng inkubacje w temperaturze pokojowej B-merkaptoetanolem
(10 pl na 1 ml mieszaniny).

Stopien obsadzenia BSA peptydami mierzono za pomocg techniki MALDI-TOF-MS
jako matryce stosujac roztwor HCCA (kwas alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowy) w FWI

(kwas mrowkowy: woda: izopropanol 3:1:2) wg metody 3.15.
3.12.1. Oznaczanie wolnych grup aminowych na powierzchni bialka [114]

Roztwor biatka w zakresie stezen 30-80 pg/ml o objetosei 50 pl lub roztwor standardu
(glicyna) w zakresie stezen 0—12 pg/ml 1 50 pl roztworu 0,1 M buforu weglanowego o pH 8,5
inkubowano przez 2 godziny z 50 ul 0,02 % TNBSA (kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy) w
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37°C. Reakcje¢ przerywano przez dodanie 25 pl 10% dodecylosiarczanu sodu (SDS) i 15 pul
1 M kwasu solnego (HCI). Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali A = 335 nm.

3.13. Otrzymywanie rekombinowanego biatka OmpC S. flexneri 3a w systemie

ekspresyjnym E. coli
3.13.1. Przygotowanie bakterii kompetentnych

Pojedyncza koloni¢ E. coli BL21 wprowadzano do 5 ml pozywki ptynnej 2xYT
i hodowano przez noc w 37°C z uzyciem wytrzasarki obrotowej (190 rpm). Nastepnie tak
przygotowang hodowle wprowadzono do 100 ml pozywki ptynnej 2xYT (w stosunku 1:20
v/v). Hodowle kontynuowano az do osiagnig¢cia gestosci optycznej ODeoo = 0,4-0,6.
Kolejne etapy doswiadczenia prowadzono w tazni lodowej. Po schtodzeniu bakterii
(30 min.) hodowle wirowano przez 5 minut przy 5000xg, 4°C. Osad bakterii zawieszano
w potowie objetosci hodowli wyjsciowej zimnego 0,1 M roztworu CaCl> (50 ml).
Kompetentne bakterie poddawano transformacji lub mrozono w -80°C z dodatkiem 15%

glicerolu.

3.13.2. Transformacja bakterii kompetentnych metoda szoku termicznego

Do 200 pul zawiesiny kompetentnych pateczek E. coli dodano 10 ng plazmidowego
DNA i inkubowano 30 minut w tazni lodowej. Nastgpnie inkubowano 1 minute w 42°C i
ponownie chtodzono w tazni lodowej przez 2 minuty. Kolejno dodawano 750 ul ptynnej
pozywki SB (SB — Super Broth) i hodowano przez godzing z wytrzasaniem w 37°C. Na
szalke Petriego z pozywka LB (LB — Luria-Bertani) zestalong agarem z dodatkiem

ampicyliny (100 ug/ml), wysiano 10 pl zawiesiny bakterii i hodowano przez noc w 37°C.
3.13.3. Ekspresja bialka rekombinowanego w hodowli plynne;j

Pojedyncza koloni¢ pateczek E. coli BL21 po transformacji wektorem
pQE8OL/OmpC z wklonowanym insertem genu dla osmoporyny C, wprowadzano do
50 ml ptynnej pozywki 2xYT z ampicyling (100 pg/ml) i inkubowano przez noc w 37°C
na wytrzasarce obrotowej (190 rpm). Taka hodowle wprowadzano do 250 ml podtoza
hodowlanego 2xYT z ampicyling (100 pg/ml) (1:60 v/v) 1 hodowano do osiggni¢cia
gestosci optycznej ODeoo = 0,4-0,6. Produkcje rekombinowanego biatka OmpC
indukowano przez dodanie do hodowli roztworu 1 M IPTG (IPTG - Izopropylo-B-D-1-
tiogalaktopiranozyd) do osiggnig¢cia koncowego stezenia 1 mM. Hodowle prowadzono

przez 4 godziny w 37°C z uzyciem wytrzasarki obrotowej (190 rpm), a nast¢pnie wirowano
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przez 10 minut przy obrotach 7 000xg w 4°C. Supernatant usuwano, 0sad byt materiatem

wyjéciowym do izolacji rekombinowanego biatka OmpC.
3.13.4. Sonikacja osadéw bakteryjnych

Osad bakterii po odwirowaniu hodowli (0,9 g) zawieszano w 1 ml buforu do lizy
zawierajacym 50 mM Na H2POas, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 250 mM NacCl, 5% glicerolu,
8 M mocznik. Komorki bakteryjne zawieszone w buforze poddawano sonikacji w celu
degradacji $ciany komoérkowej (2 minuty, 0,75 cyklu, amplituda 100%). Mieszaning
wirowano przez 30 minut przy predkosci 14 000 x g. Supernatant zawierajacy
rekombinowane biatko OmpC przenoszono do nowej proboéwki, a do osadu dodawano
1 ml buforu do lizy i ponownie wirowano przy tych samych parametrach.
Uzyskane supernatanty poddawano analizie elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym
(SDS-PAGE) zgodnie z metoda 3.9.

3.14. Badania na modelach zwierzecych

3.14.1. Analiza wlasciwosci ochronnych natywnego i rekombinowanego biatka OmpC
prowadzona na modelu mysim, przy zastosowaniu zakazenia dawka LDioo paleczek

Shigella flexneri 3a

Celem wzbudzenia odpowiedzi ochronnej samice myszy szczepu BALB/c w wieku
6-9 tygodni czynnie immunizowano preparatami natywnego i rekombinowanego biatka
OmpC $ciany komorkowej pateczek Shigella flexneri 3a. Antygeny co 48 godzin podawano
zwierzetom dootrzewnowo, a kazda dawka uzytego do immunizacji myszy preparatu to
5 pg antygenu zawieszonego w 200 ul roztworu PBS. Grupe¢ kontrolng stanowity myszy
(5 osobnikéw w grupie), ktorym co 48 godzin podawano dootrzewnowo po 200 pl roztworu
PBS.

Po dwoéch tygodniach od pierwszej immunizacji podawano zwierzetom
dootrzewnowo zawiesing bakterii przygotowang w roztworze PBS w dawce LD1go (2x108

bakterii/mysz). Preparaty podawano zgodnie z danymi zawartymi w Tabeli 7.
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Nr Dzien 1 Dzien 3 Dzien 5 Dzieti 14
grupy
1 PBS PBS PBS L D100
(grupa kontrolna) | (grupa kontrolna) | (grupa kontrolna) Shigella flexneri
9 5 ug OmpC 5 ug OmpC 5 ug OmpC L D100
natywne natywne natywne Shigella flexneri
3 5 ug OmpC 5 ug OmpC 5 nug OmpC LD1oo
rekombinowane rekombinowane rekombinowane Shigella flexneri

Tabela 7. Schemat dootrzewnowej immunizacji myszy preparatami natywnego i
rekombinowanego biatka OmpC z uzyciem zakazenia myszy dawka LDico bakterii.

W kazdej grupie zwierza bylo 5 osobnikéow.

Stopien indukowanej ochrony okreslano stosujgc metode Reeda Muencha [51, 125]
w procentach na podstawie liczby myszy, ktore w stosunku do grupy kontrolnej przezyty
72 godz. po podaniu patogenu. Zwierzetom przed rozpoczgciem immunizacji oraz po jej
zakonczeniu, pobierano krew z zyly ogonowej, a po odwirowaniu krwi uzyskiwano
surowicg. W surowicy oznaczano poziom przeciwcial anty-OmpC klasy 1gG i klasy IgM

zgodnie z metoda 3.10.2.

3.14.2. Analiza wlasciwosci ochronnych ludzkich i mysich przeciwcial na modelu
mysim przy zastosowaniu zakazenia zwierzat paleczkami Shigella flexneri 3a

w dawce LDi1oo

W do$wiadczeniu modelowym, ktorego celem jest sprawdzenie aktywnosci ochronnej
przeciwciat, samice myszy szczepu BALB/c w wieku 6-9 tygodni w grupach po 5 myszy kazda,
immunizowano biernie, podajac dootrzewnowo swoiste przeciwciala wyizolowane z ludzkiej krwi
obwodowej lub surowicy mysiej uzyskanej od zwierzat immunizowanych natywnym biatkiem
OmpC (Tabela 8).
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Nr

Dzien 1 Dzien 2 Dzien 3
grupy

PBS

PBS 1 godzina przerwy
(grupa kontrolna) L Do

Shigella flexneri

PBS

_ LD
2 10 ug Ab (ludzkie) Shigella ?I)Oexneri -

10 pg Ab (ludzkie)

3 10 pg Ab (ludzkie) 1 godzina przerwy -

LD1oo
Shigella flexneri

10 pg Ab (ludzkie)

4 10 pg Ab (ludzkie) 1 godzina przerwy 10 pg Ab (ludzkie)

LD100 Shigella flexneri

10 ug Ab (mysie)

5 10 ug Ab mysie) 1 godzina przerwy 10 ug Ab (mysie)

LD1o0o
Shigella flexneri

. LD .
° 10 kg Ab (ludzkie) Shigella ﬁgxneri 10 g Ab (ludzkie)

Tabela 8. Schemat dootrzewnowej, biernej immunizacji myszy swoistymi
przeciwcialami anty-OmpC, izolowanymi z surowicy ludzkiej/mysiej, stosowany w
doswiadczeniu modelowym z uzyciem dawki zakazajacej LD1oo bakterii. W kazdej

grupie zwierza bylo S osobnikow.

3.14.3. Analiza wlasciwosci ochronnych ludzkich i mysich przeciwcial na modelu mysim

przy zastosowaniu zakazenia zwierzat paleczkami Shigella flexneri 3a w dawce LDso

W doswiadczeniu modelowym, ktorego celem byto okreslenie witasciwosci
ochronnych swoistych przeciwciat anty-OmpC, samice myszy szczepu BALB/c w wieku
6-9 tygodni, w grupach po 5 myszy, immunizowano biernie, podajac dootrzewnowo

przeciwciala wyizolowane z ludzkiej krwi obwodowej lub z surowicy mysiej uzyskanej od
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zwierzat immunizowanych natywnym biatkiem OmpC. Przeciwciata ludzkie podawano
zwierzetom trzy razy (w pierwszej, drugiej i trzeciej dobie, grupa 2 i 3) stosujac
kazdorazowo do immunizacji dawke 50 pg (grupa 2) lub 100 pg (grupa 3) preparatu
przeciwcial w 200 pl roztworu PBS. Przeciwciala mysie podawano trzykrotnie (w
pierwszej, drugiej i trzeciej dobie, grupa 4) stosujac kazdorazowo dawke 50 ug preparatu
przeciwciat w 200 pl roztworu PBS. Grupa kontrolna myszy (grupa 1) otrzymywata
dootrzewnowo trzykrotnie jedynie po 200 ul roztworu PBS/mysz. Myszy w odpowiednich
grupach zakazano pateczkami S. flexneri 3a w dawce LDso (7x107 bakterii/mysz)
zawieszonymi w 200 pl roztworu PBS. Stosowany w do$wiadczeniu czas zakazenia to
1 godzina po drugiej immunizacji (grupa 1, 2, 3, 4). Immunizacj¢ prowadzono zgodnie ze

schematem zamieszczonym w Tabeli 9.

Nr grupy Dzien 1 Dzien 2 Dzien 3
PBS
1 PBS 1 godzina przerwy PBS

(grupa kontrolna) (grupa kontrolna)

LDso Shigella flexneri

50 pug Ab (ludzkie)

2 50 pg Ab (ludzkie) 1 godzina przerwy 50 ug Ab (ludzkie)

LDso Shigella flexneri

100 pug Ab (ludzkie)

3 100 ug Ab (ludzkie) 1 godzina przerwy 100 ug Ab (ludzkie)

LDso Shigella flexneri
50 ug Ab (mysie)

1 godzi
4 50 ug Ab (mysie) godzina przeraly 50 ug Ab (mysie)

LDso Shigella flexneri

Tabela 9. Schemat biernej immunizacji myszy swoistymi przeciwcialami anty-OmpC,
uzyskanymi z surowicy ludzkiej/mysiej, stosowany w doswiadczeniu modelowym z uzyciem

dawki zakazajacej LDsobakterii. W kazdej grupie zwierza bylo 10 osobnikéw.
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Stopien indukowanej ochrony okreslano, stosujac metode Reeda Muencha [51, 125]
w procentach, na podstawie liczby myszy, ktore w stosunku do grupy kontrolnej przezyty

72 godz. po podaniu patogenu.
3.15. Analiza MALDI-TOF-MS

Analize BSA oraz koniugatow biatkowych BSA-peptyd cykliczny/liniowy
przeprowdzono z zastosowaniem techniki MALDI-TOF-MS, jako matryce stosujgc kwas
HCCA rozpuszczony w roztworze FWI: kwas mrowkowy/woda/izopropanol w stosunku
3/1/2 (v/v/v) w stezeniu 20 mg/ml. Na odpowiednim spocie ptytki stalowej mieszano 1 pl
matrycy z 1 ul BSA lub koniugatu BSA-peptyd, a nastgpnie suszono na powietrzu. Analizg
masowg prowadzono z wykorzystaniem aparatu ultrafleXtreme i1 oprogramowania

flexControl oraz analizowano w programie flexAnalysis (Burker Daltonics).
3.16. Oczyszczanie monomeru albuminy surowicy bydlecej (BSA)

Albuming surowicy bydlecej (BSA) pozyskiwano z firmy Sigma-Aldrich.
Zliofilizowany preparat BSA w ilosci 100 mg rozpuszczano w 1 ml 0,1 M octanu amonu i
nanoszono na kolumng ze ztozem Sephacryl S-200 (o wymiarach 100x1,6 cm). Rozdziat
preparatu prowadzono w systemie FPLC przy przeptywie 0,3 ml/min. zbierajac 2 ml
frakcje. Frakcje zawierajace monomer BSA pulowano, dializowano do wody i

liofilizowano.
3.17. Metody statystyczne

Wykresy oraz analize¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania
GraphPad Prism 5. Do testowania normalnosci danych zastosowano test Shapiro-Wilka.
Istotnos¢ roznic statystycznych w mianach przeciwciat przeprowadzono za pomoca testu
Manna-Whitneya lub testu T-studenta. Réznice uznano za istotng przy P <0,05.
Dane reprezentuja $rednie £ SD z trzech powtorzen technicznych. Symbol gwiazdki (*)
oznacza p < 0,05, dwie gwiazdki (**) oznaczaja p < 0,01, a trzy gwiazdki (***) p < 0,001.

Analize poziomu przeciwcial w poszczegolnych grupach badanych przedstawiono na
wykresach pudetkowych (box-plot), gdzie Q1 i Q3 oznaczajg kwartyle méwigce o tym, ze 25%
badanych znajduje si¢ powyzej wartosci Q1 oraz ze 25% badanych znajduje si¢ ponizej wartosci

Qz(Rycinie 6).
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Standardowy blad
sredniej (+)

— Q1

— Srednia arytmetyczna

Standardowy blad
Sredniej ()
Rycina 6. Wykres pudelkowy — graficzna prezentacja statystycznego rozkladu mian

przeciwcial wobrebie badanej grupy.

Do okreslenia zalezno$ci miedzy wiekiem pacjenta, a poziomem przeciwciat
zastosowano wspotczynnik korelacji r-Pearsona. Wartos¢ wspotczynnika mniejsza od zera
swiadczy o tendencji spadkowej, natomiast dodatnia warto$¢ wspdiczynnika r §wiadczy o
wspolproporcjonalnym wzroscie wieku 1 miana przeciwcial. Wspoétczynnik r w zakresie od
0,5 do 0,5 wskazuje na staba korelacje¢, natomiast warto§¢ wspotczynnika r w przedziale od

-1,0 do -0,5 oraz od 0,5 do 1,0 wskazuje na silng korelacje.
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4. Wyniki
4.1. Hodowla paleczek Shigella flexneri 3a

Celem uzyskania masy bakteryjnej, jako zrodta biatek blony zewngtrznej,
przygotowano hodowle szczepu Shigella flexneri 3a prowadzong na podtozu ptynnym BHI
przez 8 godzin z wytrzasaniem w temperaturze 37°C (metoda 3.2.). Uzyskano 1,5 g suchej
masy bakterii z 1 litra hodowli ptynnej. Hodowla pateczek Shigella byta pierwszym etapem
badan nad immunoreaktywnos$cia biatka OmpC z przeciwciatami surowiczymi. Dobor
odpowiednich warunkéw, jak podioze, temperatura i czasy inkubacji mial kluczowe
znaczenie w prowadzeniu hodowli. Hodowle paleczek przerwano w fazie wzrostu
logarytmicznego (trofofaza) przez odwirowanie hodowli w procesie cigglym z
zastosowaniem wirO6wki z rotorem przeptywowym.

Zastosowanie takich warunkéw pozwolito na uzyskanie maksymalnej ilosci mokrej
masy bakterii w optymalnej kondycji, co pozwolito w kolejnych etapach badan na

uzyskanie immunoreaktywnego preparatu biatka OmpC.
4.2. Ekstrakcja bialek blony zewnetrznej paleczek Shigella flexneri 3a

Do ekstrakcji bialek blony zewnetrznej uzyto 27 ¢ suchej masy bakterii
i wykorzystano kwas walerianowy w stezeniu koncowym 2,3 M (metoda 3.6.). Ekstrakcje
przeprowadzono dwukrotnie z powtornym wykorzystaniem tego samego materiatu.
W wyniku przeprowadzonej pierwszej ekstrakcji uzyskano 120 mg mieszaniny biatek
(Ekstrakt I) zawierajacej biatko OmpC. Z drugiej ekstrakcji uzyskano 35 mg preparatu
biatkowego (Ekstrakt I1). Ze wzgledu na podobienstwo sktadu biatkowego w obydwu
ekstraktach, w ktorych przewazajaca ilos¢ stanowito biatka OmpC, obydwa preparaty ze
sobg potaczono (Rycina 7).
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Masa

[kDa] LMW EkstraktI LMW Ekstrakt IT

E———————

97,0

66,0

45,0

\H)

38,0

30,0

20,1

14,4

Rycina 7. Rozdzial elektroforetyczny ekstraktow (I, II) bialek blony zewnetrznej w Zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych, po dwoch etapach ekstrakceji z uzyciem

kwasu walerianowego.

Istnieje wiele metod ekstrakcji biatek bakteryjnych jak metoda Schnaitmana [109],
metoda Arcidiacono i wsp. [3] z uzyciem kwasu walerianowego, liza komorek (szok
osmotyczny) czy trawienie enzymatyczne. Dobor metody jest $cisle uzalezniony od
rodzaju materialu ekstrakcyjnego (komorki prokariotyczne, tkanki, bakterie) oraz od
charakteru bialka, ktore bedzie izolowane (biatka wewnatrz
komoérkowe/zewnatrzkomorkowe).

Biatko OmpC jest biatkiem btonowym Shigella flexneri i jednoczesénie jednym z
biatek gtownych tych pateczek obok biatek OmpA, OmpF i OmpX [130]. Bardzo waznym
krokiem, od ktorego zaczyna si¢ ekstrakcje tych biatek blonowych, jest ich solubilizacja ze
srodowiska lipidowego. Zalezna jest ona gtéwnie od wyboru odpowiedniego detergentu i
jego stezenia. Ma to szczegolne znaczenie, gdy chcemy oczysci¢ biatka w formie natywne;.

W metodzie Schnaitmana uzywanym niejonowym detergentem jest Triton X-100.
Po rozbiciu $ciany komorek bakterii i usunieciu ich fragmentéw, zastosowanie
2% roztworu Tritonu X-100 w odpowiednim buforze w obecnosci 5 mM EDTA jako
czynnika chelatujacego, pozwala po ultrawirowaniu uzyska¢ wielosktadnikowy preparat
OMP w postaci rozpuszczonej. Przewage nad metoda Schnaitmana wykazuje metoda z

uzyciem kwasu walerianowego nie tylko ze wzgledu na prostszg procedure, ale co ma
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kluczowe znaczenie, z uwagi na uzyskanie w preparacie znacznej przewagi biatek
glownych (w tym biatka OmpC) nad innymi biatkami $ciany komorkowej Shigella flexneri
(Rycina 7). Ekstrakcja ta przede wszystkim to procedura krétka i generalnie jednoetapowa.
Liza komorek bakterii Shigella kwasem walerianowym i selektywna rozpuszczalnosé
osmoporyny OmpC, jest mozliwa dzigki stabilnosci trimerycznego kompleksu
powstajacego w tym procesie. Oddziatywania elektrostatyczne i hydrofobowe, ktore
stabilizuja wyzszorzgdowe struktury OmpC nie ulegaja rozerwaniu w kwasie
walerianowym.

Zastosowanie metody Arcidiacono i wsp. [3] do izolacji OmpC Shigella flexneri 3a,
znacznie skrdcito i uproscito procedure. Wydajnos¢ otrzymanego ta metoda preparatu
OmpC jest poréwnywalna z wydajnoscig preparatéw OmpC otrzymywanych z uzyciem
detergentu [109]. Oczyszczenie poszczegdlnych biatek czy peptydow z mieszaniny jest
waznym zagadnieniem w biochemii biatek. Przeprowadzona przez nas zmodyfikowana
dwukrotna ekstrakcja kwasem walerianowym, znacznie podwyzszylta wydajnosé
uzyskiwanych preparatow bialek blony zewngtrznej kilku gatunkow bakterii nalezacych do
rodziny Enterobacteriaceae, w tym Shigella flexneri. Z dostepnych obecnie metod izolacji
bakteryjnych biatek blonowych, metoda z wykorzystaniem kwasu walerianowego daje
najwigksza procentowg zawarto$¢ biatka OmpC w stosunku do pozostatych biatek.

Uzyskany preparat biatkowy zawieral natywne biatko OmpC o prawidiowej
strukturze, co wykazano w testach immunoenzymatycznych typu Western Blot (Rycina
11). Tak przygotowany preparat to doskonaty materiat wyjsciowy do poddania go

oczyszczaniu celem uzyskania homogennego preparatu biatka OmpC.
4.3. Oczyszczanie bialka OmpC

Otrzymanie homogennego preparatu biatkka OmpC, z wieloskladnikowego
preparatu uzyskanego droga ekstrakcji kwasem walerianowym, stanowi proces o
charakterze dwuetapowym. W pierwszym etapie oczyszczania zastosowano metode
filtracji zelowej, a w drugim etapie oczyszczono preparat do homogennosci na drodze
chromatografii jonowymiennej. W procesie oczyszczania biatka wazne jest, aby nie stracito
ono swojej struktury i naturalnej konformacji przestrzennej. Ma to niebagatelne znaczenie
przy dalszym uzyciu tego biatka w testach immunoreaktywnosci. Z tego wzgledu,
poszczegolne etapy oczyszczania powinny byc¢ krotkie i nie powinno si¢ stosowa¢ W nich

komponentow, ktore moga denaturowac jego strukture.
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4.3.1. Filtracja zelowa

Uzyskany w wyniku ekstrakcji kwasem walerianowym preparat biatkowy (15 mg)
rozpuszczono w buforze zawierajacym 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM NaCl, 1% Triton X-100.
Oczyszczanie uzyskanego ekstraktu i rozdzial biatek przeprowadzono zgodnie z
metodologia zawartg w rozdziale nr 3.7.1 z zastosowaniem kolumny szklanej o wymiarach
100x1,6 cm ze ztozem Sephacryl S-200. Rozdzial peowadzono w systemie FPLC przy
przepltywie 0,3 ml/min., zbierajac 2 ml frakcje. Frakcje zawierajace biatko OmpC,
oznaczone na Rycinie 8 numerami 19-26 (38-52 ml) spulowano, wydializowano do wody
i zageszczono. Uzyskany preparat scharakteryzowano stosujac elektroforez¢ w warunkach

denaturujacych SDS-PAGE.
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Rycina 8. Obraz uzyskany po elektroforezie w zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy sklad
bialkowy ekstraktu z S. flexneri. Frakcje 9-32 otrzymane po oczyszczaniu preparatu
na kolumnie ze ztozem Sephacryl S-200.

*na pojedyncza $ciezke zelu naniesiono po 120150 ul liofilizowanych frakcji.
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Rycina 9. Obraz uzyskany po elektroforezie w zelu poliakrylamidowym,
przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) ilustrujacy sklad
bialkowy ekstraktu z blony komérkowej Shigella flexneri 3a (1) oraz preparatu bialek

(2) po pierwszym etapie oczyszczania metodg filtracji zelowej.

W wyniku przeprowadzonego pierwszego etapu oczyszczania wielosktadnikowego
preparatu metoda filtracji zelowej (Rycina 8), otrzymano preparat o zawartosci 5 mg biatka,
w ktorym biatko OmpC stanowito gtéwng frakcje (Rycina 9 $ciezka nr 2 na zelu). Biatko
OmpC stanowi glowny skladnik w analizowanych probach. Uzyskany obraz
elektroforetyczny jednoznacznie wskazuje na wigksza zawarto$¢ biatka OmpC w preparacie w
stosunku do ilosci pozostatych biatek obecnych w badanym preparacie. Biatko OmpC jest
biatkiem naturalnie wystepujacym w blonie zewngtrznej pateczek Shigella flexneri.
Ze wzgledu na Srodowisko wystepowania, w jego strukturze pierwszorzedowej, znajduje
si¢ wiele aminokwasow hydrofobowych, ktore pozwalaja mu na petnienie swoich funkcji
W lipidowym §rodowisku przezblonowym. Determinuje to hydrofobowos$¢ catej czasteczki
utrudniajgc tym samym rozpuszczanie tego biatka w roztworach wodnych.

Zasadniczym etapem oczyszczania poekstrakcyjnego preparatu biatkowego byl
dobor odpowiedniego srodowiska. Ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$¢ biatek btonowych
konieczne bylo zastosowanie detergentu. W buforze do réwnowazenia kolumny
chromatograficznej zastosowano 0,4% Triton X-100, co gwarantowato, ze biatka nie
wytracaly si¢ z przygotowanego preparatu. Waznym etapem oczyszczania biatka OmpC
bylo dobranie zloza pozwalajacego na rozdzielenie si¢ poszczegdlnych biatek z
poekstrakcyjnej mieszaniny. Separacja biatek oparta na filtracji zelowej polegata na

wykorzystaniu porowatej struktury ziaren zelu oraz zjawiska dyfuzji biatek oraz solwentu.
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W celu efektywnego rozdzialu mieszaniny dobrano takie zloze, aby porowato$¢
umozliwiata migracje czasteczek w glab ziaren zelu. Wniknigcie czastki w pory wydtuzto
czas migracji biatek, co zwickszylo jako$¢ rozdziatu. Wielko$¢ poréw ztoza umozliwiajaca
skuteczng separacje biatka OmpC wynosi ok. 38 kDa. Odpowiednim zlozem do rozdzialu
biatek tej wielkosci okazal si¢ Sephacryl S-200 i S-300, ktorego wielko$¢ pordw
umozliwita separacje¢ bialek w zakresie mas odpowiednio 5-250 oraz 10-1500 kDa. Ztoze
Sephacryl S-200 wielko$¢ swoich porow ma zblizong do biatka OmpC, co gwarantowato

osiagniecie odpowiedniej jakosci rozdziatu.
4.3.2. Chromatografia jonowymienna

Uzyskany zaggszczony preparat biatkowy (5 mg) (Rycina 9, $ciezka nr 2 na zelu)
po filtracji Zelowej na ztozu Sephacryl S-200 naniesiono na kolumne ze zlozem
jonowymiennym DE-52. Kolumne¢ zréwnowazono buforem zawierajacym 50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 50 mM NaCl, 0,4% Triton X-100. Oczyszczanie przeprowadzono przy
przeptywie 0,3 ml/min. w gradiencie 0,0—0,5 M NaCl, zbierajac frakcje o objetosci 2 ml.
Frakcje zawierajace biatko OmpC spulowano, wydializowano do wody i zaggszczono
stosujgc ultrafiltracje na Amiconie (10 kDa, Millipore). Biatko w preparacie oznaczono

metoda Bradford, otrzymano 2,0 mg homogennego preparatu OmpC (Rycina 10).
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Rycina 10. Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy ekstrakt bialkowy po izolacji z
blony zewnetrznej Shigella flexnerii 3a oraz homogenny preparat biatka OmpC

otrzymany po chromatografii jonowymiennej na zlozu DE-52 (5 pg).
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Uzyskany homogenny preparat biatka OmpC (15 pg) po rozdziale
elektroforetycznym i transferze na membran¢ Immobilon P, poddano badaniu
oddziatywania z surowica ludzka, okreslajac metoda Western Blot jego reaktywno$¢ z

obecnymi w surowicy ludzkiej przeciwciatami anty-OmpC (Rycina 11).
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Rycina 11. Reaktywnos$é¢ preparatu biatka OmpC z surowica ludzka oznaczona

metoda Western Blot.
4.3.3. Wydajnos$¢ oczyszcezania biatka OmpC

Zastosowanie dwuetapowego oczyszczania ekstraktu biatek btony zewngtrznej
pateczek Shigella flexneri 3a z uzyciem filtracji zelowej i chromatografii jonowymiennej,
pozwolito w przypadku chromatografii jonowymiennej na uzyskanie homogennego
preparatu z wydajnoscig 36%. Caty proces oczyszczania 15 mg mieszaniny biatek btony
zewnetrznej otrzymanych w wyniku ekstrakcji kwasem walerianowym, pozwolit na
uzyskanie 2 mg homogennego preparatu biatka OmpC. Catkowita wydajno$¢ procesu
wynosita 13,3%. Wydajnos¢ procesoOw uzyskang na poszczegolnych etapach oczyszczania

ilustruje Tabela 10.
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Ilos$¢ uzyskanego biatka
. ; na poszczegolnych Wydajnosé
Bialka blony zewne¢trznej etapach oczyszczania [%]

(OMP) [mg]
OmpC

po ekstrakcji z komorek bakteryjnych 5 100,0
ompe 5 33,3

po filtracji zelowej (Sephacryl S-200) '
OmpC 2 36,0

po chromatografii jonowymiennej (DE-52) ’
wydajnos¢ catkowita 15—-2 13,3

Tabela 10. Wydajnos¢ oczyszczania biatka OmpC na poszczegolnych etapach oraz calkowita
wydajno$¢ procesu.

4.4. Oczyszczanie monomeru albuminy surowicy bydlecej (BSA)

Albuming surowicy bydlecej pozyskano z firmy Sigma-Aldrich. Zliofilizowany
preparat BSA w ilosci 100 mg rozpuszczono w 1 ml 0,1 M octanu amonu i naniesiono na
kolumng ze ztozem Sephacryl S-200 (Rycina 12).

Masa
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Rycina 12. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym

przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy preparat
BSA przed procesem oczyszczania.

72



Rozdziat prowadzono w systemie FPLC przy przeptywie 0,3 ml/min. zbierajac
2 ml frakcje. Frakcje zawierajace wytgcznie monomer BSA spulowano, wydializowano do

wody i zliofilizowano uzyskujac 36 mg preparatu biatka (Rycina 13).
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Rycina 13. Obraz uzyskany po elektroforezie w 8% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy sklad biatkowy
poszczegolnych frakcji po oczyszczaniu BSA na kolumnie ze zlozem Sephacryl S-200.

Uzyskany preparat (po odrzuceniu frakcji zanieczyszczonych innymi biatkami)
zawiera monomer biatka BSA w znacznej przewadze nad pozostaltymi biatkami
(Rycina 14). Na Rycinie 14 wida¢ duzg zawartos$¢ biatek 0 duzej masie (kolagen, dimery
BSA) w gornej czesci elektroforogramu, ktdre odrzucono w filtracji zelowej pozostawiajac

monomeryczne biatko BSA.
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Rycina 14. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy preparat
BSA przed i po oczyszczeniu na kolumnie ze zlozem Sephacryl S-200 nanoszony w
dawkach 2, 3,415 pg.
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4. 5. Koniugacja peptydoéw z bialkiem no$nikowym

Na podstawie analizy wczesniej opublikowanych wynikéw badan zespotu naszego
laboratorium, w ktorych stwierdzono, ze epitop o sekwencji GLNRYDERYIGC
wykazywal si¢ najwickszg immunogenno$cia 1 byt epitopem wigzacym ludzkie
przeciwciata anty-OmpC [51, 52], zdecydowano o zsyntetyzowaniu takiego peptydu w
dwoch konformacjach przestrzennych (liniowy i cykliczny) i uzyciu ich do realizacji
dalszych etapow badan.

Otrzymany, dzigki wspolpracy z Zespotem Chemii i Stereochemii Peptydow i
Biatek Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, peptyd cykliczny o sekwencji
[GGLNRYDERYIGK]-C (rozdziat 3.3.1., Rycina 4) oraz pozyskany z firmy NOVAZYM
peptyd liniowy o sekwencji GLNRYDERYIGC (rozdziat 3.3.2., Rycina 5), byly podstawa
do przygotowania koniugatow.

Dysponujac odpowiednimi materiatami (peptyd liniowy, peptyd cykliczny)
zaprojektowano i przygotowano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.12. dwa
koniugaty tych peptydéw z biatkiem no$nikowym, jakim byt monomer albuminy surowicy
bydlecej (BSA) o masie 66,5 kDa. Nastepnie zbadano reaktywnos$¢ tych koniugatow z
przeciwciatami anty-OmpC oraz okreslono, czy réznice w konformacji przestrzennej
peptydow uzytych do koniugacji, majg wpltyw na prezentowanie epitopu wigzacego
przeciwciata i tym samym moga mie¢ wplyw na oznaczenie poziomu sSwoistych
przeciwciat w surowicy ludzkiej.

W dalszej czgsci pracy dla uproszczenia, koniugat BSA-peptyd cykliczny bedzie
nazywany koniugatem cyklicznym, natomiast koniugat BSA-peptyd liniowy nazywany

bedzie koniugatem liniowym.
4.6. Synteza koniugatu BSA-peptyd

Stopien obsadzenia biatka no$nikowego (BSA) peptydami wyznaczono za pomoca
techniki  MALDI-TOF-MS  (zgodnie z metoda nr 3.15). Jako matryce
stosowano roztwor HCCA (kwas alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowy) w FWI
(kwas mréwkowy:woda:izopropanol w stosunku objetosciowym 3:1:2). Liczbe
przytaczonych czasteczek peptydow do BSA wyznaczono z ilorazu roznicy masy

koniugatu i masy BSA oraz masy peptydu (Rycina 151 16).
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Rycina 15. Obliczanie stopnia obsadzenia bialka no$nikowego peptydami.
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Rycina 16. Widma mas BSA oraz koniugatu BSA-peptyd cykliczny (A) oraz koniugatu
BSA-peptyd liniowy (B) otrzymane za pomoca techniki MALDI-TOF-MS (zgodnie z
metodg nr 3.15).

Na podstawie otrzymanych wynikow obliczono $rednie obsadzenie biatka nosnikowego
(BSA) peptydami:

A. Koniugat BSA/peptyd cykliczny

Stopieti obsadzenia — 73560,278 — 66452,953 -
opien obsadzenia = 1807 868 =3,

B. Koniugat BSA/peptyd liniowy

Stovieh obsadzenia = 75204,727 — 66500,834 5 970
opien obsadzenia = 1458.000 =5,
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Obliczone w oparciu o metode MALDI-TOF-MS masy BSA oraz koniugatow
pokazuja wickszg warto$¢ srednig masy czasteczek koniugatow niz masa czasteczki BSA,
co $wiadczy o obsadzeniu BSA peptydami. Wyznaczona masa monomeru BSA wynosi
66,45 kDa oraz 66,50 kDa, co pokrywa si¢ z danymi (66,27 kDa) literaturowymi [47].

Piki koniugatow na widmie masowym (kolor czerwony na Rycina 16) maja ksztatt
dzwonu, co §wiadczy o r6znym stopniu obsadzenia bialka no$nikowego peptydami.
Intensywno$¢ pikow pochodzacych od koniugatow maleje réwnomiernie w obu
kierunkach, przez co tatwo mozna obliczy¢ $rednie obsadzenie peptydami. Srednio na
jedng czasteczke BSA doszto do zwigzania 4 czasteczek peptydu cyklicznego oraz 6
czasteczek peptydu liniowego. Roznica w liczbie peptydow zwigzanych z BSA wynikaé
moze z ich konformacji przestrzennej. W koniugacie peptydy z jednej strony przyczepione
sa do bialka nosnikowego, a z drugiej strony eksponowane s3g na zewnatrz czasteczki,
co zwigksza ich dostepnos¢ dla np. przeciwciat.

Jak wiadomo, epitop biatka OmpC wigzacy ludzkie przeciwciata znajduje si¢ w
jednej z jego petli (nr 3) zlokalizowanej na zewnatrz blony komorki bakteryjnej
(Rycina 3) [51]. Peptydy o strukturze cyklicznej maja nasladowa¢ swoja konformacja
przestrzenng naturalne utozenie epitopu wiazacego. Petla tego peptydu zajmuje wigcej
przestrzeni wokoét biatka no$nikowego, co sprawito, ze nie we wszystkich mozliwych
miejscach czasteczki BSA (zdolnych do zwigzania peptydu) mogty przytaczy¢ sie peptydy.
Peptyd liniowy, ktory zajmuje mniej przestrzeni wokot czasteczki BSA, mogh wysycic¢ to

biatko no$nikowe w wiekszym stopniu niz peptydy cykliczne.

4.7. Uzyskanie swoistych przeciwcial anty-OmpC z uzyciem chromatografii
powinowactwa do immobilizowanego bialka OmpC na kolumnie ze zlozem
Sepharose CL-4B

Powinowactwo przeciwciat anty-OmpC obecnych w surowicy ludzkiej krwi
obwodowej okreslono stosujac zloze Sepharose CL-4B, na ktérym immobilizowano
homogenne biatko OmpC po uprzedniej bromoacetylacji. Tak przygotowang kolumng ze
ztozem do chromatografii powinowactwa zréwnowazono buforowanym fosforanem
roztworem soli fizjologicznej (PBS). Na zloze naniesiono surowice rozcienczong
roztworem PBS w stosunku 1:1 (Rycina 17 A), a nadmiar niezwigzanego materiatu
usuni¢to stosujac roztwor PBS (Rycina 17 B). Biatka zwigzane niespecyficznie usunigto
stosujac 1 M roztwor chlorku sodu (NaCl) (Rycina 17 C), a nastgpnie kolumne wyptukano
za pomoca roztworu PBS (Rycina 17 D).
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Przeciwciata oddziatujgce swoiscie z biatkiem OmpC uwolniono z kolumny stosujgc 3 M
roztwor rodanku potasu (KCNS) (Rycina 17 E). Nastepnie kolumne odptukano roztworem PBS
(Rycina 17 F). Frakcje zawierajace Swoiste przeciwciala potaczono, zageszczono i rodanek
potasu (KCNS) odptukano wodg stosujgc Amicon z membrang filtracyjng 30 kDa (Merck
Millipore).

Rycina 17. Profil elucji przeciwcial surowicy ludzkiej krwi obwodowej z kolumny
powinowactwa ze zlozem Sepharose CL-4B z immobilizowanym bialkiem OmpC. Linia
niebieska pokazuje stezenie bialka mierzone w aparacie nano-drop, kolorem czerwonym

zaznaczono absorbancje roztworu do elucji przeciwcial.

Do izolacji przeciwcial wybrano surowice ludzkiej krwi obwodowej 0 wysokiej
reaktywnosci z bakteryjnym biatkiem OmpC. W pierwszym etapie izolacji przeciwcial na
kolumn¢ naniesiono surowicg rozcienczong (1:1) roztworem PBS. Zawarte w nigj
przeciwciata swoiste wzgledem immobilizowanego biatka zostaly zwigzane, natomiast
pozostale przeciwciala oraz inne niezwigzane komponenty surowicy zostaty usunigte po
przeptukaniu ztoza buforowanym roztworem soli fizjologicznej. Do zloza zwigzato si¢
wiele czasteczek z surowicy o roznym powinowactwie i sile wigzania wzgledem biatka
OmpC. Celem usuni¢cia czasteczek, ktore wykazujg niskg Swoisto$¢ wigzania, zloze
ptukano 1 M roztworem chlorku sodu. Spowodowato to, ze na zlozu zwigzane pozostaty
tylko przeciwciata o odpowiednio duzej sile wigzania. Odptukane biatka stanowity
nieznaczng cz¢$¢ wzgledem biatek zwigzanych, o czym $wiadczy niski sygnat w bramce C
uwidoczniony na Rycinie 17. Uwolnienie zwigzanych swoistych anty-OmpC przeciwciat

nastgpito po elucji 3 M rodankiem potasu (KCNS) (Rycina 17 E).
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Przeciwciata sg glikoproteinami, ktorych nawet nieznaczna zmiana struktury
przestrzennej, moze diametralnie zmieni¢ ich wlasciwosci, przez co tatwo traca
powinowactwo i swoistos¢. Z tego wzgledu, wyizolowane przeciwciata bezzwlocznie
zaggszczono 1 przeptukano roztworem PBS na kolumnie Amicon z membrang 30 kDa, aby
usung¢ rodanek potasu, a nastepnie zmieszano w stosunku 1:1 z glicerolem i zamrozono
celem uzycia do kolejnych testow.

Kolumng ze zlozem Sepharose CL-4B—OmpC zroéwnowazono roztworem PBS z
dodatkiem 0,1% azydku sodu (NaNs) i przechowywano w lodéwce do uzycia w nastepnych
doswiadczeniach izolacji swoistych przeciwciat.

Z jednokrotnej izolacji przeciwcial, przy wuzyciu 4 ml zloza Sepharose
CL-4B-OmpC i 500 pl surowicy krwi ludzkiej (1:1 w PBS) uzyskano 600 pl przeciwciat
anty-OmpC (1:1 PBS:glicerol) o stezeniu 355 pg/ml (213 pg) (Tabela 11).

Objetosé Stezenie Masa
Surowica wyizolowanych izolowanych izolowanych Wydajnos$é [%]
[pd] przeciwcial przeciwcial przeciwcial (masa : objetosc)
(1] [ng/ml] [ng]
250 600 355 213 0,0852

Tabela 11. Wydajno$¢ procesu izolacji przeciwcial anty-OmpC z surowicy ludzkiej
krwi na kolumnie ze ztozem Sepharose CL-4B—-OmpC.

W izolacji przeciwcial kluczowe jest otrzymanie produktu w formie aktywnej
0 wysokiej swoisto$ci do badanego antygenu, wazna jest takze czysto$¢ preparatu oraz
mozliwie jak najwieksza wydajnos¢. Takie cechy otrzymanego preparatu pozwolity na
zastosowanie go do kolejnych etapéw badan nad immunoreaktywno$cig i staty si¢
podstawa do uzyskania finalnego produktu, jakim jest preparat do suplementacji
przeciwcial anty-OmpC u o0s6b z niedoborami. Charakteryzujac uzyskany preparat,
wyizolowane 1 zaggszczone przeciwciala poddano elektroforezie w  Zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujagcych SDS-PAGE (Rycina 18).
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Rycina 18. Elektroforeza SDS-PAGE przeciwcial anty-OmpC wyizolowanych z
ludzkiej krwi za pomoca chromatografii powinowactwa ze zlozem Sepharose

CL-4B-OmpC. Sciezki 1 oraz 2 zawieraja te same przeciwciala w réznym stezeniu.

Jak wida¢ na rycinie 18, przedstawiajacej obraz elektroforetyczny
zdenaturowanych przeciwciat anty-OmpC, na $ciezkach oznaczonych numerami 1 oraz 2
widoczna jest mieszanina roznych klas przeciwcial anty-OmpC w dwoch réznych
stezeniach. Przeciwciala pozyskane na drodze chromatografii powinowactwa zawieraja rozne
klasy przeciwcial swoiscie wigzacych biatko OmpC. Ze wzgledu na obecne w mieszaninie rézne
klasy immunoglobulin, w otrzymanym obrazie elektroforezy, widocznych jest wiele prazkow
pochodzacych od poszczegolnych tancuchéw tych przeciwcial. Ilosci poszczegdlnych frakcji
biatkowych zaznaczone sg liniami roznej grubosci, co odzwierciedla przewage ilosciowa danego
biatka.

Na rycinie 18 na czerwono oznaczono biatka o duzej masie (nr 1 i 2) powyzej
100 kDa, ktorymi moga by¢ zanieczyszczenia (np. kolagen), lub przeciwciata, ktore nie
ulegly denaturacji. Numerami 4 oraz 6 na czerwono oznaczono biatka o masach
odpowiednio ok. 70 i ok. 50 kDa, ktore pochodzg od tancuchow ciezkich przeciwciat, klas
ktorych w mieszaninie jest najwiecej. Podczas gdy oznaczone na czerwono nr 3
(ok. 70 kDa) i nr 5 (ok. 66 kDa) to biatka pochodzace rowniez od tancuchow ciezkich,
ale przeciwcial klas, ktorych miano we krwi jest nizsze. Natomiast zaznaczone na

czerwono nr 7 (~30 kDa) i nr 8 (~28 kDa) to z kolei fancuchy lekkie przeciwcial, a nr 9
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przedstawia czoto elektroforezy w ktorym znajduja si¢ peptydy i biatka o niskiej masie
czasteczkowej bedace zanieczyszczeniami.

Uzyskany obraz elektroforezy zgodny jest z danym literaturowymi, w ktorych
mozna znalez¢ informacje o masach poszczegdlnych tancuchow przeciwceial: masa ogolna
przeciwcial 150-970 kDa (masa IgG, to ok. 150 kDa, natomiast IgM nawet ponad
900 kDa), tancuch ciezki ~50 kDa, tancuch lekki ~22-25 kDa [93, 134]. Przedstawiony na
rycinie 18 obraz elektroforezy wskazuje, ze preparat wyizolowany z zastosowaniem
chromatografii powinowactwa zawiera swoiste przeciwciata anty-OmpC, co zgodne jest z
rezultatami uzyskanymi przez Li i wsp. [70], chociaz dotyczacymi charakterystyki
elektroforetycznej przeciwcial przeprowadzonej przez autorow W nieco odmiennych
warunkach. Rozdzielone tancuchy przeciwcial przetransferowano na membrang
Immobilon P i wykonano metoda Western Blot analizg ich reaktywnos$ci z przeciwciatami
drugorzedowymi charakterystycznymi dla réznych klas ludzkich immunoglobulin
(Rycina 19).

Masa Masa
[kDa] [kDa]
~7 - s
e S~ i 80-50
; = = = | [kDa]
— 30,0 I
~25
20,1 \
|

IgM 1gG IgA

Rycina 19. Swoiste przeciwciala anty-OmpC (A) wyizolowane z ludzkiej surowicy za
pomoca chromatografii powinowactwa na zlozu Sepharose CL-4B-OmpC po
rozdziale elektroforetycznym poszczegolnych lancuchéw przeciwcial w warunkach
denaturujacych SDS-PAGE i po transferze na membrane¢ Immobiolon P, wybarwione
Panceau red
(B) reaktywnos¢ poszczegélnych lancuchéw swoistych przeciwcial anty-OmpC z
drugorzedowymi przeciwcialami anty-ludzkimi klas: I1gA, IgM i 1gG
skoniugowanymi z fosfataza alkaliczng (AP).

Zastosowana metoda chromatografii powinowactwa pozwolita na uzyskanie

swoistych przeciwcial anty-OmpC, ktorych aktywno$¢ potwierdzono w testach
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immunoenzymatycznych (Rycina 19 B). Rozdzial elektroforetyczny analizowanych
przeciwcial, przedstawiony na rycinie 18, ilustruje rozdzielone tancuchy immunoglobulin
o r6znych masach w zaleznosci od klasy przeciwciata. Po transferze badanego materialu
na membrang Immobilon P i wybarwieniu jej za pomoca barwnika Panceau red, widoczne
sg 3 wyrazne prazki oznaczone na rycinie 19 A jako ~70 kDa, ~50 kDa (obszar tancuchow
ciezkich) oraz ~25 kDa (obszar tancuchow lekkich).

Rozdziatl elektroforetyczny (Rycina 18) uwidocznil wigcej prazkoéw (nieznacznie
roznigcych si¢ pod wzglgdem masy) pochodzacych od tancuchow ciezkich, niz obraz po
transferze na membrang Immobilon P. Podczas analizy reaktywnosci uzyskanych swoistych
przeciwciat anty-OmpC metoda Western Blot zaobserwowano, ze na membranie wyraznie
widoczna jest reaktywnos$¢ w zakresie mas od ok. 50 do ok. 80 kDa, co uwidacznia fancuchy
cigzkie o niewielkich réznicach masy.

Uzyskany obraz ilustrujacy reaktywno$¢ poszczegolnych tancuchoéw przeciwciat
wykrywanych przeciwciatami drugorzedowymi skoniugowanymi z fosfatazg alkaliczng
klas IgA, 19gG oraz IgM, wskazuje na drobne réznice w masach tancuchow cigzkich.
Przeciwciata drugorzgdowe pozyskane komercyjnie skierowane sg na tancuch cigzkie
przeciwciat ludzkich. Na membranie widoczna jest wylacznie reaktywnos$¢ z tancuchami

cigzkimi, gdyz tylko one mogly zosta¢ rozpoznane przez przeciwciata I1-go rzedowe.
4.8. Otrzymanie i oczyszczenie rekombinowanego biatkka OmpC

Natywne biatko OmpC izolowane z blony zewnetrznej Shigella flexneri,
ze wzgledu na wysoka swoistos¢ oddzialywan, jest dobrym materialem do badan
immunoreaktywnosci z surowicg ludzka. Z uwagi jednak na jego wysoka hydrofobowos¢
oraz kilkuetapowy proces pozyskiwania, podjeto probe zastosowania alternatywnych
metod otrzymania antygenu prezentujacego epitop biatka OmpC. I tak obok koniugatow
peptydow, zawierajacych sekwencje aminokwasowg biatkka OmpC odpowiedzialng za
wigzanie przeciwcial z no$nikiem jakim jest monomer biatka BSA, postanowiono
zastosowa¢ odpowiednig metodologi¢ celem, uzyskania rekombinowanego biatka OmpC.

Insert zawierajacy gen OmpC wklonowano do wektora pQE8OL otrzymujac
konstrukt pQE80L/OmpC. Konstrukt uzyskano dzigki wspotpracy z dr hab. Anng
Dabrowska z Wydzialu Nauk o Zywno$ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu.
Konstruktem pQE80L/OmpC transformowano kompetentne bakterie E. coli Novablue.

Pateczki E. coli po transformacji wysiano na podioze réznicujace z ampicyling,

aby wyodrebni¢ bakterie, ktore pobraty konstrukt. Nastepnie przygotowano w temperaturze
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37°C catonocng hodowle ptynng na podtozu 2xYT. Otrzymane inoculum bakterii
wprowadzono w stosunku 1:60 do swiezej porcji podtoza 2xYT i inkubowano w 37°C na
wytrzasarce obrotowej (190 rpm), celem uzyskania gestosci optycznej hodowli OD = 0,4.
Nastepnie, aby zaindukowac ekspresje biatka rekombinowanego, dodano IPTG do
koncowego stezenia 1 mM. Po inkubacji przez 4 godz. (37°C, na wytrzasarce obrotowe;j
przy 190 rpm) hodowle wirowano przez 15 min. (7000xg, 4°C). Otrzymany osad poddano

lizie w celu izolacji rekombinowanego biatka OmpC (Rycina 20).

OmpC Masa T MW OmpC

a
rekom. ~180 z S. flexneri 3a
~130
~100
~75
~63
48
~38 ~38 ~38
S X —
<33 —
28
~17
1 <10 e ¥ ) 3

Rycina 20. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy uzyskany
w systemie ekspresyjnym E. coli preparat rekombinowanego bialka OmpC (Sciezka

1) oraz natywnego bialka OmpC pozyskanego z S. flexneri 3a (Sciezka 2 i 3).

Oceniajac metodologi¢ otrzymania preparatu biatka rekombinowanego mozna
wysungé twierdzenie, ze ma ona pewng przewage nad sposobem uzyskania preparatu
natywnego biatka OmpC na drodze ekstrakcji kwasem walerianowym, przede wszystkim
Z uwagi na tatwiejszy i szybszy sposob pozyskania preparatu.

Co prawda cata procedura transformacji bakterii E. coli jest dtuzsza i nieco bardziej
skomplikowana niz hodowla pateczek S. flexneri oraz izolacja biatka z btony bakterii,
to jednak te procedure wykonujemy jeden raz, a uzyskanie duzej ilosci preparatu biatka
rekombinowanego nie wymaga powtarzania. Transformowane bakterie, ktore osiggng

wymagang gestos¢ optyczng stymulowane sg mimetykiem laktozy (IPTG) do produkcji
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biatka. Otrzymane w ten sposéb biatko ma znaczng przewage ilosciowg nad biatkami
wiasnymi bakterii E. coli.

Rekombinowane biatko odklada si¢ w cytoplazmie bakterii oraz w niewielkim
stopniu wydzielane jest do podtoza hodowlanego. Proces otrzymania homogennego
preparatu jest prostszy niz otrzymywanie na drodze ekstrakcji z Shigella flexneri. Hodowle
po stymulacji IPTG odwirowuje si¢, a nastgpnie po dodaniu buforu do lizy poddaje
sonikacji ultradzwigkami. Dzigki temu dochodzi do rozerwania blon bakteryjnych
i uwolnienia odktadanego w cytoplazmie rekombinowanego biatka OmpC.

Immunoreaktywno$¢  otrzymanego rekombinowanego biatka OmpC z
przeciwciatami surowiczymi potwierdzono z wykorzystaniem metody Western Blot.
Preparat uzyskany po lizie bakterii po ekspresji biatka rozdzielano elektroforetycznie,
a nastepnie biatka transferowano na membrang Immobilon P (Rycina 21 A). Nastepnie
membrang¢ z transferowanymi biatkami po lizie komodrek ekspresjonujacych
rekombinowane OmpC, poddano badaniu reaktywno$ci metoda Western Blot z surowicami
krwi dwoch krwiodawcow (Rycina 21 B i 11)

BIH]
A

Rekombinowane
__bialko OmpC

Rycina 21. Rekombinowane bialko OmpC po rozdziale elektroforetycznym i
transferze na membrane¢ Immobilon P (A) oraz jego reaktywno$¢ z surowicami dwéch

krwiodawcow (B I i B II) w rozcienczeniu 1:100, oznaczona metoda Western Blot.

Proces separacji rekombinowanego biatka OmpC od innych biatek wtasnych E. coli
oraz innych jej komponentow rowniez jest tatwiejszy do przeprowadzenia niz w przypadku
natywnego biatka OmpC. Tworzac konstrukt, dodano do jego konca metke histydynowa
(His-Tag), ktora po ekspresji biatek ulatwia jego oczyszczenie dzieki wysokiej
reaktywnosci metki His-Tag ze zlozem zawierajacego jony metali jak kobalt czy nikiel.

Jednak uzyskane w systemie ekspresyjnym E. coli rekombinowane biatko OmpC,
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wykazuje wyzszg hydrofobowos$¢ niz natywne biatko OmpC, ekstrahowane z bakterii
Shigella flexneri.

Niestety, uzyskana rozpuszczalna forma rekombinowanego biatka OmpC
wystepowata w buforach jedynie w niewielkim stezeniu (ponizej 0,1 mg/ml).
Jego rozpuszczalnos¢ probowano zwigkszy¢ przez wzbogacenie buforu o detergenty czy
mocznik (8 M). Preparaty tego biatka bez detergentu czy wysokiego stezenia mocznika
rozdzielaja si¢ przy wirowaniu tworzac osad bogaty w OmpC. W znaczny sposob utrudnia
to badanie immunoreaktywno$ci tego biatka, a niekiedy catkowicie je uniemozliwia.

Jak wida¢ na rycinie 20 biatko OmpC pozyskane po ekspresji i lizie komorek
bakteryjnych widoczne jest jako najintensywniejszy prazek, zawierajacy najwieksza ilos¢
biatka w mieszaninie. Jednak naniesienie na zel poliakrylamidowy wickszej iloSci
uzyskanego preparatu rekombinowanego biatka OmpC (Rycina 22, $ciezki 1-4), powoduje

uwidocznienie si¢ zawarto$ci innych biatek.

LMW OmpC
[kba] OmpC rekombinowane

1 2 3 4

S. flexneri
~97,0

~66.,0

~30,0

20,1

~14.4 - -—
i — c— - —
Rycina 22. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy preparat
rekombinowanego bialka OmpC w systemie ekspresyjnym E.coli (Sciezki 1-4) oraz
natywnego bialka OmpC pozyskanego z S. flexneri 3a.

Pozyskany preparat poddano wirowaniu, a otrzymany supernatant oraz osad

poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w celu okre§lenia zawarto$ci biatka
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rekombinowanego (Rycina 22, supernatant — $ciezka 2, osad — Sciezka 3 1 4). Niestety
biatko rekombinowane, charakteryzujace si¢ niskim stopniem rozpuszczalnosci, przeszto
do osadu, natomiast w supernatancie byto obecne w znacznie nizszym stezeniu. Uzyskany
po wirowaniu osad zawieral wigcej biatka rekombinowanego W odniesieniu do innych
biatek, niz roztwor tego biatka przed wirowaniem. Obecnos$¢ metki His-Tag wykorzystano
do podjecia prob oczyszczania mieszaniny celem uzyskania homogennego preparatu
rekombinowanego biatka OmpC. Mieszaning¢ biatek naniesiono na kolumienki ze zlozem
wigzacym His-Tag (Rycina 23, $ciezka 1), a nastepnie przeptukiwano buforem ptuczacym
(wash buffer) w celu usunigcia biatek niezwigzanych ze ztozem (Rycina 23, sciezka 2).
Biatko zwigzane swoiscie ze ztozem eluowano dwukrotnie (Elution buffer) (Rycina 23,
Sciezka 3 i 4), nastgpnie ztoze regenerowano przed kolejnym uzyciem (X tractor buffer)

(Rycina 23, sciezka 5).

rekom.
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Sciezki 1, 6 i 10 — preparat biatkowy, 2, 7 i 11 — plukanie, 3, 4, 8, 12 i 13 — elucja,
5,9, 14 — 16 — regeneracja zloza.

Rycina 23. Obraz po rozdziale elektroforetycznym rekombinowanego biatka OmpC.
Sciezki oznaczone numerami 1-5 przedstawiaja kolejne etapy oczyszczania w buforze
bez dodatku detergentu/mocznika, 6-9 w buforze z dodatkiem detergentu (Tween 20)

oraz 10-16 w buforze z dodatkiem mocznika.

Proby oczyszczenia biatka rekombinowanego prowadzono w buforach bez dodatku
detergentu/mocznika oraz z dodatkiem detergentu lub mocznika, ktore sprzyjaly
rozpuszczaniu rekombinowanego biatka OmpC. Niestety w zadnej z zastosowanych
kombinacji nie udato si¢ zwigza¢ biatka do ztoza (Rycina 22).

W celu uzyskania rozpuszczalnej i homogennej formy biatka rekombinowanego w
wicgkszej ilosci, podjeto proby z zastosowaniem zmian pH oraz poprzez zwigkszenie

stopnia rozpuszczalnosci wskutek zawieszenia rekombinowanego OmpC w buforze z
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mocznikiem i BSA, a nast¢pnie stosujac powolne, stopniowe oddializowanie mocznika.
Jednak zadna z zastosowanych procedur zwigzanych ze zmianami pH czy probg tworzenia
kompleksow BSA/rek. OmpC, nie skutkowaty uzyskaniem wigkszej ilo$ci rozpuszczalnej
formy rekombinowanego biatka OmpC. Jak wiadomo, do uzycia rozpuszczalnego biatka
w celu przeprowadzenia na szerokg skalg badan immunoreaktywnoS$ci z surowicami, taka
forma preparatu jest niezb¢dna, podobnie jak do skonstruowania ztoza do chromatografii
powinowactwa stosowanego do izolacji swoistych przeciwcial anty-OmpC. Stad tez do
badan reaktywnosci z przeciwcialami obecnymi w surowicach ludzkich jako antygeny
zastosowano przede wszystkim natywne biatko OmpC oraz koniugaty liniowego peptydu
z BSA i cyklicznego peptydu z BSA. Natomiast t¢ niewielkg ilo$¢ uzyskanej
rozpuszczalnej formy rekombinowanego biatka OmpC, wykorzystano takze do
przeprowadzenia do§wiadczenia modelowego na zwierzgtach dotyczacego charakterystyki
wlasciwosci ochronnych, w ktorym antygenami uzytymi do immunizacji myszy byta

natywna lub rekombinowana forma biatka OmpC.

4.9. Reaktywnos$¢ i miana przeciwcial anty-OmpC surowicy ludzkiej z wybranymi

antygenami
4.9.1. Oznaczanie miana przeciwcial anty OmpC klasy IgA testem ELISA [51, 132]

Najczestszymi niedoborami wérod PNO sa te zwigzane z nieprawidtowos$ciami w
obrgbie wytwarzania przeciwcial. Stanowig one ponad polowe wszystkich przypadkéw
niedoborow immunologicznych. Dlatego diagnozowanie niedoboréw odpornosci, a w
szczegolnosci niedoborow humoralnych, moze by¢ przeprowadzane przy pomocy testow
serologicznych. Test serologiczny oparty na wyznaczaniu poziomu przeciwciat u pacjenta
pozwoli na szybka ocen¢ czy ich poziom miesci si¢ w granicach normy.

W celu opracowania takiego testu nalezy okresli¢ normy poziomu przeciwciat w
surowicach osob, u ktorych nie stwierdzono niedoboréw odporno$ci 0raz U pacjentow z
potwierdzonym PNO. Réznice w §rednim poziomie przeciwcial w surowicach pacjentow
w stosunku do poziomu przeciwciat w surowicach grupy kontrolnej, pozwolg okresli¢ czy
u diagnozowanego pacjenta mozna podejrzewa¢ humoralne niedobory odpornosci.
Przeprowadzone przez nas badania wykazaly reaktywnos$¢ przeciwciat ludzkiej krwi
obwodowej z jednym z bialek glownych S. flexneri 3a, biatkiem OmpC. Kolejne etapy

badan pozwolity okresli¢ najkrotsza sekwencj¢ aminokwaséw zdolng do efektywnego
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wigzania przeciwciat anty-OmpC. Zbadana reaktywnos$¢ umozliwiata wybor antygenow,
ktore postuzyty do 0znaczenia poziomow przeciwcial w surowicach badanych grup.

Biatko OmpC, uzyskane z btony zewnetrznej pateczek S. flexneri 3a, wykazuje silne
powinowactwo do przeciwcial z surowicy ludzkiej, dlatego zostalo uzyte do badan jako
jeden z antygenéw. Blonowe biatko OmpC zawiera w swojej strukturze wiele
aminokwasow hydrofobowych, ktéore umozliwiaja mu oddziatywanie z lipidowym
srodowiskiem blony. Ma to negatywny wplyw na jego rozpuszczalno$¢ w roztworach
wodnych. W celu zwigkszenia rozpuszczalnosci takich biatek konieczne jest wzbogacenie
buforu o np. detergent, a to z kolei negatywnie wptywa na immobilizacje¢ biatka do
powierzchni, a w konsekwencji utrudnia wykonanie testow immunoenzymatycznych z jego
wykorzystaniem. Ponadto izolacja biatka z btony bakteryjnej, a nastepnie 0czyszczanie go
do uzyskania homogennego preparatu jest procesem wieloetapowym i czasochtonnym, co
komplikuje pozyskiwanie go i wykorzystanie jako antygenu do testow. Ze wzgledu na to
do opracowania testu zaproponowano i przygotowano takze inne antygeny, tatwiejsze w
otrzymywaniu, ktorych wilasciwosci fizyczne umozliwiaja wykorzystanie ich do testow
immunosorpcyjnych.

Poza natywnym biatkiem OmpC, do badania reaktywnosci surowiczych
przeciwciat anty-OmpC testem ELISA przygotowano dwa koniugaty biatkowe na bazie
monomeru BSA i peptydow zawierajacych epitop wigzacy biatka OmpC (rozdziat 3.3).
Oba peptydy zawieraly sekwencje aminokwasowa rozpoznawang przez ludzkie
przeciwciala anty-OmpC, ale rdznily si¢ pod wzgledem konformacji przestrzennej. Jeden
z peptydow miat strukturg liniowa, natomiast drugi cykliczna, co przypomina jego utozenie
w Srodowisku naturalnym jako petla zewnatrzblonowa. Za pomoca techniki
spektrometrycznej (MALDI-TOF-MS), w odniesieniu do BSA, wyznaczono obsadzenie
biatka nosnikowego peptydami. Srednio na jedna czasteczke BSA przypadly prawie 4
czasteczki peptydu cyklicznego i prawie 6 czasteczek peptydu liniowego.

W zalozeniach doswiadczenia kierowano si¢ tym, aby na kazdy dotek ptytki
titracyjnej (jeden dotek odpowiada jednemu niezaleznemu pomiarowi) przypadia taka
sama liczba epitopow zdolnych do wigzania przeciwciat anty-OmpC. Masa uzywanych w
tescie koniugatow byta zalezna od masy biatka OmpC, ktérego na kazdy dotek nanoszono
0,5 ug w 100 ul buforu weglanowego (5 pg/ml). Masa koniugatéw, wyznaczona za pomocg
MALDI-TOF-MS, cyklicznego i liniowego wynosita odpowiednio 73,560 i 75,204 kDa

(=75 kDa). Schemat obliczania ilo$ci nanoszonych antygendéw przedstawiono ponizej.
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Masa 1 mola biatka OmpC:
MOmpC =38 kDa — 1MOmpC = 3,8 X 104g - 1M0mpC = 3,8 X 1010‘ng
Z proporcji obliczam ile moli zawiera 0,5 pg OmpC:

1Mgpmpc — 3,8 X 10%pg

XMOmpC —0,5 19
x =1,32%x 10" mola
0,5 ng OmpC zawiera 1,32 X 101! mola tego biatka.

Obliczanie z proporcji masy koniugatow odpowiadajacej liczbie moli biatka OmpC

(przyjeto usredniong mase koniugatéw: 75 kDa):
1mol —7,5x 10ug
1,32 X 107" molagoniugaru — X HG
x=99%x10"1=1,0ug

Masa koniugatu jest prawie dwukrotnie wigksza od masy biatka OmpC (2x38 kDa = 76
kDa), co potwierdza uzyskany wynik.

Z uwagi na to, ze jedna czasteczka biatka OmpC zawiera jeden epitop wiazacy, a
czasteczka koniugatu cyklicznego zawiera 4 epitopy, mase tego koniugatu, nanoszong na

jeden dotek ptytki titracyjnej, nalezy podzieli¢ przez 4:
1,0 ug:4 = 0,25 ug

Obsadzenie biatka no$nikowego peptydem liniowym wynosi 6, dlatego:
1,0 ug:6 = 0,167 ug

Masa koniugatow odpowiadajgca liczbie epitopow wigzacych zawartych w 0,5 pug (5,0
pg/ml) biatka OmpC wynosi 0,25 pg koniugatu cyklicznego (2,5 pg/ml) 1 0,167 ug
koniugatu liniowego (1,67 pg/ml).

Pierwotnie zaktadano, ze jako czwarty antygen do oznaczania miana przeciwciat
anty-OmpC w surowicach badanych grup, zostanie uzyte uzyskane rekombinowane biatko
OmpC, wyprodukowane w systemie ekspresyjnym E. coli (rozdziat 3.13.). Niestety ze

wzgledu na niski poziom rozpuszczalnosci uzyskanego biatka w roztworach wodnych
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nie zostat on wykorzystany jako antygen w tesciec ELISA. Oznaczono poziom swoistych
przeciwcial klasy IgA w surowicach dzieci ze zdiagnozowanymi pierwotnymi niedoborami
immunologicznymi, dzieci z nawracajagcymi zapaleniami drog oddechowych, dzieci
zdrowych oraz zdrowych dorostych.

Miano przeciwcial oznaczano przy zastosowaniu rozcienczenia surowicy 1:250
(1gA) lub 1:750 (IgG) dla 3 badanych antygenow natywnego biatka OmpC oraz dwoch
koniugatow: BSA-peptyd liniowy o sekwencji GLNRYDERYIGC oraz BSA-peptyd
cykliczny o sekwencji GGLNRYDERYIGC. Biatko OmpC uzyto w stezeniu 5 pg/ml,
koniugat BSA/ peptyd linowy w st¢zeniu 1,67 ug/ml, a koniugat BSA-peptyd cykliczny w
stezeniu 2,5 pg/ml.

W celu wykluczenie niespecyficznych oddzialywan komponentéw surowicy, jako
kontrole dla kazdej surowicy przygotowano dotek na ptytce titracyjnej, do ktorego
oplaszczenia nie uzyto zadnego antygenu. Nastepnie wszystkie proby (dotki) na phytce
titracyjnej zablokowano stosujac 1% BSA. Blokowanie biatkiem BSA pozwolito
dodatkowo wykluczy¢ niespecyficzne oddziatywania migedzy biatkami surowicy,
a biatkiem no$nikowym (BSA) uzytym do otrzymania koniugatow. Szczegodlnie wysoki
poziom oddziatywan niespecyficznych uzyskano dla pacjentow z ogodlnym stanem
zapalnym (wysoki poziom CRP) [34, 80].

Ponizej zamieszczono analize statystyczng przedstawiajacg usrednione miana
przeciwcial anty-OmpC klasy IgA w surowicach w poszczegdlnych grupach badanych
i kontrolnych (Rycina 24-26).
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Rycina 24. Usrednione miana przeciwcial klasy IgA anty-OmpC oznaczone w
badanych grupach pacjentow i grupach kontrolnych, przedstawione na wykresach
pudelkowych box-plot oraz wykresach stlupkowych z uwzglednieniem istotnosSci

statystycznej ,,P” (P < 0,05*, P < 0,01**, P < 0,001**%*),

l0A Poziom istotnosci statystycznej miana
g przeciwcial klasy IgA anty-OmpC
o pacjenci pacjenci zdrowi
ARSI 2 PNO 2 NZDO dorogli
zdrowe dzieci - - - —
pacjenci z PNO P <,9;8001 - - -
pacjenci z NZDO P <,9;2001 P =0,2398 - -
. i P =0,0020 P < 0,0001 P <0,0001
zdrowi dorosli o o o -

Tabela 12. Wartosci P swiadczace o istotnosci statystycznej (P < 0,05*, P < 0,01**,
P < 0,001***) $rednich mian przeciwcial anty-OmpC klasy IgA oznaczonych w
surowicach badanych grup.
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Rycina 25. Usrednione miana przeciwcial klasy IgA anty-koniugat cykliczny-BSA,
oznaczone w surowicach badanych grup pacjentéw i grup kontrolnych,
przedstawione na wykresach pudelkowych box-plot oraz wykresach stupkowych z
uwzglednieniem istotnosci statystycznej ,,P” (P < 0,05*, P < 0,01**, P < 0,001***).

Poziom istotnosci statystycznej miana

e przeciwcial klasy IgA anty- koniugat cykliczny-BSA

pacjenci pacjenci

z PNO 7 NZDO zdrowi dorosli

zdrowe dzieci

zdrowe dzieci — — — —

pacjenci z PNO P<0,0001 - - -

*k*k

P <0,0001 P =0,0149
*

**k*

pacjenci z NZDO

P <0,0001 P <0,0001 P <0,0001

zdrowi dorosli ke sk *kk -

Tabela 13. Wartosci P swiadczace o istotnosci statystycznej (P < 0,05*, P < 0,01**,
P < 0,001***) $rednich mian przeciwcial klasy IgA anty-koniugat cykliczny-BSA
oznaczonych w surowicach badanych grup.
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Rycina 26. Usrednione miana przeciwcial klasy IgA anty-koniugat liniowy-BSA,

oznaczone w surowicach badanych grup pacjentéw i

grup Kkontrolnych,

przedstawione na wykresach pudelkowych box-plot oraz wykresach slupkowych z

uwzglednieniem istotnosci statystycznej ,,P” (P < 0,05*, P < 0,01**, P < 0,001***).

Poziom istotnoSci statystycznej miana

lgA przeciwcial klasy IgA anty-koniugat liniowy-BSA
zdrowe pacjenci pacjenci
dzieci zPNO z NZDO zdrowi dorosli
zdrowe dzieci - - — -
pacjenci z PNO P <,9;2001 - — —
pacjenci z NZDO P <,9;2001 P= 0,;0163 - -
. - P < 0,0001 P <0,0001 | P<0,0001
zdrowi dorosli et o o -

Tabela 14. Wartosci P swiadczace o istotnosSci statystycznej (P < 0,05*, P < 0,01**,

P < 0,001*%**) §rednich mian przeciwcial klasy IgA anty-koniugat liniowy-BSA,

wyznaczonych w surowicach badanych grup.
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IgA IgA

icab wiek IgA . .
grupa iczba badanych 5 anty-kon. anty-kon.
badana | badanych 2ULARIIES cykl.-BSA lin.-BSA
[lata] +£ SD +SD
+ SD + SD
zdrowe 0,6523 + 0,7659 +
dzieci 40 10,6 £ 4,1 0,1668 £ 0,0218 0,0222 0,0319
pacjenci
127 0,0393 + 0,0077 063315§f 063833?;
z PNO ' '
57+4.4
pacjenci
83 0,0551 + 0,0118 0638517; 06461;1??;
zNzZDO ' '
zdrowi 0,8403 + 0,9437 +
dorodli 66 30,2+12,4 | 0,3029 + 0,0306 0,0215 0,0230

SD - standard deviation (odchylenie standardowe)

Tabela 15. Usrednione miana przeciwcial klasy IgA, oznaczone w tescie ELISA wobec
trzech antygenéw (bialko OmpC, koniugat cykliczny-BSA, koniugat liniowy-BSA),

i obecne w surowicach badanych grup pacjentow i grup kontrolnych.

Odpornos¢ swoistg nabywamy po kontakcie z patogenami, a doktadniej z antygenami na
ich powierzchni. Pateczki Shigella na powierzchni swojej blony komorkowej posiadajg wiele
biatek, w tym biatko OmpC. Inne pateczki z rodziny Enterobacteriaceae maja homologiczne
biatka na powierzchni swojej btony, ktore ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo ewolucyjne maja
podobng strukturg¢ pierwszorzedowa. Podobienstwo strukturalne tych bialek sprawia, ze
przeciwciata skierowane na innych przedstawicieli enterobakterii mogg réwniez rozpoznawac
pateczki Shigella. Taka reaktywnos$¢ krzyzowa zwigksza skuteczno$¢ dziatania naszego uktadu
odpormosciowego. Przeciwciata anty-OmpC wystepuja u wielu osdb, nawet u matych dzieci
1 noworodkow, pomimo ze nie mialy one jeszcze kontaktu z patogenem. Ich obecnos¢
wynika z przekazywania tych przeciwcial od matki przez lozysko podczas cigzy, co
potwierdzita ich obecnos¢ w krwi pgpowinowej. Miano tych przeciwcial w pierwszych
miesigcach zycia dziecka spada az do czasu, w ktorym jego uktad odpornosciowy staje si¢
zdolny do wytwarzania wlasnych przeciwcial w czasie kontaktu z patogenem.

Niestety u niektorych dzieci nie dochodzi do wytwarzania przeciwciat lub
przeciwciata przez nie wytwarzane nie sg zdolne do ochrony przed rozwojem infekcji.

Takie zaburzenia sa czg¢sto objawem humoralnych niedoboréw odpornos$ciowych, ktore
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stanowig 50—-60% wszystkich pierwotnych niedoborow odpornosci i predysponuja pacjenta
do nawracajgcych infekcji o ciezkim przebiegu. Cze$¢ pacjentow z takimi dysfunkcjami
jest niezdolna do produkcji wszystkich przeciwciat lub przeciwciat poszczegdlnych klas
lub podklas (CSR, CVID). Czg¢s$¢ pacjentow z niedoborami humoralnymi nie wytwarza
przeciwcial skierowanych tylko na konkretny patogen — zaburzenia syntezy swoistych
przeciwcial (SAD).

Opracowanie testu do diagnostyki humoralnych PNO, opierajacego si¢ na detekcji
przeciwcial z uzyciem biatka bakteryjnego jako antygenu, stwarza szans¢ na Szybkie
zdiagnozowanie niedoboréw odpornosci, ktorych nie mozna rozpoznaé obecnie
dostepnymi metodami opartymi na wyznaczaniu miana poszczeg6élnych klas i podklas
przeciwcial. W przypadku SAD miano przeciwcial kazdej klasy moze znajdowac si¢ w
granicach normy, a jednak przeciwciata swoiste wzglgdem danego patogenu lub grupy
patogenow moga pozostawaé ponizej poziomu detekcji. Test serologiczny oparty na
oznaczaniu miana przeciwciat anty-OmpC z S. flexneri i odniesieniu go do wyznaczonych
norm, da nie tylko informacj¢ czy pacjent wykazuje zaburzenia w produkcji swoistych
przeciwcial anty-OmpC, ale réwniez moze sugerowa¢ niedobor catych klas
immunoglobulin.

Stosujac w tescie ELISA takie antygeny jak: natywne biatko OmpC z petlg nr 3
zawierajacy pelng sekwencje epitopu wigzacego przeciwciala oraz koniugaty cyklicznego
peptydu GGLNRYDERYIGC z BSA i liniowego peptydu GLNRYDERYIGC z BSA,
uzyskano wyniki ilustrujace roznice w $rednich poziomach przeciwciat klasy IgA,
obecnych w surowicach badanych grup (pacjenci, kontrola) skierowanych przeciw r6znym
formom epitopu biatka OmpC (Rycina 24-26). Przedstawione ryciny zawierajg wykresy
pudetkowe (box-plot — po lewej) oraz wykresy stupkowe (po prawej). Jak opisano na
poczatku tego podrozdziatu wszystkie antygeny byly nanoszone w takiej ilosci, aby na
kazdy dotek ptytki titracyjnej (jeden dolek reprezentuje niezalezna probe badawcza)
przypadia taka sama liczba epitopow wigzacych, co utatwia analizowanie uzyskanych
wynikow. Takie dobranie ilosci antygenow pozwolito, nie tylko pokaza¢ réznice w mianie
surowiczych przeciwcial anty-OmpC miedzy réznymi grupami badanych, ale réwniez
dostarczylo informacji na temat, ktory z zastosowanych antygendow jest zdolny do
wychwytywania najwigkszej ilo$ci przeciwcial. Zgodnie z wczesniejszymi zalozeniami,
kazdy z uzytych w tescie ELISA antygenéw pozwolil na zauwazenie rd6znic w mianach

przeciwcial anty-OmpC klasy IgA w badanych grupach surowic.
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Najwyzsze S$rednie miano przeciwcial anty-RYDERY (najkrotsza sekwencja
epitopu aktywnie wigzgca swoiste przeciwciata) w surowicach majg krwiodawcy (zdrowi
dorosli), nieco nizsze dzieci bez stwierdzonych zaburzen odpornos$ci, a najnizszy poziom
zaobserwowano wsrod dzieci z rozpoznanym PNO/NZDO. Wyniki te potwierdzaja
roOwniez wczesniejsze badania wstepne opublikowane przez nasz zespét w FEMS 2006
[132], gdzie na mniejszej populacji badanych pacjentow do oznaczania miana przeciwciat
uzyto tylko jednego antygenu — biatka OmpC.

Zgodnie z uzyskanymi rezultatami zamieszczonymi w tabeli 15 stwierdzono,
ze najwyzszg reaktywno$¢ ze Swoistymi przeciwciatami surowiczymi otrzymano W
przypadku uzycia w tescie ELISA jako antygenu koniugatu liniowego z BSA ($rednia dla
surowic dzieci zdrowych: 0,7659 + 0,0319, dla surowic dzieci z PNO: 0,3992 + 0,0155, dla
surowic krwiodawcow: 0,9437 + 0,0230). Nieco nizszg reaktywno$é¢ stwierdzono w
przypadku zastosowania, jako antygenu, w tescie ELISA koniugatu cyklicznego z BSA:
($rednia dla surowic dzieci zdrowych: 0,6523 + 0,0222, dla surowic dzieci z PNO: 0,3657
+ 0,0103, dla surowic krwiodawcow: 0,8403 + 0,0215). Najnizszg reaktywnosé
stwierdzono w przypadku zastosowania jako antygenu biatka OmpC ($rednia dla surowic
dzieci zdrowych: 0,1668 +0,0218, dla surowic dzieci z PNO 0,04552 + 0,0066, dla surowic
krwiodawcow 0,3029 + 0,0306) (Tabela 15). Poziom istotnosci statystycznej
przedstawiono w tabelach 12-14.

Poziom istotnosci statystycznej jest jednym z podstawowych aspektow analizy danych.
Jest to punkt odcigcia okreslajacy prawdopodobienstwo, Zze otrzymany wynik wystapit w probie
przypadkowo czyli, Ze hipoteza zerowa, zdefiniowana jako brak r6znic mig¢dzy badanymi grupami,
zostata blednie odrzucona (btad I rodzaju). Warto$¢ poziomu istotnosci statystycznej (o) nie jest
narzucona, ale zazwyczaj przyjmuje si¢ wartos¢ a. = 0,05. Oznacza to przyjecie ryzyka na poziomie
5%, ze wykazane réznice w rzeczywistosci nie wystepuja.

Poziom istotnosci statystycznej weryfikowany jest przez wykonanie testu istotnosci
statystycznej, ktore] wynikiem jest warto$¢ P (P-value). Wartosc P porownuje si¢ do przyjetej
warto$ci poziomu istotnosci (o). Jesli P < a mozemy odrzuci¢ hipoteze zerowa, ktora zaktadata
brak r6znic w usrednionym poziomie przeciwciat w badanych grupach. W analizie danych przyjeto
trzy wartosci o §wiadczace o poziomie istotnosci statystycznej 0,05, 0,01 oraz 0,001 oznaczane na
rycinach/tabelach symbolami ,,*”. Warto$¢ P < 0,05 *, P <0,01 ** oraz P <0,001 ***,

Uzyskane réznice w reaktywnosci mogg wynika¢ z wielu powodow, jednak najbardziej
oczywiste wydajg si¢ roznice wynikajace z ekspozycji epitopow. Biatko OmpC ma tylko jeden
epitop wigzacy w swojej strukturze i podczas immobilizacji tego biatka do powierzchni phytki
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titracyjnej epitop moze by¢ niedostepny dla przeciwcial, co powoduje niski uzyskany sygnat
reaktywnosci.

Koniugaty z BSA: cykliczny i liniowy zawierajg na swojej powierzchni po kilka epitopow,
dlatego w kazdym utozeniu koniugatu cz¢S$¢ epitopow jest odpowiednio eksponowana i dostgpna
dla przeciwcial. Thumaczy to znacznie wyzszg reaktywno$¢ obu koniugatow w porownaniu do
biatka OmpC. Srednie obsadzenie monomeru BSA peptydami liniowymi wynosi ok. 4, natomiast
cyklicznymi ok. 6, przez co koniugat liniowy wykazat wigksza dostepnos¢ epitopéw a tym samym
Wyzsza reaktywno$¢. Obydwa koniugaty wykazaty wysoka reaktywno$¢ z surowicami,
CO sugeruje, ze wlozenie przestrzenne epitopu (cykliczne/liniowe) nie wpltywa znaczaco na
powinowactwo do przeciwciat.

Test diagnostyczny powinien uwzglednia¢ rézne czynniki, ktore moga mie¢ wpltyw
na miano przeciwciat anty-OmpC w surowicy ludzkiej. Postanowiono zatem uzyskane
wyniki przeanalizowa¢ statystycznie pod katem ptci 0sob badanych, od ktorych uzyskano
surowice. Wielu badaczy zajmujacych si¢ tg tematyka wskazuje ze, poziom przeciwciat
moze by¢ rézny u kobiet i mezczyzn [45, 116, 136]. Na Rycinie 27 przedstawiono wykresy
box-plot oraz wykresy slupkowe dotyczgce analizy miana przeciwcial anty-OmpC w

surowicach w zaleznosci od ptci badanych osob.
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Rycina 27. Analiza porownawcza miana swoistych przeciwcial klasy IgA w
surowicach kobiet () i mezczyzn (3) w zalezno$ci od antygenu (biatko OmpC,

koniugat liniowy-BSA, koniugat cykliczny-BSA) uzytego do testu ELISA.
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IgA IgA IgA
grupa ple¢ liczba anty-OmpC anty-kon. anty-kon.
badana badanych | badanych 4+ SD cykl.-BSA lin.-BSA
+SD +SD
01732 + 0,6732 + 0,7760 +
M 17 0,0266 0,0311 0,0461
zdrowe
dzieci 0,1621 + 0,6368 + 0,7584 +
K 23 0,0329 0,0313 0,0446
0,0247 + 0,3635 + 0,3924 +
M 117
0,0058 0,0137 0,0205
pacjenci
2 PNO
0,0658 + 0,3679 + 0,4071 +
K 81 0,0119 0,0175 0,0267
0,2429 + 0,8467 + 0,8699 +
M / 0,0617 0,0696 0,0618
zdrowi
dorosli
0,5873 + 0,6968 + 0,7265 +
K 4 0,3153 0,0327 0,0419

SD - standard deviation (odchylenie standardowe)

Tabela 16. Usrednione miana swoistych przeciwcial klasy IgA, oznaczone w surowicach

badanych grup wobec trzech uzytych w tescie ELISA antygenéw (bialko OmpC, koniugat

cykliczny-BSA, koniugat liniowy-BSA) zanalizowane z uwzglednieniem podzialu na ple¢.

anty-OmpC anty-kon. cykl.-BSA anty-kon. lin.-BSA
IgA
zdrowe | pacjenci | zdrowi | zdrowe | pacjenci | zdrowi | zdrowe | pacjenci | zdrowi
dzieci | zPNO | dorosli | dzieci | zPNO | dorosli | dzieci | zPNO | dorosli
ko'blet)’//. 0,8056 0’33,98 0,1900 | 0,4250 | 0,8397 | 0,1569 | 0,7894 | 0,6558 | 0,1414
mezcezyzni

Tabela 17. Przedstawienie wartosci P §wiadczace] 0 istotnoSci statystycznej.

Wynik

P < 0,05 jest wynikiem istotnym statystycznie (P < 0,05*, P < 0,01**, P < 0,001***).
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Najwicksze roznice dotyczgce poziomu swoistych przeciwcial w surowicach
badanych, mozemy zaobserwowa¢ w grupie dorostych krwiodawcow. Jednak ze wzgledu
na ograniczony materiat kliniczny (mato liczna grupa badanych) nie mozemy
jednoznacznie stwierdzi¢, czy roznice zalezne s3 od plci czy wynikaja raczej z
indywidualnych r6znic mi¢dzy badanymi (Rycina 27) (Tabela 16). W pozostatych grupach
(dzieci zdrowe oraz pacjenci z PNO) statystycznie istotne roznice w poziomie przeciwciat
uzyskano tylko dla kobiet i mezczyzn z grupy pacjentdow z niedoborami odpornosci
wyznaczanymi dla antygenu OmpC (Tabela 17).

Z analizy powyzszych danych mozna wnioskowaé, ze poziom swoistych
przeciwcial anty-OmpC klasy IgA oznaczony w surowicach badanych, nie jest
skorelowany z picia.

Jak wspomniano wcze$niej, aby test diagnostyczny byt wiarygodny, to przy jego
opracowaniu nalezy wzig¢ pod uwage rézne czynniki, ktére mogg mie¢ wplyw na miano
przeciwciat. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie biorac pod uwagg rOwniez miano
przeciwcial klasy IgA i wiek badanych (Rycina 28).

Jak wiadomo, w pierwszych miesigcach zycia dziecka, ma ono przeciwciata
przekazane od matki. Ich poziom maleje z uptywem czasu, natomiast wzrasta poziom

przeciwcial wytwarzanych prze organizm dziecka.
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Rycina 28. Usrednione miana swoistych przeciwcial klasy IgA, oznaczone w tescie

ELISA wobec trzech antygenéw (bialko OmpC, koniugat liniowy-BSA, koniugat

cykliczny-BSA) obecne w surowicach badanych grup w zaleznosci od wieku.
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wartosé P

IgA liczba antygen uzyty wspolczynnik (poziom
badanych do testu r-Pearsona istotnosci
statystycznej)
biatko OmpC 0,273 0,088
koniugat cykliczny z
zdrowe 40 BSA 0,120 0,463
dzieci
konluggtslxlowy z 0,121 0,458
biatko OmpC 0,416 < 0,001 **=*
pacjenci z 119 konlugaltscs)’/bl\dlczny z -0,212 0,021 *
PNO
koniugat liniowy z -0,224 0,014 *

BSA

Tabela 18. Przedstawienie wartosci wspélczynnikow korelacji r-Pearsona z analizy zaleznoSci
miana swoistych przeciwcial klasy IgA od wieku zdrowych dzieci lub pacjentéw PNO
(korelacja staba r od -0,5 do 0,0 oraz 0,0 do 0,5, korelacja silna r od -1,0 do -0,5 oraz od 0,5 do
1,0). Wartos¢ P < 0,05 swiadczy o istotnosci statystycznej (P < 0,05*, P < 0,01**, P <0,001***).

Wspotczynnik korelacji r-Pearsona pozwala na okreslenie, czy istnieje zwigzek
liniowy miedzy dwoma zmiennymi — jesli tak, to pozwala okresli¢ jaka jest jego sita oraz
jaki ma on charakter tj. czy jest dodatni (korelacja pozytywna) czy ujemny (korelacja
negatywna). Analiza korelacji r-Pearsona dla oznaczonego poziomu swoistych przeciwcial
klasy IgA w surowicach zdrowych dzieci, wskazuje na tendencj¢ wzrostowa miana
przeciwcial wraz z wiekiem dziecka (Tabela 18). Jednak wartosci wspotczynnika korelacji
r mniejsze od 0,5 wskazujg na stabg korelacje. Poziom istotnosci statystycznej dla dzieci
zdrowych jest wiekszy od 0,05, co nie pozwala na odrzucenie hipotezy zerowej (Ho —miano
przeciwcial u dzieci nie zalezy od ich wieku).

Uzyskane dla surowic dzieci zdrowych wyniki nie pokazuja silnej zaleznosSci
miedzy poziomem przeciwcial anty-OmpC z S. flexneri 3a klasy IgA. Do analizy nie
wlaczono pacjentow powyzej 18 r.z. ze wzgledu na brak szczegétowych danych na temat
ich wieku. Wérdd uzyskanych wynikow miana swoistych przeciwciat w surowicach dzieci
zdrowych (bez niedoboréw immunologicznych) sa rezultaty dotyczace surowic

pochodzacych od dzieci powyzej 3 r.z., dlatego tez nie zaobserwowano poczatkowego
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spadku mian przeciwciat przekazanych przez tozysko od matki. Spodziewany poczatkowy
spadek miana przeciwcial wsrod dzieci do 3 r.z. wynika ze stopniowej utraty przeciwciat
przekazywanych dzieciom przez lozysko od matki.

Oznaczone miano przeciwcial klasy IgA w surowicach pacjentow z PNO
wyznaczone wzgledem bakteryjnego biatka OmpC wskazuje na wzrost jego poziomu wraz
z wiekiem dzieci. Wspotczynnik korelacji r-Pearsona wynosi 0,416 (r < 0,5) co $wiadczy
o niskiej korelacji, jednak p < 0,001 wskazuje na wysoka istotnos¢ statystyczng uzyskanego
wyniku. Dla poziomu swoistych przeciwciat w surowicach pacjentow z PNO
wyznaczonych wobec koniugatow cyklicznego oraz liniowego z BSA, otrzymano wyniKki
ujemne na poziomie kolejno -0,212 oraz -0,224. Wyniki te sugeruja spadek wraz z wiekiem
miana przeciwcial anty-OmpC z S. flexneri w surowicach dzieci z niedoborami odpornosci.
Wartosci P wynoszag w przypadku zastosowania jako antygenu koniugatu cyklicznego z
BSA odpowiednio 0,021, a wobec koniugatu liniowego z BSA 0,014 (P <0,05), co pozwala

na odrzucenie hipotezy zerowej (Ho — miano przeciwciat u dzieci nie zalezy od wieku).
4.9.2. Oznaczanie miana przeciwcial klasy IgG testem ELISA [51, 132]

Przeciwciata klasy IgG sa elementem tzw. pamigci dlugotrwalej, tzn. ich poziom
utrzymuje si¢ we krwi przez wiele lat (przeciwnie do przeciwciat klasy IgM — przeciwciata
pamigci krotkotrwatej, ktore pojawiajg si¢ znacznie szybciej niz IgG, ale z czasem ich
miano spada, natomiast wzrasta poziom przeciwciat klasy 19gG). Obecnos¢ tych przeciwciat
swiadczy o kontakcie pacjenta z okreSlonym patogenem. Pacjenci z humoralnymi
niedoborami odpornosci, czesto nie produkujg tej klasy przeciwciat (lub jej podklas), albo
przeciwciala te sg niefunkcjonalne, podobnie jak przeciwciata klasy IgA. Tacy pacjenci sg
narazeni na znaczne czestsze infekcje o charakterze nawracajacym, a ich przebieg jest
znacznie ciezszy niz u pacjentdow bez obcigzen immunologicznych. Wyznaczanie
I poréwnanie miana przeciwcial tej klasy u pacjentow z PNO oraz pacjentow
bez niedoboréw odpornosci, jest niezbedne dla opracowania testu serologicznego
do oznaczania niedoborow.

Test ELISA przeprowadzono wg. metody 3.10.2. Oznaczono poziom swoistych
przeciwciat klasy IgG w surowicach dzieci ze zdiagnozowanymi pierwotnymi niedoborami
immunologicznymi 1 dzieci z nawracajagcymi zapaleniami drég oddechowych, dzieci
zdrowych oraz zdrowych dorostych. Miana przeciwciat oznaczono stosujac rozcienczenie
surowicy 1:750 dla 3 badanych antygenow, biatka OmpC oraz dwoch koniugatow, peptyd
liniowy o sekwencji GLNRYDERYIGC z BSA oraz peptyd cykliczny o sekwencji
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(GGLNRYDERYIGK)C z BSA. Biatko OmpC uzywano w stezeniu 5 pg/ml, natomiast
koniugaty uzyto w stezeniu odpowiadajgcym liczbie epitopéw wigzacych w biatku OmpC,
koniugat BSA-peptyd linowy 1,67 ug/ml oraz koniugat BSA-peptyd cykliczny 2,5 pg/ml.

Ponizej (Ryc. 29-31) przedstawiono usrednione miana poziomow przeciwciat klasy
IgG w surowicach badanych grup, okreslone dla trzech antygendéw uzytych w tescie ELISA

(OmpC, koniugat liniowy-BSA, koniugat cykliczny-BSA).
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Rycina 29. Usrednione miana przeciwcial anty-OmpC klasy 1gG oznaczone w
surowicach badanych grup pacjentow i grup kontrolnych, przedstawione na
wykresach pudelkowych box-plot oraz wykresach slupkowych z uwzglednieniem
istotnosci statystycznej ,,P” (P < 0,05*, P <0,01**, P < 0,001***).
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Poziom istotnoSci statystycznej miana przeciwcial
anty-OmpC klasy 19G
1gG
o pacjenci pacjenci . e
zdrowe dzieci 7 PNO 7 NZDO zdrowi dorosli
zdrowe dzieci - - - -
pacjenci z PNO P =0,6692 - - -
pacjenci z NZDO P = 0,0907 P=0,0038 - -
zdrowi dorosli P =0,9377 P =0,9077 P =0,3992 —

Tabela 19. Wartosci P swiadczace o istotnosci statystycznej (P < 0,05*, P < 0,01**,
P <0,001***) §rednich mian swoistych przeciwcial anty- OmpC klasy 1gG oznaczonych

miedzy badanymi grupami.
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Rycina 30. Usrednione miana przeciwcial klasy IgG anty-koniugat cykliczny-BSA,
oznaczone w surowicach badanych grup pacjentéw i grup kontrolnych przedstawione
na wykresach pudelkowych box-plot oraz wykresach stupkowych z uwzglednieniem
istotnosci statystycznej ,,P” (P < 0,05*%, P < 0,01**, P < 0,001***).
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Poziom istotnoSci statystycznej miana przeciwcial klasy IgG
anty-koniugat cykliczny-BSA
19G

pacjenci pacjenci

- PNO 2 NZDO zdrowi dorosli

zdrowe dzieci

zdrowe dzieci - - - -

pacjenci z PNO P =0,4474 - - .

pacjenci z NZDO P =0,9783 P =0,3014 - -

zdrowi dorosli P =0,3581 P =0,2431 P =0,3360 -

Tabela 20. Wartosci P swiadczace o istotnosSci statystycznej (P < 0,05*, P < 0,01**,
P < 0,001%**) $rednich mian przeciwcial klasy IgG anty-koniugat cykliczny-BSA
oznaczonych w surowicach badanych grup.
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Rycina 31. USrednione miana swoistych przeciwcial klasy IgG anty-koniugat
liniowy/BSA oznaczone w surowicach badanych grup pacjentéw i grup kontrolnych
przedstawione na wykresach pudelkowych box-plot oraz wykresach slupkowych z

uwzglednieniem istotnoSci statystycznej ,,P” (P < 0,05*, P < 0,01**, P < 0,001**%*),
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Poziom istotnoSci statystycznej miana przeciwcial klasy IgG
anty-koniugat liniowy-BSA

IgG
zdrowe dzieci pzelgj’e\zlrgi Eal\(l:JZelgg zdrowi dorosli
zdrowe dzieci - - - —
pacjenci z PNO P= 0,;0244 - - _
paciend! P=0,0004 P =0,1954 - _
zdrowi doroli P =0,0080 P =0,2846 P =0,4543 -

Tabela 21. Wartosci P swiadczace o istotnosSci statystycznej (P < 0,05*, P < 0,01**,

P < 0,001***) $rednich mian przeciwcial klasy IgG anty- koniugat liniowy-BSA

oznaczonych w surowicach badanych grup.

10G 1gG 1gG
grupa liczba ant -%)m c anty-kon. anty-kon.
badana badanych i SD P cykl.-BSA lin.-BSA
+ SD + SD
zdrowe 37 0,6722 + 2,2660 + 2,9270 +
dzieci 0,0481 0,0758 0,0557
pacjenci z 117 0,6482 + 2,3410 + 2,7300 +
PNO 0,0276 0,0502 0,0454
pacjenci 26 0,7878 + 2,2630 = 2,6420 +
zNzZDO 0,0410 0,0522 0,0473
zdrowi 6 0,6625 + 2,0760 + 2,5110 +
dorosli 0,0649 0,1987 0,1396

SD - standard deviation (odchylenie standardowe)

Tabela 22. Usrednione miana swoistych przeciwcial klasy IgG w surowicach badanych grup

pacjentow i grup kontrolnych, oznaczone wobec trzech antygenow uzytych w tescie ELISA

(biatko OmpC, koniugat liniowy-BSA, koniugat cykliczny-BSA).
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Dla kazdej z badanych surowic wyznaczono indywidualng kontrole, jaka byta proba
bez antygenu. Mialo to na celu odrzucenie niespecyficznych wigzan przeciwciat do BSA
uzywanego jako odczynnik blokujacy wolne miejsca na dotku plytki titracyjnej po
naniesieniu na nig antygenow. Ponadto, do syntezy koniugatow z peptydami cyklicznymi
oraz linowymi zastosowano biatko no$nikowe — BSA, ktore réwniez moglo dawac sygnat
od przeciwcial zwigzanych nieswoiscie.

Wyznaczone miana przeciwcial usredniono, a wartosci srednich dla badanych grup
pacjentéw przedstawiono w Tabeli 22 wraz z warto$ciami odchylen standardowych (SD).
We wszystkich badanych grupach, $redni poziom przeciwcial wyznaczonych wobec biatka OmpC
jako antygenu w tescie, jest znacznie nizszy niz okreslony w przypadku zastosowania
ktoregokolwiek z koniugatow. Ponadto réznice w usrednionym mianie przeciwcial mozemy
rowniez zaobserwowac w przypadku uzycia kazdego z koniugatow, poniewaz koniugat liniowy z
BSA efektywnej wiaze przeciwciala niz koniugat cykliczny z BSA.

Takie obserwacje potwierdzajg tez¢ przedstawiong w poprzednim podrozdziale
ilustrujacym roéznice w poziomach swoistych przeciwciat klasy IgA. Na powierzchni biatka
OmpC wystepuje tylko jeden epitop wigzacy swoiste przeciwciata anty-OmpC, dlatego po
immobilizacji tego bialka na powierzchni ptytki titracyjnej epitop moze by¢ niedostepny
dla przeciwcial. Dla koniugatow obsadzenie BSA peptydami cyklicznymi i liniowymi
wynosi odpowiednio 4 i 6 peptydow na 1 czasteczk¢ BSA. Dlatego niezaleznie od tego w
jakiej orientacji koniugat zostat zwigzany do podloza, cze$¢ peptydow byta nadal
odpowiednio eksponowana i dostgpna dla przeciwciat.

Uzyskane wyzsze miano swoistych przeciwcial zwigzanych przy uzyciu koniugatu
liniowego z BSA, jest najprawdopodobniej wynikiem wigkszego stopnia obsadzenia BSA
peptydami liniowymi niz cyklicznymi. Ta przewaga w poziomie wigzania przeciwciat do
koniugatu liniowego swiadczy rowniez o tym, ze peptyd liniowy rownie efektywnie wigze
przeciwciala co peptyd cykliczny. Poddajac analizie usrednione miana Swoistych
przeciwcial klasy IgG w surowicach w poszczegdlnych grupach badanych oznaczone w
tescie ELISA przy uzyciu antygenu w postaci biatka OmpC, istotne statystycznie roznice
uzyskano w przypadku surowic pacjentow PNO/NZDO (Tabela 19). Przy uzyciu koniugatu
peptyd cykliczny z BSA stwierdzono, ze wyniki $rednich mian przeciwcial nie wykazuja
réznic istotnie statystycznych (Tabela 20).

Roznice w poziomie przeciwcial klasy 1gG stwierdzono oznaczajgc miano
przeciwcial testem ELISA w surowicach dzieci zdrowych i surowicach pacjentow (dzieci

zdrowe/pacjenci PNO P = 0,0244 * oraz dzieci zdrowe pacjenci NZDO P = 0,0004 ***),
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stosujgc jako antygen koniugat peptydu liniowego z BSA, a takze porownujgc miano w
surowicach dzieci zdrowych i surowicach krwiodawcéw (P = 0,0080 **) w stosunku do
tego samego antygenu (Tabela 21.). Jednak ze wzgledu na ograniczony materiat kliniczny
dotyczacy surowic krwiodawcow (n = 6), grupa ta nie byla wystarczajaco liczna do
przeprowadzenia rzetelnej analizy.

Usrednione miana przeciwciat klasy IgG oznaczone w trzech badanych grupach nie
wykazaty statystycznie istotnych roznic, aby wylacznie na ich podstawie mozna byto
opracowaé¢ odpowiednio wiarygodny test serologiczny. Jednak ze wzgledu na ewentualna
mozliwos$¢ potencjalnych réznic w poziomie swoistych przeciwciat w zalezno$ci od plci

czy wieku badanych, przeprowadzono odpowiednie analizy statystyczne.
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Rycina 32. Analiza poréwnawcza miana swoistych przeciwcial anty-OmpC klasy 1gG

w surowicach kobiet (?) i mezezyzn (J) w zalezno$ci od antygenu (biatko OmpC,

koniugat liniowy-BSA, koniugat cykliczny-BSA) uzytego do testu ELISA.
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10G 1gG 1gG
. : g anty-kon. anty-kon.
grupa ple¢ liczba anty-OmpC .
badana badanych | badanych +SD GRS AITSERAS
+ SD + SD
M 16 0,6029 + 2,2960 + 2,9740 £
0,0682 0,1059 0,0723
zdrowe
dzieci
K 21 0,7250 + 2,2430 + 2,8920 +
0,0661 0,0184 0,0818
0,6438 + 2,2830 2,6510 +
o M 106 0,0302 0,0554 0,0508
pacjenci
zPNO
K 76 0,7509 + 2,3430 + 2,7450 +
0,0363 0,0473 0,0453
M 4 0,6933 + 2,3390 + 2,6800 +
. 0,0946 0,1263 0,1034
zdrowi
dorosli
K 5 0,6010 + 1,5490 + 2,1750 +
0,0610 0,2830 0,2405

SD - standard deviation (odchylenie standardowe)

Tabela 23. Zestawienie usrednionego miana swoistych przeciwcial klasy IgG,

okreslonego wobec trzech antygenéw (bialko OmpC, koniugat liniowy-BSA, koniugat

cykliczny-BSA) oznaczonego w surowicach badanych grup z uwzglednieniem liczby i

plci badanych.
anty-OmpC anty-kon. cykl.-BSA anty-kon. lin.-BSA
19G
zdrowe | pacjenci | zdrowi | zdrowe | pacjenci | zdrowi | zdrowe | pacjenci | zdrowi
dzieci ZPNO | dorosli | dzieci zZPNO | dorosli | dzieci zPNO | dorosli
kobiety/ | 5137 | 00240 | 5635 | 07361 | 04362 | 99370 | 04737 | 01853 | 0,0775
mezczyznl

Tabela 24. Przedstawienie wartosci P §wiadczace] 0 istotnoSci statystycznej.

Wynik

P < 0,05 jest wynikiem istotnym statystycznie (P < 0,05*, P < 0,01**, P < 0,001**%*).
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Na rycinie 32 przedstawiono wykresy pudetkowe (box-plot) oraz stupkowe
przedstawiajace w grupach badanych (kobiety/mezczyzni) usrednione poziomy swoistych
przeciwcial anty-OmpC klasy 19G, reaktywnych w stosunku do trzech badanych
antygenow (Tabela 23).

Z przedstawionych danych wynika, ze $redni poziom badanych przeciwciat nie
rozni si¢ znaczaco u kobiet i mezczyzn. Wyjatek stanowig poziomy przeciwcial w
surowicach pacjentow roznej plci z grupy dzieci ze zdiagnozowanym PNO, dla ktorych
$redni poziom swoistych przeciwcial 0znaczony przy zastosowaniu jako antygenu biatka
OmpC rozni si¢. Jednak nie sg to wystarczajace roznice, aby na ich podstawie mozna bylo
opracowacé test serologiczny (Tabela 24). Roznice zaobserwowano rowniez W poziomie
przeciwcial anty-OmpC w surowicach zdrowych dorostych kobiet i m¢zczyzn 0znaczone
w stosunku do uzytego jako antygenu w tescie ELISA koniugatu peptydu cyklicznego z
BSA, Jednak aby rzetelnie wyznaczy¢ te roznice nalezy zwigkszy¢ liczebno$é tej grupy

badanej.
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Przedstawienie sredniego miana swoistych przeciwcial klasy IgG w

surowicach badanych grup, okreslonego dla trzech antygenéw uzytych w teScie

ELISA (bialko OmpC, koniugat liniowy-BSA, koniugat cykliczny-BSA), w zaleznoSci

od wieku badanych.
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liczba antygen wspélezynnik WELIBIE LS
1gG . (poziom istotnosci
badanych uzyty do testu r-Pearsona -
statystycznej)
biatko OmpC 0,351 0,033
zdrowe koniugat cykliczny z
dzieci 37 BSA 0,227 0,176
koniugat liniowy z BSA 0,218 0,194
biatko OmpC 0,195 0,041
pacjenci koniugat cykliczny z
2 PNO 111 BSA 0,065 0,496
koniugat liniowy z BSA 0,164 0,086

Tabela 25. Zestawienie wartosci wspolczynnikéw korelacji r-Pearsona z analizy zaleznosci
miana swoistych przeciwcial klasy IgG, okreslonego dla trzech antygenow (biatko OmpC,
koniugat liniowy-BSA, koniugat cykliczny-BSA), od wieku pacjentow (korelacja staba r od
-0,5do 0,0 oraz 0,0 do 0,5, korelacja silna r od -1,0 do -0,5 oraz od 0,5 do 1,0). Wartos¢ P
swiadczy o istotnosci statystycznej (P < 0,05%, P < 0,01**, P < 0,001***),

Analizujgc poziom swoistych przeciwcial anty-OmpC klasy 1gG w grupach
badanych w zaleznosci od wieku, nie zaobserwowano znamiennych roznic o czym
$wiadczy warto$¢ wspotczynnika r-Pearsona ponizej 0,5 oraz wartos$¢ P > 0,05 (Rycina 33)
(Tabela 25). Z przedstawionej analizy poziomow swoistych przeciwciat klasy IgG wynika,
ze na ich wylacznej podstawie nie mozna oprzec testu serologicznego.

Jednak uzyskane wyniki catkowitej analizy poziomow swoistych przeciwciat w klasie IgA
oraz IgG z uwzglgdnieniem wieku oraz plci pacjentow z réznych grup stanowig podstawe do pracy
nad opracowaniem testu serologicznego do diagnostyki humoralnych niedoboréw odpornosci.
Uzyskane wyniki pokazuja rowniez, ze pacjenci z PNO majg statystycznie istotny nizszy
poziom przeciwciatl klasy IgA, co tlumaczy ich czestsza zapadalno$¢ na zakazenia
pateczkami jelitowymi oraz na cigzki przebieg takich infekcji.

Biorac pod uwage fakt rosnacej antybiotykoopornosci bakterii, uzasadnia to réwniez
badania prowadzone nad opracowaniem skutecznego terapeutyku w postaci swoistych przeciwciat
anty-OmpC z S. flexneri, do suplementacji niedoboréw przeciwciat u pacjentow z PNO. Dlatego
tez przeprowadzono na modelu zwierzecym badania, ktorych celem bylo potwierdzenie
ochronnego dziatania izolowanych przeciwciat anty-OmpC na zakazenia wywotane pateczkami

S. flexneri.
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4.10. Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych

Weczesniejsze badania naszego zespotu wykazaly reaktywno$é surowicy Krwi
sznura pgpowinowego z bakteryjnym biatkiem OmpC [52]. Przeciwciata tam obecne
przekazywane sg dziecku przez matke. Uktad odpornosciowy dziecka (noworodka) nie jest
jeszcze zdolny do samodzielnego wytwarzania przeciwcial i zwalczania patogenow.
Pozwala to sgdzié, ze przeciwciata te majg wtasciwosci ochronne [51].

Badania reaktywnosci przeciwcial z biatkiem OmpC, oraz innych antygenow
zawierajacych epitop wigzacy tego biatka, stanowia obiecujacy obszar badan aplikacyjnych nad
otrzymaniem szczepionki, testu serologicznego do szybkiego oznaczania zakazenia/nosicielstwa
Shigella flexneri, testu serologicznego do oznaczania humoralnych niedoboréw odpornosci, czy
opracowania terapeutyku do suplementacji przeciwcial u osob z niedoborami. Charakterystyka
reaktywnos$ci surowicy ludzkiej z bakteryjnym biatkiem OmpC (oraz koniugatami
cyklicznym/liniowym) pokazata znaczne réznice w poziomie przeciwciat u dzieci z PNO i
u dzieci zdrowych. Uzyskane wyniki daja mozliwo$¢ opracowania szybkiego testu do
oznaczania niedoboréw odpornosci, ktérego przeprowadzenie bedzie mozliwe w kilka
godzin (test ELISA, Western Blot), a nawet kilkanascie minut (testy kasetkowe).

Potwierdzenie ochronnych wtasciwosci przeciwciat anty-OmpC moze postuzy¢ do
opracowania preparatu do suplementacji przeciwciat dla 0sob z niedoborami. Wykonanie
takiego badania in vitro jest niemozliwe. W warunkach laboratoryjnych mozemy
stwierdzi¢ i opisa¢ reaktywno$¢ przeciwcial z antygenem, ale nie pozwala to stwierdzi¢ czy
podanie przeciwcial pozwoli zahamowaé rozwoj zakazenia pateczkami Shigella.
Jednoznaczne potwierdzenie tej tezy jest mozliwe po uzyskaniu pozytywnych rezultatow
badan przeprowadzonych na modelu zwierzgcym.

Potwierdzenia na modelu zwierzecym wymagaja rowniez badania nad uzyskaniem
szczepionki chronigcej przed rozwojem zakazenia. Jak wiadomo z wyzej opisanych badan,
w surowicy ludzkiej znajdujemy przeciwciata reaktywne z bakteryjnym biatkiem OmpC,
rekombinowanym biatkiem OmpC oraz z koniugatami BSA/peptyd cykliczny/liniowy.
Przeciwciata te pojawity si¢ u badanych ludzi po kontakcie z pateczkami Shigella, nie
bedacymi patogenami bezwzglednymi. Jednak nie pozwala to na wzbudzenia trwatlej
odpornosci 1 ochrone przed cigzkim przebiegiem infekcji patogenem bezwzglednym.
Dlatego wazne jest prowadzenie badan immunomodulacyjnych, ktére pozwolg opracowaé
metode wzbudzania odpornosci i ochrony przed rozwojem zakazenia patogenami

chorobotworczymi. Do wzbudzenia takiej odpowiedzi uktadu odpornosciowego musimy
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zastosowa¢ stymulacj¢ odpowiednim antygenem, a potwierdzenie tego rowniez wymaga

badan na modelu zwierzecym.

4.10.1. Analiza wlasciwosci ochronnych natywnego i rekombinowanego biatka OmpC
przeprowadzona na modelu mysim przy zastosowaniu zakazenia dawka LDioo

paleczek Shigella flexneri 3a

We weczesniejszych badaniach zespolu naszego laboratorium wykazano, ze
podskorne podanie biatek glownych blony zewnetrznej pateczek S. flexneri 3a i S. sonnei
FI $winkom morskim chronito je przed zapaleniem rogéwki i spojowki wywolywanym
doswiadczalnie za pomoca chorobotwoérczego homologicznego lub heterologicznego
szczepu bakterii. Dzialanie ochronne mozna bylo przenie$¢ biernie na zwierzeta
nieimmunizowane za pomocg surowicy z przeciwciatami [1].

Wtasciwosci ochronne preparatow OMP, izolowanych z rdznych szczepow
pateczek Enterobacteriaceae, potwierdzono takze na modelu mysim [82, 83, 125, 126,
127]. Wykazano, ze niewielkie dawki preparatow zawierajacych OMP roznych serotypow
S. flexneri podane zwierzgtom, chronity je catkowicie przed rozwojem zakazenia po
podaniu im dawki LD1oo chorobotworczego szczepu S. flexneri 3a. Dziatanie ochronne
obserwowano rowniez po immunizacji zwierzat preparatami OMP izolowanymi z innych
gatunkow bakterii, takich jak S. sonnei FI, E. coli czy H. alvei, co mogto $wiadczy¢ o
szerokiej swoistosci takiej ochrony [130]. Przedstawione badania wskazaty na
immunomodulacyjne dziatanie preparatow biatkowych zawierajacych mieszaning biatek
bakteryjnych. Dalsze etapy badan immunoreaktywno$ci biatek S. flexneri pozwolity
okresli¢ epitop wigzacy przeciwciata anty-OmpC obecny na biatku btony zewnetrznej 0
masie 38 kDa (OmpC) [51]. Badajac reaktywnos¢ tego biatka z surowicami ludzi oraz
myszy 1 krolikow wykazano, Ze ludzki i mysi uktad odpornosciowy wytwarza przeciwciata
skierowane na ten sam epitop. Dlatego do scharakteryzowania wptywu biatka OmpC na
uktad odpornosciowy wybrano model mysi. Preparat biatka OmpC uzyskano z btony
zewngtrznej S. flexneri 3a stosujac ekstrakcje kwasem walerianowym | dwa etapy
oczyszczania metodg chromatografii kolumnowej.

Do uzyskania wzbudzenia odpowiedzi ochronnej zastosowano immunizacj¢ myszy
szczepu BALB/c preparatami natywnego i1 rekombinowanego biatka OmpC S$ciany
komorkowej pateczek S. flexneri 3a. Rekombinowane biatko OmpC uzyskano w systemie

ekspresyjnym E. coli zgodnie z metodologia nr 3.13.
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Zastosowane antygeny (natywne i rekombinowane OmpC) trzykrotnie co 48 godzin
dootrzewnowo podano zwierz¢tom, a kazda dawka uzytego do immunizacji preparatu to
5 pg antygenu zawieszonego w 200 pl roztworu PBS. Grupe kontrolng stanowily myszy
(5 osobnikow w grupie), ktorym trzykrotnie co 48 godzin podano dootrzewnowo po 200 pl
roztworu PBS. Po dwoch tygodniach od pierwszej immunizacji dootrzewnowo podano
zwierzetom zawiesing bakterii przygotowana w roztworze PBS w dawce LDigo (2x108
bakterii/mysz). Schemat immunizacji i zakazenia zwierzat zawarty jest w Tabeli 7 w

rozdziale nr 3.14.1., a uzyskane w omawianym do$wiadczeniu wyniki zawarte Sa
w Tabeli 26.

Liczba padlych
zwierzat po [godz.]
od podania
Nrgrupy | Dzieal | Dzien3 | Dzien5 | Dzien 14 patogenu,
%
24 | 48 | 72 | X | ochr
ony
LD1oo
PBS PBS PBS .
1 Shigella 3 2 0 0
(kontrola) | (kontrola) | (kontrola) flexneri 3a
5pug 5ug 5ug LD1oo
2 OmpC OmpC OmpC Shigella 1 0 0 80
natywne natywne natywne | flexneri 3a
5pg 5ug 5ug L D100
3 OmpC OmpC OmpC Shigella 0 0 0 100
rekombin. | rekombin. | rekombin. | flexneri 3a

Tabela 26. Zestawienie wynikow uzyskanych po immunizacji myszy preparatami
natywnego i rekombinowanego bialka OmpC i po zakazeniu zwierzat dawka LD1oo bakterii.

W kazdej grupie zwierzat bylo po 5 osobnikow.

Poréwnujac uzyskane rezultaty w odniesieniu do wynikéw dla grupy kontrolnej,
ktorej podano jedynie roztwor PBS mozna zauwazy¢, ze grupa zwierzat immunizowanych
natywnym biatkiem OmpC po zakazeniu dawka $miertelng S. flexneri byta chroniona w
80%. W tej grupie zwierzat procedury nie przezyta jedna mysz, co mogto by¢ wynikiem
stabszej kondycji zwierzgcia, ktorej przy uzyciu dostepnych nam metod nie mozna bylo

zauwazy¢ przed rozpoczeciem eksperymentu. Zwierzgta w ciggu pierwszej doby po
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podaniu patogenu wykazywaly nieznaczne objawy chorobowe (nie kwalifikujgce
zwierzecia do wczesniejszego poddania eutanazji), ktore ustepowaty w kolejnym dniu
obserwacji. Zwierzgta w grupie immunizowanej rekombinowanym biatkiem OmpC
rowniez wykazywaly ustepujace oznaki infekcji i w tej grupie wszystkie zwierzeta przezyty
procedure.

Podanie zwierz¢tom zaréwno natywnego jak i rekombinowanego biatka OmpC
skutkowato stymulacja uktadu odpornosciowego, a w konsekwencji chronito zwierzgta
przed rozwojem zakazenia po podaniu im dawki $miertelnej patogenu. Od myszy przed
immunizacjg i po 2 tygodniach od podania pierwszej dawki antygenow (przed
zakazeniem), pobrano krew z zyly ogonowej, celem oznaczenia testem ELISA i

poréwnania poziomu przeciwcial anty-OmpC w surowicach (Tabela 27).

przeciwciala przeciwciala
klasy klasy
IgM 1gG

Czas (t)
oznaczenia poziomu przeciwcial

poziom przeciwcial anty-OmpC
W surowicy myszy przed immunizacjg gr. 1 0,130 0,112
w czasie to

poziom przeciwcial anty-OmpC
W surowicy myszy gr. 2
po trzykrotnej immunizacji (3x5 pg) 0,387 0,264
natywnym OmpC
w czasie tis

poziom przeciwcial anty-OmpC
W surowicy myszy gr. 3
po trzykrotnej immunizacji 3x5 ug) 0,416 0,320
rekombinowanym OmpC
w czasie tis

Tabela 27. Zestawienie oznaczonych testem ELISA pozioméw przeciwcial
anty-OmpC klasy IgM i IgG w surowicach myszy kontrolnych (gr. 1), myszy

immunizowanych natywnym (gr. 2) i rekombinowanym (gr. 3) bialkiem OmpC.

Po 14 dniach od immunizacji zwierzat pierwsza dawka preparatu biatkowego, w
obu grupach zwierzat zaobserwowano wzrost miana przeciwcial obu klas. Uzyskane

wyniki poziomu przeciwcial potwierdzaja immunostymulujacy charakter podawanych
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preparatow. Wysoki poziom ochrony zwierzat immunizowanych, zarowno natywnym jak
1 rekombinowanym biatkiem OmpC, potwierdza wysoka swoisto$¢ przeciwcial
wytwarzanych po stymulacji preparatami biatkowymi w odniesieniu do rozpoznawania
patogenu. Przeciwciata anty-OmpC, ktoére myszy nabyly po immunizacji preparatem
natywnego biatka OmpC, wyizolowano metodg chromatografii powinowactwa. Nastepnie,
przeciwciala te wykorzystano do potwierdzenia ochronnego wplywu przeciwciat

anty-OmpC na rozwoj zakazenia pateczkami S. flexneri 3a.

4.10.2. Analiza wlasciwosci ochronnych ludzkich i mysich przeciwciat anty-OmpC w
badaniach modelowych na myszach przy zastosowaniu zakazenia zwierzat paleczkami

Shigella flexneri 3a w dawce LDioo

Przeprowadzone wczeéniejsze badania modelowe naszego zespotu wykazaty,
ze myszy immunizowane wielosktadnikowymi preparatami OMP wytwarzaly
przeciwciala, a podanie nieimmunizowanym zwierzetom surowicy pochodzacej od
zwierzat immunizowanych, chronito je przed rozwojem zakazenia pateczkami Shigella, co
$wiadczylo o wystapieniu skutecznosci biernej immunizacji myszy [1].

Przeciwciata czyli glikoproteiny wykazujace zdolno$¢ do specyficznego wigzania
antygenéw, stanowig element obrony organizmu przed drobnoustrojami
chorobotworczymi. W organizmie cztowieka wystepuje pig¢ klas przeciwcial, a kazda z
nich charakteryzuje si¢ wysokim poziomem zmiennosci. Obecno$¢ przeciwciat
anty-OmpC S. flexneri stwierdzono takze w surowicach krwi pepowinowej co wskazywato,
ze skoro przeciwciata te sg przekazywane od matki do dziecka, to sugeruje to ich charakter
ochronny [52]. Przeciwciata anty-OmpC S. flexneri wystepowaty takze w surowicach
zdrowych krwiodawcow i na odpowiednio nizszym poziomie nawet u 0sob z pierwotnymi
niedoborami immunologicznymi [132].

Te wszystkie wymienione przestanki oraz wyniki uzyskane 2z badan
przeprowadzonych na tej duzej puli surowic zdrowych ludzi i pacjentow z niedoborami,
mogly sugerowac¢ ochronny charakter przeciwcial anty-OmpC i skierowaty nasze
zainteresowania w stron¢ poszukiwan mozliwos$ci opracowania bezpiecznego terapeutyku
(przeciwcial) o charakterze ochronnym do suplementacji u o0s6b z niedoborami
immunologicznymi. Takie zalozenie wymagato jednoznacznego potwierdzenia
ochronnego wptywu przeciwcial anty-OmpC na rozwoj zakazenia paleczkami Shigella. Ze
wzgledu na reaktywno$¢ przeciwciat surowiczych ludzi i myszy z tym samym epitopem

obecnym na biatku OmpC, do przeprowadzenia testu na modelu zwierzecym wybrano
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myszy. Przeciwciata ludzkie wykorzystane do testow pozyskano z surowicy krwiodawcow,
a przeciwciala mysie z surowicy zwierzat po immunizacji bakteryjnym biatkiem OmpC.
Przeciwciala izolowano z surowicy za pomoca chromatografii powinowactwa do ztoza Sepharose
CL-4B-OmpC. Nastepnie przeciwciala po izolacji i odplukaniu soli uzywanych w procesie
separacji rozcienczono roztworem PBS aby uzyska¢ odpowiednie stezenie. Tak przygotowane
preparaty immunoglobulin zawieraty swoiste przeciwciata anty-OmpC wszystkich klas.

Mimo, ze oznaczone w tescie ELISA poziomy przeciwciat i nastgpnie okre§lone
$rednie roznice poziomu przeciwciat w surowicach dzieci zdrowych i dzieci z PNO
uzyskano jedynie dla przeciwcial w Klasie IgA, to jednak ogolnie wiadomo, ze w
zwalczanie patogenu sg zaangazowane przeciwciata wszystkich klas. Dlatego tez preparat
swoistych przeciwcial zastosowany do badan na modelu zwierzecym, zawierat
przeciwciala wszystkich klas swoiscie wigzacych biatko OmpC i tak przygotowane
preparaty podano zwierzgtom zgodnie ze schematem immunizacji biernej (Tabela 28).

W celu potwierdzenia ochronnego dziatania swoistych przeciwcial anty-OmpC,
ktore powinny stanowi¢ zrodlo zabezpieczenia zwierzat przed rozwojem zakazenia
pateczkami Shigella, zaplanowano doswiadczenia na modelu zwierzecym. Tylko tak
uzyskane wyniki miaty przedstawia¢ wiarygodna odpowiedz organizmu na zakazenie.
Doswiadczenie przeprowadzono na trzydziestu 6-9 tygodniowych samicach myszy
szczepu BALB/c. Zwierzeta po kwarantannie podzielono na 6 grup po 5 myszy w kazdej
grupie i umieszczono w odpowiednio wyposazonych klatkach. Preparaty immunoglobulin
w dawece 10 pg/mysz zawieszone w 200 pl roztworu PBS podano zwierzetom jednorazowo,
dwukrotnie lub trzykrotnie w odpowiednich w zaleznos$ci od grupy zwierzat odstepach
czasu (Tabela 28). Czas pomiedzy immunizacja bierna, a zakazaniem zwierzat byt znacznie
krotszy niz przy immunizacji aktywnej ze wzgledu na serokonwersje.

Przeciwciata ludzkie podawane zwierzetom s3a rozpoznawane przez ich uktad
odporno$ciowy jako obce biatko i neutralizowane. Jak podaje literatura [12, 29, 35, 56, 64,
106], okres poéttrwania przeciwcial podawanych w ten sposob jest znacznie krotszy niz
przeciwcial wytwarzanych przez organizm podczas immunizacji aktywnej, a ich miano
znaczaco spada z kazdym dniem po podaniu. W czasie, kiedy miano ludzkich lub mysich
przeciwcial anty-OmpC byto najwyzsze, czyli zaraz po ich jednokrotnym lub dwukrotnym
podaniu, przeprowadzono zakazenie zwierzat bakteriami zaktadajac, ze w tym wiasnie
czasie nastgpi efektywna opsonizacja i neutralizacja patogenu. Zwierzeta zakazono dawka
$miertelng pateczek Shigella flexneri 3a (LD1oo = 2x108 bakterii/mysz).
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Zastosowana dawka LD1oo pateczek S. flexneri 3a dla myszy BALB/c ustalona zostata na

podstawie rezultatow badan na modelach zwierzecych przeprowadzonych w laboratorium w latach

wezesniejszych. Po zakazeniu zwierzgta obserwowano przez 72 godziny. Uzyskane wyniki

przedstawiono w Tabeli 28 zamieszczonej ponize;.

Liczba padlych
zwierzat po [godz.]
gr':'J;)y Dzieh 1 Dzieh 2 Dzien 3 %
24 | 48 | 72 | X | ochr
ony
PBS
PBS 1 godzina przer PBS
1 (kontrola) g przeny (kontrola) 3 2 0 5 0
LD1o0o
Shigella flexneri 3a
10 ug Ab LD1oo
2 (ludzkie) | Shigella flexneri 3a - 01510150
10 pg Ab (ludzkie)
10 g Ab 1 godzina przer _
3 (ludzkie) g przerwy 0 4 0 4 20
LD1o0o
Shigella flexneri 3a
10 pg Ab (ludzkie)
10 ug Ab | 1 godzina przer 10 pg Ab
4 (ludzkie) J WY 1 Gudzkiey | O | S| O 5| O
LD1o0o
Shigella flexneri 3a
10 pg Ab (mysie)
10 pg Ab : 10 pg Ab
5 (mysie) 1 godzina przerwy (mysie) 0 5 0 5 0
LD1oo
Shigella flexneri 3a
10 pg Ab LD1oo 10 ug Ab
6 (ludzkie | Shigellaflexnerida | (ludzkie) | 2 | | @ [ 9] O

Tabela 28. Zestawienie wynikéw uzyskanych po biernej immunizacji myszy preparatami

ludzkich lub mysich przeciwcial anty-OmpC S. flexneri 3a i zakazeniu zwierzat dawka

L D1oo bakterii. W kazdej grupie zwierzat bylo po 5 osobnikéw.
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W czasie pierwszej doby od podania patogenu zwierzgta z grup 2—5 wykazywaty 100%
ochrony w poréwnaniu do grupy kontrolnej nr 1 (ochrona 40% w ciggu 24 godzin od infekcji). W
tym samym czasie w grupie nr 6 padty 2 osobniki, co daje ochrong na poziomie 60%. Taki wynik
sugeruje, ze podane W tej grupie myszy w przeddzien zakazenia Swoiste przeciwciata anty-OmpC
zostaly zdezaktywowane przez mysi uktad odpornosciowy.

W ciagu kolejnego dnia obserwacji zwierzat od podania patogenu padty wszystkie
zwierzeta. Takie rezultaty mogly wynikaé albo ze zbyt niskich dawek przeciwciat uzytych
do immunizacji lub przyjeta procedura postepowania dotyczaca terminu podania dawki
przeciwcial w stosunku do czasu zakazenia, jest nieskuteczna. By¢ moze réwniez
zastosowana dawka przeciwcial w stosunku do wysokiej dawki bakterii (LD1oo), byta
nieoptymalna.

Na podstawie uzyskanych rezultatbw =z immunizacja bierng Swoistymi
przeciwciatami anty-OmpC stwierdzono, ze aby w tym przypadku uzyskaé¢ skuteczng
ochrong, nalezy przede wszystkim zwigkszy¢ dawke aktywnych przeciwcial podawanych
zwierzetom. Nalezy jednak podkresli¢, ze zwierzeta ktore byly immunizowane biernie
przeciwcialami nie wykazywaty zadnych oznak chorobowych po podaniu preparatu

przeciwcial, co $wiadczy 0 jego bezpiecznym charakterze.

4.10.3. Analiza wlasciwosci ochronnych ludzkich i mysich przeciwcial na modelu
mysim przy zastosowaniu zakazenia zwierzat paleczkami Shigella flexneri 3a w

dawce LDso

Po uzyskaniu zgody od Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach (nr zgody NR 020/2021/P1 oraz NR 066/2022/P2) na wykonanie
do$wiadczenia modelowego z dawka LDsg bakterii przeprowadzono zoptymalizowang
procedure. Z uwagi na zmian¢ dawki bakterii, czyli obnizenie jej z LD1oo do LDso, a majac
na uwadze przede wszystkim uzyskanie jednoznacznej odpowiedzi, zwigkszono liczebnosc¢
grup zwierzat do 10 osobnikéw W grupie. Zastosowana dawka LDso pateczek S. flexneri 3a
dla myszy BALB/c ustalona zostala na podstawie rezultatbw badan na modelach
zwierzecych przeprowadzonych w laboratorium w latach wcze$niejszych. Procedure
wykonano na czterdziestu 6-9 tygodniowych samicach myszy szczepu BALB/c. Kazda z
4 grup zwierzat sktadata si¢ z 10 osobnikow. Zwierzeta byly immunizowane 3-krotnie w
24-godzinnym odstepie czasu.

Zwierzgtom z grupy nr 1 podano jedynie roztwér PBS (grupa kontrolna),

zwierzetom z grup nr 2 i 3 podano trzykrotnie przeciwciata ludzkie kolejno po 50 pg lub
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100 pg, a grupie nr 4 podano trzykrotnie po 50 ug przeciwciat mysich. Wszystkie preparaty

zawieszone w 200 ul roztworu PBS zostaly podane dootrzewnowo. Zwierzeta, po

immunizacji swoistymi ludzkimi lub mysimi przeciwciatami anty-OmpC, zakazano dawka

LDso = 7x107 bakterii/mysz (w 200 pl PBS). Po zakazeniu zwierzeta obserwowano przez

72 godziny. Wyniki przedstawiono w Tabeli 29.

Liczba padlych

. %
zwierzat, po [godz.]
gr':'J;)y Dzien 1 Dzien 2 Dzien 3 | od podania patogenu | °""°"Y
24 | 48 | 72 | X
PBS
PBS 1 godzina przerwy PBS
1 (kontrola) (kontrola) 4 2 0 6 40
LDso
Shigella flexneri 3a
50 ug Ab (ludzkie)
50 ng Ab | 1 godzinaprzerwy | 50 pg Ab
2| (ludzkie) (udzkiey | © | @[ O | 0| 100
LDso
Shigella flexneri 3a
100 pg Ab
(ludzkie)
100 ng 1 godzina przerwy | 100 ug Ab
3 Ab HE 0l0] 0] O 100
. (ludzkie)
(ludzkie)
LDso
Shigella flexneri 3a
50 ug Ab (mysie)
A 50 pg Ab 1 godzina przerwy 50 pg Ab 0 0 0 0 100
(mysie) (mysie)
LDso
Shigella flexneri 3a

Tabela 29. Zestawienie wynikéw uzyskanych po biernej immunizacji myszy preparatami

ludzkich lub mysich przeciwcial anty-OmpC S. flexneri 3a i zastosowaniu zakazenia

zwierzat dawka LDso bakterii. W kazdej grupie zwierzat bylo po 10 osobnikéw.

122



Po podaniu preparatow z przeciwcialami zwierzgta nie wykazywaly oznak
chorobowych. W przeprowadzonym doswiadczeniu modelowym stwierdzono, ze po 24
godzinach od zakazenia padly 4 myszy z grupy nr 1 (grupa kontrolna), a u pozostatych
myszy pojawity si¢ pewne oznaki zakazenia, takie jak: nastroszona sier$¢, osowiatosc,
ostabiona reakcja na bodzce.

Zwierzeta z grup nr 1 i nr 2 mialy nasilone objawy w stosunku do zwierzat z grup
nr 3 i nr 4. Po 48 godzinach od zakazenia padly kolejne 2 myszy z pierwszej grupy.
U pozostatych zwierzat objawy chorobowe zmniejszyty sig, jednak u myszy z grup nr 1 i
nr 2 byty bardziej nasilone niz u myszy w grupach nr 3i nr 4.

Po 72 godzinach od zakazenia zwierzeta wygladaty znacznie lepiej niz w
poprzednich dniach. Grupa nr 1 prezentowata si¢ troch¢ gorzej od pozostalych grup
zwierzat. Smiertelno$é grupy kontrolnej (myszy immunizowane roztworem PBS) wynosita
60% (padto 6/10 zwierzat) w ciagu trwania eksperymentu, tj. 72 godziny od podania
patogenu. Pozostate zwierzgta przezyly, co jednoznacznie potwierdza ochronny wplyw
podawanych przeciwcial. Spodziewana §miertelno$¢ zwierzat z grupy kontrolnej wynosita
50% (LDso — Lethal Dose 50%), jednak $miertelno$¢ wyznaczona eksperymentalnie
wyniosta 60%. Ta réznica najprawdopodobniej wynika z réznic osobniczych migdzy
zZwierzetami.

Zwierzeta z grupy nr 2, trzykrotnie immunizowane (3x50 pg) ludzkimi
przeciwciatami jak i zwierzeta z grupy nr 4, immunizowane trzykrotnie (3x50 pg) mysimi
przeciwcialami, wykazywaly silniejsze objawy zakazenia, niz zwierz¢ta z grupy nr 3, ktore
trzykrotnie otrzymaty wicksza dawke ludzkich przeciwciat (3x100 pg).

Pozwala to sadzi¢, ze obie dawki przeciwciat ludzkich chronity zwierzeta przed
rozwojem infekcji 1 $miercig oraz ze wigksza sumaryczna dawka swoistych ludzkich
przeciwcial (3x100 pg) anty-OmpC skuteczniej chronita zwierzeta, o czym $wiadcza duzo
tagodniejsze objawy infekcji u zwierzat, ktérym podano wigcej przeciwcial. Zwierzeta
immunizowane przeciwciatami ludzkimi i mysimi w tych samych dawkach (3x50 ug Ab)
przezyty procedure, jednak wykazywaly roznice w przebiegu infekcji. Zwierzeta, ktorym
podano przeciwciala mysie mialy tagodniejsze objawy w stosunku do myszy, ktérym
podano przeciwciata ludzkie. Swiadczy to o efektywniejszym dziataniu uktadu
immunologicznego zwierzat na patogen zopsonizowany przeciwcialami wlasnego gatunku.

Z zawiesiny bakterii podawanej zwierzgtom wyznaczono rzeczywistg liczbe CFU
(szereg rozcienczen). Warto$é wyznaczona z gestoéci optycznej (ODeoo) wynosita 3,5x108

bakterii/ml, natomiast wyznaczona do$wiadczalnie wynosita 2,8x10® bakterii/ml.
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Powodem oznaczonej z zastosowaniem metody szeregu rozcienczen NiecO obnizonej
zawartosci zywych bakterii, moze by¢ kilkugodzinny czas oczekiwania zawiesiny bakterii
na wykonanie szeregu rozcienczen i posiew.

Przeprowadzone wedlug powyzszego schematu doswiadczenie w sposob
jednoznaczny potwierdzito ochronny wptyw przeciwciat anty-OmpC na rozw¢j zakazenia
pateczkami Shigella. Uzyskane wyniki sg podstawa do dalszych prac nad terapeutykiem

suplementujacym przeciwciata u pacjentow z humoralnymi niedoborami odpornosci.
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5. Dyskusja

Gram-ujemne pateczki z rodziny Enterobacteriaceae sg patogenami wywotujgcymi
biegunki, dur brzuszny, czerwonke bakteryjng 1 inne schorzenia jelitowe. Te drobnoustroje
stanowig problem, zwlaszcza w krajach rozwijajacych sie, gdzie powoduja najwigcej
zakazen konczacych si¢ $miercig [40]. Do zakazenia dochodzi zazwyczaj droga
pokarmowg poprzez skazong zywno$¢ i wode oraz przez kontakty osobiste [50]. Dlatego,
w czasach, kiedy znaczaco wzrdst poziom migracji ludnosci, jesteSmy niewatpliwie
bardziej narazeni na kontakty z tymi patogenami. Najczgséciej zakazeniom ulegaja dzieci,
osoby starsze oraz ludzie, ktorych uktad odpornosciowy nie funkcjonuje prawidiowo.

W skutecznym leczeniu zakazen bakteryjnych ogromnym problemem jest
pojawianie si¢ szczepow opornych na antybiotyki i inne leki przeciwdrobnoustrojowe.
W 2017 roku WHO wydalo dokument, w ktorym na tle innych patogendow
wielolekoopornych wykazuje, ze gatunki z rodzaju Shigella naleza do grupy trzeciej
waznych patogenéw w kontek$cie poszukiwania nowych metod terapeutycznych ze
wzgledu na narastajacy problem lekoopornosci [76]. W podjeciu skutecznego leczenia
réwniez wazna jest prawidtowa i szybka diagnoza, dobér odpowiednich lekéw oraz jak
najszybsze wdrozenie terapii. Stosowane metody w laboratoriach diagnostycznych
wymagaja zarowno nakladoéw finansowych jak i czasowych, co zdecydowanie utrudnia
walke z tymi patogenami.

Pacjenci cierpigcy na zespoty chorobowe nalezace do pierwotnych niedoboréw
odporno$ci (PNO) sg zdecydowanie bardziej narazeni na infekcje. Pierwotne niedobory
odpornosci, to grupa choréb przejawiajacych sie¢ wadami w funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego o podlozu genetycznym. Najczedciej wystepujacymi z PNO s3 te
zwigzane z niedoborem przeciwciat. Przez takie defekty uktadu immunologicznego
infekcje rozwijajg sie szybciej, trudniej poddajg sie leczeniu i czesto nawracaja [20, 84].

Terapia stosowana przy niedoborach przeciwcial opiera si¢ na profilaktycznej lub
interwencyjnej antybiotykoterapii, szczepieniach ochronnych, leczeniu substytucyjnym
(preparatami immunoglobulin, sktadnikoéw dopetniacza, czynnikow wzrostu) lub
przeszczepach szpiku. Najskuteczniejszym, najmniej inwazyjnym i najbezpieczniejszym
sposobem walki z patogenami u pacjentoéw z PNO, jest leczenie dozylne preparatami
immunoglobulin (IVIG) lub podanie ich w formie iniekcji podskornych [99, 104].

Zapobieganie infekcjom oraz leczenie, poprzez suplementacj¢ brakujacych przeciwcial jest
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bardzo obiecujaca terapig dla wielu chorych, takze tych cierpigcych na zakazenia
towarzyszgce pierwotnym oraz wtornym niedoborom odpornos$ci [104].

Czynnikiem etiologicznym, zakazen wystepujacych u pacjentow z PNO, s3 czesto
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, m.in. bakterie z rodzaju Shigella. Przyczyna
infekcji tego typu sg najczesciej pateczki Shigella flexneri i Shigella sonnei, ktére wywotuja
shigellozy, czerwonke bakteryjna, czy zapalenie okreznicy. U ludzi z prawidlowo
funkcjonujacym uktadem odporno$ciowym, zakazenia te mogg ustgpowac samoistnie,
badZ po podaniu antybiotyku, natomiast u pacjentow z niedoborami, nie da si¢ ich wyleczy¢
catkowicie 1 czgsto nawracaja powodujac cigzkie zapalenia bton §luzowych odbytu i jelit,
ktorym towarzysza krwawe i ropne biegunki [19, 84].

W skutecznym leczeniu wielu infekcji, takze jelitowych, wazne jest okreslenie
patogenu stanowiacego czynnik etiologiczny zakazenia oraz szybkie wdrozenie terapii.
W przypadku pacjentow z PNO, mozemy zdiagnozowaé niedobor danych przeciwciat
przed wystapieniem zakazenia i poprzez ich suplementacj¢ zapobiec infekcji, a kiedy juz
do niej doszto, utatwi¢ w ten sposob leczenie.

Badania nad biatkami btony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych realizowane w
naszym zespole pozwolily stwierdzi¢, ze biatko OmpC z S. flexneri 3a jest immunogenne
[51]. W prowadzonych badaniach na modelu mysim stwierdzono, ze biatko OmpC
wystepujace w przewadze w wieloskladnikowym preparacie bialek blony zewngetrznej,
podane zwierzetom wzbudzato odpowiedZ 0 charakterze ochronnym i zabezpieczato je
przed rozwojem zakazenia, nawet po podaniu im dawki bakterii znacznie przekraczajacej
$miertelng dawke LD1oo [125, 128].

Wstepne badania dotyczace obecnosci przeciwcial anty-OmpC w surowicy ludzkiej
wykazaty obecnos¢ ich w surowicy ludzi zdrowych i1 na znacznie nizszym poziomie w
surowicy dzieci z niedoborami immunologicznymi [132]. Stwierdzono takze obecnos¢
przeciwcial anty-OmpC w ludzkiej surowicy krwi pepowinowej [51]. Przeciwciata anty-
OmpC, wystepujace w krwi pepowinowej przekazywane sg dziecku przez matke, co moze
swiadczy¢ o tym, ze moga mie¢ one charakter ochronny.

Biatko OmpC jest sktadnikiem btony zewngtrznej pateczek Shigella flexneri 3a
I poryng o strukturze B-baryiki, ktorej fragmenty (petle) sa eksponowane na zewnatrz
komorek bakterii. Nalezy do tzw. biatek glownych Shigella flexneri i w poréwnaniu do
pozostatych bialek btony zewnetrznej, wykazuje najwigksza immunoreaktywnos$¢
z przeciwcialami surowicy ludzkiej krwi pepowinowej [132]. Biatko to ze wzgledu na

ekspozycje swoich fragmentow na zewnatrz blony bakteryjnej, jest rozpoznawane przez
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uktad immunologiczny gospodarza dzigki czemu jest gtdownym antygenem biorgcym udziat
we wzbudzaniu odpowiedzi odpornosciowej, co potwierdzono w eksperymentach
protekcyjnych na modelu mysim [125, 128].

Do badania immunoreaktywnosci biatka OmpC konieczne jest uzyskanie go w
czystej, homogennej formie. Dlatego do ckstrakcji tego biatka z btony zewngtrznej
pateczek Shigella fllexneri zastosowano metode ekstrakcji kwasem walerianowym
wg Arcidiacono i wsp. [3], ktora po modyfikacjach pozwolita na uzyskanie mieszaniny
biatek z wigkszosciowym udziatem biatka OmpC. Nastepnie po zastosowaniu technik
chromatografii kolumnowej w systemie FPLC (filtracja Zelowa 1 chromatografia
jonowymienna) uzyskano homogenny preparat tego biatka [49]. Dwuetapowe
oczyszczanie biatka pozwolito na uzyskanie wysokiej wydajno$ci procesu oraz
na uzyskanie biatkka OmpC w formie reaktywnej z przeciwciatami co potwierdzono w
testach immunoenzymatycznych.

Biatko OmpC naturalnie wystgpujace w btonie jest wysoce hydrofobowe i po
wyizolowaniu wykazuje tendencj¢ do agregacji, utraty struktury i tym samym utraty
reaktywnosci z przeciwciatami. Dlatego, aby temu zapobiec i uzyska¢ wysoki stopien
rozpuszczalnosci, niezbgdne bylo zastosowanie rdéznego rodzaju detergentow, soli
i czynnikow chaotropowych [8].

Weczesniejsze prowadzone w naszym zespole badania Jarzab i wsp. [52] dotyczace
biatka OmpC, pozwolity na wytypowanie petli znajdujacej si¢ w zewnatrz blonowej czesci
tego biatka, ktora najsilniej oddziatluje z przeciwciatami ludzkimi [52].

Mapowanie epitopu zawartego w tej petli, pozwolilo na okres$lenie jego
12-aminokwasowej sekwencji (GLNRYDERYIGC) oraz najkrotszej sekwencji tego
peptydu (RYDERY) niezbg¢dnej do skutecznego oddzialywania z przeciwciatami anty-
OmpC obecnymi w surowicy [52]. Zsyntezowano takze kilka peptydow liniowych, ktore
zawieraly sekwencj¢ RYDERY i skoniugowano je z polilizyna, ale ich wilasciwosci
immunogenne nie pozwalaly na efektywna ochrong zwierzat po immunizacji, a do
immunizacji zwierzat konieczne bylo podanie adiuwantu (MPL), ktory za$ sam wzbudzat
silng reakcje immunologiczng maskujacg dziatanie epitopu [52].

Wymagato to uzycia do konstrukcji koniugatu innego no$nika, toksoidu tgzcowego,
z ktérym koniugowano peptydy cykliczne GLNRYDERYIGC-TT(c),
GGLNRYDERYIGC-TT(c), GGGLNRYDERYIGC-TT(c) oraz liniowy
GLNRYDERYIGC-TT(I) zawierajace w swoim rdzeniu minimalng wigzaca przeciwciata

sekwencj¢ aminokwasowag RYDERY. Wydluzanie sekwencji poprzedzajacej o dodatkowe
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reszty glicyny pokazato, ze najwieksze powinowactwo do przeciwcial wykazuje koniugat
cykliczny poprzedzony dwiema resztami glicyny [52]. Kolejnym biatkiem no$nikowym
uzytym do koniugacji z peptydami byla albumina surowicy bydlecej. Otrzymano w ten
sposob koniugaty GGLNRYDERYIGC-BSA(c) oraz GLNRYDERYIGC-BSA(I). Dzigki
szczepieniu myszy tymi koniugatami wykazano, ze dajg one wyzsze miano przeciwciat niz
po szczepieniu samym biatkiem no$nikowym TT lub BSA [52].

Kontynuujac wczesniejsze badania, dotyczace szerokiej charakterystyki biatka
OmpC i okreslenia jego reaktywnosci z przeciwciatami, uzyskano rekombinowane biatko
OmpC i wykorzystano je w tym celu. Nalezy zauwazy¢, ze otrzymane biatko OmpC
rekombinowane w systemie ekspresyjnym E. coli, wykazywato tendencj¢ do tworzenia
nierozpuszczalnych agregatow. W buforach, ktére nie zawieraly wysokiego stezenia
detergentu lub mocznika mozliwe byto uzyskanie jego rozpuszczalnej formy o niewielkim
stezeniu.

Problem rozpuszczalno$ci rekombinowanych biatek blonowych stanowi wyzwanie
dla wszystkich badaczy zajmujacych si¢ tym zagadnieniem. Molina i wsp. [81] w badaniach
nad blonowym biatkiem YidC (61 kDa) zajmowali si¢ ekspresja i oczyszczaniem
rekombinowanego biatka w prokariotycznym systemie eksperesyjnym (E. coli).

Naturalne $rodowisko bialek btonowych jest bogate w zwiazki hydrofobowe
budujgce dwuwarstwe lipidowa, ktore nalezy odseparowac¢ w procesie oczyszczania. Tak
drastyczna zmiana warunkow w ktorych znajduje si¢ biatko skutkowataby
natychmiastowym wytraceniem si¢ go z roztworu. W celu minimalizowania ryzyka
wytracenia si¢ biatka z roztworu nalezy przygotowac bufor odwzorowujacy naturalne
srodowisko blony. W tym celu zazwyczaj stosuje si¢ detergenty umozliwiajgce
rozpuszczanie takich biatek w srodowisku wodnym. Innymi czynnikami wptywajacymi na
stabilno$¢ solubilizowanego biatka sg np. skiad buforu (pH, sole), obecno$¢ kofaktoréw
itp. Obecnos¢ innych komponentéow buforu, niezbednych do otrzymania rozpuszczalnej
formy biatka, moze znacznie utrudni¢ lub uniemozliwi¢ jego zastosowanie w testach
biologicznych wplywajac na wyniki immunoreaktywnosci. Molina i wsp. [81] zauwaza, ze
znalezienie optymalnych paramertrow jest czasochtonne i obecnie nie ma niezawodnych i
uniwersalnych procedur analitycznych umozliwiwjacych badanie przesiewowe wielu
parametréw w krotkim czasie.

W przeprowadzonych badaniach modelowych na myszach wykazano, ze trzykrotna
immunizacja myszy biatkiem OmpC pozwolita na ochrong przed zakazeniem wywotanym

podaniem dawki LD1oo bakterii. Wykazano, ze po dwoch tygodniach od immunizacji miano
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przeciwcial anty-OmpC klasy IgM wzrosto trzykrotnie po szczepieniu natywnym lub
rekombinowanym biatkiem OmpC. Miano przeciwciat klasy IgG wzrosto dwukrotnie po
immunizacji natywnym biatkiem OmpC oraz trzykrotnie po immunizacji
rekombinowanym biatkiem OmpC.

Stwierdzono ponadto, ze podanie myszom rekombinowanego biatka OmpC skutkuje
wyzszym poziomem immunizacji niz podanie zwierzetom jego formy natywnej, przez co jest
obiecujacym, chociaz pod wzglgdem rozpuszczalnosci trudnym, kandydatem do badan nad
szczepionka chronigca przed shigelloza. Szczepionka oparta na biatku OmpC lub
rekombinowanym biatku OmpC, posiada duzy potencjal takze ze wzgledu na wysokie
podobienstwo (homologi¢) sekwencji aminokwasowej biatek gldéwnych wszystkich
Enterobacteriaceae, na powierzchni ktorych znajduje si¢ epitop wigzacy przeciwciata.
Wiadomo, ze przeciwciata anty-OmpC Shigella flexneri 3a reaguja z innymi biatkami
pozyskanymi ze szczepow enterobakterii [129]. Ze wzgledu na wysoka homologi¢ biatek
gtéwnych Enterobacteriaceae, przeciwciata anty-OmpC Shigella flexneri powinny dawac
ochrone krzyzowa przed rozwojem infekcji innymi szczepami z tej rodziny. Wczesniejsze
nasze badania na modelu mysim wykazaly ochrong zwierzat immunizowanych preparatami
biatkowymi z Shigella flexneri 3a po zakazaniu r6znymi szczepami enterobakterii [126, 128].

Wielu innych badaczy réwniez potwierdza uniwersalno$¢ szczepionek na bazie
biatka OmpC. Wang i wsp. [122] wykazali, ze surowica myszy po szczepieniu
rekombinowanym biatkiem OmpC wykazuje wysoka reaktywnos¢ z biatkami wielu innych
gatunkoéw bakterii takich jak E. coli, S. flexneri i S. dysenteriae, a z przedstawicielami
innych gatunkow Gram-ujemnych bakterii, takich jak Pseudomonas aeruginosa, surowica
nie wykazuje reaktywnosci [122].

Do podobnych wnioskow doszli badacze zajmujacy si¢ zakazeniami, ktoérych
czynnikiem etiologicznym jest paciorkowiec Streptococcus pneumoniae. Briles i wsp. [13]
wykazali, ze po immunizacji myszy rekombinowanym, pnemokokowym biatkiem
powierzchniowym A (rPspA) doszto do wytworzenia u zwierzat przeciwiciat chronigcych
przed zakazeniem paciorkowcem Streptococcus pneumoniae. Badania | fazy z
rekombinowanym biatkiem PspA wykazaly, ze biatko to jest immunogenne u ludzi.
Zbadano probki surowicy przed i po immunizacji z tej proby i stwierdzono, ze ludzkie
przeciwcialo przeciwko PspA moze chroni¢ myszy przed infekcja pneumokokowg. Probki
surowicy osobnikow immunizowanych dwukrotnie 125 ug PspA mialy ponad 100 razy
wigce] przeciwciatl na mililitr niz bylo wymagane do skutecznej ochrony myszy przed

Smiertelnymi skutkami infekcji (1,3 pg/dawke). Co najmniej 98% PspA nalezy do rodziny
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PspA 1 lub 2. Ludzkie przeciwciata indukowane przez rodzing biatek PSpA 1 chronity
przed zakazeniem S. pneumoniae wykazujagcym ekspresje PspA 1 lub PspA 2 oraz
szczepami 3 testowanych typow otoczek: 3, 6A i 6B. Badania te sugeruja, ze PspA moze
wykazywac skutecznos$¢ jako szczepionka dla ludzi [13].

Charakterystyka reaktywnosci przeciwciat anty-OmpC z S. flexneri jest kluczowym
etapem przy opracowaniu i optymalizacji testu serologicznego do wykrywania
humoralnych niedoborow odpornosci. Wigkszos¢ niedoboréw immunologicznych
zwigzana jest z zaburzeniami wytwarzania przeciwciat chronigcych przed réznego rodzaju
zagrozeniami jak zakazenie patogenami, ktore u pacjentow PNO jest szczegélnie
niebezpieczne, dlatego tak wazne jest szybkie zdiagnozowanie problemu i wdrozenie
odpowiedniej terapii.

Do oznaczenia i porownania poziomu przeciwcial anty-OmpC w surowicy
pacjentow z roznego rodzaju niedoborami immunologicznymi 1 oséb zdrowych
zastosowano trzy antygeny, bakteryjne biatko OmpC z Shigella flexneri 3a oraz dwa
koniugaty zawierajgce epitop wigzacy przeciwciata z biatka OmpC: koniugat cykliczny
GGLNRYDERYIGC-BSA(c) oraz liniowy GLNRYDERYIGC-BSA(l). Poziomy
przeciwcial klasy IgG i IgA oznaczono w surowicach trzech grup pacjentéw: dzieci z
PNO/NZDO, dzieci z niestwierdzonym PNO oraz u zdrowych dorostych.

Oznaczone poziomy przeciwciat anty-OmpC klasy 1gG w surowicach badanych
grup, nie wykazaty statystycznie istotnych rownic. Dlatego tez mozna sadzic, ze okreslanie
poziomu przeciwcial anty-OmpC tej klasy, nie jest najlepszym wskaznikiem niedoborow
humoralnych. Istotnos$¢ statystyczng na wysokim poziomie (***) uzyskano porownujac
poziomy przeciwciat anty-OmpC klasy IgA w surowicach dzieci zdrowych i pacjentow z
PNO/NZDO oraz w surowicach zdrowych dorostych i pacjentow z PNO/NZDO. Wysoki
poziom istotnos$ci statystycznej uzyskano dla wszystkich badanych antygenow.

Przeciwciata klasy IgA wykazuja zdolnos$¢ do przechodzenia z krwioobiegu do bton
$luzowych [108]. Infekcje o etiologii zwigzanej z bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae
wystepuja gtéwnie w obrebie blon §luzowych uktadu pokarmowego, dlatego oznaczanie
ich poziomu w kontek$cie humoralnych niedoboréw odpornosci jest uzasadnione.

Uktad odpornosciowy pacjentéw cierpigcych na niedobory humoralne nie jest
zdolny do produkcji przeciwciat lub wytwarzane przeciwciala sg niefunkcjonalne, przez co
rozwdj zakazen nie jest efektywnie hamowany [84]. Wskutek tego, szczepienia tych

pacjentéw nie zapewniajg im odpowiedniej ochrony przed infekcjami.
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Standardowe terapie stosowane do zwalczania infekcji, jak antybiotykoterapia, nie
zapewniaja skutecznej ochrony pacjentom z PNO ze wzgledny na nawracajacy charakter
tych zakazen. Skuteczne efekty terapeutyczne u pacjentoéw z niedoborami humoralnymi
uzyskuje si¢ po podaniu chorym surowicy krwi osob zdrowych, w ktorej znajduja si¢
przeciwciala chronigce przed rozwojem infekcji. Podawanie jednak peinej surowicy wigze
si¢ rowniez z zagrozeniami ze wzgledu na dostarczenie duzej ilosci obcych biatek.

Izolacja przeciwcial skierowanych na konkretny patogen pozwala znacznie
ograniczy¢ ilo$¢ podawanego biatka, co zwicksza bezpieczenstwo terapii
suplementacyjnej. Wdrozenie takiej terapii nie tylko umozliwia wyleczenie pacjenta,
ale rowniez moze stanowi¢ profilaktyke przed rozwojem infekcji.

W opracowaniu preparatu immunoglobulinowego kluczowe znaczenie ma
otrzymanie przeciwciatl aktywnie zwalczajacych infekcje. Prowadzone przez nas badania
wykazaly, ze najwickszg wydajno$¢ w pozyskaniu przeciwcial anty-OmpC otrzymujemy
przez wigzanie do zloza bakteryjnego biatka OmpC. Zastosowana metoda oczyszczania
biatka OmpC pozwolita na oddzielenie go od matych biatek oraz od wielkoczasteczkowych
agregatow. Otrzymany w ten sposob preparat biatkowy wykazywat wysoka reaktywnos¢
biologiczng i immunochemiczng, ktora potwierdzono w testach ELISA i Western Blot,
dlatego jest dobrym antygenem do badania reaktywno$ci przeciwciat réznych klas
anty-OmpC oraz do ich izolacji z surowicy krwi.

Otrzymany preparat poliklonalnych przeciwcial anty-OmpC badano na modelu
mysim. W pierwszej czgsci doswiadczenia zwierz¢ta immunizowano biernie
przeciwcialami ludzkimi lub mysimi w jednej, dwoch lub trzech dawkach po 10 ug kazda.
Nastepnie zwierzetom zostata podana zawiesina pateczek Shigella flexneri 3a w dawce
LD1oo. W pierwszym dniu po zakazeniu przezywalno$¢ w grupach testowych (100%) byta
znacznie wigksza niz w grupie kontrolnej (40%), co sugerowato ochronny wplyw
podawanych przeciwcial, ale nie potwierdzito go jednoznacznie, poniewaz w kolejnych
dniach $miertelno$¢ w grupach badanych i w grupie testowej wyrdwnata sie.

Uzyskane rezultaty sugerowaty, ze dawki przeciwcial podawane zwierz¢tom byty
zbyt niskie lub przyjeta procedura postgpowania, dotyczaca terminu podania dawki
przeciwcial w stosunku do czasu zakazenia, byta nieoptymalna.

Drugg cze$¢ procedur przeprowadzono z zastosowaniem dawki zakazajacej LDso
bakterii oraz ze zwigkszong dawka przeciwciat do 50 lub 100 pug. Podawane preparaty w

poprzedniej czgsci procedur nie wplywaly negatywnie na kondycje zwierzat, dlatego
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mozna bylo sadzi¢, ze zwigkszenie dawki rowniez bedzie bezpieczne, co dodatkowo
potwierdzity doniesienia innych grup badaczy [41, 64].

W doswiadczeniu zbadano wplyw dwoch dawek (po 50 pg lub po 100 pg)
przeciwcial ludzkich oraz przeciwcial mysich na rozwoj zakazenia pateczkami Shigella.
Wszystkie zwierzeta z grup badanych przetrwaly procedure, podczas gdy w grupie
kontrolnej padto 6/10 zwierzat. 60% $miertelnosci w grupie zwierzat nieimmunizowanych
odpowiada dawce LDsp. Wystepujace roznice wsrod grup zwierzat doswiadczalnych
dotyczyly zachowania zwierzat.

W pierwszej dobie od zakazenia myszy u wszystkich osobnikoéw byto wida¢ objawy
infekcji, jednak u zwierzat dwoch grup (1 i 2) byly one bardziej nasilone w poréwnaniu do
zwierzat z grup 3 i1 4. Wedlug osob odpowiedzialnych za przeprowadzenie procedur i
obserwacj¢ zwierzat, kondycja myszy nie kwalifikowata ich do wcze$niejszego poddania
eutanazji. W kolejnym dniu w grupie kontrolnej smiertelno$¢ wzrosta do 60%, natomiast
kondycja pozostatych zwierzat ulegta zdecydowanej poprawie.

Otrzymane rezultaty pozwolity w sposob jednoznaczny potwierdzi¢ ochronne
dziatanie izolowanych przeciwcial anty-OmpC na rozwdj zakazenia paleczkami
jelitowymi. Nieznaczne roznice wsrod grup zwierzat immunizowanych wynikaty z
podawanej dawki przeciwciat ludzkich. Myszy, ktorym podawano przeciwciata w dawce
100 ug miaty tagodniejsze objawy w poréwnaniu ze zwierzetami immunizowanymi dawka
50 pug. Tego typu rdéznice odnotowano rowniez W przypadku zwierzat immunizowanych
mysimi przeciwciatami w odniesieniu do immunizacji zwierzat przeciwciatami ludzkimi
w tej samej dawce [13].

Potwierdzenie ochronnych wlasciwosci przeciwcial anty-OmpC pozwala na
opracowanie preparatu suplementujgcego niedobor przeciwcial. Ponadto ze wzgledu na
homologie biatek gléwnych enterobakterii, surowica zwierzat immunizowanych biatkiem
OmpC z Shigella flexneri 3a, byta reaktywna z biatkami innych gatunkéw Shigella oraz
innymi paleczkami z rodziny Enterobacteriaceae [78, 85, 132]. Reakcja krzyzowa
przeciwcial anty-Shigella z innymi bakteriami poszerza zakres dziatania preparatu i
zwigksza jego atrakcyjnos¢ jako potencjalnego leku.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze wyniki badan zaprezentowane podczas realizacji
tematu rozprawy, a dotyczace reaktywnosci bakteryjnego biatka OmpC, rekombinowanego biatka
OmpC oraz koniugatow biatkowych peptyd cykliczny/liniowy-BSA z przeciwcialami surowicy
ludzkiej 1 mysiej pozwolity na wytypowanie antygenu o potencjalnie najszerszym zastosowaniu
(Tabela 30). Reaktywnos¢ bakteryjnego natywnego biatka OmpC, otrzymanego na drodze
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ckstrakcji z blony zewnetrznej pateczek Shigella flexneri 3a w porownaniu do innych
zaproponowanych antygenow prezentuje si¢ najlepie;.

Rekombinowane biatko OmpC, podawane 3-krotnie myszom w 48-godzinnych
odstepach stymulowato uktad odpornosciowy zwierzat do produkcji przeciwcial co
potwierdzono testem ELISA (Tabela 27). Przeciwciata wytworzone na drodze immunizacji
zapewnily ochron¢ myszy przed skutkami zakazenia ich pateczkami S. flexneri.

Immunizacja biatkiem natywnym roéwniez skutkowata wytworzeniem przeciwciat,
ktére chronily zwierzeta przed rozwojem zakazenia. Biatko natywne zyskuje przewage w
zastosowaniu nad biatkiem rekombinowanym ze wzgledu na wyzszy stopien
rozpuszczalnosci w roztworach wodnych, co zwigksza potencjalne mozliwosci jego
zastosowania.

Koniugaty biatlkowe na bazie peptydu cyklicznego/liniowego z biatkiem
nosnikowym BSA, podobnie jak natywne biatko OmpC, sa dobrymi kandydatami do
oznaczania poziomu przeciwcial w surowicy. Koniugaty ze wzgledu na wigksza ilos¢
epitopéw wigzacych przypadajacych na jedng czasteczke biatka niz w biatku OmpC
pozwalaja na oznaczenie miana przeciwcial przy uzyciu mniejszej ilosci antygenu.

Jednak ze wzgledu na tatwo$¢ metody izolacji, niewielkie koszty finansowe i krotki
czas pozyskania, bakteryjne biatko OmpC, zyskuje przewage nad koniugatami
uniwersalnoscig zastosowania. Biatko OmpC po zwigzaniu do zloza do chromatografii
powinowactwa pozwolilo na izolacj¢ aktywnych, swoistych przeciwciat anty-OmpC.
Takich efektow nie udalo si¢ uzyska¢ z wykorzystaniem koniugatow biatkowych. Po
zwigzaniu koniugatéw do zloza i1 procesie izolacji, uzyskany preparat nie zawierat
przeciwcial. Pozwala to sadzi¢, ze koniugaty nie sg odpowiednimi antygenami do izolacji
przeciwcial.

Bioragc pod uwage catosciowa analize¢ reaktywno$ci wybranych antygendow z
przeciwcialami surowiczymi (Tabela 30), najlepszym antygenem zaréwno do opracowania
testu serologicznego do oznaczania pierwotnych niedoboréw odpornosci w surowicach jak
i do metody izolacji swoistych przeciwcial jest biatko OmpC, pozyskane na drodze
ekstrakcji z blony zewnetrznej pateczek Shigella flexneri 3a i 2-stopniowego procesu

oczyszczania na drodze chromatografii kolumnowe;j.
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Antygen Zalety Wady

zastosowanie w testach

ELISA i Western Blot

zastosowanie w chromatografii

powinowactwa biatko btonowe, trudno
n:cltywne koszt i szybkos¢ pozyskania antygenu rozpuszczalne w roztworach
biatko OmpC y pozy ye wodnych

potwierdzona immunogenno$¢ po
podaniu zwierzetom

epitop dostepny dla przeciwciat

rekombinowane
bialko OmpC

zastosowanie w tescie Western Blot
koszt i szybko$¢ pozyskania antygenu

potwierdzona immunizacja zwierzat

zastosowanie w tescie ELISA

zastosowanie w chromatografii
powinowactwa

epitop dostgpny dla przeciwciat,
ale biatko trudno rozpuszczalne

koniugat
cykliczny/liniowy-
BSA

zastosowanie w te$cie ELISA

wiele swoistych epitopow na
czasteczce biatka wigzacych
przeciwciata anty-OmpC

zastosowanie w tescie
Western Blot

zastosowanie w chromatografii
powinowactwa

koszt i szybkos¢ pozyskania
antygenu

niepotwierdzona immunizacja
zwierzat

Tabela 30. Podsumowanie wynikéw badania reaktywnosci wybranych antygenow z

przeciwcialami surowicy ludzkiej/mysiej.
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6. Wnioski

Badania reaktywnosci przeciwcial anty-OmpC, obecnych w surowicach ludzkich
pochodzacych od ludzi zdrowych i pacjentoéw z PNO w réznym wieku, przeprowadzone z
uzyciem czterech antygendéw (natywne biatko OmpC pozyskane z S. flexneri 3a, biatko
OmpC rekombinowane w systemie ekspresyjnym E.coli, koniugat peptydu cyklincznego
[GGLNRYDERYIGK]-C z BSA i koniugat peptydu liniowego GLNRYDERYIGC z
BSA), zawierajacych minimalny epitop wigzacy RYDERY oraz szczegoétowa analiza
uzyskanych wynikow, pozwolity na sformutowanie wniosku, ze optymalnym antygenem
do otrzymania swoistych przeciwcial anty-OmpC jest bialko ekstrahowane z blony
zewnetrznej pateczek S. flexneri 3a.

Ocena uzyskanych wynikow reaktywnosci wymienionych biatek 1 koniugatow
peptyd-BSA z przeciwciatami w warunkach in vitro pozwolilty na wytypowanie antygenu
o wysokiej swoistosci i optymalnych witasciwosciach fizykochemicznych. Wytypowanie
najatrakcyjniejszego biatka pozwolito na udoskonalenia zasady 3R (zasada ograniczenia)
w badaniach na modelu zwierzgcym, co pozwolito na otrzymanie wiarygodnych wynikow
na mniejszej grupie zwierzat.

Reaktywno$¢ natywnego biatka OmpC oraz koniugatow peptyd-BSA z
przeciwcialami surowiczymi pacjentéw PNO/NZDO wobec grup kontrolnych (dzieci i
dorosli bez niedoboréw odpornosci) pozwolita na okre§lenie w surowicy krwi $redniego
miana przeciwcial (IgA, 1gG) i wykazanie statystycznie znamiennych réznic w ich
poziomie mig¢dzy grupami. Jest to podstawa do opracowania testu serologicznego do
oznaczania niedoborow swoistych przeciwciat (SAD).

Wykazano, ze w surowicy Krwi dzieci z rozpoznanymi pierwotnymi niedoborami
immunologicznymi (PNO) oraz dzieci z nawracajagcymi zapaleniami drog oddechowych
(NZDO), wystepuja nizsze $rednie miana przeciwcial klasy IgA w poréwnaniu z ich
poziomem w grupie kontrolnej. Potwierdzenie tego faktu stanowi podstawe do
opracowania terapeutyku suplementacyjnego niedobory przeciwcial. Aplikacyjnos¢ tej
tezy potwierdzajag wyniki protekcyjne immunizacji biernej myszy przeciwciatami anty-
OmpC wobec zakazenia pateczkami Shigella flexneri 3a.

Badania przeprowadzone na modelu zwierzecym potwierdzity potencjat
immunizacyjny bakteryjnego biatka OmpC oraz rekombinowanego biatka OmpC. W
wyniku immunizacji myszy tymi preparatami zaobserwowano znaczny wzrost miana

przeciwcial anty-OmpC, co stanowito skuteczna (100%/80%) ochrong zwierzat przed
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zakazeniem pateczkami S. flexneri 3a. Zaprezentowane wyniki podkreslajg wlasciwosci
biatka OmpC réwniez jako skutecznego i bezpiecznego antygenu szczepionkowego o

udowodnionym dziataniu immunostymulacyjnym,
Na podstawie analizy uzyskanych wynikow badan:

1) wnioskuje si¢ mozliwos¢  wykorzystania biatka OmpC do testow
immunoenzymatycznych, celem opracowania odpowiedniego testu serologicznego do
oznaczania swoistych przeciwcial anty-OmpC, ktorych niedobor w surowicy wskazuje na
humoralne niedobory odpornosci, a brak statystycznie istotnych réznic w poziomach
przeciwcial anty-OmpC w zalezno$ci od wieku czy plci pacjentéw, pozwala na ocene

niedoboréw bez uwzgledniania tych cech,

2) wnioskuje si¢ takze mozliwo$¢ zastosowania biatka OmpC do immobilizacji na ztozu
do chromatorafii powinowactwa, celem izolacji swoistych przeciwcial anty-OmpC,
stanowigcych potencjalny terapeutyk do suplementacji w przypadku pierwotnych

humoralnych niedoborow odpornosci,

3) stwierdza si¢, ze analiza statystyczna otrzymanych wynikoOw mian przeciwcial anty-
OmpC klas IgG i IgA surowicy ludzkiej wykazata znaczne réznice w poziomie przeciwciat

klasy IgA migdzy badanymi grupami, co sugeruje oparcie testu na tej klasie przeciwcial,

4) stwierdza si¢ ponadto, ze okreslenie wlasciwosci immunostymulacyjnych i ochronnych
biatka OmpC (ha modelu mysim), uwiarygodnito zasadnos$¢ i bezpieczenstwo stosowania
takiej terapii. Potwierdzony na modelu zwierzgcym ochronny wplyw preparatu swoistych
przeciwcial anty-OmpC (immunizacja bierna) na zakazenia o etiologii Shigella flexneri

pozwala na walke z patogenami antybiotykoopornymi,

5) stwierdza si¢ takze, ze wysoki stopien homologii struktur bialek gtownych blony
zewnetrznej paleczek z rodziny Enterobacteriaceae pozwala sadzi¢, ze podanie
przeciwcial anty-OmpC S. flexneri ochroni pacjentéw z PNO przed rozwojem zakazenia
nie tylko pateczkami Shigella, ale rowniez zapewni im ochrone przed rozwojem zakazenia

wywotanego przez innych przedstawicieli tej grupy bakterii,
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Wykaz tabel

Tabela 1. Charakterystyka zasadniczych cech i wystgpujacych réznic miedzy odpornoscia
wrodzong 1 nabyta.

Tabela 2. Kliniczne objawy pierwotnych niedoboréw odpornosci u dzieci (wg Fundacji Jeffey’a
Modella z Grupa Ekspertéw) (http://www.info4pi.org/) i u dorostych (wg WHO).

Tabela 3. Klasyfikacja i przyktady pierwotnych niedoborow odpornosci (PNO) opracowane na
podstawie informacji Migdzynarodowej Unii Towarzystw Immunologicznych.

Tabela 4. Patogeny bedace czynnikami etiologicznymi zakazen wystepujacych u
pacjentow z PNO.

Tabela 5. Najwazniejsze bakterie z rodziny Enterobacteriaceae.

Tabela 6. Objetosci roztworow stosowanych do przygotowania zeli poliakrylamidowych o
odpowiedniej procentowosci.

Tabela 7. Schemat dootrzewnowej immunizacji myszy preparatami natywnego i
rekombinowanego biatka OmpC z uzyciem zakazenia myszy dawka LDioo bakterii.
W kazdej grupie zwierza byto 5 osobnikow,

Tabela 8. Schemat dootrzewnowej, biernej immunizacji myszy swoistymi przeciwciatami
anty-OmpC, izolowanymi z surowicy ludzkiej/mysiej, stosowany w dos§wiadczeniu modelowym
z uzyciem dawki zakazajacej LD1oo bakterii. W kazdej grupie zwierza byto 5 osobnikow.

Tabela 9. Schemat biemnej immunizacji myszy swoistymi przeciwciatami anty-OmpC,
uzyskanymi z surowicy ludzkiej/mysiej, stosowany w do$wiadczeniu modelowym z uzyciem
dawki zakazajacej LDso bakterii. W kazdej grupie zwierza bylo 10 osobnikow.

Tabela 10. Wydajno$¢ oczyszczania biatka OmpC na poszczegdlnych etapach oraz
catkowita wydajnos¢ procesu.

Tabela 11. Wydajnos¢ procesu izolacji przeciwciat anty-OmpC z surowicy ludzkiej krwi
na kolumnie ze ztozem Sepharose CL-4B-OmpC.

Tabela 12. Wartosci P $wiadczace o istotnosci statystycznej (P<0,05*, P<0,01**,
P<0,001***) §rednich mian przeciwciat anty-OmpC klasy IgA oznaczonych w surowicach
badanych grup.

Tabela 13. Wartosci P $wiadczace o istotnosci statystycznej (P<0,05%, P<0,01%%*,
P<0,001***) s$rednich mian przeciwcial klasy IgA anty-koniugat cykliczny/BSA
oznaczonych w surowicach badanych grup.

Tabela 14. Wartosci P $wiadczace o istotnosci statystycznej (P<0,05%, P<0,01%%*,
P<0,001***) $rednich mian przeciwcial klasy IgA anty-koniugat liniowy/BSA,
wyznaczonych w surowicach badanych grup.
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Tabela 15. Usrednione miana przeciwcial klasy IgA, oznaczone w teScie ELISA wobec
trzech antygenow (biatko OmpC, koniugat cykliczny-BSA, koniugat liniowy-BSA), i
obecne w surowicach badanych grup pacjentéw i grup kontrolnych.

Tabela 16. Usrednione miana swoistych przeciwciat klasy IgA, oznaczone w surowicach
badanych grup wobec trzech uzytych w tescie ELISA antygenow (biatko OmpC, koniugat
cykliczny/BSA, koniugat liniowy/BSA) zanalizowane z uwzglgdnieniem podziatu na plec.

Tabela 17. Tabela przedstawia warto$ci P $wiadczace o istotnosci statystycznej. Wynik
P<0,05 jest wynikiem istotnym statystycznie (P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).

Tabela 18. Przedstawienie wartosci wspotczynnikow korelacji r Pearsona z analizy zalezno$ci
miana swoistych przeciwciat klasy IgA od wieku zdrowych dzieci lub pacjentow PNO
(korelacja staba r od -0,5 do 0,0 oraz 0,0 do 0,5, korelacja silnar od -1,0 do -0,5 oraz od 0,5 do
1,0). Wartos¢ P<0,05 §wiadczy o istotnosci statystycznej (P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).

Tabela 19. Wartosci P $wiadczace o istotnosci statystycznej (P<0,05%, P<0,01**, P<0,001**%*)
srednich mian przeciwcial klasy IgG anty-OmpC wyznaczane migdzy badanymi grupami.

Tabela 20. Wartosci P $wiadczace o istotnosci statystycznej (P<0,05%, P<0,01%%*,
P<0,001***) §rednich mian przeciwcial klasy IgG anty-koniugat cykliczny/BSA
oznaczonych w surowicach badanych grup.

Tabela 21. Wartosci P $wiadczace o istotnosci statystycznej (P<0,05%, P<0,01**,
P<0,001***) $rednich mian przeciwciat klasy IgG anty- koniugat liniowy/BSA
oznaczonych w surowicach badanych grup.

Tabela 22. Usrednione miana swoistych przeciwciat klasy IgG w surowicach badanych
grup pacjentow i grup kontrolnych, oznaczone wobec trzech antygenow uzytych w tescie
ELISA (biatko OmpC, koniugat lintowy/BSA, koniugat cykliczny/BSA).

Tabela 23. Zestawienie usrednionego miana swoistych przeciwciat klasy IgG, okreslonego
wobec trzech antygenow (biatko OmpC, koniugat liniowy/BSA, koniugat cykliczny/BSA)
oznaczonego w surowicach badanych grup z uwzglednieniem liczby i ptci badanych.

Tabela 24. Przedstawienie wartosci P $wiadczacej o istotnosci statystycznej. Wynik
P<0,05 jest wynikiem istotnym statystycznie (P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).

Tabela 25. Zestawienie wartosci wspotczynnikow korelacji r Pearsona z analizy zaleznos$ci
miana swoistych przeciwciat klasy IgG, okreslonego dla trzech antygenow (biatko OmpC,
koniugat liniowy/BSA, koniugat cykliczny/BSA), od wieku pacjentéw (korelacja staba r
od -0,5do 0,0 oraz 0,0 do 0,5, korelacja silnar od -1,0 do -0,5 oraz od 0,5 do 1,0). Wartos¢
P $wiadczy o istotnosci statystycznej (P<0,05%*, P<0,01**, P<0,001**%*),

Tabela 26. Zestawienie wynikow uzyskanych po immunizacji myszy preparatami
natywnego i rekombinowanego biatkka OmpC i po zakazeniu zwierzat dawka LDioo
bakterii. W kazdej grupie zwierzat bylo 5 osobnikéw.

149



Tabela 27. Zestawienie oznaczonych testem ELISA poziomow przeciwcial anty-OmpC
klasy IgM i IgG w surowicach myszy kontrolnych (gr. 1), myszy immunizowanych
natywnym (gr. 2) i rekombinowanym (gr. 3) biatkiem OmpC.

Tabela 28. Zestawienie wynikow uzyskanych po biernej immunizacji myszy preparatami
ludzkich lub mysich przeciwciat anty-OmpC S. flexneri 3a i zakazeniu zwierzagt dawka LD1oo
bakterii. W kazdej grupie zwierzat byto 5 osobnikow.

Tabela 29. Zestawienie wynikow uzyskanych po biernej immunizacji myszy preparatami
ludzkich lub mysich przeciwciat anty-OmpC S. flexneri 3a i zastosowaniu zakazenia
zwierzat dawka LDsg bakterii. W kazdej grupie zwierzat byto 10 osobnikéow.

Tabela 30. Podsumowanie wynikéw badania reaktywno$ci wybranych antygenow z
przeciwcialami surowicy ludzkiej/mysie;j.
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Wykaz rycin
Rycina 1. Budowa ostony komérkowej bakterii Gram-ujemnych.
Rycina 2. Fragment poryny bakteryjnej zawierajacej antyrownolegle f-zwoje oraz zakrety .

Rycina 3. Podsumowanie badan bioinformatycznych nad OmpC. A — rozmieszczenie
epitopow na powierzchni modelu 3D OmpC Shigella flexneri 3a; epitopy od 1 do 5
reprezentuja petle blony zewnetrznej (1— petla 11, 2— petla IV, 3— petla V, 4— petla VII, 5—
petla VIII), a epitop numer 6 odpowiada petli blony wewnetrznej i zastosowano jako
kontrolg, B — lokalizacja epitopu nr 3 (RYDERY) na powierzchni OmpC.

Rycina 4. Widmo masowe ESI-MS potwierdzajace tozsamos¢ otrzymanego peptydu
cyklicznego o sekwencji aminokwasowej [GGLNRYDERYIGK]-C.

Rycina 5. Widmo maswe ESI-MS potwierdzajace tozsamo$¢ oOtrzymanego peptydu
liniowego o sekwencji aminokwasowej GLNRYDERYIGC.

Rycina 6. Wykres pudetkowy — graficzna prezentacja statystycznego rozktadu mian
przeciwcial wobrebie badanej grupy.

Rycina 7. Rozdziat elektroforetyczny ekstraktow (I, II) biatek blony zewngtrznej w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych, po dwoch etapach ekstrakeji z uzyciem kwasu
walerianowego.

Rycina 8. Obraz uzyskany po elektroforezie w Zelu poliakrylamidowym przeprowadzonej
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy sktad biatkowy ekstraktu z
S. flexneri. Frakcje 9-32 otrzymane po oczyszczaniu preparatu na kolumnie ze ztozem
Sephacryl S-200.

Rycina 9. Obraz uzyskany po elektroforezie w zelu poliakrylamidowym, przeprowadzonej
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) ilustrujacy sktad biatkowy ekstraktu z btony
komorkowej Shigella flexneri 3a (1) oraz preparatu biatek (2) po pierwszym etapie
oczyszczania metoda filtracji zelowe;.

Rycina 10. Obraz elektroforetyczny przedstawiajacy A) ekstrakt biatkowy po izolacji z
btony zewnetrznej Shigella flexnerii 3a (15 pg) oraz B) homogenny preparat biatka OmpC
otrzymany po chromatografii jonowymiennej na ztozu DE-52 (5 pg).

Rycina 11. Reaktywnos¢ preparatu biatka OmpC z surowicg ludzka oznaczona metoda
Western Blot.

Rycina 12. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE), ilustrujacy preparat BSA
przed procesem oczyszczania.

Rycina 13. Obraz uzyskany po elektroforezie w 8% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej] w warunkach denaturujagcych (SDS-PAGE), ilustrujacy sktad biatkowy
poszczegolnych frakceji po oczyszczaniu BSA na kolumnie ze ztozem Sephacryl S-200.
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Rycina 14. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE), ilustrujacy preparat BSA
przed i po oczyszczeniu na kolumnie ze ztozem Sephacryl S-200 w dawkach 2, 3,415 pg.

Rycina 15. Obliczanie stopnia obsadzenia biatka no$nikowego peptydami.

Rycina 16. Widma mas BSA oraz koniugatu BSA-peptyd cykliczny (A) oraz koniugatu BSA-
peptyd liniowy (B) otrzymane za pomocg techniki MALDI-TOF-MS (zgodnie z metodag nr 3.15).

Rycina 17. Profil elucji przeciwciat surowicy ludzkiej krwi obwodowej z kolumny powinowactwa
ze zlozem Sepharose CL-4B z immobilizowanym biatkiem OmpC. Linia niebieska pokazuje
stezenie bialka mierzone w aparacie nano-drop, kolorem czerwonym zaznaczono absorbancje
roztworu do elucji przeciwciat.

Rycina 18. Elektroforeza SDS-PAGE przeciwciat anty-OmpC wyizolowanych z ludzkiej
krwi za pomocag chromatografii powinowactwa ze ztozem Sepharose CL-4B—-OmpC.
Sciezki 1 oraz 2 zawieraja te same przeciwciata w roznym stezeniu.

Rycina 19. Swoiste przeciwciata anty-OmpC (A) wyizolowane z ludzkiej surowicy za
pomoca chromatografii powinowactwa na ztozu Sepharose CL-4B—OmpC po rozdziale
elektroforetycznym poszczegolnych tancuchow przeciwciat w warunkach denaturujacych
SDS-PAGE i po transferze na membran¢ Immobiolon P, wybarwione Panceau red
(B) reaktywno$¢ poszczegoélnych tancuchow swoistych przeciwciat anty-OmpC z
drugorzedowymi przeciwciatami anty-ludzkimi klas: IgA, IgM i 1gG skoniugowanymi z
fosfatazg alkaliczng (AP).

Rycina 20. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujagcych (SDS-PAGE), ilustrujacy uzyskany w
systemie ekspresyjnym E. coli preparat rekombinowanego biatka OmpC ($ciezka 1) oraz
natywnego biatka OmpC pozyskanego z S. flexneri 3a (Sciezka 2 i 3).

Rycina 21. Rekombinowane biatko OmpC po rozdziale elektroforetycznym i transferze na
membran¢ Immobilon P (A) oraz jego reaktywnos¢ z surowicami dwoch krwiodawcow (B
Ii B IT) w rozcienczeniu 1:100, oznaczona metodg Western Blot.

Rycina 22. Obraz uzyskany po elektroforezie w 12,5% zelu poliakrylamidowym
przeprowadzonej w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), ilustrujacy preparat
rekombinowanego biatka OmpC w systemie ekspresyjnym E.coli ($ciezki 1-4) oraz
natywnego biatka OmpC pozyskanego z S. flexneri 3a.

Rycina 23. Obraz po rozdziale elektroforetycznym rekombinowanego biatka OmpC.
Sciezki oznaczone numerami 1-5 przedstawiajg kolejne etapy oczyszczania w buforze bez
dodatku detergentu/mocznika, 6-9 w buforze z dodatkiem detergentu (Tween 20) oraz
10-16 w buforze z dodatkiem mocznika.

Rycina 24. Usrednione miana przeciwciat klasy IgA anty-OmpC oznaczone w badanych
grupach pacjentow i grupach kontrolnych, przedstawione na wykresach pudetkowych
box-plot oraz wykresach stupkowych z uwzglednieniem istotnosci statystycznej ,,P”
(P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).
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Rycina 25. Usrednione miana przeciwciatl klasy IgA anty-koniugat cykliczny/BSA,
oznaczone w surowicach badanych grup pacjentow i grup kontrolnych, przedstawione na
wykresach pudetkowych box-plot oraz wykresach stupkowych z uwzglednieniem
istotnosci statystycznej ,,P” (P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).

Rycina 26. Usrednione miana przeciwcial klasy IgA anty-koniugat liniowy/BSA,
oznaczone w surowicach badanych grup pacjentdw i grup kontrolnych, przedstawione na

wykresach pudetkowych box-plot oraz wykresach stupkowych z uwzglednieniem
istotnosci statystycznej ,,P”” (P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).

Rycina 27. Analiza pordwnawcza miana swoistych przeciwcial klasy IgA w surowicach
kobiet (Q) i mezczyzn (&) w zaleznoéci od antygenu (biatko OmpC, koniugat
liniowy/BSA, koniugat cykliczny/BSA) uzytego do testu ELISA.

Rycina 28. Usrednione miana swoistych przeciwciat klasy IgA, oznaczone w tescie ELISA
wobec trzech antygenow (biatko OmpC, koniugat liniowy/BSA, koniugat cykliczny/BSA)
obecne w surowicach badanych grup w zaleznos$ci od wieku.

Rycina 29. Usrednione miana przeciwciat anty-OmpC klasy 1gG oznaczone w surowicach
badanych grup pacjentéw i grup kontrolnych, przedstawione na wykresach pudetkowych

box-plot oraz wykresach stupkowych z uwzglednieniem istotnosci statystycznej ,,P”
(P<0,05*, P<0,01**, P<0,001**%*).

Rycina 30. Usrednione miana przeciwcial klasy IgG anty-koniugat cykliczny/BSA,
oznaczone w surowicach badanych grup pacjentéw i grup kontrolnych przedstawione na

wykresach pudetkowych box-plot oraz wykresach stupkowych z uwzglednieniem
istotnosci statystycznej ,,P” (P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).

Rycina 31. Usrednione miana swoistych przeciwciat klasy IgG anty-koniugat liniowy/BSA
oznaczone w surowicach badanych grup pacjentow i grup kontrolnych przedstawione na
wykresach pudetkowych box-plot oraz wykresach stupkowych z uwzglgednieniem
istotnosci statystycznej ,,P” (P<0,05*, P<0,01**, P<0,001***).

Rycina 32. Analiza por6wnawcza miana swoistych przeciwcial anty-OmpC klasy 1gG w
surowicach kobiet (9) i mezczyzn (3') w zaleznosci od antygenu (biatko OmpC, koniugat
liniowy/BSA, koniugat cykliczny/BSA) uzytego do testu ELISA.

Rycina 33. Przedstawienie Sredniego miana swoistych przeciwciat klasy IgG w surowicach
badanych grup, okreslonego dla trzech antygenoéw uzytych w tescie ELISA (biatko OmpC,
koniugat liniowy/BSA, koniugat cykliczny/BSA), w zalezno$ci od wieku badanych.
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1. TANGOZ2/340018/NCBR/2017: Innowacyjny test diagnostyczny do wykrywania
zakazen Streptococcus agalactiae 1 nosicielstwa wsrod ciezarnych, Katedra Mikrobiologii
Wydziat Lekarski Collegium Medicum UJ w Krakowie, kierownik projektu: dr hab.
Monika Brzychczy-Wtoch, wykonawca

2. projekt ,,Typowanie polimorficznych gendéw kodujacych immunoglobulinopodone
receptory komoérek NK (KIR) w grupie pacjentéw zakazonych HIV pochodzacych z
regionu Dolnego Slaska” 2014 r., wykonawca

3. projekt ,,Oznaczanie miana przeciwcial przeciwko wirusowi pecherzykowatego
zapalenia jamy ustnej (VSV) w surowicach ludzkich” 2013 r., wykonawca

Popularyzacja nauki

1. prowadzenie warsztatow w ramach projektu ,,Mistrz i Uczefr” Fundacji Uniwersytet Dzieci
2. wspotorganizacja konkursu mikrobiologicznego oraz warsztatow w ramach DFN we Wroctawiu

3. warsztaty w Szkole Podstawowej nr 61 we Wroctawiu pt. ,,HIV —tak straszny jak go maluja?”’

Opieka nad studentami

1. Opieka nad studentka realizujaca prace magisterka — Karolina Lapin, Politechnika
Wroctawska, Wydzial Chemiczny, Biotechnologia, temat pracy: ,,Charakterystyka
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