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1. Streszczenie

Clostridioides difficile (CD) jest bakteria, ktora z roku na rok dotyka coraz
wigkszg liczbe osob. Zakazenie jest zwigzane ze stosowaniem antybiotykow, ktore
poprzez zaburzenie sktadu ilosciowego i1 jakosciowego mikroflory jelitowej, umozliwiaja
rozwo0]j patogennej bakterii. CD, po dostaniu si¢ do organizmu, zaczyna produkowac
wyniszczajace jelito toksyny, ktore doprowadzajg do silnej biegunki 1 wystgpienia stanu
zapalnego. Jedyna, powszechnie stosowang metoda leczenia, jest kuracja antybiotykowa.
Opisano jednak pierwsze szczepy CD oporne na antybiotyki pierwszego rzutu stosowane
do zwalczania zakazenia. Co wigcej, kuracja antybiotykowa jest kosztowna i wigze si¢
z przedtuzajacym si¢ pobytem chorego w szpitalu. Dlatego tez, badania nad nowymi
metodami leczenia i prewencji zakazen CD sg bezwzglednie konieczne.

W niniejszej pracy doktorskiej opisano nowe, immunoreaktywne biatka CD, ktore
moga postuzy¢ jako antygeny szczepionkowe lub tez moga by¢ zastosowane do produkcji
leczniczych przeciwcial. Jedno z tych biatek, a mianowicie biatko Cwp22 poddano
szczegotowemu mapowaniu celem okreslenia jego epitopow. Opisano proces analizy
epitopow pod katem ich przydatnosci szczepionkowej. Immunoreaktywne peptydy biatka
Cwp22, w koniugacie z biatkiem no$nikowym, postuzyly do badania witasciwosci
nowego adiuwantu dosluzowkowego. W ramach niniejszej pracy, przygotowano
1 scharakteryzowano zestaw nanoadiuwantdow o zréznicowanych wilasciwos$ciach
fizykochemicznych 1 biologicznych. Potwierdzono ich wlasciwosci adiuwantowe
w badaniach in vivo.

Przedstawione w tej pracy rozwigzania sg uniwersalne i moga by¢ zastosowane
réwniez w przypadku innych zakazen bakteryjnych czy tez wirusowych. Przyktadowo,
scharakteryzowany w niniejszej pracy nanoadiuwant, moze by¢ z powodzeniem
wykorzystany w przypadku innych antygendéw. Prace zapoczatkowane w tej rozprawie
beda kontynuowane.

Realizacja niniejszej pracy doktorskiej zostala wsparta dwoma grantami
naukowymi  przyznanymi  przez  Narodowe  Centrum  Nauki  (OPUS

2016/21/B/NZ6/02286, PRELUDIUM 2015/17/N/NZ6/03512).



2. Summary

Clostridioides difficile (CD) is a bacterium that is affecting more and more people each
year. The infection is associated with the use of antibiotics, which by disrupting the
quantitative and qualitative composition of the intestinal microflora, allow the
development of pathogenic bacteria. CD, after entering the host organism, subsequently
produces toxins that are damaging the intestine and leads to severe diarrhea and
inflammation. The most commonly applied method of treatment is antibiotic therapy.
However, first CD strains resistant to the first-line antibiotics employed to combat the CD
infection have been described. Moreover, the antibiotic treatment is expensive and causes
prolonged patient stay in the hospital. Consequently, research into new treatments and

prevention of CD infections is absolutely necessary.

This dissertation describes novel, immunoreactive CD proteins that can be exploited as
vaccine antigens or, on the second hand, employed in the production of therapeutic
antibodies. One of these proteins, that is the Cwp22 protein, was subjected to detailed
mapping in order to determine its epitopes. The process of confirming epitopes for their
vaccine application has been described. The immunoreactive peptides of the Cwp22
protein conjugated to a carrier protein were used to examine the properties of the new
mucosal adjuvant. As part of this work, a set of nanoadjuvants with diverse
physicochemical and biological properties was formulated and characterized. Their

adjuvant properties were confirmed in in vivo studies.

The efforts presented in this work are comprehensive and can also be utilized in the case
of other infections. For example, the nanoadjuvant characterized in this work can be
successfully used for other antigens. The work initiated in this dissertation will be

sustained.

This doctoral dissertation was supported by two scientific grants awarded by the National
Science Center (OPUS 2016/21 / B / NZ6 / 02286, PRELUDIUM 2015/17 / N/ NZ6 /
03512).
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4. Wstep
Badania zebrane w niniejszej rozprawie doktorskiej majg na celu opracowanie

prototypowej szczepionki dosluzowkowej przeciwko Clostridium difficile (syn.
Clostridioides difficile) (CD). CD to bakteria atakujaca gtownie osoby w podesztym
wieku w trakcie hospitalizacji i po licznych kuracjach antybiotykowych. Przedstawione
W niniejszej pracy rozwigzania mogg poshuzy¢ do stworzenia w przysztosci szczepionki
do samodzielnej aplikacji przez pacjenta (pod nadzorem lekarza), przyktadowo przed
planowanym zabiegiem w szpitalu. Rozprawa sklada si¢ z trzech cze$ci. Pierwsza,
opisuje prace zwigzane z nowymi antygenami szczepionkowymi CD. Kolejna, dotyczy
prac nad nowym adiuwantem dosluzéwkowym, czyli nanoadiuwantem. Ostatnia cze¢s$¢
dotyczy charakterystyki wlasciwosci przyktadowej formulacji ztozonej z koniugatow
zawierajacych immunoreaktywne peptydy CD 1 nanoadiuwanta. Wyniki uzyskane w toku

pracy maja charakter aplikacyjny oraz sg przedmiotem trzech zgloszen patentowych.

4.1. Immunologia Sluzowki

Blona §luzowa ($§luzéwka) to wyscidtka przewodu pokarmowego, oddechowego,
moczowo-ptciowego oraz rogéwki oka, ktora ochrania organizm przed patogenami
1 wzbudza tolerancje wzgledem mikroorganizméw tworzacych naturalng mikroflorg
cztowieka. Powierzchnia $luzowki czlowieka jest 200 razy wigksza niz powierzchnia
skory i siega nawet 400 m? [1]. Sluzéwka sktada si¢ z dwéch warstw, nablonka
1 znajdujacej si¢ pod nim tkanki lacznej, zwanej tez blaszka wilasciwa zawierajaca
naczynia krwionogne, limfatyczne, nerwy, gruczoly i miesnie gtadkie. Sluzéwka to
pierwsze miejsce kontaktu z czynnikami, takimi jak: alergeny, pozywienie i r6znego
rodzaju drobnoustroje. Ponad 90% zakazen cztowieka ma swodj poczatek wlasnie na
sluzowce [2]. Patogen moze kolonizowac sluzoéwke lub uzy¢ jej, jako ,,drzwi” do wnetrza
organizmu. Sluzéwka, zatem bywa nazywana pierwsza linig obrony organizmu przed
zakazeniami. Nie jest to jednak jej jedyna rola. Petni ona roéwniez bardzo wazng funkcje
w rozpoznaniu czynnikOw zewnetrznych kontaktujacych si¢ z btong §luzowa — wskazuje,
ktére z nich sa potencjalnie niebezpieczne, a ktére nieszkodliwe [3]. Poznanie
mechanizméw odpowiedzialnych za utrzymanie powyzszego balansu ma kluczowe
znaczenie w procesie projektowania szczepionki dosluzéwkowe;.

U zdrowego czlowieka, $sluzéwka zawiera 80% wszystkich komorek uktadu
odpornosciowego [3], a komorek produkujacych przeciwciata jest tu wiecej niz we

wszystkich pozostalych organach bioragcych udzial w odpowiedzi immunologiczne;j,
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takich jak: wezty chlonne, $ledziona czy szpik kostny [4]. Jest to bardzo zlozony system,
a jego funkcja zalezy od odpowiedniej indukcji limfocytow tkanki limfatycznej
powigzanej z btonami §luzowymi MALT (z ang. Mucosal-Associated Lymphoid Tissue).
MALT, ze wzgledu na lokalizacj¢ i1 pelnione zadania dzieli si¢ na tkanke limfatyczng
powiazang z btonami §luzowymi nosa i ptuc NALT (z ang. Nasal-Associated Lymphoid
Tissue), uktadu pokarmowego GALT (a ang. Gut-Associated Lymphoid Tissue) i uktadu
moczowo-ptciowego. Kazda z tych tkanek jest unikalna 1 dziala niezaleznie od
pozostatych. Kazda z nich jest rowniez zwigzana z systemowym uktadem limfatycznym,
przez co odpowiedz odporno$ciowa indukowana na sluzowce moze wyzwala¢ odpowiedz
odpornosciowg catego organizmu. Ten proces rzadko odbywa si¢ jednak w odwrotng
stron¢ — indukcja odpowiedzi systemowej w niewielu przypadkach wzbudza odpowiedz
Sluzéwkowa. Pomimo, ze tkanki uktadu limfatycznego powigzane z btong §luzowa petnig
odregbne funkcje w odlegtych rejonach organizmu, sg w stanie si¢ ze soba ,,kontaktowac”.
Przyktadowo, indukcja odpowiedzi odpornosciowej w NALT moze wpltywaé na
odpowiedZ w GALT. Fenomen ten nazywany jest wspolnym uktadem odporno$ciowym
bton §luzowych [4]. Podsumowujac, indukcja odpowiedzi na $luzéwece, na przyktad przez
szczepionke donosowa, moze pobudzac nie tylko odpowiedz w rejonie szczepienia, ale
1w odlegltych rejonach s$luzowki (ukiad rozrodczy, pokarmowy) oraz odpowiedz
systemowg organizmu.

Mechanizmy bronigce organizm przed patogenami dzialajace w obrebie sluzowki
dziela si¢ na nieswoiste (wrodzone) oraz swoiste (adaptywne) 1 zostaty zebrane na
Rysunku 1. Szczepionka dosluzéwkowa, aby byta efektywna, musi przedostac si¢ przez
te same linie obrony co patogen. Do wrodzonych mechanizméw obronnych zalicza si¢
nabtonek, dziatajacy jako fizyczna bariera chronigca przed dostgpem do wnetrza
organizmu 1 pokrywajace go wydzieliny gruczotéw, bogate w mucyne oraz biatka
o dziataniu przeciwbakteryjnym. Komorki Gobleta (komoérki kubkowe) znajdujace sie
w nablonkach produkuja bardzo duze ilosci glikoproteiny, ktéra tworzy gruba,
natadowana elektrostatycznie warstwe §luzu. Sluz i silne potaczenia migdzykomorkowe
faczace komorki nabtonka sg gtdwnymi barierami bronigcymi przed dostgpem patogenow
do wnetrza organizmu. Antygeny, ktore dostaja si¢ do organizmu, na przyktad wziewnie,
zostaja zawieszone w S$luzie, a nast¢pnie sg usuwane z jamy nosowej poprzez ruchy
urzesionych komorek nabtonka nosa przesuwajacych $luz  wstrong uktadu
pokarmowego. Ciagly transport $luzu i zawieszonych w nim patogendw zapobiega ich

przywieraniu do komodrek nablonka oraz skraca czas przebywania antygenu na sluzéwce,
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co utrudnia inwazje¢. Nie jest to jedyny mechanizm, jakim dysponuje organizm w walce
z patogenami. W §luzie, zawieszone sg enzymy trawienne, takie jak: hydrolazy (proteazy,
lipazy, nukleazy), laktoferyna i peroksydazy, ktore szybko doprowadzajg do zniszczenia
wprowadzonych antygenéw, a dodatkowo komoérki Panetha, obecne w jelicie cienkim,
produkuja lizozym, fosfolipaze A2 typu II i a-defensyny [5]. Do mechanizmow
chronigcych sluzowke zalicza si¢ rowniez komorki uktadu odporno$ciowego zawieszone
w $luzie, aktywnie atakujgce drobnoustroje, takie jak: monocyty, makrofagi, neutrofile
1 eozynofile. Te komorki, dzigki receptorom Fc obecnym na ich powierzchni, rozpoznajg
,haznaczone” poprzez opsonizacj¢ cele do zniszczenia. Dodatkowo, uwalniajg duze
ilosci cytokin dzialajacych jak sygnaly alarmowe, ktére powoduja naptyw innych
komorek uktadu odpornosciowego. Wprowadzane do organizmu szczepionki réwniez
powinny pobudza¢ te komorki do dziatania przez indukcj¢ sygnatéw niebezpieczenstwa
(z ang. danger signals). Dodatkowo, komodrki nabtonka rozpoznaja niebezpieczne
sktadniki mikroorganizméw poprzez receptory rozpoznajace wzorce, np. przez btonowe
receptory Toll-podobne. Receptory Toll-podobne w odpowiedzi na elementy patogenu
wysylaja sygnaty oparte o chemokiny i1 cytokiny do nizej potozonych komorek
Sluzéwkowego uktadu odpornosciowego, takich jak komoérki dendrytyczne czy
makrofagi celem uruchomienia dalszej odpowiedzi nieswoistej oraz zainicjowania

odpowiedzi swoistej [6].
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Indukcja odpowiedzi $luzéwkowej przeciwko obcym antygenom, zachodzi
w obecnosci zorganizowanej tkanki limfatycznej w sluzéwce lub w weztach chtonnych
[7], w miejscach najbardziej prawdopodobnego kontaktu z patogenem (migdatki
podniebienne, migdatki jezykowe) oraz w miejscach nagromadzenia bakterii (dolna czgs¢
uktadu pokarmowego). U ludzi, zorganizowane grudki limfatyczne tworzg kepki Peyera
zlokalizowane w btonie §luzowej 1 podsluzowej jelita kretego oraz liczne samodzielne
grudki chtonne w jelicie i odbycie [8]. Nad miejscami, w ktorych zlokalizowane sg te
struktury, tkanka nabtonkowa tworzy wyspecjalizowang struktur¢ zwang nablonkiem
towarzyszacym grudkom, w ktorym znajduja si¢ komorki M [9]. Komoérki M sg
wyspecjalizowane w endocytozie 1 transporcie przez blong nienaruszonych antygenow
1to te komorki s3 glownym celem antygenow szczepionkowych. Komoérki M tworza
kieszonki, do ktérych migruja limfocyty B 1 T oraz czasami komorki dendrytyczne.
W tych kieszonkach dochodzi do przekazania antygenu limfocytom i komorkom
dendrytycznym, a nastepnie jego dalsze przetwarzanie. Nabtonek towarzyszacy grudkom
jest inny pod wzgledem morfologicznym niz ten wyscielajacy jelita, gdyz jego funkcja

jest gromadzenie limfocytow i komoérek dendrytycznych z udzialem chemokin [10].
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Antygeny pobrane przez komoérki M zostaja przekazane niedojrzalym komorkom
dendrytycznym, ktore nastgpnie migruja do regionéw kepki Peyera bogatych w limfocyty
T, gdzie w procesie dojrzewania, ekspresji ulegajg antygeny powierzchniowe, takie jak
CD40, CDllc, czy czasteczki MHC [11,12]. Niektore z nich wedruja do weziow
chlonnych, gdzie dochodzi do kontaktu z systemowym uktadem immunologicznym.

Pobor antygenu przez komorki uktadu odpornosciowego, na przyklad ze §wiatta
jelita albo jamy nosowej, jest mozliwy rowniez w przypadku braku s§luzéwkowej
zorganizowanej tkanki limfatycznej. Proces ten zachodzi przy udziale komorek
nabtonkowych i komorek dendrytycznych (Rysunek 1). Komoérki dendrytyczne migruja
do waskich przestrzeni pomigdzy komoérkami nablonka, gdzie moga pobiera¢ antygeny
bezposrednio ze $wiatla jelita lub jamy nosowej [13]. Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku regionow S$luzowki, w ktorych nie ma zorganizowanych grudek
limfatycznych i komérek M, czyli np. w ukladzie rozrodczym. Komorki dendrytyczne,
ktore pobraty antygen moga wspolpracowaé z limfocytami celem stymulacji pamigci
immunologicznej lub tolerancji, moga réwniez opusci¢ Sluzowke przez naczynia
limfatyczne 1 migrowa¢, przyktadowo do weztéw chlonnych, gdzie prezentujg antygen
naiwnym limfocytom T [14]. Podsumowujac, ulatwienie poboru antygenu
szczepionkowego przez komorki nabtonkowe 1 dendrytyczne, moze znacznie poprawiac
efektywno$¢ szczepionki.

Posrednikami  swoistej  $luzowkowej odpowiedzi immunologiczne] sa
wydzielnicze przeciwciala typu A (sIgA), ktére zapobiegaja kolonizacji §luzowki przez
patogeny. Dzigki temu, uniemozliwiajg dotarcie patogenow do glebszych warstw
nabtonka i tym samym zatrzymuja rozw6j choroby. Dimery 1 multimery, tworzone przez
przeciwciala typu slgA, sa duzo bardziej odporne na dzialanie proteaz niz inne klasy
przeciwcial. Wynika to z ich silnej glikozylacji, ktora zachodzi w trakcie ich produkcji
przez komorki plazmatyczne [6]. SIgA, poprzez zwigzanie patogenu, doprowadzajg do
jego ,,uwiezienia” w $luzie, zapobiegajac bezposredniemu kontaktowi z nabtonkiem.
Nastepnie, specyficzne przeciwciata sIgA blokuja receptory powierzchniowe patogenow
uniemozliwiajac im wigzanie si¢ do nablonka [15]. SIgA, ktére znajduja si¢ pod
powierzchnig nabtonka, mogg transportowac¢ optaszczone patogeny do swiatta jelita lub
doprowadza¢ do $mierci juz zakazonych komorek [16]. Oprocz przeciwciat klasy IgA
réwniez przeciwciata klasy IgG moga by¢ produkowane lokalnie, na $luzéwce, po
pojawieniu si¢ antygenu [6]. W literaturze, opisano wystepowanie duzych ilosci komorek

plazmatycznych produkujacych przeciwciata IgG w kobiecym uktadzie rozrodczym,
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a wysokie stezenia przeciwcial IgA i IgG oznaczono w wydzielinach szyjki macicy
i pochwy [17]. IgG moga wystepowac lokalnie rowniez w jelicie, ale ich st¢zenie jest od
30 do 100 razy mniejsze niz sIgA [18]. Wynika to z faktu, ze IgG sg mniej odporne na
degradacj¢ w wyniku dziatania proteaz, zarowno bakteryjnych jak i tych pochodzacych
od gospodarza. Nie mniej jednak, przeciwciata IgG roéwniez moga neutralizowad
patogeny atakujace §luzowke.

W odpowiedzi immunologicznej $luzowki istotng role odgrywa odpowiedz
komorkowa. Ten typ odpowiedzi oraz dzialanie wydzielniczych IgA bardzo dobrze si¢
uzupetniaja. Przyktadowo, cytotoksyczne limfocyty T rozpoznaja peptydy pochodzace
od biatek rdzeniowych patogenéw, jak na przyktad wirusa grypy. Bialka te zwykle sa
ekspresjonowane i prezentowane znacznie wczesniej niz biatka rozpoznawane przez
przeciwciala neutralizujace, takie jak hemaglutynina czy neuraminidaza wirusa grypy.
Zatem odpowiedz komoérkowa nastepuje znacznie wezesniej niz indukcja przeciwciat
itworzy jedng z pierwszych linii obrony. Komorki cytotoksyczne moga byé
klasyfikowane na te dziatajace niespecyficznie 1 specyficznie wzglgdem antygenu. Do
pierwszej grupy nalezg komorki NK (z ang. Natural Killers), ktore dziataja na bardzo
wczesnym etapie zakazenia (dzien 1-3). Komorki drugiej grupy zaczynaja dziata¢ pdzniej
(dzien 3 — 5) [19]. Oba typy komorek reagujg na patogen poprzez produkcje cytokin,
takich jak IFN-y, TNF-a i chemokin, takich jak Rantes, MIP-1a 1 MIP-1f [20,21]. Te
czynniki hamuja wzrost patogenow wewnatrzkomorkowych, ktorymi sa wirusy, ale bez
niszczenia komorek wlasnych organizmu. Nastgpnie, komorki cytotoksyczne rozpoznajg
1 niszczg zainfekowane komorki, przez co zapobiegajag namnazaniu si¢ wirusow.

Poza mechanizmami obronnymi opisanymi powyzej, istnieja roéwniez
mechanizmy tolerancji §luzowkowej, ktore istotnie wpltywaja na efektywno$¢
szczepionki. W przypadku naturalnej mikroflory, na przyklad w jelicie, komorki
nablonkowe, wraz z obecnymi pomigdzy nimi 1 pod nimi komdrkami fagocytujacymi,
moga modulowac¢ 1 tlumi¢ sygnaly pochodzace od wtasnej mikrobioty. Zapobiega to
nadmiernemu pobudzeniu odpowiedzi odporno$ciowej i wywotaniu przewlektego stanu
zapalnego, na przyktad, jak w przypadku choroby Les$niowskiego-Crohna [22,23].
Procesy tolerancji $luzowkowej przeciwdziatajg nadreaktywnosci systemu wzgledem
nieszkodliwych antygenéw [24]. To czy dany antygen, wywota odpowiedz
immunologiczng czy tolerancj¢ zalezy w gldwnej mierze od dawki i czasu trwania jego
kontaktu ze $luzéwka. Tolerancja moze zosta¢ wywotana przy dlugotrwatym kontakcie

antygenu podanego w niskich dawkach lub w przypadku podania wysokiej jednorazowe;j
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dawki antygenu, ktéra doprowadza do swoistego przyttoczenia ukladu
immunologicznego [25]. Istnieje kilka mechanizméw tolerancji. W przypadku uktadu
pokarmowego, dostarczenie wysokich dawek antygenu, prowadzi do powstania tolerancji
na drodze delecji klonalnej (usunig¢cie przez apoptoze reagujacych na antygen
limfocytow) lub anergii (wprowadzenie limfocytu w stan ,u$pienia”) [26,27].
W przypadku niskich dawek antygenu, tolerancja zachodzi w wyniku dzialania
limfocytow T regulatorowych [28]. W uktadzie oddechowym, w przypadku wysokich
dawek antygenu, rowniez dochodzi do indukcji tolerancji na drodze anergii [29], a gdy
podawane sa niskie dawki rozpuszczalnych antygenow, wtedy zaistniala tolerancja jest
wynikiem polaryzacji immunologicznej, czyli roéznicowania limfocytow w strone
limfocytow Thl [30]. Do anergii dochodzi w momencie, gdy limfocyty T rozpoznaty
antygen, ale nie otrzymaly dodatkowego sygnalu stymulujacego. Te limfocyty,
w odpowiedzi na antygen, nie namnazaja si¢ i nie produkujg IL-2. Delecja klonalna
prowadzi do apoptozy specyficznych wzgledem antygenu limfocytéw Thl i Th2.
Mechanizm, w ktorym biorg udzial limfocyty T-regulatorowe, polega na blokowaniu
przez nie proliferacji populacji limfocytow specyficznych wzgledem antygenu [31].
Z powyzszego opisu wynika, ze odpowiedni dobor dawki jest kluczowy w procesie
projektowania szczepionki dosluzowkowe;.

Podsumowujac, wprowadzona do organizmu szczepionka musi sprosta¢ zarowno
aparatom obronnym S$luzowki jak 1 wzbudza¢ dostatecznie silng odpowiedZz bez
jednoczesnej indukcji tolerancji. W zaleznos$ci od wybranej drogi podania szczepionki,
repertuar tych mechanizmoéw jest inny i musi by¢ brany pod uwage w procesie
projektowania szczepionki. Co wigcej, droga podania oraz rodzaj zastosowanego no$nika

réwniez wplywaja na efektywnos$¢ i rodzaj wzbudzanej odpowiedzi.

4.2. Szczepionki
Szczepionka jest to preparat biologiczny, ktoérego stosowanie ma na celu
wzbudzenie odpornosci wzgledem specyficznego mikroorganizmu. Dostgpne na rynku
szczepionki dzieli si¢ na cztery grupy: szczepionki atenuowane, czyli oparte na zywych,
ale ostabionych mikroorganizmach; szczepionki oparte na zabitych mikroorganizmach;
szczepionki podjednostkowe, czyli zlozone z wyizolowanych z patogendéw
1 oczyszczonych antygendow; ostatni rodzaj to szczepionki, w ktorych znajdujg sig

toksyny produkowane przez mikroorganizmy. Obecnie odchodzi si¢ od zastosowania

15



w szczepionkach catych organizméw, ze wzgledu na mozliwo$¢ wywotania choroby
u szczepionego pacjenta. Dodatkowo, szczepionki podjednostkowe maja wiele zalet:
brak ryzyka rozwini¢cia si¢ zakazenia poszczepiennego w wyniku ich zastosowania,
obnizenie prawdopodobienstwa wystgpienia dziatan niepozadanych, mozliwos¢
stosowania preparatu o $ci§le okreslonym sktadzie [32]. W nowoczesnych szczepionkach
skojarzonych znajduja si¢ skladniki nalezace do wszystkich powyzszych grup.
Szczepionki moga by¢ stosowane parenteralnie w postaci zastrzyku lub dosluzowkowo
czyli, na przyktad doustnie, donosowo, dopochwowo itd. (Tabela 1) [33].

Szczepionki podawane droga parenteralng sa zwykle stabymi induktorami
odpowiedzi odpornos$ciowej na sluzéwce [34]. Przewaga tych szczepionek jest doktadnie
okreslona ilo$¢ podanego antygenu i latwo$¢ oszacowania odpowiedzi organizmu na
szczepienie poprzez zbadanie poziomu specyficznych przeciwcial krazacych w krwi
pacjenta. W przypadku szczepionek przeznaczonych do podania do§luzowkowego, jest
to znacznie utrudnione. Niewiele tego typu szczepionek zostalo dopuszczonych do
zastosowania u ludzi. Niemniej jednak, szczepionki dosluzowkowe maja bardzo duzy
potencjat praktyczny wynikajacy z ulatwionego podania i produkcji, braku pozostatych
po szczepieniu groznych odpadow medycznych oraz mniejszych obostrzen prawnych
przy wprowadzaniu na rynek. Dodatkowo, takie szczepionki moga zosta¢ podane przez
osobe bez przeszkolenia medycznego, co moze utatwié, np. walke z pandemia grypy,
masowe szczepienia w krajach rozwijajacych si¢ lub tez immunizacj¢ w wypadku
biologicznego ataku terrorystycznego [35,36].

Idealna szczepionka powodowataby, ze podanie jedng droga indukowatoby
zarowno odpowiedZ komoérkowa jak 1 humoralna, i to nie tylko na §luzoéwce, ale w calym
organizmie. Pod tym katem podanie donosowe i podjezykowe zdaja si¢ by¢ najbardziej

obiecujace (Tabela 1).
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Tabela 1 Porownanie drog podania szczepionki.

Indukcja Czy jest
Droga podania Miejsce indukcji przeciwcial IgA limfocytéw T odpowiedz Uwagi Ref.
cytotoksycznych | systemowa?
Parenteralna | rzadko: gruczot sutkowy, slinianki, uktad pokarmowy Tak tak [37]
$linianki, gérne i dolne drogi oddechowe, uktad mozliwe interakcje
Donosowa S Tak tak [17,38-40]
rozrodczy, jelito cienkie 1 grube z uktadem nerwowym
o silny mechanizm tolerancji,
Doustna uktad pokarmowy, $linianki, gruczoty sutkowe Tak tak . ) [41-43]
degradujace srodowisko
gorne i dolne drogi oddechowe, uktad pokarmowy,
Podjezykowa Tak tak [44-46]
uktad rozrodczy
gorne i dolne drogi oddechowe, staba odpowiedz koniecznos¢ zastosowania
Przezskorna ) Tak tak o [2,47]
w uktadzie pokarmowym mikroigiet
Doodbytnicza jelito grube, odbyt, uktad rozrodczy Tak bardzo staba [2,48]
immunizacja zalezna od
Dopochwowa uktad rozrodczy brak danych bardzo staba [2,17]
fazy cyklu
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Szczepionki wyzwalajace zardowno odpowiedz sluzéwkowa jak i systemowa, to te
podawane doustnie, donosowo, podjezykowo i1 przezskornie. Szczepionki doustne
stanowig najwigksze wyzwanie dla ich tworcow. Problemem jest nie tylko wysoce
niesprzyjajace srodowisko uktadu pokarmowego, w ktorym dziatajg niszczace enzymy
trawienne ale i silnie dziatajacy mechanizm tolerancji. Takie szczepionki, aby zadziatac,
musza przedosta¢ si¢ przez barier¢ Sluzowki w odpowiednio duzym st¢zeniu, celem
wywotania odpowiedzi immunologicznej bez jednoczesnego wzbudzenia mechanizmu
tolerancji [49,50]. Dostepna jest bogata literatura na temat udanych szczepionek
testowanych doustnie u zwierzat, jednak wyniki badan klinicznych rozczarowuja. Co
prawda, istnieja efektywne szczepionki doustne, takie jak te przeciwko rotawirusom lub
cholerze, ale nadal brakuje wiedzy na temat tego, dlaczego jedne szczepionki doustne
dziatajg a inne nie. Modyfikacja tych formulacji, poprzez zastgpienie antygenu innym bez
zmiany reszty skladnikow, nie przyniosta oczekiwanych efektow [41]. Niestety,
szczepionki doustne mogg mie¢ stabsze dziatanie u oséb z krajow rozwijajacych si¢ ze
wzgledu na ich niedozywienie, zaburzong mikroflore jelitowa 1 schorzenia towarzyszace
[42].

Odpowiedz immunologiczna przy podaniu podjezykowym szczepionki jest
podobna do tej w przypadku podania donosowego. Takie szczepienie rozpuszczalnymi,
jak 1 czasteczkowymi antygenami, indukuje odpowiedZ humoralng w postaci
sluzowkowych IgA 1 systemowych IgG oraz cytotoksycznych limfocytow T [44,45].
Immunizacja podjezykowa przeciwko wirusowi brodawczaka i1 Chlamydia muridarum
zapobiegata infekcji tymi patogenami. Ten sam sposob podania byt rowniez efektywny
w przypadku immunizacji przeciwko Helicobacter pylori czy Vibrio cholerae [51,52].
Warto podkresli¢, ze tym przypadku, dawka antygenu jest mniejsza niz przy podaniu
doustnym [51]. Obecnie trwaja badania kliniczne nad szczepionkami podawanymi
podjezykowo.

Podanie przezskérne szczepionki wyzwala odpowiedZ immunologiczng
w gornych 1 dolnych drogach oddechowych, staba w ukladzie pokarmowym oraz
odpowiedz systemowg [2,47]. Duzym utrudnieniem w szczepieniu przezskornym jest
konieczno$¢ zastosowania wyrafinowanych systemoéw aplikacji, ktére umozliwityby
penetracj¢ wierzchnich, martwych warstw naskérka. Do takich systemow nalezg
mikroigly, zastosowanie sonoforezy, czy jonoforezy [53]. Wszystkie powyzsze znacznie

zwiekszajg koszty szczepienia oraz utrudniajg sam proces aplikacji szczepionki.
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Podanie donosowe indukuje odpowiedz immunologiczng w NALT, $luzéwce
uktadu pokarmowego, uktadzie oddechowym i rozrodczym, a takze odpowiedz
systemowa [54]. Szczepionka przeciwko grypie (FluMist, Medlmmune), zawierajgca
atenuowanego wirusa, podawana donosowo okazata si¢ bardzo efektywna [55]. Podobnie
zakonczylty si¢ proby podania donosowego szczepionki przeciwko Shigella flexneri,
patogenu atakujacego uklad pokarmowy [56]. Donosowo stosuje si¢ mniejsze porcje
antygenu i adiuwantu w porownaniu do, na przyktad podania doustnego. Ze wzglgdu na
liczne zalety tej drogi administracji szczepionki 1 udane proby immunizacji ten typ
podania szczepionki zostanie szerzej zbadany w dalszej czesci pracy.

Szczepionki podane dosluzowkowo natrafiajg na te same mechanizmy obronne,
co atakujace organizm patogeny, czyli: zostaja rozcienczone i unieruchomione w $luzie,
sa atakowane przez proteazy i nukleazy, zostaja oddzielone od wnetrza organizmu
szczelng barierg nabtonka. Ze wzgledu na powyzsze, potrzeba duzej dawki szczepionki
aby immunizacja byla efektywna. Co wigcej, niemozliwym jest okreslenie jak duza jej
czg$¢ trafia do komorek uktadu odporno$ciowego. Rozpuszczalne, nieadherentne
antygeny sg pobierane w bardzo malym stopniu i czgsto wzbudzaja tolerancje zamiast
odpowiedzi [57]. Wydaje si¢, ze opisane utrudnienia mogg zosta¢ przezwyci¢zone dzieki
zastosowaniu odpowiednich adiuwantéw. Najlepiej takich, ktére by wigzatyby si¢ do
powierzchni $luzoéwki, a najlepiej do komorek M, stymulowaty mechanizmy wrodzone;j
odpornos$ci i wzbudzaty odpowiedz adaptywna specyficzng wzgledem patogenu. Obecnie

trwaja badania nad takimi adiuwantami.

4.2.1. Adiuwanty

Adiuwant to skladnik szczepionki, ktéry wzmacnia odpowiedZz humoralng
1 komorkowa organizmu na antygen. Ma szczegdlne znaczenie w przypadku szczepionek
opartych o inaktywowane patogeny czy elementy izolowane z mikroorganizméw
(szczepionki podjednostkowe), gdyz te same w sobie sg niewystarczajagco immunogenne.
Adiuwant powinien by¢ stabilny az do momentu jego zastosowania, a jednocze$nie
ulegajacy biodegradacji, dzigki czemu zostaje usunig¢ty z organizmu po zakonczeniu
procesu szczepienia. Ponadto, powinien by¢ sam w sobie obojetny immunologicznie, tani
w produkcji, a w potaczeniu z antygenem powinien indukowac¢ odpowiedni rodzaj
odpowiedzi odpornosciowej [58]. Wyrdzniamy co najmniej kilka opisanych

mechanizméw dzialania adiuwantéw. Adiuwant moze dziata¢ poprzez efekt ,,depot”,
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czyli tworzenie swoistego rezerwuaru, z ktérego antygen uwalniany jest bardzo powoli,
przez co wydluza si¢ czas jego kontaktu z komoérkami uktadu odpornosciowego;
utatwianie transportu antygenu i jego prezentacji komorkom immunokompetentnym;
w polagczeniu  z  antygenem  umozliwia  aktywacje¢/modulacje  odpowiedzi
immunologicznej i indukcje limfocytow T-cytotoksycznych [59]. Roznorodne substancje
1 zwigzki mogg mie¢ dziatanie adiuwantowe, sg to, na przyktad produkty pochodzenia
mikrobiologicznego, sole mineralne, emulsje, mikroczastki 1 liposomy. W ciggu
ostatniego stulecia zaproponowano wiele adiuwantéw, ale tylko nieliczne zostaly
przetestowane w badaniach klinicznych. Z tego tylko pi¢¢ adiuwantéw zostalo
dopuszczonych do uzycia ucziowieka przez U.S. Food and Drug Administration
(Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekoéw), a sg to: zwigzki glinu, AS03, MF59™,
wirosomy 1 AS04 [60]. Wszystkie z nich stuza do podania parenteralnego. Zwiazki glinu
sa najpowszechniej uzywanymi adiuwantami w szczepionkach przeznaczonych do
stosowania u ludzi [61]. AS04, MF59™ i wirosomy s3 stosowane w szczepionkach
przeciwko grypie. AS04 znajduje si¢ w szczepionkach przeciwko wirusowemu zapaleniu
watroby typu B oraz przeciwko wirusowi brodawczaka ludzkiego [62]. Poznanie
mechanizméw odpowiedzilanych za powstanie odpowiedzi odporno$ciowej w rejonie
immunizacji pozwala na zaprojektowanie odpowiedniego adiuwantu dla konkretnego
rodzaju szczepionki.

Wydaje si¢, ze w procesie szczepienia najwigksza role pelnia komorki
dendrytyczne, ktore zostaly nazwane naturalnymi adiuwantami [63]. Komorki
dendrytyczne sa wyspecjalizowane w prezentacji antygenu, reguluja site 1 rodzaj
odpowiedzi oraz pami¢¢ immunologiczng. Komorki dendrytyczne rozpoznaja obce
antygeny, tworza z nich krotkie peptydy, ktore prezentuja za pomoca czasteczek MHC
receptorom limfocytow T. Nastepnie, przy udziale dodatkowych czasteczek
kostymulujgcych, aktywuja naiwne limfocyty T CD4" i CD8" [64]. Komodrki CD4*
wspomagajg limfocyty B w produkcji okreslonej klasy przeciwciat i powstanie dtugo
zyjacych komorek plazmatycznych produkujacych specyficzne wzgledem antygenu
przeciwciala [65]. Komorki dendrytyczne mogg zosta¢ aktywowane przez patogeny na
dwa sposoby. Po pierwsze, komorki dendrytyczne moga rozpoznawac intruza za pomoca
receptorow rozpoznajacych wzorce patogenow, takie jak endotoksyny, peptydoglikan lub
niemetylowane motywy CpG poprzez receptory TLR. Po drugie, moze si¢ to odbywac
posrednio poprzez kontakt z wzorcami molekularnymi zwigzanymi z uszkodzeniem

tkanek przez atakujace patogeny, takie jak: kwas moczowy, adenozyno-5-trifosforan lub
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biatkami zwigzanymi z chromatyng [63]. Nast¢pnie, dojrzate komorki dendrytyczne
aktywuja komorki T poprzez dostarczenie im maksymalnie czterech sygnatow aktywacji
(Rysunek 2). Co najmniej dwa sygnaty sa niezbedne do aktywacji naiwnych limfocytow
T 1 komodrek pamigci [66]. Pierwszy sygnat to wynik oddzialywania receptora TCR na
powierzchni limfocytow T z czasteczkag MHC z komorki dendrytycznej, na ktorej
znajduje si¢ peptyd pochodzacy od antygenu, np. bialka patogennej bakterii. W ten
sposob limfocyt T jest pobudzany, ale do jego pelnej aktywacji brakuje sygnatu drugiego,
czyli kontaktu dodatkowych receptorow z limfocytu T (np. CD28, OX-40, CD27)
z receptorami na powierzchni komérki dendrytycznej (np. CD80, CD86, OX-40L,
CD70). W wyniku tych oddziatywan dochodzi do ekspansji klonalnej aktywowanych
limfocytow T CD4" oraz CD8" [66,67]. Zadziatanie jedynie sygnatu pierwszego, bez
dodatkowej stymulacji, prowadzi do powstania wcze$niej wspomnianej tolerancji [68].
Po zadziataniu dwoch sygnatow, limfocyty T CD4" sg aktywowane, ale nadal nie maja
okre$lonej polaryzacji, wiec opisuje si¢ je jako CD4" Th0. Do ich polaryzacji niezbedny
jest sygnal trzeci otrzymany od dojrzatych komorek dendrytycznych (dodatkowo
stymulowanych przez eozynofile 1 komorki tuczne) poprzez cytokiny i inne czasteczki
obecne na powierzchni tych komorek [69]. Efektem tego jest polaryzacja komoérek ThO
w strone¢ komorek efektorowych typu Thl, Th2, Th9, Th17 lub Th22, ktorych dziatanie
jest specyficzne wzgledem konkretnych zagrozen [69]. Sygnal trzeci jest réwniez
niezbedny do powstania komorek cytotoksycznych CD8" [70]. Efektorowe komorki T sg
juz zdolne 1 gotowe do dziatania, ale potrzebuja jeszcze sygnalu czwartego, ktory
pokieruje je do miejsca, w ktorym majg zadziata¢. Takim sygnatem sg produkowane
przez komorki dendrytyczne witaminy, jak A 1 D. W odpowiedzi na te witaminy,
limfocyty T efektorowe, wlaczaja ekspresj¢ receptorow dla chemokin CCRY [71]
1 CCR10 [72]. Pojawienie si¢ tych chemokin w $rodowisku instruuje limfocyty
T efektorowe do migracji odpowiednio w strong jelit lub skory.

W przypadku szczepienia, odpowiedz ochronna wzgledem patogenu jest
wzbudzana w sposOb nienaturalny, ale nasladujacy proces naturalnego zakazenia.
Dlatego tez, w szczepionce, powinny znalez¢ si¢ zwigzki wzmacniajace 1 modulujace
odpowiedz immunologiczng, takie jak adiuwanty [73,74]. Pomimo braku
jednoznacznych dowodow, uwaza si¢, ze do grupy adiuwantéw wzmacniajacych sygnat
1 naleza emulsje typu woda w oleju, mikroemulsje typu olej w wodzie, alum, sole wapnia,
liposomy oraz szeroka grupa polimerow. Zwiazki te wydluzaja okres przebywania

antygenu w miejscu podania, przez co przedtuzaja czas jego prezentacji. Wszystkie
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adiuwanty, ktore beda zwigkszaly rekrutacj¢ komorek prezentujacych antygen, jak
réwniez promowaly prezentacje, przetwarzanie i kierowanie antygenu do komorek
prezentujacych antygen, beda tez wzmacniaty dzialanie sygnatlu pierwszego w aktywacji
limfocytow T przez komoérki dendrytyczne. Induktorami sygnatu drugiego beda z kolei
zwiazki, ktore stymuluja receptory rozpoznajace wzorce patogendw. Przykladowo sa to
lipoproteiny stymulujace receptory TLR2, LPS i MPL (monofosforylowany lipid A),
ktore sg rozpoznawane przez receptor TLR4, czy flagellina dziatajaca poprzez receptor
TLRS [75]. Do grupy adiuwantow wzmacniajagcych sygnat trzeci naleza zwiazki
immunomodulujace, takie jak alum, chitosan oraz biodegradowalne mikro- i nanoczastki

[76]. Dotychczas nie opisano adiuwantu, ktory by efektywnie wspomagat sygnatl czwarty.
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Rysunek 2 Sygnaly aktywacji limfocytow T.

Cze$¢ z powyzej wymienionych to adiuwanty dosluzéwkowe. Obecnie badane
1 stosowane adiuwanty dosluzowkowe zostaty zebrane w Tabeli 2. Toksyna E. coli oraz
toksyna cholery sg adiuwantami do§luzéwkowymi o najsilniejszym dziataniu, ale sg zbyt
toksyczne, zeby je zastosowac u ludzi. Z uwagi na powyzsze, zaprojektowano zmutowane
toksyny ze zmniejszong aktywnoscig enzymatyczng. LTR63 i LTR72 to inaktywowane
toksyny E. coli. Ich polaczenie z odpowiednimi antygenami dato ochrone
w eksperymencie typu ,.challange” przeciwko wirusowi opryszczki pospolitej [77],
Bordatella pertussis [78] 1 Streptococcus pneumoniae [79]. Mutanty toksyny E. coli
zostaty rowniez uzyte w formie adiuwantu w potaczeniu z antygenem szczepionkowym
HIV-1 p55 gag, formulacje podano doustnie 1 donosowo myszom [80]. W powyzszych
przyktadach, wlasciwosci ochronne wynikaty z silnej indukcji cytotoksycznych
limfocytow T. Prawdopodobny mechanizm dzialania polega na zwigkszaniu

przepuszczalno$ci nabtonka, utatwionym poborze antygenu przez komorki uktadu

22



immunologicznego i ich ulepszonej prezentacji [81]. Podanie doustne zmutowanych
toksyn utatwia dotarcie antygenéw do komoérek M [82].

Jedng z wigkszych grup adiuwantéw dosluzéwkowych sg agonisci receptoréw
TLR [83]. Sg one oparte o wzorce molekularne patogenow i czgsto taczone z emulsjami.
Przyktadowo, adiuwant IC31 i inne formulacje zawierajace CpG, ktore dzialaja na
receptor TLR9 okazaty si¢ efektywne na modelu zwierzgcym i w badaniach klinicznych
[84]. MPL, dziatajacy na receptor TLR4 i flagellina, ktora jest ligandem receptora TLRS
wykazywaly posrednig efektywnos¢ [85]. Liposomy dodatnio natadowane i pochodna
saponiny QS21 sg efektywne w immunizacji $luzéwkowej, ale mechanizm ich dziatania
jest bardzo stabo poznany [86,87].

Stworzenie uniwersalnego adiuwantu jest niezwykle trudne ze wzgledu na duza
zmienno$¢ genetyczng 1 epigenetyczng u ludzi. Co oznacza, ze adiuwant, ktory
u wickszosci 0sob nie wywoluje zadnych skutkéw ubocznych, moze by¢ szkodliwy
u pojedynczych pacjentow [88]. Moze to wynikac z tego, ze ludzie r6znig si¢ miedzy sobg
genetycznie 1 epigenetycznie. Co wigcej, dziatanie adiuwantu moze by¢ ograniczone
jedynie do okreslonych antygendow [89]. Kolejna niedoskonaloscig obecnie stosowanych
adiuwantéw jest to, ze ich zastosowanie w szczepionkach podawanych parenteralnie,
w wiekszosci wypadkow, nie indukuje odpowiedzi immunologiczne] w sluzowce, ale

wylacznie odpowiedz systemowa [82].
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Tabela 2 Charakterystyka adiuwantow sluzowkowych.

Adiuwant Droga podania Me(?hanl.zm Rodzaj |no!uk9w3nych P.olaryza(':Ja Pror_JIukCJa cy_tokln Ref.
dzialania przeciwcial limfocytéw i chemokin
doustna,
Inaktywowana donosowa, wplyw na I9G1, 1gG2, IgA Th1/Th2, CD8* IL-6, IL-8, IL-10, IL1- [90,91]
enterotoksyna | dopochwowa, | prezentacj¢ antygenu (o, B)
doodbytnicza
doustna,
Toksyna donosowa, wplyw na IgA, 1gG1, IgE Th2, CD8* IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 | [90,91]
cholery dopochwowa, | prezentacj¢ antygenu
doodbytnicza
doustna,
MPL donosowa, TLR4 1gG2 w surowicy, IgA Th1/Th17 IL-1, IL-17, IFN-y [92]
dopochwowa,
doodbytnicza
dgﬂﬂilnvava IL-6, IL-12, IL-8,
CpG ' TLR9 IgG2a, IgA Th1l/Th2, CD8* RANTES, MIP-1a, MIP- [90,93]
dopochwowa, 1B, TNF-q, IFN-
doodbytnicza ’ ’ i
Protollina .
(LPS) Donosowa TLR2, TLR4 IgA, 1gG w surowicy Th1/Th2 IFN-y, MIP-3a, IL-18 [94,95]
Flagellina Donosowa TLR5, NLRC4 IgA, IgG Th1/Th2 TNF-a, 'FN'g MIP-2,1L- 1 195 96)
Qs-21 d%?w%sgg\?va mechanizm nieznany |  19G2a, 1gG2b, 1gG1, IgE Thi, CD8* IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 | [86,92,97]
odpowiedz
. doustna, oddziatywanie . limfocytow
Chitosan donosowa elektrostatyczne 19G, 1gA w surowicy zalezna od IL-1p, IL-18 [93]
antygenu
PLGA doustna, mechanizm nieznany klasa przeciwciata zalezna (_)dpow1e’dz _ zalezne od [98]
donosowa, od antygenu limfocytow immunostymulatora
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dopochwowa zalezna od
antygenu
Emulsja doustna, mechanizm nieznany klasa przeciwciala zalezna Thi/Th2 _ zalezne od [99]
donosowa od antygenu immunostymulatora
odpowiedz
. doustna, mechanizm zalezny limfocytow
Liposomy donosowa od miejsca aplikacji 19A, 19G zalezna od IL-2 [100]
antygenu
doustna, kierowanie i
ISCOM donosowa, : IgG1, 1gG2a Th1/Th2, CD8* nie okreslono [92]
dopochwowa prezentacja
Czasteczki doustna,
podobne donosowa, wiele mechanizmow IgA, 1gG w surowicy Th1/Th2 nie okre$lono [92,93]
do wirusa dopochwowa

*Q ile nie zaznaczono inaczej, kolumna pt. ,,rodzaj produkowanych przeciwcial” okresla przeciwciata oznaczane na sluzowce. Skroty wyjasniono w wykazie

skrotow.
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4.2.2. Pozostale skladniki szczepionek

Oprocz antygenu 1 adiuwantu w sktad szczepionki wchodza: konserwanty,
stabilizatory oraz sladowe ilo$ci zwigzkdéw pozostatych po procesie produkcji, takie jak:
antybiotyki, formaldehyd, biatka drozdzy i jaja kurzego. Sktadniki te pojawiaja si¢
zardwno w szczepionkach parenteralnych jak i dosluzéwkowych.

To, co odréznia pod katem sktadu, szczepionki do§luzowkowe od parenteralnych,
to obecno$¢ dodatkowych sktadnikow, jak na przyktad nosniki polimerowe. Dodatki te
majg wydtuzaé czas przebywania antygenu, przyktadowo w jamie nosowej 1 dzigki temu
zwigksza¢ jego szanse na dotarcie do komoérek immunokompetentnych. Dzialanie
wiekszosci z nich polega na wykazywaniu mukoadhezji (bioadhezji). Przyktadami takich
dodatkow pochodzenia biologicznego sa mikrokapsuty zbudowane z alginianu, zelatyny
czy skrobi. Bada si¢ rowniez w tym zakresie, biodegradowalne polimery pochodzenia
chemicznego, takie jak: polimetakrylan, karbopol, polikaprolakton, czy polimetakrylan

metylu [101]. Przyktady powyzszych polimeréw zostang opisane w kolejnym rozdziale.

4.3. Szczepionki donosowe

Podanie donosowe szczepionki, jak juz wczesniej wspomniano, jest atrakcyjng
alternatywg dla tradycyjnego podania parenteralnego, poniewaz jest mniej inwazyjne i co
najwazniejsze, umozliwia wzbudzenie zarowno silnej odpowiedzi systemowej, jak
1 lokalnej na powierzchni $luzowki. Rozwoj tych szczepionek jest jednak utrudniony
przez problemy zwigzane z dostarczeniem antygenoéw szczepionkowych, gdyz sa one
szybko usuwane z jamy nosowej 1 stabo absorbowane przez komoérki nablonka. Powyzsze
trudnosci sprawiaja, ze antygeny podawane donosowo zwykle wykazujg stabe dzialanie
immunogenne.

Jama nosowa jest dogodnym miejscem depozycji antygenu ze wzgledu na to, ze
jest tatwo dostepna, a wyScietajaca ja Sluzowka cienka, dobrze ukrwiona i bogata
w komorki dendrytyczne, ktore to komorki poprzez kontakt z patogenami (lub antygenem
szczepionkowym) indukuja przeciwko nim silng odpowiedZz immunologiczng [102].
Komorki nabtonka posiadaja mikrokosmki, ktére znacznie powigkszaja powierzchnig
chtonng nabtonka jamy nosowej. Dodatkowo, aktywnos$¢ enzymatyczna w jamie nosowe;j
jest stosunkowo staba, w wyniku czego, antygen nie ulega tak szybkiej degradacji, jak na

przyktad w jamie ustnej i Zzotadku przy podaniu doustnym. Dodatkowo, wprowadzane
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substancje trafiaja bezposrednio do uktadu krazenia. Jama nosowa jest pierwszym
miejscem kontaktu z patogenami, takimi jak wirusy grypy czy inne mikroorganizmy
powodujace choroby gérnych drég oddechowych, patogeny powodujace zapalenie opon
mozgowych, odre czy krztusiec. Obecnos$¢ neutralizujgcych przeciwciat i odpornosé
komoérkowa w miejscu ataku tych patogendow pozwoli zapobiec rozwojowi
powodowanych przez nie chorob. Co ciekawe, funkcjonowanie uktadu
immunologicznego $luzéwki nosa nie pogarsza si¢ z wiekiem, jak w przypadku
systemowego uktadu immunologicznego, przez co mozliwa jest immunizacja oséb
rowniez w podesztym wieku [103]. Male, rozpuszczalne antygeny moga przechodzic¢
bezposrednio przez nabtonek i oddziatywaé z komodrkami uktadu immunologicznego
znajdujacymi si¢ w glebszych warstwach §luzoéwki. Nastgpnie, te antygeny, sa
przekazywane do powierzchniowych szyjnych weztow chionnych, a stamtad do tylnych
weztow chionnych [104]. Natomiast, antygen w postaci czasteczkowej, jest pobierany
przez komorki M oraz przekazywany do szyjnych weztow chtonnych. Tak pobrany
antygen moze wzbudzi¢ odpowiedZ zaréwno lokalnie jak 1w odlegtych rejonach
sluzowki [6].

Pomimo duzej przepuszczalno$ci nabtonka, pewne zwiazki z trudem przedostaja
si¢ do glebszych warstw §luzowki. Oddzialywanie migdzy antygenem a §luzowka zalezy
od wielu czynnikdw, a w szczegdlnosci od fizycznych wlasciwos$ci antygenu, jego dawki
1 dlugos$ci kontaktu [6]. Duze i1 hydrofilowe czasteczki, jak na przyktad biatka, sg bardzo
stabo transportowane przez Sluzowke. Dodatkowo, ciagly ruch rzesek obecnych na
komorkach nabtonka, szybko usuwa podawane substancje zawieszone w gestym Sluzie,
utrudniajac ich kontakt z gtebszymi warstwami §luzowki. Co wiecej, podanie zbyt duzej
dawki szczepionki, moze negatywnie wptywac na funkcjonowanie tego organu.

Antygen szczepionkowy, jak wspomniano powyzej, musi pokonac szereg barier,
aby ostatecznie dotrze¢ do komorek tworzacych NALT. Przede wszystkim warstwe §luzu,
ktora nieustannie usuwa antygen z jamy nosowej uniemozliwiajgc bezposredni kontakt
z komérkami dendrytycznymi. Sluz to mieszanina ztozona w 95% z wody, 2% mucyny,
1% soli, 1% innych biatek, takich jak albumina, immunoglobuliny, lizozym, laktoferyna
1 <1% lipidow [105]. Kazdego dnia, w jamie nosowej produkowane jest od 1,5 do 2 litrow
sluzu. Powtoka sluzu pokrywajaca nablonek ma okoto 5 pm grubosci i sktada si¢ z dwoch
warstw, dolnej warstwy zolu i gornej zelu o réznych whasciwosciach reologicznych. Sluz
obecny na powierzchni nablonka ochrania go, utrzymuje odpowiednig wilgotno$¢

W jamie nosowej, zapobiega utracie ciepta, wytapuje czastki, ktore dostaty si¢ do wnetrza
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nosa i transportuje je w strone uktadu pokarmowego. Antygeny podjednostkowe, ktére
nie wykazuja powinowactwa do komorek nabtonka, s3 usuwane z jamy nosowej
z predkoscia 6 mm/min [106]. Proces ten moze zostaC przyspieszony w przypadku
schorzen, takich jak astma, katar, alergia czy choroby zatok i moze mie¢ wptyw na czas
pobytu szczepionki w jamie nosowej. Do poprawnego dzialania powyzszego
mechanizmu ochronnego potrzebne sg jony wapnia, poniewaz brak jonéw wapnia
w §rodowisku powoduje zahamowanie ruchu rzesek [107]. Zastosowanie nosnikow
lekow, ktére chelatuja jony wapnia, na przykilad kwasu poliakrylowego, wydtuza czas
pobytu leku w nosie 1 zwicksza przepuszczalnos¢ nabtonka [108].

Celem zapobiegania szybkiemu usuwaniu leku/antygenu z jamy nosowej, stosuje
si¢ dodatki w postaci zwigzkow wykazujacych mukoadhezj¢, czyli majacych
powinowactwo do mucyny, biatka wystepujacego w duzej ilosci w $luzie oraz na
powierzchni komoérek nablonkowych jamy nosowej. Jesli ten sam zwigzek oddziatuje
réwniez z antygenem, wtedy mozliwe jest opéznienie usuni¢cia antygenu z jamy nosowe;j
[109]. Mucyna wystepuje w $luzie w dwdch formach: wolnej 1 zwigzanej z powierzchnia
nabtonka [110,111]. Zwiazki wykazujace mukoadhezj¢ mozna podzieli¢ na trzy grupy
w zalezno$ci od ich wiasciwosci fizykochemicznych. Pierwsza grupe tworza polimery
hydrofilowe, ktore oddziatlujg ze §luzéwka poprzez tworzenie wigzan wodorowych 1 do
tej grupy naleza: alginian sodu, karboksymetyloceluloza, hydroksypropyloceluloza oraz
karbopol. Do drugiej grupy naleza polimery natadowane dodatnio, jak na przyktad
pochodne chitosanu zawierajace dodatnio natadowane grupy chemiczne czy emulsje
zawierajace detergenty kationowe. Do trzeciej grupy naleza zwigzki zawierajace wolne
grupy tiolowe zdolne do tworzenia mostkow disiarczkowych z cysteing obecng
w sekwencji aminokwasowej mucyny [112,113].

Kolejnym rozwigzaniem, majacym na celu ulatwienie dostarczania antygenu do
uktadu immunologicznego $luzéwki, jest stosowanie zwigzkow utatwiajacych pobor
antygenu przez komorki M. Jest to szczegolnie istotne w przypadku zabitych patogenow
oraz duzych czasteczek, ktorych przenoszenie przez warstwe nabtonka, na przyktad
poprzez poluzowane potaczenia miedzykomorkowe, jest utrudnione [114]. Btona
komorkowa komorek M jest ujemnie natadowana, a zatem zwigzki o dodatnim fadunku
powinny by¢ lepiej pochtanianie. Nie jest to jednak oddziatywanie specyficzne. Do
specyficznych ligandow celujacych w komorki M naleza lektyny, ktére rozpoznaja
galaktozo-a-(1-3)-galaktoze¢ 1 kwasy sialowe [115] oraz integryny. Wiele patogendéw jak

na przyklad Yersinia pestis czy niektore szczepy E. coli wykorzystuja Bi-integryny celem
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przedostania si¢ do wnetrza organizmu [116]. Gullberg i inni wykazali, ze zastosowanie
lateksowych kulek pokrytych ligandem Bi-integryny znacznie zwigkszato ich pobor przez
ludzkie komodrki M w eksperymencie przeprowadzonym in vitro [117].

Nosniki oparte o lipidy, np. ISCOMS, utatwiaja dostarczenie antygenu do
komorek dendrytycznych dzigki wptywaniu na wtasciwosci btony komoérkowej [118],
oraz indukuja odpowiedz limfocytéw T cytotoksycznych. Podobnie jak i wirosomy
(btona komorkowa wirusa bez jego zawartosci, ale z bialkami btonowymi), ktore
aktywuja odpowiedz limfocytow T cytotoksycznych, odpowiedz humoralng i komoérek
Th[119].

Jednym z przyktadow takich nosnikow dostosowanych do podania donosowego,
a peliacych jednoczes$nie funkcje adiuwantdw sa nanoemulsje. Nanoemulsje sg oparte
o emulsje typu olej w wodzie (O/W), sktadaja sie z oleju sojowego, CPC, Tween80®,
etanolu 1 wody. Powstaja w wyniku uzycia emulsyfikatora o duzej mocy, a wielko$¢
kropelek nanoemulsji jest mniejsza niz 1 pm. Nanoemulsje promuja pobor antygenu
w testach in vitro i in vivo [120], podawane donosowo wzbudzaja odpowiedz typu Thl
1 Th17[121], w potaczeniu z antygenem wirusa zapalenia watroby typu B indukujg miano
przeciwcial porownywalne do alum [122]. Nanoemulsje s3 prekursorami

nanoadiuwantow, ktore zostang scharakteryzowane w dalszej czesci rozprawy.

4.4. Badania nad szczepionka przeciwko Clostridium difficile

Clostridium difficile (CD), nazywana rdwniez Clostridioides difficile [123], jest
beztlenowg Gram-dodatnig bakterig oportunistyczng i stanowi skladnik mikroflory
jelitowej u okoto 3% populacji. Bezobjawowe nosicielstwo bywa duzo czgstsze u oso6b
hospitalizowanych i u personelu medycznego, u ktérego czgstos¢ wystgpowania CD
wynosi 10-30% [124]. Bakteria staje si¢ grozna dla organizmu w momencie powstania
dysbiozy, czyli zaburzenia sktadu ilo$ciowego i jakosSciowego bakteryjnej mikroflory
jelitowej [125]. Dysbioza prowadzaca do rozwoju CDI (choroba zwigzana z CD, z ang.
Clostridioides difficile infection) jest zwykle wywotywana na skutek kuracji
antybiotykowej klindamycyna, cefalosporynami, penicyling lub fluorochinolonami
[126]. CD, dzigki opornosci na wymienione antybiotyki, masowo namnaza si¢ w jelitach,
po czym rozpoczyna produkcje toksyn (TcdA, TcdB) odpowiedzialnych za objawy
choroby. Mechanizm dziatania toksyn polega na uszkodzeniu cytoszkieletu komorki oraz

polaczen miedzykomérkowych, przez co dochodzi do zniszczenia nablonka jelita
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1 gromadzenia si¢ ptynow, co skutkuje biegunka [127]. Dodatkowo, bakteria produkuje
ogromne ilo$ci spor bedacych w stanie przetrwac przez dlugi czas na powierzchniach
szpitalnych, takich jak oparcia t6zka 1 blaty. Spory sg rozsiewane przez pacjenta, przez
co moga prowadzi¢ do kolejnych zakazen 0s6b bedacych w jego otoczeniu. Objawy CDI
majg szerokie spektrum, od biegunki o lagodnym przebiegu i bdlu brzucha poprzez
rzekomobtoniaste zapalenie jelit, a w najcigzszym przypadku moze prowadzi¢ do
rozdecia okreznicy, perforacji jelita, a nawet zgonu.

CDI dotyczy w gtdwnej mierze hospitalizowanych pacjentéw w podesztym wieku
i po licznych kuracjach antybiotykowych [128]. Jednak z obserwacji klinicystoéw wynika,
ze grupa ryzyka stale powigksza sie¢, a choroba coraz czg¢sciej dotyka rowniez pacjentow
ponizej 60 roku zycia 1 bez historii hospitalizacji. Jedyna dostepng forma walki
z patogenem jest kuracja antybiotykowa, jednakze bakteria wykazuje coraz wigksza
opornos¢ wzgledem stosowanych lekow [129,130]. Klinicys$ci alarmuja o nowych
ogniskach chorobowych oraz o braku efektywnych, innych niz antybiotyki, metodach

walki z patogenem 1 przeciwdzialaniu tym zakazeniom.

4.4.1. Charakterystyka zakazen Clostridium difficile

Pierwsze objawy choroby moga pojawi¢ si¢ juz po okoto tygodniu od rozpoczgcia
kuracji antybiotykowej, ale nie jest to regula. Wedlug polskich rekomendacji
Narodowego Programu Ochrony Antybiotykow z 2018 roku leczenie powinno si¢
rozpocza¢ od zaprzestania stosowania antybiotykow, ktore doprowadzity do powstania
CDI, a nastepnie nalezy zastosowa¢ doustnie wankomycyne lub fidaksomycyng przez 10
dni. Metronidazol podaje si¢, jako lek pierwszego rzutu, ale tylko w przypadku tagodnych
zakazen [131]. W przypadku os6b z mnogimi nawrotami, u ktorych terapia
antybiotykowa zakonczyta si¢ niepowodzeniem, mozna zastosowac transfer mikrobioty
jelitowej od osoby zdrowej. Skutecznos¢ tego leczenia oceniana jest na 77-100%
w zalezno$ci od zastosowanej procedury [132,133]. Metoda ta jednak wigze si¢
z wieloma problemami, poniewaz jej standaryzacja jest niemozliwa, a sama metoda
czasem, z wielu powodow (np. psychologicznych), jest trudna do przyjecia przez
pacjenta. Inne metody leczenia to zastosowanie przeciwcial mono- i poliklonalnych,
jednak te metody sg nadal w fazie badan klinicznych. Zapobieganie chorobie polega na
przestrzeganiu rezimow higienicznych, izolacji zakazonych pacjentoéw oraz ograniczeniu

uzycia antybiotykow wysokiego ryzyka. Nie sg to jednak dziatania wystarczajace, na co
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wskazuje pogarszajgca Si¢ statystyka zachorowan.

Zapadalnos¢ na CDI wzrasta kazdego roku. W Europie notuje si¢ 30 przypadkow
zachorowan na CDI na 100 000 osob, a z tego 8 382 przypadkéw konczy si¢ Smiertelnie
[134]. Notuje si¢ rowniez coraz wigcej przypadkow zachorowan osob bez wystepujacych
czynnikdw ryzyka, takich jak zazywanie antybiotykow czy niedawna hospitalizacja
[135,136]. Z raportow przygotowywanych przez Europejskie Centrum do Spraw Kontroli
1 Prewencji Chorob wynika, ze w latach 2011-2013 S$rednia zapadalno$¢ na CDI
w szpitalach wynosita 7/10 000 osobodni [137], a dla Polski to 8,4/10 000 osobodni.
Autorzy raportu sugeruja jednak, ze te dane sa niedoszacowane, a wtasciwa zapadalnos¢
wynosi odpowiednio 18,01/10 000 oraz 38,85/10 000 osobodni dla Europy i Polski. Dane
Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego rowniez pokazuja wzrost liczby
przypadkow CDI. W roku 2016 bylo to 8716 (22,7/100 000 mieszkancow) przypadkow,
aw 2017 juz 11667 (30,4/100 000) [138]. Niestety, Polska przoduje rowniez w czestosci
wystepowania hiperwirulentnego szczepu 027, u ktorego stwierdzono obecno$¢ trzech
toksyn 1 zwigkszona oporno$¢ na antybiotyki. Wyniki badah przeprowadzonych w 13
polskich szpitalach w latach 2011-2013 pokazuja, ze 62% przypadkéw CDI byto
wywotanych przez szczep 027, a 14% z nich przez blisko spokrewniony szczep 176 [139].
Najnowsze dane z 2017 roku, zebrane na terenie wojewoddztwa §laskiego, mowig nawet
o 80% przypadkow wywotanych przez hiperwirulentny szczep 027 [140].

Wraz ze zwiekszajaca si¢ zapadalno$cig na CDI wzrastajg ogélne koszty leczenia,
ktore wynikaja z przedluzonego pobytu pacjenta w szpitalu (zwykle dodatkowe 15 dni),
czyli dodatkowej opieki, diagnostyki 1 leczenia [141]. W przypadku nawrotow zakazenia,
koszty sa jeszcze wyzsze, poniewaz wymagaja zastosowania bardziej efektywnych
1 drozszych lekow. W USA wyliczono, Ze same koszty poniesione przez stluzbe zdrowia
na leczenie tych pacjentdow wynosza okoto 4,8 mld dolaréw rocznie [142]. W przypadku
Europy, wyliczenia wskazujg na koszt catkowity rzedu nawet 3 miliardow euro [143].

CD jest bakterig trudng do zwalczenia z kilku wzgledow. Lista czynnikoéw
wirulencji tej bakterii jest dtuga: wspomniane toksyny TcdA i TcdB oraz toksyng¢ binarna
CDT, produkcja odpornych spor, wzrost w postaci biofilmu, wi¢ (flagellum), biatka
warstwy S, biatko Cwp66 1 GroEL, proteaza Cwp84 1 biatko wigzace fibronektyne
(Fbp68) [144]. Po drugie, CD nieprzerwanie poszerza spektrum swojej opornosci na
antybiotyki, rowniez o te stosowane do jej zwalczania. Opisano pierwsze szczepy oporne
na metronidazol i wankomycyne [145], a oporno$¢ na rifampicyn¢ siega juz 15%

przebadanych szczepow [130,146]. W przypadku metronidazolu, obserwuje si¢ rowniez
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znaczny wzrost dawki potrzebnej do wyleczenia zakazenia, a w szczeg6lnosci dla
szczepu RT 027 [147]. Biorac pod uwagg, ze 11% genomu bakterii stanowig elementy,
ktore moga zmienia¢ swoja lokalizacje, nalezy spodziewac si¢ szybkiego wzrostu
opornos$ci na skutek nabywania nowych kaset opornosci [148]. Po trzecie, pojawiajg si¢
szczepy hiperwirulentne, o zwigkszonej produkcji spor, toksyn oraz poszerzonej
oporno$ci na antybiotyki, taki jak wspomniany wczesniej szczep RT 027. Te szczepy
czesciej prowadzg do ciezszych powiktan, jak np. rozdecie okreznicy [149]. Po czwarte,
choroba ma charakter nawracajacy u okoto 30% wyleczonych pacjentow [150].
Powyzsze wyliczenia sg alarmujace, sytuacja pogarsza si¢, a wynika to z tego, ze
dziatania prewencyjne sg niewystarczajace, ciggle wzrasta spozycie antybiotykow, a lista
potencjalnych zagrozen si¢ wydtuza. Rezerwuarem CD s3: gleba, bydlo i §winie oraz
migso zakazonych zwierzat. Cztowiek, jako osoba zarazona, tez staje si¢ zrodtem zakazen
ludzi zdrowych. Nie opisano, jak dotad, przypadku bezposredniej transmisji bakterii ze
zwierzgcia na cztowieka, jednak wskazano na mozliwo$¢ transmisji posredniej poprzez
migso zakazonych zwierzat [151]. Co wiecej, spory CD znajduja si¢ nie tylko na
powierzchniach szpitalnych, ale i w powietrzu, co moze znacznie utatwia¢ ich
rozprzestrzenianie [152]. Tylko nieliczne kraje Europy zachodniej podjety walke z CD
poprzez zaostrzenie rezimOw higienicznych oraz ostrozniejsza — gospodarke
antybiotykami. Pierwsze efekty uzyskane w tych krajach sa obiecujace, jednak nadal
problem narasta w pozostatych krajach, a szczegodlnie w krajach, takich jak Chiny czy
Rosja, gdzie antybiotyki sg zdecydowanie naduzywane. W przypadku krajéw azjatyckich
czy afrykanskich brak jest jakichkolwiek rzetelnych danych. Z uwagi na powyzsze

uzasadnione sg wszelkie prace nad nowymi metodami leczenia i prewencji CDIL.

4.4.2. Odpowiedz wrodzonego ukladu odpornosciowego na zakazenie

Organizm posiada trzy linie obrony wzgledem CD. Pierwsza z nich jest nabtonek
jelita, ktory po zakazeniu CD zostaje uszkodzony przez toksyny poprzez degradacje
potaczen komorkowych. Po tym, nastepuje dalsza odpowiedz wrodzonego uktadu
odporno$ciowego ze strony komorek nablonkowych, makrofagéw, monocytow, komorek
tucznych i komorek dendrytycznych, ktorej efektem jest masowy naptyw neutrofili i silny
stan zapalny. To prowadzi do uruchomienia trzeciej linii obrony, czyli adaptacyjnego

ukladu immunologicznego, zwalczenia zakazenia 1 wytworzenia pamigci
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immunologicznej. Toksyny i biatka powierzchniowe bakterii oddziatujg zar6éwno
z wrodzonym jak i adaptacyjnym uktadem odpornosciowym.

Pierwszym zadaniem toksyn CD jest uszkodzenie nabtonka jelita po to, aby
umozliwi¢ dalszg inwazje bakterii. Mechanizm dzialania obu toksyn jest taki sam - obie
nicodwracalnie inaktywuja mate GTPazy z rodziny Ras poprzez ich glikozylacjg.
Wytaczenie aktywnosci tych biatek powoduje zatrzymanie tancucha sygnatow
w komorce i jej Smier¢. Toksyny, aby tego dokonaé, muszg najpierw dostac si¢ do wnetrza
komorki w procesie endocytozy, wykorzystujagc do tego odpowiednie receptory na
powierzchni komorki gospodarza [153]. Wigzanie si¢ toksyny i receptora jest pierwszym
1 niezbednym krokiem wejscia do wnetrza komorki. Blokowanie tego procesu moze by¢
jednym ze sposobow walki z zakazeniem. Z badan wynika, ze receptory, do ktorych wiagza
si¢ toksyny nie sg biatkami, a cukrami. Przyktadowo, receptorem dla TcdA jest dwucukier
GalB1-4GIcNac [154] obecny w I, X 1 Y antygenach krwi w organizmie czlowieka. Nie
okreslono, jak dotad, receptora dla toksyny B. Wiadomo jedynie, ze jest powszechny,
gdyz toksyna dziata na wiele roznych typow komorek. Toksyny ulegaja modyfikacji po
wejsciu do wnetrza komorki, jest to niezbedne do ich aktywnosci. Dzieje si¢ to pod
wptywem niskiego pH lizosomu [155]. Proces glikozylacji biatek RhoA, Rac i CDc42
odbywa si¢ poprzez przeniesienie reszty cukrowej na aminokwas Thr-37 GTPazy [156].
Wynikiem tej modyfikacji jest kondensacja aktyny, utrata ksztaltu komorki, apoptoza
1w konsekwencji jej $mieré. Toksyna B wydaje si¢ mie¢ wigksza aktywno$¢
enzymatyczng niz toksyna A [157]. Co wigcej, obie toksyny niszczg Sciste polaczenia
miedzy komorkami nablonkowymi (z ang. tight junctions) [158]. Wplywa to nie tylko na
integralno$¢ nabtonka ale i powoduje naptyw neutrofili, co jest typowym objawem
rzekomobtoniastego zapalenia jelita 1 pierwsza odpowiedziag wrodzonego uktadu
odpornosciowego na zakazenie [159].

Toksyny TcdA 1 TcdB aktywuja kaskade sygnatlowa odpowiedzialng za produkcje
cytokin prozapalnych w komoérkach nabtonka jelita. TcdA wilacza produkcje IL-8, jest to
silny chemoatraktant dla neutrofili [160], oraz indukuje produkcj¢ TNF-a przez
makrofagi i komorki tuczne [161]. Obie toksyny stymuluja powstawanie reaktywnych
form tlenu [162], ktére poprzez kilka roznych drog, poteguja produkcje IL-8. Wszystko
to prowadzi do chronicznego stanu zapalnego, gléwnie w jelicie grubym 1 do powstania
charakterystycznych zottawych ,tarczek jelitowych” widocznych u pacjenta w badaniu
endoskopowym. Powstate tarczki utrudniaja wchlanianie zwigzkow odzywczych

w Swietle jelita. Po przekroczeniu bariery komodrek nablonka, toksyny zaczynaja
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oddziatywa¢ na komorki uktadu odpornosciowego, w wyniku czego, pojawia si¢ kolejna
fala czynnikéw prozapalnych przyciggajacych neutrofile. W przypadku ludzkich
komorek tucznych, TcdB poteguje produkcje prostaglandyn, a te z kolei powodujg wyrzut
IL-8 [163]. Obie toksyny aktywuja inflammasom, czyli wielobiatkowy kompleks, ktory
w odpowiedzi na zagrozenie w postaci patogenu wilacza kaspazg 1. Zadaniem kaspazy
1 jest zmiana prekursoréw IL-1f oraz IL-18 w ich aktywne formy. IL-1 bierze udziat
w systemowej 1 lokalnej odpowiedzi na zakazenie w postaci wywolania gorgczki,
aktywacji limfocytow 1 indukcji naptywu leukocytow w miejsce zakazenia. IL-18
indukuje produkcje IFN-y oraz wspoétuczestniczy w polaryzacji komorek w strone
odpowiedzi typu Thl, czyli reakcji zapalnej [164]. Toksyny oddziatuja réwniez na
komorki dendrytyczne. Szczepy CD 630 oraz R20291 027 podane komorkom
dendrytycznym in vitro zwigkszaty produkcje IL-12, IL-10 oraz IL-1f przez te komorki.
Hodowle komorek dendrytycznych zakazone oboma szczepami indukowaly podobny
poziom proliferacji komoérek T oraz posredniczyty w indukcji odpowiedzi typu Thl oraz
Th17. Poziomy badanych cytokin byly rézne dla badanych szczepdw, co sugeruje, ze
rozwdj choroby i1 rokowania zaleza od rodzaju zakazajacego szczepu [165].

CD moduluje wrodzony uktad immunologiczny gospodarza réwniez w sposob
niezalezny od toksyn. CD silnie stymuluje receptory NODI, ktére sg specyficzne
wzgledem peptydoglikanu. Zaré6wno szczepy toksynotwoércze jak 1 te, ktore nie
wydzielaja toksyn, s3 w stanie aktywowac¢ receptory NOD1, co prowadzi do produkcji
CXCLI 1 IL-6 przez mysie makrofagi badane in vitro. Obie te substancje dziatajg silnie
prozapalnie. W badaniach in vivo, myszy pozbawione receptorow NODI znacznie
czesdciej nie przezywaly zakazenia CD w poréwnaniu do myszy dzikich. Co ciekawe,
uszkodzenie nabtonka u badanych myszy bylo takie samo w obu grupach, jednak mutanty
pozbawione receptora NOD1 wykazywaty nizszy poziom chemokiny CXCLI 1 stabszy
naptyw neutrofili do miejsca zakazenia. Te dane wskazujg na to, ze naptyw neutrofili jest
czynnikiem bardzo waznym w procesie zwalczania zakazenia [166].

Antygeny powierzchniowe CD oddzialuja réwniez z receptorami TLR, czyli
biatkami, ktoére specyficznie rozpoznaja struktury mikroorganizmow. Wykazano, ze
biatka warstwy S (SLP) wiaza receptor TLR4 [167]. Biatka SLP indukowatly dojrzewanie
komorek dendrytycznych, podobnie jak LPS, poprzez zwigkszong ekspresje bialek
prezentujacych antygen MHCII oraz receptorow CD40, CD80 i CD86. Takiego efektu
nie stwierdzono w przypadku myszy pozbawionych receptora TLR4. Co ciekawe, oba

biatka budujace warstwe S - o duzej 1 malej masie czasteczkowej (HMW 1 LMW), sa
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potrzebne do interakcji z receptorem TLR4. Biatka warstwy S wzbudzaja réwniez stabg
odpowiedz typu Th2 prowadzaca do produkcji przeciwcial. U myszy pozbawionych
receptora TLR4 nie stwierdzono odpowiedzi w postaci specyficznych przeciwciat IgG.
W przypadku flagelli, jej monomery rozpoznawane sg przez receptor TLRS, czego
efektem jest produkcja IL-8 oraz CCL20 przez komorki uktadu odpornosciowego. Nie
poznano, jak dotad, w jaki sposob organizm odrdznia flagelling szczepow patogennych
od niepatogennych. W jelicie, receptory TLRS znajdujg si¢ gtoéwnie po bazolateralne;j
stronie komodrek nabtonkowych, co wymusza dostarczenie im flagelliny ze $wiatla jelita.
W przypadku CDI toksyny naruszajg warstwe nabtonka, przez co flagellina tatwo dociera
do receptora TLRS. Badania in vitro pokazaty, ze potraktowanie komorek toksyng TcdB,

a nastepnie podanie flagelliny znacznie zwigksza poziom produkowanych cytokin [168].

4.4.3. Odpowiedz adaptacyjnego ukladu odpornosciowego na zakazenie

Obecnie na rynku nie ma szczepionki przeciwko CD. Niemniej jednak, znajomos$¢
przebiegu zakazenia i czynnikéw wirulencji CD doprowadzita do zaprojektowania
1 wprowadzenia do badan klinicznych kilku rozwigzan majacych zapobiega¢ zakazeniom.
Bada si¢ zarowno pasywna jak i1 aktywng immunizacje.

Potencjalny antygen szczepionkowy musi by¢ specyficzny dla CD, immunogenny
1 konserwatywny w obrebie szczepoéw klinicznych. Co wigcej, cel powinien by¢
nakierowany na tatwo dostgpne antygeny zlokalizowane na powierzchni komorki
bakteryjnej i wywotywa¢ odpowiedz, ktora dzialataby ochronnie przed CDI, najlepiej na

jak najwczesniejszym etapie zakazenia.

4.4.3.1. Odpowiedz na toksyny CD

Pierwsze badania nad poantybiotykowym zapaleniem okreznicy wykazaly, ze
choroba moze zosta¢ wywotana w modelach in vivo treScig jelitowa izolowang od
zwierzat, ktorym podano klindamycyne i ktére wykazywaty objawy chorobowe [169].
Badania wykazaly, Zze nie tylko bakteria, ale rowniez samo medium hodowlane moze
powodowac chorobe, przez co postulowano obecnos¢ toksyn. Dalsze badania wykazaty,
ze toksyny sa jednym z glownych czynnikow wirulencji tej bakterii. TcdA (308 kDa)
1 TedB (270 kDa) sa glukozylotransferazami, ktore inaktywuja biatka Rho, Rac i CDc42
w komorkach, z ktorymi majg kontakt. Sg jednymi z najwigkszych, pod wzgledem masy

czasteczkowej, opisanych toksyn bakteryjnych. Sktadaja si¢ z N-koncowej domeny
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enzymatycznej, C-koncowej domeny wigzacej receptor i srodkowej domeny stuzacej do
translokacji przez btong komorkowa. Geny obu toksyn zakodowane sg na chromosomie
w obrebie regionu locus patogennosci 1 ulegaja ekspresji podczas poznej fazy
logarytmicznego wzrostu 1 fazy stacjonarnej. W szczepach klinicznych CD oznaczono
wiele odmian genetycznych toksyn A i B. Taka zmienno$¢ wynika zarowno z wymiany
gendw pomiegdzy toksynotworczymi przedstawicielami rodzaju Clostridium, co skutkuje
powstaniem hybryd genowych, jak i spontanicznymi delecjami i duplikacjami w obrebie
tych genow. Kazda sekwencja toksyn zostata przyporzadkowana do jednego z 22 typow
[170].

Wykazano bezposredni zwigzek poziomu produkowanych toksyn z rozwojem
rzekomobtoniastego zapalenia jelita 1 czasem trwania biegunki [171]. Szczepy
nieprodukujace toksyn, nie wywotuja choroby. Jak dotad, rola toksyny A zostala lepiej
poznana niz toksyny B w przebiegu zakazenia. Wszystkie typowe objawy choroby, takie
jak gromadzenie si¢ ptynu, zapalenie, uszkodzenie komoérek moga zostaé wywotlane
w modelu zwierzecym z uzyciem jedynie toksyny TcdA. Co wigcej, wysoki poziom
przeciwcial IgG przeciwko toksynie TcdA hamuje rozwdj choroby [172]. Zostato to
réwniez udowodnione do$wiadczalnie z uzyciem przeciwciat monoklonalnych u myszy
pozbawionych mikroflory jelitowej [173].

Obie toksyny nie zawsze wystepuja jednoczesnie, opisano zarOwno szczepy
TedA™ TedB', jak i znacznie cze$ciej wystepujace TcdA™ TedB™ [174]. Co ciekawe,
szczepy TedA™ TedB' wykazujg nawet wiekszg zjadliwo$¢ niz szczepy produkujgce
toksyne TcdA, co jest pewnego rodzaju sprzeczno$cig, poniewaz wczesne badania
wykazaly, ze toksyna B nie jest w stanie samodzielnie wywola¢ choroby i potrzebuje do
tego obecnos$ci toksyny TcdA [175]. Opisano jednak naturalnie wystgpujace szczepy
TedA™ TedB', ktore sa zdolne do wywotania choroby, nawet ze skutkiem $miertelnym
[176—178]. Prawdopodobnie toksyna TcdB moze zastgpowac toksyng TcdA w przypadku
jej braku lub tez do jej aktywnosci sg niezbgdne inne zwigzki produkowane przez CD
nieobecne w badanych prdobkach albo tez, co bardziej prawdopodobne, u zwierzat
modelowych brak jest odpowiednich receptorow.

Poza toksynami TcdA 1 TcdB, niektore szczepy wytwarzaja roOwniez toksyne
binarng (CDT, 43 kDa), o aktywnosci ADP-rybozylostransferazy [179], ktéra modyfikuje
aktyne i ostatecznie réwniez prowadzi do $mierci komorki. Jednym z takich szczepow
jest hiperwirulentny szczep BI/NAP1/027. Sama toksyna binarna w niektérych modelach

zwierzecych jest niewystarczajaca do wywotania objawow chorobowych 1 wtedy jedynie
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wzmacnia dziatanie toksyn TcdA i TcdB [180], jednakze szczepy TedA™ TedB CDT' sa
zdolne wywota¢ biegunke u ludzi [181]. Choroba znacznie czgsciej konczy si¢ $miercig
u pacjentow zakazonych szczepem produkujagcym wszystkie trzy toksyny [182].

Toksyny, pomimo duzego podobienstwa budowy i funkcji, inaczej stymulujg
adaptacyjny uktad odpornos$ciowy. Przeciwciala anty-TcdA neutralizujg toksyng A, ale
nie dzialaja tak samo na toksyne TcdB. Podobnie w przypadku przeciwcial anty-TedB —
nie s3 w stanie neutralizowa¢ toksyny TcdA [183]. Wiele dzieci i dorostych posiada
przeciwciata IgG 1 IgA skierowane przeciwko toksynom CD. Przeciwciala anty-TcdA
zostaty opisane u 64% u pacjentdw powyzej 2 roku zycia, a anty-TcdB u 66% pacjentow
starszych niz 6 miesigcy [184]. Specyficzne przeciwciata byly juz obecne w okresie
noworodkowym, aich poziom zwigkszal si¢ w czasie. Poziom specyficznych
przeciwcial, nakierowanych na toksyny, ma przynajmniej czeSciowy wplyw na
rozwinigcie si¢ objawow chorobowych [185]. Pomimo, ze 15-31% pacjentdw z grupy
wysokiego ryzyka bylo bezobjawowymi nosicielami CD, jedynie niektorzy przeszli
petnoobjawowe zakazenie. Bezobjawowi nosiciele mieli statystycznie istotnie wyzszy
poziom przeciwcial IgG anty-TcdA w trzecim dniu zakazenia niz pacjenci, ktorzy mieli
biegunke. Co wigcej, pacjenci po pojedynczym zachorowaniu mieli wyzszy poziom
przeciwcial IgM przeciwko TcdA 1 TcdB niz pacjenci, ktorzy w pdzniejszym okresie
cierpieli na nawrot choroby.

Trwaja badania kliniczne dotyczace trzech szczepionek opartych o toksoidy CD.
Najbardziej  zaawansowane  prace trwaja nad  szczepionka  zawierajaca
wysokooczyszczone toksyny TcdA 1 TcdB inaktywowane formaling podawane wraz
zalum jako adiuwantem (Sanofi-Pasteur, CDIFFENSE™). Zakofczono pierwsza
(NCTO00127803), druga (NCT00772343 1 NCTO01230957), oraz trzecig faze
(NCT02052726) badan klinicznych. Opublikowane zostaly jedynie cze$ciowe dane
[186,187]. Dowiedziono, jak dotad, ze szczepionka jest immunogenna i bezpieczna.
Kolejna szczepionka w fazie badan klinicznych to oparta o genetycznie zmodyfikowane
toksoidy TcdA i TedB (Pfizer, USA, NCT02052726, NCT02117570, NCT 02561195).
Trzecia ze szczepionek w trakcie badan klinicznych to VLA84 (Valneva, Austria,
NCT01296386, NCT02316470), skiadajaca si¢ z bialka zltozonego ze skroconych
sekwencji aminokwasowych TcdA 1 TedB.

Uwaza si¢ jednak, ze szczepionka zawierajaca jedynie toksoidy nie zapobiegnie
przenoszeniu si¢ bakterii pomiedzy pacjentami oraz nie zlikwiduje zakazenia na jego

wczesnym etapie [188]. W potencjalnych szczepionkach powinny si¢ znajdowac réwniez
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inne antygeny, na przyktad biatek powierzchniowych, immunizacja ktorymi zapewnitaby
odpowiedz na wczesniejszym etapie zakazenia, nie doprowadzajac do masowej

kolonizacji 1 produkcji toksyn niszczacych jelito pacjenta.

4.4.3.2. Odpowiedz adaptacyjna na antygeny powierzchniowe CD

Powierzchnia komorki CD jest typowa dla Gram dodatnich bakterii, ktora tworza
gruba $ciana komoérkowa zbudowana z peptydoglikanu i polozona za nig blona
komoérkowa. Na powierzchni peptydoglikanu CD znajduje si¢ dodatkowa powtoka
ztozona z bialek, ktore tworzg tzw. warstwe S (z ang. S-layer) (Rysunek 3). Warstwa S,
jako najbardziej zewnetrzna i eksponowana do $rodowiska, jest obiektem wielu badan,
ale nie znamy jeszcze wszystkich proceséw i biatek uczestniczacych w jej tworzeniu.
Powierzchnia ta zbudowana jest z bialka z rodziny CWP (z ang. Cell Wall Proteins). Pod
warstwa S, znajduje si¢ kolejna warstwa, zbudowana z peptydoglikanu 1 kilku polimerow

$ciany komorkowej o budowie typowej dla CD. Podstawe tworzy btona komoérkowa.
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Rysunek 3 Organizacja powierzchni CD. Zaadaptowano z Kirk 1 inni [189].

Antygeny  powierzchniowe mogg mie¢  potencjalne  zastosowanie
w szczepionkach. Przeciwciata nakierowane na elementy powierzchniowe CD zostaty
oznaczone u bezobjawowych nosicieli oraz u ozdrowiencow. U bezobjawowych
nosicieli, ich poziom w surowicy krwi byl wyzszy niz u pacjentow z objawami choroby

[190], co sugeruje, ze mogg mie¢ wlasciwosci ochronne.
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443.2.1. Peptydoglikan i polimery Sciany komorkowej

Peptydoglikan (PG) jest niezb¢dnym sktadnikiem $ciany komorkowej CD i pelni
szereg funkcji, takich jak utrzymanie ksztattu komorki, czy wigzanie biatek z rodziny
CWP. Struktura PG jest konserwatywna pod wzgledem budowy 1 sktada si¢ z dtugich
fancuchéw polisacharydowych oraz sieciujacych je mostkéw peptydowych. Czesé
cukrowa zbudowana jest z dwucukru N-acetylo-D-glukozaminy i kwasu N-acteylo-D-
muraminowego (GlcNAc-MurNAc) polaczonych wigzaniem [-1,4-glikozydowym.
Mostek aminokwasowy u CD skiada si¢ z L-Ala-D-Glu-A>pm-D-Ala (Axpm: kwas 2,6-
diaminopimelinowy) [191] (Rysunek 4). Oprocz typowego dla CD tetrapeptydu,
peptydoglikan tej bakterii ma jeszcze dwie charakterystyczne cechy: wysoki poziom
deacetylacji N-acetyloglukozaminy (do 93%) oraz nadzwyczaj czgste sieciowanie typu
3-3 (73%) zamiast zwykle wystepujacego typu 4-3.

Oproécz peptydoglikanu, na powierzchni CD opisano trzy ujemnie naladowane
polimery: PS-I, PS-II i PS-III. PS-I, najrzadziej wystepujacy, opisano po raz pierwszy
u szczepu 027 [192]. Jest to polimer skladajacy si¢ z monomerdw ztozonych z pigciu
czasteczek fosforylowanych cukréw - ramnozy i glukozy. Dwa pozostate polimery
wystepuja znacznie czesciej i sktadaja si¢ z powtarzajacych si¢ monomerow ztozonych
z szesciu czgsteczek cukrow — glukozy, mannozy i1 N-acetyloglukozaminy (PS-II) oraz
zwigzanego z lipidem fosforanu glikozylu (PS-III), ktory jest zaliczany do rodziny

kwasow lipotejchojowych (Rysunek 4) [192,193].
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Rysunek 4 Polimery budujgce sciang komorkowg CD. Zaadaptowano z Kirk i inni
[189].

Nie dowiedziono jeszcze, jakie funkcje biologiczne petnig te polimery. Postuluje
si¢ ich udzial w wiazaniu biatek Sciany komorkowej oraz zwigzek z transportem tych
biatek na powierzchni¢ komorki [194]. Ze wzgledu na to, Ze struktury sg tatwo dostgpne
na powierzchni komorki, bierze si¢ je pod uwage jako potencjalne antygeny
szczepionkowe. Do badan potencjalnych szczepionek opartych o zwigzki typu PS stosuje
si¢ syntez¢ chemiczng ze wzgledu na duza heterogennos$¢ oraz niski poziom ekspresji
tych zwigzkow. Koniugat chemicznie zsyntezowanego PS-I z podjednostkg toksyny TcdB
badano jako potencjalny antygen szczepionkowy [195]. Przeciwciata skierowane na PS-
I rozpoznaja zar6wno komorke wegetatywna, jak 1 spory oraz dzialaja ochronnie
w mysim modelu zakazenia [196]. Oznaczono przeciwciala w surowicy pacjentow z CDI
skierowane przeciwko chemicznie zsyntezowanemu PS-III [197]. Te badania pokazuja
potencjat  polimeréw powierzchniowych CD, jednak z ich zastosowaniem
w szczepionkach wigze si¢ kilka problemow. Struktura PS-I roézni si¢ pomiedzy
szczepami CD, a przeciwciata przeciwko PS-III rozpoznaja rdéwniez struktury
pochodzace od innych przedstawicieli Clostridium. Najbardziej interesujgce doniesienia
dotycza PS-II. Koniugat syntetycznego PS-II szczepu 027 oraz toksoidu t¢zcowego
wzbudzatl odpowiedZ humoralng u szczepionych myszy oraz byl rozpoznawany przez

przeciwciala IgA pacjentow z CDI [198]. W koniugacie stosuje si¢ roOwniez biatka
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pochodzenia CD. Koniugat PS-II oraz zrekombinowane fragmenty toksyn TcdA i TcdB
indukowaty produkcje specyficznych IgG zaréwno wzgledem czgsci cukrowej jak

1 wzgledem toksyn [199].

4.43.2.2. Bialka warstwy S

Warstwa S to zbudowana z biatek, para-krystaliczna powloka okrywajaca calg
komorke bakteryjng [200]. Warstwa S u CD sktada si¢ z okoto 590 000 podjednostek
biatkowych. Utrzymanie warstwy S, w fazie wzrostu, wymaga wyprodukowania
1 przetransportowania na zewnatrz 164 podjednostek biatkowych na sekunde¢ [189]. Tak
duzy wkiad energetyczny sugeruje, ze warstwa ta pelni wazne funkcje biologiczne.
Warstweg S u CD tworza w gléwnej mierze dwa biatka - biatko o duzej masie
czasteczkowej (HMW-SLP, 42-50 kDa) oraz biatko o niskiej masie czasteczkowe;j
(LMW-SLP, 22-38 kDa) [201]. Oba biatka powstaja w wyniku obrobki potranslacyjnej
pre-biatka kodowanego przez gen slpA [202]. Biatko SlpA sktada si¢ z trzech domen: N-
terminalnej sekwencji sygnatowej, nastepnie regionu LMW o duzej zmiennosci oraz
regionu HMW zawierajagcego dwa motywy wiazace biatko do $ciany komorkowe;j
(CWB2 1 PF04122) [203]. Sekwencja sygnatowa kieruje biatko przez blon¢ komorkowa
na powierzchni¢ bakterii z uzyciem przeno$nikowego systemu Sec [204], po czym ulega
cieciu przez proteaze Cwp84 [205], tworzac dwa osobne biatka, ktére po zwigzaniu si¢
ze sobg stanowiag dojrzalg warstwe S (Rysunek 2). Biatko LMW jest eksponowane do
srodowiska, za§ HMW wiaze biatka macierzy pozakomorkowej, takie jak kolagen,
witronektyng¢ czy trombospondyne [206]. Nieznany jest mechanizm sktadania kompleksu
biateck HMW/LMW. Wszelkie proby stworzenia bakterii bez genu slpA zakonczyty sig¢
niepowodzeniem, co utrudnia doktadne zbadanie tych mechanizméw oraz petnionych
przez te bialka funkcji. Prawdopodobnie biatka HMW/LMW petnia funkcje adhezyn,
poniewaz sg zaangazowane w wigzaniu komorek Hep-2 i komorek tkanki wyscielajacej
uktad pokarmowy cztowieka w badaniach ex vivo [206]. Co wigcej, biatka oddziatujg na
uktad immunologiczny gospodarza. Biatka warstwy S aktywuja odpowiedz
immunologiczng gospodarza przez receptor TLR4 [167], a przeciwciala na nie
nakierowane, zostaly wykryte w surowicy krwi ozdrowiencow [207]. Okazuje si¢, ze
profil produkowanych przez pacjentdw przeciwcial anty-SLP jest podobny u pacjentow
w trakcie CDI, bezobjawowych nosicieli CD oraz zdrowych ochotnikéw. Inaczej

w przypadku nawrotu zakazenia — pacjenci nie odpowiadali na zakazenie produkcja
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przeciwcial IgM anty-SLP porownywalng do pacjentdéw w trakcie pierwszego zakazenia
[208]. Ze wzgledu na powyzsze, biatka te sg badane pod katem ich wykorzystania
w szczepionkach. Podanie przeciwcial anty-SLP chomikom opdznito moment $Smierci
powodowanej zakazeniem [209]. Jednakze, aktywna immunizacja tego samego modelu
zwierzecego oczyszczonymi biatkami SLP w potaczeniu z toksyna cholery, nie data
podobnych rezultatéw [210]. By¢ moze wynika to z duzej zmienno$ci tych biatek
pomiedzy szczepami. Opisano, jak dotad, 12 typow sekwencji bialek SLP [211].
Potencjalna szczepionka musiataby zapewni¢ ochron¢ w przypadku kazdego z tych
typow. Lepsze rezultaty otrzymano w przypadku szczepienia rektalnego myszy
i chomikow rekombinowanym prekursorem SlpA toksynotworczego szczepu 630 [210].
Immunizacja pobudzita produkcje specyficznych przeciwciat IgA 1 IgG w obu modelach.
W mysim modelu zakazenia, stwierdzono istotnie mniejsza kolonizacje jelit, a w modelu
z wykorzystaniem chomikow, uzyskano czgsciowa, ale za to krotkotrwata ochrone przed
CDI. Ta sama grupa badawcza podawata rowniez myszom biatko SlpA rektalnie wraz
z biatkiem FliC, jako adiuwantem, dzigki czemu uzyskano istotnie nizsza kolonizacje
[212]. Jednakze, niedawno opisano fenotyp bakterii SLP-null (Av-CD 291.2), czyli
pozbawiony biatek Slp, okazat si¢ on oporny na diffocin (silnie selektywny antybiotyk
wzgledem CD) 1 zdolny do kolonizacji uktadu pokarmowego chomikow [213].

Inne biatka brane pod uwagg pod katem szczepionkowym to CwpV, Cwpl3. Sa
to biatka biorgce udziat w tworzeniu warstwy S, a ich zablokowanie mogloby powodowac
zatrzymanie wzrostu bakterii juz na bardzo wczesnym etapie inwazji. Brakuje jednak

informacji na ten temat.

4.43.2.3. Adhezyny

Sposrod bialek tworzacych warstwe S wyrdznia si¢ szereg istotnych pod katem
immunologicznym biatek o wlasciwosciach adhezyjnych. Sg to biatka odpowiedzialne za
wigzanie do komorek gospodarza lub elementow macierzy zewnatrzkomorkowej. Biatka
te sg bardzo istotne w procesie inwazji bakterii.

Biatko Cwp66 jest to biatko szoku cieplnego i1 pelni rol¢ adhezyny. Sktada si¢
z dwoch domen: C-koncowej, eksponowanej, o duzej zmiennosci pomig¢dzy szczepami
oraz N-koncowej, konserwatywnej kotwiczacej biatko do $ciany komorkowej bakterii
[214]. Biatko Cwp84 to proteaza biorgca udzial w sktadaniu biatek LMW 1 HMW SLP.

Biatko to jest eksponowane do $rodowiska, a jego sekwencja aminokwasowa silnie
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konserwatywna wsrod szczepéw CD. W badaniach in vitro wykazano, ze biatko Cwp84
degraduje kolagen, fibronektyne¢ i witronektyne, co moze ulatwiaé rozprzestrzenianie si¢
bakterii [215]. Jednakze, mutanty pozbawione tego biatka sg réwnie wirulentne jak
szczep dziki, oznacza to, ze inne proteazy moga zastepowac jej funkcje [205]. Zbadano
wlasciwosci ochronne tego biatka z uzyciem modelu opartego o chomiki, poprzez
szczepienie doodbytnicze zwierzat biatkiem Cwp84 wraz z toksyna cholery jako
adiuwantem, a nastgpnie zakazenie CD. W grupie immunizowanej biatkiem Cwp84
zwickszyla si¢ przezywalnos$¢ zwierzat, a te, ktore przezyly eksperyment, nie byly
skolonizowane przez CD [216]. Oba powyzsze biatka badano pod katem ich
potencjalnych wtasciwosci szczepionkowych. C-koncowa domena biatka Cwp66 oraz
biatko Cwp84 sa immunogenne u ludzi. Poziom przeciwcial dla tych bialek jest nizszy
u grupy chorych na CDI w pordéwnaniu do grupy kontrolnej, co wskazuje na ich
potencjalne wtasciwosci ochronne [217,218]. CbpA to biatko wiazace kolagen sktadajace
si¢ z dwoch domen: N-koncowej odpowiedzialnej za wigzanie kolagenu oraz C-koncowej
wigzacej $ciang komorkowa CD. Mutant CD pozbawiony tego biatka rowniez wykazywat
adhezj¢ do kolagenu [219]. Inna adhezyna na powierzchni CD to biatko Fbp68/FbpA.
Jest to bardzo konserwatywne biatko wigzace fibronektyne oraz komorki nabtonka [220].
Biatko to ulega ekspresji w trakcie zakazenia 1 jest immunogenne u ludzi [217].
Lipoproteina CD0873, eksponowana na powierzchni komorki, wykazuje wtasciwosci
adhezyjne wzgledem komorek linii Caco-2 (nabtonek jelita) oraz kolagenu. Mutanty
pozbawione tego biatka wykazujg znacznie obnizong adhezj¢ do linii komorkowej Caco-
2 [221]. GroEL to biatko szoku cieplnego ulatwiajace wigzanie do komorek
nabtonkowych [220]. Wykazano wtlasciwo$ci ochronne przeciwcial anty-GroEL na
modelu zwierzgcym, w ktorym wykorzystuje si¢ chomiki [222]. Biatko GroEL jest silnie
konserwatywne u wielu szczepéw CD, ale jednocze$nie podobne biatko wystgpuje
u innych szczepow tworzacych zdrowa mikrobiote, przez co uniemozliwia jego uzycie
W szczepionce.

Wsrod bialek eksponowanych na powierzchni komorki, brak jest dobrych
kandydatow na antygeny szczepionkowe, ze wzgledu na zbyt duza zmienno$¢ sekwencji
pomiedzy szczepami lub wrecz odwrotnie — zbyt duzy stopien homologii sekwencji
aminokwasowe] wzgledem bakterii naturalnej flory jelitowej. Wytaczenie wiekszosci
powyzszych bialek nie powoduje §mierci bakterii, zatem ich funkcje moga by¢ petnione

przez podobne bialka.
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4.43.2.4. Flagellum

Flagellum pelni u bakterii szereg funkcji: zapewnia mozliwo$¢ aktywnego
przemieszczania si¢ w kierunku sktadnikow odzywczych, zwigksza adhezj¢ do komorek
gospodarza oraz tworzenie biofilmu. Flagellum zbudowane jest z czeSci napedowe;j
zakotwiczonej w blonie, haka oraz wtokna, zbudowanego z biatka flagelliny,
wprowadzanego w ruch obrotowy. Sktadniki flagellum sa modulatorami odpowiedzi
immunologicznej, indukujg produkcje cytokin prozapalnych poprzez aktywacje
receptorow TLRS obecnych na komérkach gospodarza [223].

Wigkszo$¢ szczepow CD ma mozliwos¢ aktywnego przemieszczania si¢, jednak
liczba i lokalizacja flagellum jest zréznicowana w obrebie szczepdw CD. Istniejg réwniez
szczepy pozbawione locus F3 odpowiedzialnego za ekspresje wczesnych biatek
stanowigcych flegelle, a co za tym idzie, niewytwarzajace tego organellum. Takim
przyktadem jest szczep R20291 078, a efektem tej mutacji jest brak mozliwosci
aktywnego przemieszczania si¢, co jednak nie powoduje zmniejszenia jego wirulencji
[223]. Szczegdlnym zainteresowaniem cieszg si¢ dwa biatka CD budujace flagelle,
a mianowicie FliC — monomer widkna oraz FliD — stanowigce zakonczenie wtokna. Oba
biatka maja duzy potencjal szczepionkowy, poniewaz silnie wzbudzaja odpowiedz
humoralng gospodarza [218]. Poziom przeciwcial anty-FliC 1 anty-FliD jest nizszy
u pacjentéw z CDI, niz u osoéb ze zdrowej grupy kontrolnej. Flagellum petni rowniez
dodatkowe funkcje, ktére jednak nie zostaty jeszcze doktadnie opisane. Mutanty szczepu
630 pozbawione gendw fliC 1 fliD wykazywaly wyzsza adhezj¢ do komorek
nablonkowych jelita niz szczep dziki. Odwrotnie w przypadku mutanta szczepu R20291,
adhezja do komoérek nablonkowych jelita byta slabsza [224]. Biatka flagelli oddziatuja
z receptorami TLRS obecnymi na réznych typach komorek nablonkowych, co prowadzi
do zwigkszonej produkceji CCL20 1 IL-8. Uwaza sie, ze flagellina wraz z toksynami CD,
odpowiada za stan zapalny powstaly w trakcie zakazenia [225]. Sredni poziom
przeciwciat anty-F1iC 1 anty-FliD byl nizszy dla pacjentéw z grupy CDI niz dla grupy
kontrolnej [217]. Podanie dootrzewnowe myszom surowicy myszy immunizowanych
flagelling spowodowato wzrost przezywalnos$ci myszy do 80% w czasie, gdy 4 na 5
myszy kontrolnych zmarto 3-7 dni po podaniu CD [226]. Podanie dootrzewnowe
flagelliny izolowanej z Salmonella zapobiega zapaleniu okreznicy wywotywanemu przez
CD oraz utrzymuje integralno$§¢ warstwy nabtonka. Profilaktyczne podanie flagelliny

op6znia ekspansj¢ bakterii, obniza poziom apoptozy w komoérkach nabtonkowych

44



1 utrzymuje ich integralnos¢. Flagellina podawana byta przed, w trakcie i po zakazeniu,
przez co prawdopodobnie wstepnie stymulowata receptor TLRS i pobudzita wrodzony
uktad odpornosciowy [227].

Podsumowujac, jak dotad nie opisano antygenu szczepionkowego, ktory
spetniatby wszystkie wymagania stawiane szczepionce skierowanej przeciwko CD.
Jednym 2z celow tej rozprawy doktorskiej jest znalezienie takich biatek
immunoreaktywnych, ktére mogtyby postuzy¢, jako nowe antygeny w szczepionce

przeciwko CD.
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5. Cel pracy

Obecnie stosowane sposoby zapobiegania i leczenia zakazen wywotywanych
przez Clostridioides difficile sa niewystarczajace, w zwigzku z czym, istnieje potrzeba
opracowywania nowych strategii terapeutycznych i profilaktycznych do walki z tymi
zakazeniami. Nadrzednym celem pracy byto znalezienie nieopisanych, jak dotad,
epitopoéw biatek Clostridioides difficile, ktore moglyby by¢ zastosowane w szczepionce
lub do produkcji przeciwciatl leczniczych. Kolejnym celem byto zaprojektowanie,
przygotowanie 1 scharakteryzowanie nowego adiuwantu do zastosowania

w szczepionkach dosluzéwkowych.

Cele szczegdtowe mojej pracy doktorskie;j to:
— pozyskanie szczepow klinicznych CD;
— identyfikacja nowych bialek immunoreaktywnych CD;

— mapowanie sekwencji aminokwasowych biatek CD celem identyfikacji

fragmentoéw immunoreaktywnych, stworzenie bazy nowych epitopow;
— uzyskanie koniugatoéw epitopow z biatkiem no$nikowym;

— synteza zestawu nanoadiuwantdéw o zréznicowanych wlasciwosciach

fizykochemicznych;
— doktadna charakterystyka wtasciwosci fizykochemicznych nanoadiuwantows;
— zbadanie wlasciwosci biologicznych nanoadiuwantéw w eksperymentach in vitro;

— analiza wlasciwo$ci immunogennych protoszczepionki ztozonej z koniugatu oraz

nanoadiuwantu w badaniach in vivo z uzyciem modelu mysiego.
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6. Materialy i metody

6.1. Nowe epitopy Clostridium difficile

6.1.1. Odczynniki ogélne

Odczynniki ogolnego zastosowania uzytkowane w badaniach, takie jak
akrylamid, Tris, SDS (z ang. Sodium Dodecy! Sulphate, laurylosiarczan sodu), glicyna,
B-merkaptoetanol, tiosiarczan sodu, weglan sodu, bromofenol, fosforan sodu (NazPOy),
zostaty zakupione w firmie Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). Zwigzki organiczne, takie
jak metanol, kwas octowy, zostaly zakupione w firmie Archem (Lany, Polska). 10%
roztwor BSA (z ang. Bovine Serum Albumin, albumina surowicy wotowej) zostat
zakupiony w Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Substraty dla alkalicznej
fosfatazy NBT (z ang. Nitro Blue Tetrazolium, bigkit nitrotetrazolowy) i BCIP (5-Bromo-
4-Chloro-3-Indolyl Phosphate, 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan) zostaty zakupione
w firmie Roche (Bazylea, Szwajcaria).

Podloze BHI (z ang. Brain-Heart Infusion) do hodowli Clostridioides difficile
zakupiono w firmie Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA). Chlorowodorek L-
cysteiny zakupiono w firmie Merck Millipore (Darmstadt, Niemcy).

Wszystkie zwigzki organiczne, ktore postuzyly do syntezy peptydow, takie jak
DMF (z ang. Dimethylformamide, dimetyloformamid), HOAt (z ang. [hydroxy-7-
azabenzotriazole, 1-hydroksy-7-azabenzotriazol), DIC (z ang. N,N"-
Diisopropylcarbodiimide, N,N-diisopropylcarbodiimid), piperydyna, anizol, ditioetan,
kwas trifluorooctowy, zostaty zakupione w firmie Sigma Aldrich. Plytki do syntezy
peptydow (nr kat. MIA 10750001) oraz aminokwasy z zabezpieczonymi grupami

bocznymi zostaty zakupione w firmie Mimotopes (Mulgrave, Australia).

6.1.2. Szczepy CD iich hodowla

W badaniach wykorzystano dwa szczepy kliniczne (CD20, CD27), przekazane
w ramach wspotpracy naukowej z prof. dr hab. Gayane Martirosian z Katedry 1 Zaktadu
Mikrobiologii Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego. Oba otrzymane szczepy
kliniczne zostaly zdeponowane w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw pod numerami:
2826 (CD20) oraz 2827 (CD27). Wykorzystano rowniez szczep kontrolny R20219
zakupiony w kolekcji DSMZ (nr DSM, 27147). Szczepy pobrane od pacjentéw zostaly

47



scharakteryzowane przez zespot prof. Martirosian (Tabela 3). Probki kalu posiano na
medium selektywne CDIF - chromID™ (Columbia agar z cykloseryna, cefotaksyna
i amfoterycyna B (BioMerieux, Marcy-1'Etoile, Francja)) i hodowano w komorze do
beztlenowej hodowli bakterii A35 Whitley anaerobic Workstation (Don Whitley
Scientific, Bingley, UK) przez co najmniej 48 godzin w 37 °C . Otrzymane kolonie
badano pod katem specyficznego ,,konskiego” zapachu, zielonej fluorescencji w §wietle
UV i barwiono metoda Grama. Dodatkowo, tozsamos¢ kolonii potwierdzano z uzyciem
kart ANC w automatycznym systemie VITEK 2 Compact (BioMerieux). Potwierdzono
produkcj¢ toksyn u obu szczepdw (TcdA, TedB i toksyna binarna) z uzyciem wczesniej
opisanych metod [228]. Do realizacji celow tej pracy doktorskiej, bakterie hodowano
w komorze do hodowli beztlenowej w ptynnym podtozu BHI (z ang. Brain Heart
Infusion) z dodatkiem 0,05% chlorowodorku L-cysteiny w 37 °C przez 48 godzin.
Komorki bakteryjne zbierano poprzez wirowanie w 6000 x g przez 15 min (Heraeus,
Thermo Fisher Scientific), a po dwukrotnym przeptukaniu w PBS pH 7.4 (z ang.
Phosphate-Buffered Saline, buforowany roztwor soli fizjologicznej) byly uzyte do

dalszych eksperymentow.

Tabela 3 Dane dotyczgce uiytych szczepow klinicznych.

Cd20 Cd27
Pochodzenie probka katu 71-letniego pacjenta probka katu 64-letniej pacjentki
Rybotyp 027 027
Produkowane ) ) ) )
TcdA, TcdB i toksyna binarna TcdA, TcdB i toksyna binarna
toksyny

Wrazliwo$¢ na

antybiotyki

Opornosé na

antybiotyki

Numer PCM

metronidazol, wankomycyna,
klindamycyna, benzylpenicylina,
rifampicyna, amoksycylina
z kwasem klawulanowym,

piperacylina z tazobaktamem

moksyfloksacyna, ciprofloksacyna,

erytromycyna, imipenem

2826

metronidazol, wankomycyna,
klindamycyna, benzylpenicylina,
rifampicyna, amoksycylina
z kwasem klawulanowym,

piperacylina z tazobaktamem

moksyfloksacyna, ciprofloksacyna,

erytromycyna, imipenem

2827
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6.1.3. Opis stosowanych surowic
Surowice krwi obwodowej pacjentow

W  badaniach wykorzystano surowice krwi obwodowej pacjentow ze
zdiagnozowanym CDI (n =9). Za kwalifikacj¢ pacjentéw i zbior surowic odpowiedzialny
byt prof. dr hab. Andrzej Szuba z IV Szpitala Wojskowego z Poliklinikag we Wroctawiu.
Probki zostaly pobrane od pacjentéw, ktorzy wyrazili na to pisemng zgod¢. Badania
z wykorzystaniem surowic pacjentow uzyskaty pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (nr zgody KB-631/2015) i zostaty
przeprowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinska z 1975 roku. Kwalifikacja pacjentow
grupy CDI zostala oparta o rozpoznanie typowych objawoéw zakazenia CD, ktére
obejmowaly wystapienie wigcej niz trzech luznych stolcow w ciggu 24 godzin, bol
brzucha, goraczke 1 pozytywny wynik badania na obecno$¢ dehydrogenazy glutaminowe;j
oraz toksyn TcdA i TedB (C. Diff Quik Chek Complete; TECHLAB, Blacksburg, USA)
[140]. Dane demograficzne pacjentdw oraz opis chorob towarzyszacych zostaty zebrane
w Tabeli 4. Do identyfikacji nowych biatek immunoreaktywnych uzyto surowic
pojedynczych pacjentow. Do testow immunoenzymatycznych uzywano mieszaniny
wszystkich surowic grupy pacjentéw z CDI. Celem otrzymania mieszaniny surowic,
pojedyncze surowice, po inaktywacji w 56 °C przez 30 min, potaczono ze sobag

w stosunku 1:1. Mieszaning surowic rozporcjowano i przechowywano w -20 °C.
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Tabela 4 Opis surowic pacjentow z CDI uZytych w badaniach.

NR | PLEC | WIEK

DODATKOWY OPIS PACJENTA

1 K 65

Nieleczona cukrzyca typu 2 z powiklaniami, otylo$¢, nadcisnienie,

stluszczenie watroby:.

Choroba Parkinsona, nadci$nienie, miazdzyca, zakazenie uktadu
moczowego, stan po  appendektomii, napady migotania
przedsionkdéw. Wystapienie CDI w wyniku stosowania amoksycyliny

z kwasem klawulanowym.

Owrzodzenie konczyny dolnej, nadci$nienie, cukrzyca typu 2, stan po

histerektomii, ci¢zki niedobor witaminy D, otytosc¢.

Posocznica — Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae, miazdzyca,
nadcis$nienie, cukrzyca typu 2, kamica nerkowa, polipy w jelitach,
infekcja uktadu moczowego. Wystgpienie CDI w wyniku leczenia

antybiotykowego posocznicy.

Krwawienie z przewodu pokarmowego, zapalenie oskrzeli.
Wystgpienie  CDI  prawdopodobnie w  wyniku  kuracji

cefalosporynami.

Liczne schorzenia kardiologiczne 1 operacje, niedokrwistosc,
miazdzyca, napadowe migotanie przedsionkdéw, padaczka, stan po

zapaleniu ptuc, stan po amputacji konczyny, palenie papierosow.

Nadcisnienie tetnicze, cukrzyca typu 2, nadczynno$¢ tarczycy,

przewlekta choroba nerek.

Zespot metaboliczny: cukrzyca typu 2, otylo$¢, nadci$nienie,
hiperlipidemia, stan po zawale, POChP, za¢ma, kamica, stan po

ostrym zapaleniu trzustki.

9 M 77

Cukrzyca typu 2, zakazenie uktadu moczowego, zapalenie pluc,

nadci$nienie, liczne schorzenia kardiologiczne.

Uzyte skroty: K — kobieta, M — mezczyzna, wiek podany w latach.

Surowice grupy zdrowej

Surowice krwi obwodowej grupy zdrowej (n = 10) pochodza z kolekcji

Laboratoryjnej. Zgoda na wykorzystanie surowic w badaniach zostatla wydana przez

Komisj¢ Bioetyczng przy Wroctawskim Uniwersytecie Medycznym (nr zgody KB-

631/2015). Do testow immunoenzymatycznych uzywano mieszaniny wszystkich surowic

grupy zdrowej. Celem otrzymania mieszaniny surowic, pojedyncze surowice, po
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inaktywacji w 56 °C przez 30 min, polaczono ze sobg w stosunku 1:1. Mieszanine

surowic rozporcjowano i przechowywano w -20 °C.

Surowice krwi pgpowinowej

Surowice krwi pepowinowej (n = 10) zostaly pobrane od zdrowych kobiet
w Klinice Ginekologii i Poloznictwa Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Probki
zostaly pobrane od pacjentek, ktore wyrazity na to pisemng zgode. Badania
z wykorzystaniem surowic pacjentek uzyskaty pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu (nr zgody KB-882/2012) i1 zostaly
przeprowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinskg z 1975 roku. Dane demograficzne
pacjentek oraz opis chordéb towarzyszacych zostaly zebrane w Tabeli 5. Do testow
immunoenzymatycznych uzywano mieszaniny wszystkich surowic krwi pepowinowe;.
Celem otrzymania mieszaniny surowic, pojedyncze surowice, po inaktywacji w 56 °C
przez 30 min, potaczono ze sobg w stosunku 1:1. Mieszaning surowic rozporcjowano

i przechowywano w -20 °C.

Tabela 5 Opis surowic krwi pegpowinowe;j.

NR WIEK OPIS
[LAT]
1 28 Pordd przez cesarskie cigcie
2 33 Pordd naturalny
3 38 Poréd naturalny
4 37 Pordd naturalny
5 30 Pordd naturalny, choroba von Willebranda
6 25 Pordd naturalny
7 31 Pordd naturalny
8 36 Porod naturalny, cukrzyca
9 23 Pordd naturalny
10 36 Pordd przez cesarskie cigcie
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6.1.4. Izolacja i identyfikacja bialek immunoreaktywnych
Izolacja biatek

Biatka powierzchniowe bakterii zostaly wyizolowane z uzyciem metody
»delikatnego zmywania” biatek z powierzchni komorki bakteryjnej, w ktorej stosuje si¢
roztwor wodny 1 M chlorku litu [3]. 1 g masy bakteryjnej zawieszono w 7 ml §wiezo
przygotowanego roztworu 1M LiCl, a nastgpnie mieszaning inkubowano przez
1 godzing w temperaturze pokojowej, z mieszaniem. Mieszaning zwirowano 6000 x g
przez 5 min (Heraeus Contifuge Stratus, Thermo Fisher Scientific). Zebrano supernatant
i dializowano go do wody MQ przez 24 godziny w membranach dializacyjnych
ZelluTrans (Roth, Karlsruhe, Niemcy), o parametrze odcigcia mas czasteczkowych
rownym 6,5 kDa. Roztwor biatek po dializie zostal zatezony z uzyciem filtra Amicon
Ultra (Thermo Fisher Scientific) o parametrze odcigcia mas czasteczkowych rownym
10 kDa, wedtug wytycznych producenta. St¢zenie bialek okreslono z uzyciem zestawu
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) wedlug wytycznych
producenta. W ten sposob przygotowane probki biatek powierzchniowych CD

podzielono na mniejsze porcje 1 przechowywano w -20 °C.

Elektroforeza SDS-PAGE

Profil wyizolowanych bialek zbadano za pomoca elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) wedlug Laemmli 1 wsp.
[229], ze zmianami. Do elektroforezy uzyto zeli poliakrylamidowych (5-12,5%)
o wymiarach 18 x 16 cm, grubosci grzebienia 1,5 mm. Elektroforeze rozwijano z uzyciem
urzadzenia SE600 Standard Dual Cooled Vertical Unit (Hoefer, Holliston, USA). Bufor
uzyty w elektroforezie sktadat si¢ z 0,025 M Tris, 0,192 M glicyny i 0,1% SDS, pH 8,3.
Biatka przed elektroforeza poddano denaturacji w buforze Laemmli z SDS w 95 °C przez
5 min. Kazdorazowo nanoszono po 30 pg zdenaturowanego biatka na §ciezk¢ oraz 10 pl
biatkowego markera mas (Precision Plus Dual Color, Bio-Rad). Elektroforeze
prowadzono przez 5 godzin przy 150 V z ciggtym chtodzeniem. Zele po elektroforezie
byly poddawane analizie Western blot lub barwione metoda srebrowa celem

uwidocznienia biatek.

Metoda srebrowa
Barwienie zelu po SDS-PAGE z uzyciem ,metody srebrowej” zostato

przeprowadzone wedlug Shevchenko 1 wsp. [230]. Metoda ta jest dostosowana do
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nastepujacej po niej identyfikacji bialek metodg spektrometrii mas. Wszystkie odczynniki
zostaty przygotowane na chwile przed uzyciem. Zel poliakrylamidowy po elektroforezie
zostal utrwalony w 5% kwasie octowym 1 50% metanolu przez 1 godzing, nast¢pnie
przeptukany w 50% metanolu 1 wodzie MQ, inkubowany 3 min w 0,02% roztworze
wodnym tiosiarczanu sodu, przeptukany w wodzie MQ, inkubowany przez 45 min w
0,15% roztworze wodnym azotanu sodu, przeplukany woda MQ. Reakcja barwna zostata
wywotana poprzez dodanie roztworu 2% weglanu sodu w 0,04% formaldehydzie. Po
uwidocznieniu prazkéw biatkowych reakcje zatrzymano przez dodanie 5% kwasu
octowego. Celem uniknigcia zanieczyszczenia probek, odpowiednie prazki zostaty
wycigte z zelu zaraz po jego wywotaniu. Dokumentacja zelu zostata wykonana z uzyciem

Gel Doc™ (Bio-Rad, Hercules, USA).

Western blot

Immunoreaktywnos$¢ rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym bialek zostata
zbadana z uzyciem metody Western blot [231]. Zel po elektroforezie SDS-PAGE
inkubowano w buforze do transferu (10 mM Tris-HCI, 150 mM glicyna, 20% metanol,
pH 8,3) przez 30 min, a nast¢pnie poddano transferowi w warunkach potsuchych na
membrane PVDF Immobilon P (Merck Millipore) z uzyciem systemu Trans Blot® SD
Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad). Warunki, w jakich zostat przeprowadzony transfer, to
25V przez 60 min. Celem zbadania wydajno$ci transferu pozostaty zel poliakrylamidowy
wybarwiono metoda srebrowa i oszacowano stopien przeniesienia barwnego markera
mas z zelu na membrang PVDEF. Zablokowano wolne miejsca na membranie PVDF
roztworem 1% BSA w buforze TBS (z ang. Tris Buffered Saline, so6l fizjologiczna
buforowana solg Trisu) o sktadzie 20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, pH 7,5 z dodatkiem
0,1% Tween®20 (TBS-T) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z mieszaniem.
Dodano przeciwciata I-rzedowe (surowica krwi wybranej grupy) w rozcienczeniu 1:100
w buforze TBS-T z dodatkiem 0,1% BSA i inkubowano membran¢ przez noc w 4 °C,
z mieszaniem. Nast¢pnie membran¢ plukano 3-krotnie w TBS-T, kazdorazowo przez 10
min celem usuni¢cia niezwigzanych przeciwciat. W kolejnym kroku dodano II-rzgdowe
przeciwciala anty-ludzkie IgG koniugowane z alkaliczng fosfataza, (nr kat. A1543-1ml,
Sigma-Aldrich) w rozcienczeniu 1:10 000 w buforze TBS-T i inkubowano przez
1 godzing w temperaturze pokojowej z mieszaniem. Przeprowadzono kolejne ptukanie
jak powyzej, a nastgpnie wywotano reakcje barwng przez dodanie substratu dla fosfatazy

alkalicznej w postaci mieszaniny NBT/BCIP (0,4 mg/ml NBT (btgkit nitrotetrazoliowy),
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0,19 mg/ml BCIP (fosforan bromochloroindolilu)). Reakcja zostata przerwana poprzez
ptukanie w wodzie MQ. Dokumentacja membrany zostata wykonana z uzyciem Gel

Doc™,

Identyfikacja biatka

Bialka wyciete z zelu poliakrylamidowego poddawane byty trawieniu trypsyna,
a nastgpnie rozdzielano mieszaninge otrzymanych peptyddéw z uzyciem chromatografii
cieczowej 1 identyfikowano je z wykorzystaniem spektrometrii mass (LC-MS-MS/MS
Orbitrap). Masy otrzymanych peptydow zostaty porownane z bazami, takimi jak NCBI,
UniProt przy uzyciu programu MASCOT (http://www.matrixscience.com/). Wszystkie
przeszukania w bazie zostaly przeprowadzone pod katem biatek Peproclostridium
difficile. Identyfikacja zostala przeprowadzona w Srodowiskowym Laboratorium

Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

6.1.5. Analiza bioinformatyczna bialka Cwp22
Analiza podobienstwa sekwencji aminokwasowej

Sekwencja biatka Cwp22 (WP_009890957) zostata sprawdzona pod katem
podobienstwa sekwencji aminokwasowej u szczepow CD oraz u innych szczepdédw
bakteryjnych z uzyciem narzedzia Basic Local Alignment Search Tool (BLAST,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) na serwerze National Center for Biotechnology
Information (NCBI) [232]. BLAST jest ogolnodostepnym  narzedziem
bioinformatycznym do lokalnego przyrownywania sekwencji z wykorzystaniem metod
heurystycznych. Poszukiwano w bazach NCBI danych dla szczepow wytypowanych
przez program (zrédlo pochodzenia, profil toksynotwoérczosci, ewentualna

hiperwirulentnos¢).

Modelowanie struktury biatka

Nie udato si¢ stworzy¢ wiarygodnego modelu 3D biatka Cwp22 z uwagi na brak
biatek o odpowiednio wysokim podobienstwie sekwencji, ktore posiadalyby rozwigzang
strukture krystaliczng. Analiza sekwencji aminokwasowej pod katem struktury biatka
zostala oparta o identyfikacje konserwatywnych domen (program BLAST) oraz
o modelowanie struktury Il-rzedowej z uzyciem narzedzia bioinformatycznego
PredictProtein (Uniwersytet Techniczny w Monachium, https://www.predictprotein.org/)

[233]. Jest to narzgdzie korzystajace z danych ponad 20 baz, ktore z duzym
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prawdopodobienstwem przewiduje strukture II-rzedowa biatka. Uzyta sekwencja

wejsciowa biatka Cwp22 to WP_009890957.

Przewidywanie epitopow dla limfocytow

Liniowe epitopy dla limfocytow B zostaty przewidziane z uzyciem dwoch
programéw  bioinformatycznych BEPIPred (Dunski Uniwersytet Techniczny,
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) [234] oraz BCPred (Uniwersytet Stanowy
Pensylwanii, http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/) [235]. Uzyte narzedzia r6znig si¢ pod katem
stosowanych algorytmow i dlatego spodziewano si¢ uzyskac¢ uzupetniajace si¢ rezultaty.
Uzyta w tej analizie sekwencja wejsciowa biatka Cwp22 to WP_009890957.

Liniowe epitopy dla limfocytéw T rowniez zostaly przewidziane z uzyciem
narzedzia online TepiTool (serwer Immune Epitope Database and Analysis Resource,
IEDB, http://tools.iedb.org/tepitool/). Baze przeszukiwano biorac pod uwage 27
najczesciej wystepujacych u ludzi (wyselekcjonowanych przez program TepiTool) alleli
gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej. Uzyta w tej analizie sekwencja wejSciowa biatka
Cwp22 to WP_009890957.

Wyniki przewidywan oraz stworzone modele strukturalne biatek zostaty uzyte do
zaprojektowania zestawu potencjalnych epitopéw. W sekwencji biatka zaznaczono
aminokwasy wytypowane przez narzedzia bioinformatyczne jako potencjalne epitopy.
Poza sekwencjami zaproponowanymi przez programy do przewidywania epitopow pod
uwage wzieto rowniez struktur¢ Il-rzedowa oraz eksponowane fragmenty bialka.
W wyborze sekwencji kierowano si¢ gltownie tym, aby zablokowa¢ funkcje biatka
Cwp22, dlatego skupiono si¢ na regionie odpowiedzialnym za aktywnos$¢ transpeptydazy.
16-aminokwasowe sekwencje, ktore pokrywaja si¢ z sekwencjami potencjalnych

epitopow 1 eksponowanych petli wytypowano jako peptydy do syntezy chemiczne;.

6.1.6. Metoda PEPSCAN
Chemiczna synteza peptydow

Peptydy zostaty zsyntezowane z uzyciem techniki PEPSCAN [236], ze zmianami.
Peptydy syntezowano na polietylenowych bolcach typu NCP (nr kat. MIA 10750001,
Mimotopes, Australia) poprzez dodawanie pojedynczych aminokwaséw w reakcji
sprzegania zuzyciem plytki 96-dotkowej. Do syntezy postuzyly F-moc pochodne
aminokwasoéw  z zablokowanymi grupami bocznymi (Mimotopes, Australia).

W pierwszym kroku, bolce poddano deprotekcji w 20% roztworze piperydyny w DMF
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przez 1 godzing w szczelnie zamknigtym naczyniu. Nast¢pnie po ptukaniu przez 2 min
wDMF i 4 x 1 min w metanolu osuszono bolce przez 1 godzing pod wyciggiem.
Przeprowadzono reakcje sprzegania zanurzajagc bolce w 100 upl roztworu 60 mM
aminokwasu zawieszonym w 60 mM DIC i 65 mM HOAt w DMF. Przebieg reakcji
monitorowano poprzez dodatek 0,5 mM bromofenolu — odbarwienie roztworu
swiadczyto o zakonczeniu reakcji sprzegania (zwykle po okolo 4 godzinach). Reakcja
byla prowadzona w temperaturze pokojowej w szczelnie zamkni¢tym pojemniku celem
zapobiezenia parowania roztworu. Po odmyciu niezwigzanych aminokwaséw metanolem
(1 x 5 min), osuszeniu i inkubacji przez 5 min w DMF bolce poddawano kolejnej reakeji
deprotekcji 1 sprzegania, az do otrzymania peptydu o zadanej dtugosci sekwencji.
Nastgpnie peptydy poddawano reakcji deprotekcji celem usunigcia zwigzkoéw
chemicznych blokujacych grupy boczne w roztworze 2,5% anizolu 1 2,5% ditioetanu
w kwasie trifluorooctowym. Po kofncowym plukaniu (metanol 1 x 10 min, nastgpnie
roztwor 0,5 % kwasu octowego w 50% metanolu w wodzie 1 x 1 godzina, nast¢pnie
metanol 2 x 2 min) 1 osuszeniu, bolce ze zwigzanymi peptydami byly przechowywane
szczelnie zamkniete w -20 °C.

Po syntezie pelnego peptydu oraz po kazdej analizie metoda
immunoenzymatyczng przeprowadzano dysrupcje bolcow celem ich oczyszczenia ze
zwigzanych przeciwcial. Bufor do dysrupcji skladatl si¢ z wodnego roztworu 1% SDS,
0,1% p-merkaptoetanolu, 0,1 M fosforanu sodu o pH 7,2. Sonikator wypekniono
ogrzanym do 55-65 °C buforem do dysrupcji. Bolce polietylenowe zanurzono
w roztworze do dysrupcji bolcami do dotu i poddawano sonikacji przez 10 min
(7kW/25kHz). Po dysrupcji bolce ptukano przez 10 min w rozgrzanej do 65 °C wodzie
MQ, a nastgpnie 1 x 10 min w metanolu o tej samej temperaturze. Bolce osuszono

1 przechowywano w -20 °C.

Test immunoenzymatyczny z uzyciem peptydow syntezowanych na polietylenowych
bolcach

Zbadano immunoreaktywno$¢ otrzymanych peptydow z uzyciem metody
immunoenzymatyczne] ELISA [237]. W tescie wykorzystano surowice pacjentow
w trakcie pierwszego zakazenia, surowice krwi pepowinowej oraz surowice kontrolne,
czyli pobrane od zdrowych ochotnikéw. W pierwszym kroku bolce zostaly rozmrozone
1 zrownowazone w roztworze TBS-T przez 10 min w temperaturze pokojowej. Na

bolcach zostaly zablokowane wolne miejsca poprzez ich inkubacje w 1% roztworze BSA
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w TBS-T przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Surowice badanych grup
stosowano w rozcienczeniu 1:1000 w TBS-T. Bolce inkubowano w roztworze surowicy
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Przeciwciata drugorzedowe anty-ludzkie
IgG skoniugowane z alkaliczng fosfatazag stosowano w rozcienczeniu 1:10000
w roztworze TBS-T, bolce inkubowano w roztworze przeciwciat II-rzedowych przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Reakcje barwng wywotywano przez 30 min
zuzyciem substratu dla fosfatazy — AP Yellow (Alkaline Phosphatase Yellow Liquid
Substrate System (nr kat. P7998, Sigma-Aldrich)). Po oznaczeniu absorbancji przy 405
nm (PowerWave HT, BioTek Instruments, Winooski, USA) przeciwciala byly zmywane
z bolcow poprzez 10 minutowg sonikacj¢ w roztworze do dysrupcji. Po przeptukaniu
bolcéw w wodzie o temperaturze 60 °C (1 x 10 min) i metanolu o temperaturze 60 °C
(1 x 10 min) bolce zostaty osuszone i zamrozone w -20 °C. Kazdy test zostat powtdrzony,
co najmniej czterokrotnie.

Analiza wynikdw immunoreaktywnos$ci peptydow syntezowanych na
polietylenowych pinach, wedtug Carter 1 inni, polega na wyliczeniu $redniej dla 25%
najnizszych odczytdw i oznaczenie tej wartos$ci jako poziomu tta. Wszystkie odczyty
powyzej tej liczby sa odczytami pozytywnymi [236]. W tej pracy, zastosowano
zaostrzone reguty wyliczania poziomu tfa - poziom tta wyznacza $rednia 50% odczytow

0 najnizszym wyniku.

6.1.7. Identyfikacja i charakterystyka epitopu
Identyfikacja epitopu

Wybrane immunoreaktywne 16-aminokwasowe sekwencje zostaly nastgpnie
poddane dalszej analizie — syntezowano skrocone peptydy od strony N- i C-konca.

Badano immunoreaktywnos$¢ skréconych sekwencji 1 tym samym identyfikowano

epitopy.

Charakterystyka epitopu

Modelowano strukture przestrzenna peptydu z uzyciem programu PEP-FOLD
[238], oraz wyliczano z uzyciem narzedzia bioinformatycznego (PepCalc [239]) dane,
takie jak: masa czgsteczkowa, rozpuszczalno$¢ peptydu, pl, tadunek w pH

fizjologicznym.
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Analiza epitopow pod kgtem ich rozpowszechnienia i autoimmunoreaktywnosci
Przeszukano baz¢ IEDB (https://www.iedb.org/) [240] celem weryfikacji czy
otrzymane epitopy znajduja si¢ w bazie znanych epitopow. Przeszukano baz¢ wszystkich
organizméw, zaktadajac podobienstwo sekwencji nie mniejsze niz 70%, pod uwage
wzigto wszystkie klasy MHC. Przeszukano réwniez baze ludzkich autoantygenow
AAgAtlas database 1.0 (http://biokb.ncpsb.org/aagatlas) [241] celem weryfikacji czy

sekwencje moga by¢ potencjalnie autoimmunoreaktywne.

6.1.8. Przygotowanie koniugatow peptydow z bialkiem no$nikowym
Koniugacja peptydow z KLH

Peptydy otrzymano z komercyjnego zroda (JPT Peptides Technology, Niemcy).
Do sekwencji kazdego z peptydow dodano cysteing (na C-koncu sekwencji), ktora jest
niezbedna w procesie koniugacji. Koniugacje peptydéw z biatkiem no$nikowym KLH
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawu Imject™ Maleimide-
Activated mcKLH Spin Kit (nr kat. 77666, Thermo Fisher Scientific). Zestaw pozwala
na koniugacje haptenu zawierajacego grupe sulfhydrylowa (-SH, pochodzaca od
cysteiny) z aktywowanym biatkiem mcKLH ( z ang. mariculture Keyhole Limpet
Hemocyanin) oraz oczyszczenie koniugatu z  wykorzystaniem  kolumienek
chromatograficznych wypetnionych krzemionka. McKLH to biatko izolowane ze
skorupiaka Megathura crenulata, indukuje bardzo wysokie miano przeciwciat wzglgdem
koniugowanego haptenu. W sktad zestawu wchodzg aktywowane biatko KLH, bufor do
koniugacji, bufor 1 kolumienki do oczyszczania koniugatu. Przed koniugacja peptydy (2
mg) zakonczone cysteing zostaly poddane reakcji redukcji z uzyciem zelu
z immobilizowang na nim trojalkilofosfing (nr kat. 77712, Thermo Fisher Scientific).
Nastepnie zostaty poddane reakcji koniugacji z aktywowanym biatkiem mcKLH (2 mg)
w buforze do koniugacji przez 2 godziny w temperaturze pokojowej z mieszaniem.
W kolejnym kroku oddzielono koniugat od wolnego haptenu z jednoczesnym odsoleniem
i usunieciem EDTA oraz pozostatosci azydku sodu z uzyciem kolumienek zataczonych
do zestawu. Zebrane frakcje koniugatéw zostaly podzielone na mniejsze porcje

i zamrozone w -20 °C.

Analiza koniugatow
Celem potwierdzenia koniugacji peptydu z KLH zbadano absorbancje samych

peptydow, biatka mcKLH uzytego w procesie koniugacji i otrzymanych koniugatow
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w zakresie dtugosci fali §wiatta 190-400 nm [242]. Wszystkie badane zwigzki byly
zawieszone w buforze do elucji koniugatéw z kolumny, ktory znajdowal si¢ w zestawie
do koniugacji. Analize wykonano na spektrometrze DS-11+ (DeNovix, Wilmington,

USA) w trybie nanodrop.

6.2. Badania nad kandydatami na nanoadiuwanty (NAC)

6.2.1. Odczynniki ogolne

Detergenty jonowe i niejonowe, olej silikonowy, mréwczan etylu, owoalbumina
(grade V, nr kat. A5503), mucyna (typ III izolowany z Zotadka $wini, nr kat. M1778)
zostaty zakupione w firmie Sigma-Aldrich. Etanol zakupiono w firmie Avantor
Performance Materials (Gliwice, Polska). HEPES (z ang. (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) zakupiono w firmie Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Niemcy). Wszystkie roztwory zostaly przygotowane z uzyciem wody MQ.
Stezenie biatka oznaczano z uzyciem zestawu BCA Protein Assay Kit firmy Thermo
Fisher Scientific. Wszystkie zastosowane media do hodowli linii komoérkowych i dodatki

do hodowli byty marki Gibco (Thermo Fisher Scientific).

6.2.2. Sklad i przygotowanie nanoadiuwantow

Potencjalne nanoadiuwanty (NAC) zostalty przygotowane z uzyciem oleju
silikonowego, detergentow o ladunku dodatnim, detergentow niejonowych,
rozpuszczalnikéw organicznych 1 wody ultraczystej. Olej silikonowy (PDMS) stanowi
65% sktadu NAC, jest on nietoksycznym polimerem, szeroko stosowanym w produkcji
kosmetykow, farmaceutykow 1 zywnosci. PDMS jest wydalany z organizmu razem
z kalem w niezmienionej postaci, nie jest mutagenny w modelach in vitro oraz nie
stwierdzono efektow ubocznych jego inhalacji [243]. Jako detergenty niejonowe
zastosowano Tyloxapol lub Tween80®, oba zwigzki s3 stosowane powszechnie
w przemyS$le chemicznym i farmaceutycznym. Kazdy NAC ma w swoim skladzie
detergent kationowy, jeden z pigciu wymienionych: BDMDDAC, BDMHDAC, CBP,
CPCi1CTMAC. W Tabeli 6 zamieszczono pelne nazwy, struktury chemiczne oraz opisano
podstawowe wlasciwosci uzytych do produkcji NAC detergentow. Pozostate sktadniki

NAC stanowig: etanol, aceton lub mrowczan etylu oraz woda ultraczysta. Wszystkie
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sktadniki uzyte do produkcji nanoadiuwantéw znajduja sie na liscie Agencji Zywnosci

1 Lekéw (FDA) produktow bezpiecznych w uzyciu.
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Tabela 6 Lista zastosowanych detergentow.

Nazwa Nazwa pelna (IUPAC) Struktura chemiczna Ladunek CMC LD50 Wykorzystanie
w medycynie
i przemysle
Tyloxapol O{,\,o;,:f brak 0,018 M 5000 stosowany w srodkach
: ’ mg/kg wziewnych do
ol doustnie rozrzedzania
' n u szczura wydzieliny pluc
Tween80® JOm brak 0,012M 25000 stosowany jako
(polyoxyethylene (20) sorbitan S DASR mg/kg emulsyfikator
monooleate) Sumatw sy 42 220 doustnie W pozywieniu,
umyszy | detergent w Srodkach
czyszczacych, obecny
w szczepionkach
CPC chlorek cetylopirydynowy 2~ ¢l dodatni | 0,00012M | 36 mg/kg dziatanie
(1-hexadecylpyridinium chloride) N | *+ H20 doustnie antyseptyczne,
C')HQ(CHE)MCHS u krolikow | stosowany w pastach
do zgbow, ptynow do
ptukania jamy ustnej,
kropli do nosa
CBP bromek cetylpirydynowy (/- | x Br | *HO dodatni 0,0009 M brak stosowany
hexadecylpyridinium bromide) N7 danych w dezodorantach, ma
CH(CHa)14CHs wiasciwosci
bakteriobojcze
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BDMDDAC | benzyldimethyldodecylammonium ) (|3H3 dodatni brak 400 mg/kg dziatanie
chloride (benzyl-dodecyl- N=CHz(CHz)10CH3 danych doustnie bakteriobojcze,
dimethylazanium chloride) @fCHS ol u szczura stosowane
w kosmetykach
BDMHDAC | benzyldimethylhexadecylammonium §-CH2(CH2)1aCHs dodatni brak 398 mg/kg dziatanie
chloride (benzyl-hexadecyl- @?30' ‘CHs danych doustnie bakteriobojcze,
dimethylazanium chloride) U szezura stosowane
w kosmetykach
CTMAC chlorek cetrymonium (hexadecy!- HaC_ CH, dodatni 0,0016 M | 400 mg/kg stosowany
trimethylammonium chloride) CH3(CH2)14CH2/N\CH3 doustnie w kosmetykach,
el u myszy gtéwnie odzywkach

do wlosow i
szamponach

Nazwy detergentow w nawiasach to nazwy zalecane przez Miedzynarodowg Unig Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC). Stosowane skréty: LD50 - dawka
powodujgca smierc¢ 50% zwierzqt, CMC — krytyczne stezenie micelizacji. Dane pobrane ze stron internetowych producentow.
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Na nanoadiuwant sktadajg si¢ (w/v): 65% oleju, 5% detergentu niejonowego, 1%
detergentu kationowego, 8% rozpuszczalnika organicznego i 21% wody ultraczyste;j.
Wszystkie sktadniki zostaly podgrzane do 65 °C, a nast¢pnie zostaly poddane
emulsyfikacji pod wysokim ci§nieniem. Tak przygotowane nanoadiuwanty rozcienczono
woda MQ do stezenia 60% (w/v) 1 przechowywano w szklanych, szczelnie zamknigtych
pojemnikach (nr kat. 9003482 1 6242267 LLG, Meckenheim, Niemcy) w lodowce. NAC,
ktore przez co najmniej tydzien, nie ulegty degradacji, poddawano dalszym testom. W ten
sposOb uzywajac kombinacji wszystkich wymienionych skladnikow otrzymano 13
stabilnych NAC (Tabela 7).

Otrzymane NAC zostaly poddane dalszej charakterystyce fizykochemiczne;j.
Badania fizykochemiczne opisane ponizej byly prowadzone w ciggu czterech lat na
nanoadiuwantach, ktére nie wykazywaly oznak rozpadu emulsji. W razie
zaobserwowania oznak starzenia si¢ emulsji (rozdziat faz, znaczne zwickszenie wielko$ci
kropel i spadek potencjatu zeta) przygotowywano nowy preparat. Z tego tez wzgledu
wyjsciowe parametry emulsji, takie jak wielkos¢ kropel i potencjat zeta moga sie r6znic¢

w przypadku poszczegdlnych eksperymentow.
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Tabela 7 Sktad uzyskanych stabilnych nanoadiuwantow, ktorych podstawe stanowi PDMS (65% mieszaniny).

Rozpuszczalnik organiczny

Detergent niejonowy

Detergent kationowy

mroéwczan

etanol aceton etylu Tweeng0" Tyloxapol CPC CBP BDMDDAC BDMHDAC CTMAC
NAC1 X X X
NAC?2 X X X
NAC3 X X X
NAC4 X X X
NAC5 X X X
NAC6 X X X
NAC7 X X X
NACS X X X
NAC9 X X X
NAC10 X X X
NAC11 X X X
NAC12 X X X
NAC13 X X X
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6.2.3. Pomiary wielkosci i tadunku kropel NAC

Do charakterystyki nanoadiuwantow wykorzystano szeroko stosowane techniki
analizy uktadow rozproszonych, takie jak dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS, z ang.
Dynamic Light Scattering) [244], oraz elektroforetyczne pochtanianie $wiatta (ELS,
z ang. Electrophoretic Light Scattering) [245]. DLS stuzy do pomiaru wielko$ci czgstek
zdyspergowanych cieczy. Probka o$wietlana jest wigzkg lasera, ktora nast¢pnie ulega
rozproszeniu i pada na detektor. Detektor mierzy stopien rozproszenia wigzki lasera, co
przeliczane jest na wielkos¢ badanych czastek podawana w nanometrach. Dodatkowo,
w trakcie pomiaru DLS, mierzona jest polidyspersyjnos¢ czastek (PDI, z ang.
Polydispersity Index). PDI okresla statystyczny rozrzut wielkosci czastek. ELS to
technika shluzaca do pomiaru tadunku powierzchniowego czastek. Natadowane krople
NAC poddawane sa dzialaniu pola elektrycznego. Predkos$¢ ruchu w polu elektrycznym
zalezy od tadunku czastek 1 nazywana jest ruchliwoscia elektroforetyczng. Ruchliwos¢
elektroforetyczna przeliczana jest na jednostki potencjatu zeta (ZP, z ang. Zeta Potential).

Zarowno pomiar wielkoSci czastek jak 1 potencjal zeta oznaczone zostaly
z uzyciem przyrzadu Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK),
w dedykowanych kuwetach wyposazonych w elektrody (Folded Capillary Zeta Cell,
Malvern nr kat. DTS1070). Probki przed kazdym badaniem rozcienczano do stezenia
0,1% (v/v) w buforze HEPES o pH 7. Do badan korelacji pomigdzy rozmiarem kropel

lub ich potencjatem zeta, a ich sktadem chemicznym uzyto testu korelacji Pearsona [246].

6.2.4. Dhlugotrwala stabilno$¢ NAC

Zbadano stabilnos¢ NAC poprzez pomiary zmian wielkosci czastek, parametru
PDI i potencjatu zeta nanoadiuwantow na skutek ich dlugotrwatego przechowywania.
Wielko$¢ 1 polidyspersyjnos¢ czastek oraz ZP nanoadiuwantéw zostalty zmierzone
w nastgpujacych punktach czasowych: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 miesiecy. W trakcie trwania
eksperymentu probki byty przechowywane w warunkach chtodniczych.

6.2.5. Interakcja nanoadiuwantu i mucyny
Mucyna jest ujemnie naladowanym biatkiem, wys$cietajacym drogi oddechowe.
Do eksperymentéw uzyto mucyny typu Il izolowanej z zotadka §wini. Mucyna zostata

poddana uwodnieniu w 1 mM HEPES o pH 7 w stezeniu 1 mg/ml, przez 1 godzing
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w temperaturze pokojowej z mieszaniem. Uwodniong mucyn¢ dodano do 0,1% NAC
(stezenie koncowe 47,6 pug/ml) i inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej
mieszajac. W kolejnym kroku zbadano wielko$¢ czgstek NAC 1 ich potencjat zeta. Wynik

pomiardw porownano z wynikiem otrzymanym dla NAC bez mucyny.

6.2.6. Interakcja nanoadiuwantu i owalbuminy

Oddziatywanie nanoadiuwantu i owoalbuminy (OVA) zbadano w dwoéch typach
eksperymentéw. Zbadano jak dodatek owoalbuminy zmienia charakterystyke kropel
nanoadiuwantu (wielkos$¢ kropel 1 ZP) oraz wigzanie si¢ NAC z owoalbuming.

Owoalbumina jest dobrze opisanym w literaturze biatkiem, czesto stosowanym
jako biatko modelowe, szczeg6lnie w badaniach nowych no$nikow szczepionek [247—
249]. Owoalbumina zostata poddana uwodnieniu w stezeniu 10 mg/ml w 1 mM HEPES
o pH 7 w temperaturze pokojowej przez 30 min, z mieszaniem. Nastgpnie, OVA zostata
dodana do 60% NAC i koncowo uzyskano stezenie OVA rowne 1 mg/ml w 20% NAC.
W pH 7 OVA ma wypadkowy tadunek ujemny (pH>pl, pl = 4,5) [250]. Mieszaning
inkubowano 5 min w temperaturze pokojowej z mieszaniem. Bezpos$rednio przed
pomiarem mieszanina zostata rozcienczona przy uzyciu 1 mM HEPES do stezenia NAC
rownego 0,1%. Zmierzono wielko$¢ kropel i1 potencjat zeta mieszaniny NAC 1 OVA oraz
samego NAC.

Zbadano czy nanoadiuwant wigze si¢ z owoalbuming. Uzyto metody posrednie;j,
w ktorej oznacza si¢ zawarto§¢ OVA w supernatancie pozostatym po przefiltrowaniu
mieszaniny NAC 1 OVA [251]. 60% NAC zostat zmieszany z OVA (10 mg/ml) celem
otrzymania formulacji zawierajacej 2 mg/ml OVA w 10% NAC. Formulacja zostala
nastepnie rozcienczona do 0,1 % NAC z uzyciem 1 mM HEPES o pH 7, a nastgpnie
rozdzielono NAC 1 niezwigzane z nim biatko z uzyciem filtra, ktdrego pory miaty
wielko$¢ 100 nm (nr kat. UFC 30VV25, Merck Millipore). Formulacje zwirowano 12000
X g przez 5 minut (Minispin Centrifuge, Eppendorf®, Hamburg, Niemcy). Oznaczono
zawarto$¢ biatka w supernatancie z uzyciem zestawu do oznaczania niskich stezen biatek
Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Filtracje przeprowadzono
po 30 minutach od rozpoczgcia eksperymentu, po 4 godzinach i po 24 godzinach. Wyniki
zaprezentowano jako “efektywnos$¢ zamykania biatka” co oznacza procentowa zawarto$¢

wolnego biatka w supernatancie w odniesieniu do ilosci catkowitego uzytego biatka.
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6.2.7. Wplyw nanoadiuwantu na owoalbumine

Zbadano wplyw nanoadiuwantu na integralno$¢ biatka. Przygotowano probki
zawierajace 1 mg/ml OVA w 10% NAC. Te probki przechowywano do szesciu miesiecy
w 4 °C 1 w temperaturze pokojowej. Probki formulacji pobrano w momencie rozpoczecia
eksperymentu ,,0”, po dwoch miesigcach 1 po szeSciu miesigcach przechowywania.
Integralnos¢ biatka badano z uzyciem metody SDS-PAGE [229]. Natozono réwne ilo$ci
biatka na $ciezki 12,5% zelu poliakrylamidowego (2,5 pg OVA w NAC lub samo OVA).
Biatka rozdzielano w buforze Tris-glicyna-SDS przez 1,5 godziny w 100 V (Mini-Protean
Tetra Cell 165-8001, Bio-Rad). Zele zwizualizowano z uzyciem Coommassie Brilliant

Blue G-250 (Bio-Rad) i udokumentowano z uzyciem systemu GelDoc.

6.2.8. Sterylizacja NAC

Badane NAC poddano sterylizacji w autoklawie 2540 ML (Tuttnauer, Nowy Jork,
USA). 250 pl 60% NAC umieszczono w szklanych pojemnikach zamykanych korkiem
(LLG-4008248, LLG) i1 poddano standardowemu programowi sterylizacji (121 °C,
30 min). Zbadano wielko$¢ czastek 1 ich potencjal zeta przed i po procesie

autoklawowania.

6.2.9. Wplyw obecnosci soli i fizjologicznego pH na stabilnosé¢ NAC

Wedtug danych literaturowych $luz wyscietajacy jame nosowa zawiera okoto 1%
soli [252]. Zaktadajac, Ze ta solg jest NaCl odpowiada to jej stezeniu molowym réwnym
0,17 M. Zbadano wplyw obecnosci soli, w zakresie od 0 do 0,5 M NaCl na wielkos¢
kropel NAC. Zbadano rowniez wpltyw pH, w zakresie wystepujagcym w jamie nosowe]
czyli od 5,7 do 8,2 [253], na wielko$¢ kropel NAC. Oznaczenie ZP nanoadiuwantu w obu
eksperymentach byto niemozliwe ze wzgledu na obecno$¢ jonow soli, ktore zakiocaty
pomiar. Dane poddano analizie statystycznej z uzyciem oprogramowania GraphPad

Prism 8.0, uzyto testu Shapiro-Wilk (p<0,05).

6.2.10. Linie komérkowe i ich hodowla

Linia komérkowa JAWSII (ATCC® CRL-11904™) zostala pierwotnie
wyizolowana ze szpiku myszy C57BL/6. Sa to niedojrzate komoérki dendrytyczne.
Komoérki linii JAWSII hodowano w medium alpha-MEM (Gibco) z rybonukleozydami

oraz dezoksyrybonukleozydami, dodatkiem 4 mM L-glutaminy, 1 mM pirogronianu
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sodu, 5 ng/ml GM-CSF (Thermo Fisher Scientific) i 10% surowicy bydlgcej. Komorki
przesiewano w stosunku 1:2, z czgstotliwoscia raz na siedem dni. Hodowle prowadzono
w inkubatorze w warunkach temperatury rownej 37 °C oraz 5% CO,.

Linia komorkowa TC-1 (ATCC® CRL-2785™) zostata pierwotnie wyizolowana
z nowotworu pluc myszy C57BL/6. Sa to komorki typu nabtonkowego. Komorki linii
hodowano w medium DMEM (Gibco) z 10% surowicg bydleca. Komorki przesiewano
w stosunku 1:4, z czestotliwoscia co trzy dni. Hodowle prowadzono w inkubatorze
w warunkach temperatury rownej 37 °C oraz 5% CO..

Linia komoérkowa FaDu (ATCC® HTB-43™) zostata pierwotnie wyizolowana
z ludzkiego nowotworu gardta. Sa to komorki typu nablonkowego. Komorki linii
hodowano w medium EMEM (Gibco) z dodatkiem 10% surowicy bydlgcej. Komorki
przesiewano w stosunku 1:3, z czestotliwoscia co trzy dni. Hodowle prowadzono
w inkubatorze w warunkach temperatury rownej 37 °C oraz 5% CO..

Linia komoérkowa RPMI 2650 (ATCC® CCL-30™) zostala pierwotnie
wyizolowana z nowotworu przegrody nosowej cztowieka. Sg to komorki typu
nabtonkowego. Komorki linii hodowano w medium A-MEM (Gibco) z dodatkiem 2,5%
surowicy bydlecej. Komorki przesiewano w stosunku 1:3, z czestotliwoscig co trzy dni.
Hodowle prowadzono w inkubatorze w warunkach temperatury rownej 37 °C oraz 5%
COa.

Makrofagi izolowane ze szpiku myszy (BMDM) zostaly otrzymane z myszy
C57BL/6 [254]. Komorki szpiku kostnego zostaty pobrane z kosci udowej i piszczelowe;j
myszy w warunkach aseptycznych i byty hodowane w 37 °C, 5% CO; w medium RPMI
(Gibco) z 10% surowica bydleca z dodatkiem 50 ng/ml M-CSF (Peprotech, Londyn, UK).
Po 7 dniach inkubacji odrzucono komorki, ktore nie przywarly do podtoza. Pozostate
komorki zeskrobano po 20 minutowej inkubacji na lodzie w PBS. Komorki policzono

i zamrozono w -80 °C w medium hodowlanym z dodatkiem 10% dimetylosulfotlenku.

6.2.11. Badanie cytotoksycznos$ci nanoadiuwantow

Posiano 2 x 10* komérek na dotek ptytki 96-dotkowej, U-ksztattnej w 100 pl
podioza pelnego z dodatkiem 10% surowicy bydlecej 1 hodowano przez noc
w inkubatorze (37 °C 1 5% COz). Do komorek dodano 100 pul NAC o stezeniu koncowym
od 0,001% do 0,1% i inkubowano komorki przez 24 godziny. Cytotoksyczno$s¢ NAC

zmierzono przy uzyciu testu wykorzystujagcego barwnik sulforodaming B (test SRB)
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[255]. Jest to test kolorymetryczny, w ktorym oznacza si¢ biatko catkowite w zywych
komorkach. Do komoérek na plytce 96-dotkowej dodano 100 pl zimnego 20% kwasu
trifluorooctowego 1 inkubowano przez 1 godzing w 4 °C. Nastepnie ptytke plukano
kilkakrotnie wodg. Po osuszeniu ptytki dodano do niej 50 pl roztworu 0,04% SRB w 1%
kwasie octowym, ptytke inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowej. Plytke
przeptukano kilkakrotnie 1% kwasem octowym, az do wymycia niezwigzanego
barwnika. Nastepnie wywotano test poprzez dodanie 100 pl 10 mM Tris pH 10,5. Po 30
minutach odczytano wynik z uzyciem czytnika plytek SpectraMax (Molecular Devices
Corp., San Jose, USA) przy dtugosci fali 610 nm. Kontrol¢ negatywna stanowity komorki

nietraktowane NAC. Test powtorzono trzykrotnie.

6.2.12. Wplyw nanoadiuwantéw na indukcje TNF-o

Posiano 0,1 x 10° komérek BMDM na dotek ptytki 96-dotkowej, U-ksztattnej
w 200 pl medium pelnego z dodatkiem 10% surowicy bydlgcej 1 inkubowano je przez
noc. Nastepnego dnia wymieniono podtoze §wieze (180 pl) i dodano 10 pul NAC tak, aby
koncowo w dotku uzyska¢ stezenia rowne 0,001%, 0,003% 1 0,01%. Nastepnie do dotkow
dodano 10 ul LPS z E. coli K12 (nr kat. tlrl-peklps, InvivoGen, San Diego, USA) do
koncowego stgzenia 1 ng/ml. Dodatkowo przygotowano komorki, do ktérych dodano
jedynie NAC lub LPS (kontrole negatywne). Komorki stymulowano przez 24 godziny,
po czym zebrano supernatanty celem oznaczenia st¢zenia cytokiny prozapalnej TNF-a.
Stezenie cytokiny oznaczono za pomocg zestawu ELISA MAX Mouse TNF-a
(BioLegend, San Diego, USA) wedtug zalecen producenta. Kazdy supernatant oznaczono

w dwoch powtorzeniach, a sam eksperyment zostat powtdrzony czterokrotnie.

6.2.13. Wplyw nanoadiuwantéw na pochlanianie i przekazywanie antygenu

Badane komoérki (JAWSII lub TC-1) wysiewano w stezeniu 0,2 x 10°
komorek/dotek na ptytki 24-dotkowe w 500 pl medium petnego z dodatkiem 10%
surowicy bydlecej. Po adhezji komodrek do dna ptytki (po okoto 4 godzinach) dodawano
modelowego antygenu w postaci DQ-OVA (nr kat. D12053, Thermo Fisher Scientific)
w stezeniu 10 pg/ml w medium pelnym z 10% surowicy bydlecej. DQ-OVA jest
substratem dla proteaz, ktore po enzymatycznym odcigciu owoalbuminy uwalniaja
fluorescencyjny peptyd (maksimum ekscytacji 505 nm, maksimum emisji 515 nm).

Komorki dendrytyczne inkubowano z DQ-OVA z dodatkiem 0,03% NAC lub bez NAC
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przez 4 godziny w 37 °C, a komorki nablonkowe przez 12 godzin w 37 °C. Nastepnie,
komorki zostaly przeptukane PBS-em o temperaturze 37 °C celem usunig¢cia wolnego
biatka DQ-OVA. Komorki zebrano z uzyciem 0,25% trypsyny w PBS. Komorki
analizowano z uzyciem cytofluorymetru FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, USA).
Wykonano roéwniez eksperyment kontrolny, w ktéorym inkubacja komorek byla
prowadzona w 4 °C celem weryfikacji czy badany proces pochtaniania antygenu jest
procesem aktywnym, zaleznym od metabolizmu komoérki. Komorki kontrolne to komorki
nietraktowane. Pokazane wyniki sg reprezentatywne dla co najmniej dwoch niezaleznych
eksperymentow.

Zbadano wptyw dodatku NAC na przekazywanie antygenu pomi¢dzy komoérkami
immunokompetentnymi. 0,2 x 10° komérek TC-1 wysiano na dotki ptytki 24-dotkowe;j
w 500 pl medium petnego z dodatkiem 10% surowicy bydlecej oraz DQ-OVA w stezeniu
10 mg/ml, z lub bez 0,03% NAC, inkubowano przez noc w 37 °C. Nast¢gpnego dnia
medium zebrano, a komorki przeptukano cieplym PBS celem usunigcia wolnego DQ-
OVA ipozostatosci NAC. Nastepnie dodano komoérki JAWSII w stosunku 1:1,
wybarwione barwnikiem PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit for General Cell
Membrane Labeling wedtug wskazan producenta (nr kat. PKH26GL, Sigma-Aldrich).
Komérki hodowano w kokulturze przez 4 godziny w 37 °C, po czym zebrano wszystkie
komorki z ptytki za pomoca trypsynizacji. Komorki po przeptukaniu PBSem analizowano
z uzyciem cytofluorymetru FACSCalibur.

Wyniki powyzszych eksperymentéw poddano analizie statystycznej z uzyciem

oprogramowania GraphPad Prism 8.0. Uzyto testu 1-way lub 2-way ANOVA (p<0,05).

6.2.14. Badanie toksycznosci NAC w eksperymencie in vivo

Badano tolerancj¢ NAC z uzyciem myszy C57BL/6 (nr zezwolenia LKE
005/2019/P1). Myszy (n = 40) utrzymywane byly w Zwierzetarni Instytutu Immunologii
1 Terapii Doswiadczalnej PAN. Zwierze¢ta znajdowaly si¢ w klatkach po 5 myszy
w standardowych warunkach. Myszy miaty staly dostep do pokarmu i wody. Wszystkie
pomieszczenia spelniaty warunki SPF (z ang. Specific Pathogen Free). Zwierzgta byty
kontrolowane co najmniej raz dziennie przez przeszkolonego opiekuna. NAC podawano
donosowo oraz domig$niowo w maksymalnych dawkach 20% (donosowo) 1 2,5%
(domig$niowo) (Tabela 8). Myszy zwazono przed i siedem dni po podaniu NAC. Przez

caty okres trwania eksperymentu obserwowano myszy pod katem odczuwanego dystresu
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(zmiana zachowania, stroszenie siersci, opuchlizna w miejscu podania szczepionki). Po
zakonczeniu eksperymentu myszy zostalty u$miercone poprzez przerwanie rdzenia

kregowego.

Tabela 8 Opis grup myszy uiytych w eksperymencie badajgcym toksycznosé NAC in
vivo.

Nr grupy Sklad szczepionki Droga podania Stezenie NAC Liczba myszy

1 NAC3 donosowo 20% 5
2 NAC7 donosowo 20% 5
3 NACI13 donosowo 20% 5
4 PBS donosowo 0% 5
5 NAC3 domig$niowo 2,5% 5
6 NAC7 domigsniowo 2,5% 5
7 NACI3 domigsniowo 2,5% 5
8 PBS domig$niowo 0% 5

6.3. Badanie wlasciwo$ci immunogennych protoszczepionek

Badane protoszczepionki sktadaja si¢ z jednego z trzech nanoadiuwantow (NAC3,
NAC7 lub NAC13). Modelowym antygenem byty koniugaty epitopéw biatka Cwp22
otrzymane w toku niniejszej pracy oraz jeden koniugat epitopu biatka M24 bakterii CD
otrzymany przez Katarzyne Pacyge w ramach pracy magisterskiej zrealizowanej
w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej. Koniugaty skladaja si¢ z epitopu oraz biatka
no$nikowego KLH: K1 (ATGKKGSETPTGKTKVC-KLH), K2
(VNKIKNRPYYKGNIPGC-KLH) i K3 (KKGIKC-KLH).

Myszy

Badano immunogenno$¢ protoszczepionki sktadajacej si¢ z zestawu koniugatow
(K1, K2, K3) 1 NAC (NAC 3, 7 lub 13) z uzyciem konwencjonalnej myszy C57BL/6 (nr
zezwolenia LKE 043/2019). Myszy utrzymywane byly w Zwierzetarni Instytutu
Immunologii 1 Terapii Do$wiadczalnej PAN. Zwierzgta znajdowaty si¢ w klatkach po
5 myszy w standardowych warunkach. Myszy mialy staly dostep do pokarmu i wody.

Wszystkie pomieszczenia spetniaty warunki standardu SPF.
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Przebieg doswiadczenia

Poszczegolne grupy badawcze charakteryzuje Tabela 9. Myszy byly wazone na
poczatku i1 na koncu eksperymentu. Szczepionka zostata przygotowana przez proste
zmieszanie zawiesiny koniugatow i NAC (NAC3, 7 lub 13). W kazdej protoszczepionce
znajduje si¢ po 7 ug kazdego z koniugatéw na mysz. Myszy z grup, ktéorym aplikowano
szczepionke donosowo (grupy 1 - 4) zostaly uprzednio uspione poprzez inhalacje 3%
izofluranem. Szczepienie donosowe odbywato si¢ z uzyciem koncéwki pipety,
aplikowano 20 pl protoszczepionki (po 10ul/nozdrze). Myszom, ktérym podawano
szczepionke domigsniowo (grupy 5 — 8) aplikowano 100 pl protoszczepionki w migsien
czterogtowy prawej nogi za pomoca iniekcji (igla G27 x '2”). Zastosowane st¢zenie alum

wynosito 0,5 mg/ml.

Tabela 9 Opis badanych grup w doswiadczeniu okreslajgcym wplyw protoszczepionki
na indukcje przeciwcial.

Numer grupy Opis grupy Stezenie NAC Droga podania
1 NAC3 +K1,K2, K3 10% donosowo
2 NACI13 +K1,K2,K3 10% donosowo
3 NAC7 +K1,K2, K3 10% donosowo
4 PBS 0% donosowo
5 NAC3 + K1, K2, K3 2,5% domigsniowo
6 NAC13 + K1, K2, K3 2,5% domigsniowo
7 alum + K1, K2, K3 0% domig$niowo
8 PBS 0% domigsniowo
K — koniugat.

Myszy szczepiono dwukrotnie wedtug schematu na Rysunku 5. Krew (0,1 ml)
pobierano z zyly jarzmowej. Poczatkowo okolica jarzmowa kazdej myszy zostala
wygolona. Krew byla pobierana poprzez naktucie igla zyly jarzmowej i jej swobodny
wyplyw do sterylnej probowki. Krwawienie zatrzymano przez koagulacje naturalng.
Eksperyment zakonczono w dniu 38. Pobrano $ledziony myszy wszystkich grup oraz

krew celem otrzymania surowicy.
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Dzien 0

o ) Dzien 28 Dzien 38
Immunizacja wszystkich grup

Dawka przypominajaca Zakoriczenie eksperymentu

! ! !

¢ Pobor probki krwi

Rysunek 5 Schemat szczepienia myszy. Myszy zostaly zaszczepione dwukrotnie, w dniu

0 oraz po czterech tygodniach. Prébki krwi pobierano w dniu 0, po 14 dniach 1 po

zakonczeniu eksperymentu w dniu 38.

Stosunek wagi Sledziony do wagi myszy

Pobrano $ledziony od myszy wszystkich grup celem obliczenia parametru masa

sledziony/masa myszy.
Oznaczenie przeciwcial

Przygotowano surowic¢ z zebranej krwi myszy. Inkubowano krew przez 30 min
w 37 °C, a nastgpnie umieszczono na noc w 4 °C. Zebrano otrzymang surowic¢
1 zwirowano przy 5 000 x g, przez 30 min. Surowic¢ pozbawiong czerwonych krwinek,
podzielono na mniejsze porcje i zamrozono w -20 °C.

W zebranej surowicy oznaczono zawartos¢ catkowitych przeciwciat IgG oraz IgA
z uzyciem komercyjnych zestawow firmy Bethyl Laboratories (Montgomery, USA).
Oznaczono rowniez zawarto$§¢ przeciwcial specyficznych IgG 1 IgA wzgledem
koniugatéw zawartych w protoszczepionce. Optaszczono ptytke 96-dotkowa K1, K2, K3
lub KLH w stezeniu 4 pg/ml w 0,05 M buforze weglanowym o pH 8§,3. Plytke
inkubowano przez noc w 4 °C. Nastepnego dnia ptytke plukano trzykrotnie PBS-T,
a nastgpnie blokowano roztworem 1% BSA w PBS-T przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Plytke trzykrotnie przeptukano i dodano roztwory surowic w PBS-T
odpowiednich grup. Inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Plytke
trzykrotnie przeplukano PBS-T. Na dolki ptytki natozono roztwoér PBS-T przeciwciat
anty-mysich IgG lub IgA skoniugowanych z alkaliczng fosfatazag (w rozciefnczeniu

1:10000) 1 inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Reakcje barwnag
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wywotano poprzez dodanie substratu w postaci AP Yellow i inkubowano przez 30 min.

Odczytano absorbancje przy 450 nm z uzyciem czytnika ptytek SpectraMax.

Analiza statystyczna

Dane otrzymane w trakcie eksperymentow byty analizowane z uzyciem oprogramowania
GraphPad Prism 8.0. Uzyto nastepujacych testow statystycznych 1-way, 2-way ANOVA,
test t.

7. Wyniki

7.1. Badania nad nowymi epitopami CD
Badania dotyczace identyfikacji nowych epitopow Clostridioides difficile miaty
na celu okreslenie nieopisanych jak dotad potencjalnych antygendéw szczepionkowych.
Badania prowadzono z uzyciem szczepow klinicznych oraz surowic krwi trzech grup:

pacjenci z CDI, zdrowi ochotnicy i1 surowica otrzymana ze sznura pegpowinowego.

7.1.1. Identyfikacja bialka Cwp22 jako bialka immunoreaktywnego

Szczepy kliniczne (CD20 1 CD27) zostaly otrzymane w ramach wspoltpracy z prof.
dr hab. Gayane Martirosian ze Slaskiego Uniwersytetu Medycznego. Izolacja biatek
powierzchniowych z uzyciem 1 M LiCl przeprowadzona na 0,1 g masy bakteryjne;j
pozwolila na uzyskanie okolo 150 pg mieszaniny biatek powierzchniowych. Bialka
powierzchniowe wyizolowano rowniez ze szczepu kontrolnego R20291 zakupionego
w niemieckiej bazie DSMZ (www.dsmz.de). Izolaty bialek powierzchniowych
wszystkich trzech szczepéw CD rozdzielono z uzyciem elektroforezy w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE). Zastosowano zel poliakrylamidowy o niestandardowe;j
dhugosci 12 cm celem zwigkszenia stopnia rozdzielenia bialek. Wszystkie probki biatek
powierzchniowych zostaly naniesione na zel w trzech powtorzeniach. Po rozdziale
elektroforetycznym zel zostal podzielony na trzy czgsci z czego jedna zostata
wybarwiona metoda srebrowag (Rysunek 6A), a dwie pozostate poddano Western
blottingowi (Rysunek 6B). W analizie Western blot uzyto surowicy krwi obwodowe]
uzyskanej od pacjentki z CDI (nr 3, Tabela 4) lub surowice¢ krwi pgpowinowej (nr 7,
Tabela 5).
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Profil elektroforetyczny otrzymany dla wyizolowanych biatek powierzchniowych
CD jest spdjny z danymi dotychczas opublikowanymi (Rysunek 6A) [207]. Na
wysokosci rownej masie czgsteczkowej 32,5 kDa znajduja si¢ biatka warstwy S o niskiej
masie czasteczkowej (LMW), a na wysokosci rownej masie czgsteczkowej 47,5 kDa
biatka warstwy S o wysokiej masie czasteczkowej (HMW). Profil wyizolowanych biatek
powierzchniowych jest wzbogacony w prazki w przypadku szczepdéw klinicznych,
zarowno w zakresie biatek o niskich jak 1 wysokich masach czgsteczkowych. Badanie
immunoreaktywnosci wyizolowanych bialek za pomocg Western blot wykazato
zrdznicowanie pomie¢dzy oboma badanymi szczepami klinicznymi (CD20 i CD27).
Wyizolowano znacznie wigcej biatek immunoreaktywnych ze szczepu CD27. Co
ciekawe, wiecej immunoreaktywnych biatek zostato wykrytych z uzyciem surowicy krwi
pepowinowej niz w przypadku surowicy pacjenta z ostrym przebiegiem choroby.
W przypadku probki biatek wyizolowanych ze szczepu kontrolnego, jedynie kilka biatek
wykazywato immunoreaktywno$¢ z badanymi surowicami.

Po poréwnaniu wynikow otrzymanych dla obu surowic zdecydowano o wycigciu
prazkéow z zelu, dla ktorych potwierdzono immunoreaktywno$¢ z obiema badanymi
surowicami. Wycigto z zelu 6 prazkow (zaznaczone na Rysunku 6A). Prazki zostaty
przestane do Srodowiskowego Laboratorium Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii
1 Biofizyki Polskiej Akademii Nauk celem identyfikacji. Wyniki identyfikacji
przedstawia Tabela 10.
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surowica krwi

A B CDI pepowinowe;j
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Rysunek 6 Analiza immunoreaktywnosci biatek CD. Rys. 6A przedstawia wynik
rozdzialu elektroforetycznego bialek powierzchniowych CD izolowanych metoda
zuzyciem 1 M LiCl (stan zelu po wycigciu biatek do identyfikacji); zel barwiono
metoda srebrowa; czerwone ramki zawieraja prazki wyciete do identyfikacji.
Oznaczenie $ciezek: M — marker mas czasteczkowych biatka, 1 — szczep kontrolny
R20291, 2 — szczep kliniczny CD20, 3 — szczep kliniczny CD27. Rys. 6B przedstawia
wynik Western blot przeprowadzonego z dwoma surowicami (pacjent z CDI 1 surowica
krwi pepowinowej). Oznaczenie $ciezek: M — marker mas czgsteczkowych biatka, 1 —
szczep kontrolny R20291, 2 — szczep kliniczny CD20, 3 — szczep kliniczny CD27. Brak
Sciezki ze szczepem kontrolnym w przypadku membrany inkubowanej z surowica krwi

pepowinowe;j.
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Uzyskane wyniki identyfikacji byty dobrej jakosci, o czym $wiadczy wysoki
stopien pokrycia sekwencji iidentyfikacja peptydow unikalnych dla danego biatka
(Tabela 10). Masy czasteczkowe otrzymane dla zidentyfikowanych biatek odpowiadaja
ich umiejscowieniu na zelu poliakrylamidowym (Rysunek 6A). Przyjeto, ze
identyfikacje mozna uzna¢ za wiarygodna, gdy wsrdd zidentyfikowanych peptydow sa,
co najmniej, dwa peptydy unikalne dla danego biatka [256]. Co najmniej dwa unikalne
peptydy uzyskano dla syntazy glutaminowej NADPH-zaleznej 1 oksydoreduktazy
NAD(P)/FAD-zaleznej zidentyfikowanych w prazku nr 1; transferazy CoA
zidentyfikowanej jako jedno z biatek w prazku 2; peptydazy M24 i biatka Cwp2
zidentyfikowanych jako jedno z biatek w prazku nr 3; biatka Cwp22 zidentyfikowanego
w prazku nr 4; aminotransferazy alanino-glioksylanowej i racemazy prolinowe;j
zidentyfikowanych w prazku nr 5; dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
zidentyfikowanej w prazku nr 6. Z dalszych analiz wylaczono biatka, dla ktorych nie
zidentyfikowanego zadnego unikalnego peptydu, czyli acetylotransferaze acetylo-CoA
(zidentyfikowana jako jedno z dwoch biatek w prazku nr 2) i kinazg pirogronianowa
(zidentyfikowana jako jedno z trzech biatek w prazku nr 3).

Zidentyfikowane immunoreaktywne biatka, sposrod wszystkich wyizolowanych
biatek powierzchniowych CD, to gltownie biatka bioragce udzial w szlakach
metabolicznych. Do izolacji immunoreaktywnych bialek uzyto metody przeznaczonej do
izolacji biatek powierzchniowych, co jednak nie wyklucza obecno$ci w preparacie biatek
o innej lokalizacji. Niektore z biatek zebranych w Tabeli 10 zostaty opisane u innych
szczepow bakteryjnych jako tzw. ,,moonlighting proteins” czyli biatka o dodatkowe;j

funkcji, ktéra moze by¢ petniona w innej lokalizacji niz ta typowa dla tego biatka [257].
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Tabela 10 Wynik identyfikacji immunoreaktywnych biatek CD.

Identyfikator Pokrycie . . .
rN_r Ka bialka (baza Nazwa biatka PQS?]I sekwencji Zlden;yftl kgwane Ugll:a:jne
praz NCBI) aminokwasowej peptydy peptydy
syntaza
WP_009893107 glutaminowa 50,28 65% 75 7
NADPH-zalezna
1
oksydoreduktaza
WP_009891315 NAD(P)/FAD- 51,31 67% 66 3
zalezna
WP_00988886g | AceWlotransferaza |, 4, 86% 171 0
2 acetylo-CoA
WP_003427766 transferaza CoA 44,5 87% 160 28
kinaza
WP_003436250 pirogronianowa 63,47 58% 81 0
8 WP_009893549 peptydaza M24 68,5 2% 107 13
WP_009891054 Cwp2 66,43 62% 47 15
4 WP_009890957 Cwp22 71,03 60% 57 15
aminotransferaza
WP_009890731 alanino- 42,74 75% 92 56
5 glioksylanowa
WP_003422090 racemaza 36,43 66% 82 82
prolinowa
dehydrogenaza
6 WP_003421962 aldehydu 3- 36,24 7% 183 16
fosfoglicerynowego

Przeprowadzono bioinformatyczng analize¢ mozliwo$ci uzycia nowo
zidentyfikowanych immunoreaktywnych biatek jako antygendow w potencjalnych
szczepionkach. Pod uwage wzigto dane literaturowe oraz informacje z dost¢pnych baz
danych. W programie Clustal Omega poréwnano sekwencje zidentyfikowanych biatek
z sekwencjami tych samych bialek lub biatek homologicznych, istotnych klinicznie
szczepoOw CD, innych patogendéw, bakterii tworzacych naturalng mikroflore jelitowa
cztowieka oraz bialek wlasnych czlowieka (dane nie zawarte w tej pracy). Analize
przeprowadzono celem uniknigcia reaktywnosci krzyzowej biatek CD z biatkami
o wysokiej homologii produkowanych przez szczepy wilasnej mikroflory. W wyniku
powyzszej analizy, odrzucono biatka zidentyfikowane w prazkach nr 1, 2 1 5 ze wzgledu
na zbyt duze rozpowszechnienie sekwencji aminokwasowej. Z biatek zidentyfikowanych
w prazku nr 3 wybrano do dalszych analiz biatko, dla ktérego zidentyfikowano wigksza
liczbe unikalnych peptydow, to jest peptydaze M24. Poszukiwanie epitopow peptydazy
M24 byto przedmiotem pracy magisterskiej pani Katarzyny Pacygi, a wyniki otrzymane

w trakcie realizacji tej pracy magisterskiej sg w trakcie publikacji. Jeden z uzyskanych
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przez panig Katarzyne Pacyge epitopow peptydazy M24 zostat wykorzystany w niniejszej
pracy w badanich in vivo. Analiza bioinformatyczna, w tym okreslenie epitopéw biatka
zidentyfikowanego w prazku nr 4 jako Cwp22 1 mozliwo$¢ jego uzycia
W protoszczepionce, jest przedmiotem niniejszej rozprawy. Interesujace dane otrzymane
dla dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego z prazka nr 6 zostaly przez nas

opublikowane w osobnej pracy [258].

7.1.2. Analiza bioinformatyczna bialka Cwp22

Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej biatka Cwp22 obejmowata
okreslenie zmiennos$ci sekwencji aminokwasowej biatka pomiedzy szczepami CD
(program BLAST) oraz innymi szczepami bakteryjnymi zaréwno patogennymi jak
1 zasiedlajagcymi zdrowy uktad pokarmowy (Clustal Omega). Ustalono prawdopodobna
strukture  drugorzedowa biatka (uzywajac programu Predict Protein) oraz
zidentyfikowano domeny konserwatywne (uzywajac programu BLAST).

Z dostgpnych danych literaturowych wynika, ze gen cwp22 jest obecny u wielu
szczepow CD 1 jest on silnie konserwatywny [259]. Przeprowadzono analiz¢ zmienno$ci
sekwencji aminokwasowej biatka Cwp22 wsrod rdéznych szczepow CD (Tabela 11).
Analiza ta miata na celu okreslenie, czy biatko jest konserwatywne wsrod szczepow
Clostridioides 1 czy moze by¢ dobrym kandydatem szczepionkowym. Analiza z uzyciem
wszystkich 92 sekwencji biatka Cwp22 obecnych w bazie NCBI wykazata, ze sekwencja
aminokwasowa biatka Cwp22 (WP_009890957) jest bardzo konserwatywna wsrod
roznych szczepow Clostridioides. Na liscie szczepéw znajdujg si¢ zarOwno szczepy
kliniczne jak i referencyjne, o réznym profilu produkowanych toksyn, izolowane od
dorostych 1 dzieci. Dla wszystkich zbadanych sekwencji podobiefistwo sekwencji
aminokwasowej do sekwencji WP_009890957 wynosilo co najmniej 91%, co oznacza
duza konserwatywno$¢ sekwencji aminokwasowej biatka wéréd badanych szczepow.
W Tabeli 11 znajduja si¢ wytacznie wyniki, dla ktérych mozliwe byto ustalenie
doktadnego szczepu CD. Niestety, nie dla kazdego szczepu mozliwe bylo ustalenie
profilu produkowanych toksyn, rybotypu czy tez zrodta izolacji (brak takich danych
w bazie NCBI).
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Tabela 11 Wynik analizy zmiennosci sekwencji biatka Cwp22 pomiedzy szczepami CD,

uzyskany w oparciu o dane z serwera BLAST oraz NCBI

C i SmEC Inormacje WP 000G anminoonin
CBA64897.1  CD196 wyizolowany od osoby dorostej, rybotyp 027, A'B*CDT*  100% 99,84%
PBF93815.1  7468-NonSp/ST97  wyizolowany od dziecka, A'B*CDT* 100% 99,69%
EQG56151.1  DA00145 toksynotworczy 100% 99,69%
EQH98359.1  F314 toksynotworczy, izolowany z ostrego przypadku CDI 100% 99,69%
OFU21376.1  HMSC19C09 100% 99,69%
OFU05949.1  HMSC19D07 100% 99,53%
EHJ35368.1 70-100-2010 100% 99,38%
PBG98735.1  7481-NonSp/ST59 100% 99,22%
EQF50178.1  CD174 nie produkuje toksyn, nosiciel bezobjawowy 100% 99,07%
EQE30253.1  CD34 nie produkuje toksyn, nosiciel bezobjawowy 100% 99,22%
AFV69537.1  C192 rybotyp 012, hiperwirulentny, wielolekooporny 100% 99,22%
EQJ05755.1  P7 szczep referencyjny, toksynotworczy 100% 99.07%
PBE99335.1  5573-CF/ST37 AB*CDT 100% 98,76%
EQE84199.1  CD69 toksynotworezy, izolowany z ostrego przypadku CDI 100% 98,91%
0JT75205.1 NT422 rybotyp 231 98% 99,37%
EFH06251.1  NAPO8 hiperwirulentny 100% 96,89%
PBI120744 6615-NonSp/ST11  izolowany od dziecka, hiperwirulentny 100% 96,74%
KP150551 RA09-70 A'B” 100% 93,17%
PBE36357.1  5537-D/ST9 izolowany od dziecka, A*B* 100% 91,93%
ERM37167 P64 nosiciel bezobjawowy, szczep toksynotworczy 79% 99,41%
EQE47488 CD42 toksynotworczy, izolowany z ostrego przypadku CDI 73% 99,3%
EQK74493 CD113 nawr6t choroby, toksynotworczy 72% 99,51%

Przeprowadzono poréwnanie sekwncji aminokwasowej biatka Cwp22 z biatkami
homologicznymi innych gatunkow bakterii, w tym bakterii sktadajacych si¢ na
mikroflore jelitowa cztowieka. Ma to na celu ustalenie ewentualnej reaktywnosci
krzyzowej miedzy szczepami bakteryjnymi. W przypadku krzyzowej reaktywnosci
bakterii mikroflory jelitowej z biatkiem Cwp22 dyskwalifikowataby to bialko z uzycia
biatka Cwp22 do homologow

Analiza podobienstwa

jego

przeprowadzona w programie BLAST wykazala podobiefistwo na poziomie okoto 50%

W szczepionce.

identycznych aminokwasow (Tabela 12), gtéwnie w N-koncowej czgsci biatka (dane nie
zamieszczone w tej pracy). Biatka homologiczne do biatka Cwp22 to gléwnie L,D-
transpeptydazy bakterii blisko spokrewnionych z bakteriami rodzaju Clostridioides, co

nie wyklucza uzycia biatka Cwp22 w szczepionce.
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Tabela 12 Wynik analizy biatek homologicznych dla biatka Cwp22 w oparciu o dane

uzyskane 7 serwera BLAST i NCBI.

Identyfikator Nazwa bialka Nazwa bakterii Pokrycie %
bialka sekwencji identycznych
WP_009890957.1 aminokwasow
WP 0927264341 -D- Romboutsia 53% 56,07%
transpeptydaza lituseburensis
WP 0072874421 -D- Clostridium 53% 51,50%
transpeptydaza bartletti
WP 084157842.1  biatko Bacillus 58% 47,59%
hipotetyczne manliponensis
WP _082007829.1  Diatko Terrisporobacter 54% 52,1%
hipotetyczne othiniensis
WP _052404759.1 —D- Bacillus 55% 48,66%
transpeptydaza rubiinfantis
WP 066389794.1 —D- Bacillus 52% 41,9%
transpeptydaza mesonae
KLR55379.1 biatko Clostridium 53% 45,98%
powierzchniowe  sordelli

Na podstawie sekwencji aminokwasowej okreslono strukture II-rzedowa oraz
zbadano obecno$¢ domen konserwatywnych w biatku Cwp22 z uzyciem serwera BLAST
(Rysunek 7). Identyfikacja konserwatywnych domen biatka pozwala na oznaczenie
miejsc funkcyjnych w biatku, ktorych ewentualne zablokowanie mogloby przyczyniac
si¢ do zwalczenia bakterii. Analiza konserwatywnych domen biatka Cwp22 wykazala
obecno$¢ domeny o aktywnos$ci L,D-transpeptydazy (YkuD, nalezaca do superrodziny
ErfK) w N-koncowej czesci biatka. Domena ta moze bra¢ udzial w budowie
1 przebudowie peptydoglikanu bakterii [191] (Rysunek 7A). L,D-transpeptydazy peinig
podobng rolg do D,D-transpeptydaz, czyli uczestnicza w sieciowaniu peptydoglikanu.
W przypadku L,D-transpeptydaz otrzymuje si¢ jednak sieciowanie o odmiennej
stereochemii, ktore moze nadawac bakterii oporno$¢ na antybiotyki betalaktamowe
[260]. W C-koncowej czesci biatka znajduja si¢ 3 domeny wigzace $ciane komorkowa
(CW_binding 2). Sekwencje biatka poprzedza sekwencja sygnatowa, ktéra kieruje
transportem biatka na zewnatrz komorki.

Stworzenie dobrej jakosci modelu przestrzennego biatka nie bylo mozliwe ze
wzgledu na brak skrystalizowanych biatek homologicznych, na ktérych mozna by oprze¢

taki model. W dalszych analizach opierano si¢ 0 model matematyczny (Rysunek 7B)
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1 narzedzie bioinformatyczne PredictProtein. Analiza wykazata obecno$¢ licznych a-helis
w C-koncowej czesci biatka, ktéra stanowi region kotwiczacy do blony bakteryjnej.

Cze¢s¢ funkcyjna biatka to gtdéwnie B-kartki oraz petle.

A
1 100 200 300 400 500 600 X
I| | | | | | | sekwencja
aminokwasowa
ErfK C0G5263 domeny
YkuD
B
B 76 14 152 90 3/ %8 W M2 W0 418 46 4d 52§06 sekwencja
1 ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ' ! 644 aminokwasowa
0N (i E O0OM DEDEOIENEIEDENmDED Il EIEIEEE IEOEIED I:I} struktura
BN 000 @l B0 (IEEIECEOEENENCNEEENIEOEEE] RIEID IDIEIEI@E i@l B0 J [lrzgdowa
I e u e IERIEInnENEEn D I TR Imer Do et aane J‘ekspozycja
B p-kartka B c-helisa
[ sekwencje eksponowane sekwencje ukryte

Rysunek 7 Analiza domen i struktury IlI-rzedowej biatka Cwp22. Rys. 7A pokazuje
wynik analizy domen konserwatywnych bialka Cwp22 przeprowadzonej z uzyciem
programu BLAST. Rys. 7B obrazuje prawdopodobna strukture II-rzgdowa biatka Cwp22,

analiza przeprowadzona z uzyciem serwera PredictProtein.

Wszystkie informacje uzyskane powyzej, czyli okreslenie miejsc funkcyjnych,
wolnych petli 1 struktury II-rzedowej biatka Cwp22 postuzyly w kolejnym punkcie do
zaprojektowania peptydow mogacych zawiera¢ epitopy rozpoznawane przez

przeciwciala zawarte w krwi pacjentow.

7.1.3. Przewidywanie epitopéw bialka Cwp22

Wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne wytypowano sekwencje peptydowe,
ktére moga by¢ rozpoznawane przez limficyty T i1 B. Uzyto dwoch programow do
przewidywania epitopoéw dla limfocytow B (BCPred oraz BEPIPred) i1 jeden program do
przewidywania epitopow limfocytow T, TepiTool (Tabela 13). Wyniki analizy
potencjalnych epitopow dla limfocytéw B otrzymane z uzyciem dwoch réznych
programow s3 komplementarne. Epitopy dla limfocytow T zaproponowane przez
program TepiTool sa zupelnie inne od tych przewidzianych dla limfocytow B. Bazujac

na zaproponowanych przez programy sekwencjach epitopéw, modelowanej
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bioinformatycznie strukturze II-rzedowej, obecnosci wolnych petli oraz obecnosci domen

funkcjonalnych zaplanowano synteze 16-aminokwasowych peptydow (Rysunek 8).

Tabela 13 Wynik przewidywania epitopow dla limfocytow B i T. Tab. 13A zawiera
sekwencje wytypowane przez program BEPIPred (serwer IEDB) jako potencjalnie
zawierajace epitopy dla limfocytow B. Tab. 13B zawiera sekwencje wytypowane przez
program BCPred jako potencjalnie zawierajace epitopy dla limfocytow B. Tab. 13C
zawiera sekwencje wytypowane przez program TepiTool (serwer IEDB) jako

potencjalnie zawierajace epitopy dla limfocytéw T.

A start sekwencja B start sekwencja

23 VPESSAA 109  YGDTYGIHGNNNESSI
85 GNIPGGSPRNPLGDRW
427  SSKLEQEIKTTFNTET
377  ADGITATPLASSYDST

58 ATGKKGSETPTGKTK
79 NRPYYKGNIPGGSPRNPLGD

108  TYGDTYGIHGNNNESSIG 328 TENEDGTINPTWDTII

176 TGWKTENGKKYYVKSDGTYQK 500 KDGITEESYKWLTERK
228  YLGTDGARV 395 LTNTANLPTETVEEMK
253  GVMQTGWQEKNGKKYYL 16 VLVFACGVPESSAASK

351  AKKISSVGNWNADSSD
299  WOQQIDGKSYYLDKDGK

273 GLSVT
279  WQEIDG
299  WQQIDG

307  YYLD C HLAl

314 KMLT start  sekwencja
320 QKIDGKDYTFNEDGTINPT 624 YQIGGGVSY
357  VGNWNADSS 70 KTKVVNKIK
375  AIADGITATPLASSY 76 KIKNRPYYK
399  ANLPTETV 404 ETVEEMKLL
424 NAIS 436 TTFNTETKR
435  KTTFNTETKRIAGQDRYQT HLA I

460 ELGNREEI

start sekwencja

474 SGNGEADALS 627 GGGVSYIVMDKLMDI
486 SKAGEEK 156 DYSNDSYVKIAAKYK
502 GITEE 161 SYVKIAAKYKINLNQ
525 PSAIN 594 KLHSPIVLMDNSGLS
539 ITTEDISGNRIYGDSRVDT 151 SDVIIDYSNDSYVKI

619 KVETPYQIGG
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I MKKSLKKYLVLALT HVIIVNSRKNTLGYFVNNKLVKEFRV TGKKGSETP
68 TGKTKV VNKIKG NIPGGSPRNPLGD MGLALKGHISGGCI

—

134 RMH.\IKDVRWLF_[')QVPVIGSI)\s‘lII)\"SN])S\-\-'K|\AK\’ KINI x(NS
199 WLKVNGKMYYFDASGVMQTGWKAINNKKSGWIKVIDGKTYYFNSDGVMiQ:TGWQE

.
262 KNGKKYYL SD NKYIYFDKTGIMQTGEGSQKIDGK
<2

326 D Y l«Nl:D(JTINPTWDTIl ;ANRPDTTV[L\rN(JN ADGITATPLASSYD
II
394 L @m& LAPKTVIL](;(;E DATRIAE[ELG

463 NREEﬂKTAYMV PIILVNLENAYFIG
530 DSVIAKMNAKV[EKFYGDTDLQAVLVSKSDAL\/DALSAGPLAV}\L
597 SPIVLMDNSGI SLEQQRVFAN(i\'SYI\-’MDKI MDILAK

Rysunek 8 Strategia wyboru 16-aminokwasowych sekwencji uiytych do mapowania

ﬂ
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epitopow biatka Cwp22. Czarne elipsy oznaczaja sekwencje wyznaczone przez program
BEPIPred. Czerwone elipsy oznaczaja sekwencje wyznaczone przez program BCPred.
Niebieskie litery to sekwencje wyznaczone przez program TepiTool do typowania
epitopow dla limfocytow T. Zielonymi znacznikami oznaczono 16-aminokwasowe

sekwencje wybrane do syntezy.

Podsumowujac, bazujac na epitopach wytypowanych bioinformatycznie oraz na
otrzymanym modelu biatka Cwp22 otrzymano dwadziescia peptydow, ktorych

immunoreaktywnos$¢ zostata zbadana w dalszych krokach.

7.1.4. Mapowanie epitopow

Zbadano immunoreaktywno$¢ peptydow, ktore wytypowano w punkcie 7.1.3
(Rysunek 9A). Zsyntezowano 16-aminokwasowe peptydy stosujac technike chemicznej
syntezy peptydow na polietylenowych bolcach (PEPSCAN). Nast¢pnie, przeprowadzono
test immunoreaktywnosci ELISA z uzyciem potaczonych surowic trzech grup, czyli
surowicy pacjentow z CDI, zdrowych ochotnikéw i1 surowicy krwi pepowinowe;.
W przypadku kazdej z grup stosowano to samo rozcienczenie przeciwcial, to jest 1:100.
Rozcienczenie to zostalo dobrane na podstawie przeprowadzonych badan wstepnych.

Nastepnie, dodawano przeciwciata anty-ludzkie IgG skoniugowane z alkaliczng
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fosfataza, ktorej poziom aktywnos$ci zostal zmierzony kolorymetrycznie. Poziom
immunoreaktywnosci przeciwciat badanych grup jest wyrazony poziomem absorbancji
otrzymanego roztworu (absorbancja przy 405 nm).

Profil immunoreaktywno$ci  przeciwcial  specyficznych  wzgledem
zsyntezowanych peptydéw jest podobny dla wszystkich trzech grup (Rysunek 9B).
Wykazano znaczne rdznice w poziomach specyficznych wzgledem peptydoéw przeciwciat
we wszystkich badanych grupach. Najwyzszy poziom specyficznych przeciwciat
0znaczono w grupie surowic pacjentdow w trakcie ostrego zakazenia CDI. Interesujace,
ze na drugim miejscu pod katem poziomu specyficznych przeciwcial znajduje si¢ grupa
surowic krwi pepowinowej. Na trzecim, grupa kontrolna czyli grupa surowic pobranych
od os6b bez widocznych oznak zakazenia CD, co jednak nie wyklucza nosicielstwa
bakterii.

Na podstawie wynikéw analizy immunoreaktywno$ci uzyskanych peptydow
z surowicami pacjentow z CDI wyznaczono sekwencje do dalszego mapowania.
Wyliczono warto$¢ poziomu tta (absorbancja 405 nm = 1,05; czerwona linia na Rysunku
9B). Na poczatku odrzucono peptydy 1, 5, 6, 7, 13, 18 jako te o immunoreaktywnosci
nizszej od poziomu tla. Nastgpnie, w oparciu o poréwnanie warto$ci absorbancji
uzyskanych dla pozostatych peptydow z wartoscig wyliczong jako poziom tla
(absorbancja 405 nm = 1,05), dokonano identyfikacji peptydow o najwyzszej
immunoreaktywnosci tj. nr 2, 3, 4, 11 i 14 (ANOVA, p<0,05). Te same peptydy
wykazywaly rowniez najwyzsza immunoreaktywno$¢ w przypadku grupy surowic krwi
pepowinowej. Peptydy 2, 3,4, 11 14 zostaty poddane dalszej analizie celem identyfikacji

epitopow.
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A B

[1:;)332 Sekwencja peptydu
1 VLVFACGVPESSAASK
2 SRKNTLGYFVNNKLVK B pacjenci z CDI
3 ATGKKGSETPTGKTKY 51 E2 surowica krwi pgpowinowe;
s VNKIKNRPYYKGNIPG - *x O zdrowi ochotnicy
5 YKGNIPGGSPRNPLGD 4- * ) *
6  RWMGLALKGTYGDTYG
7 YGIHGNNNESSIGKHI E
8 GGCIRMHNKDVRWLFD § 3-
9 GSDVIDYSNDSYVKI ]
10 TGWKTENGKKYYVKSD 2 ]
11 GTYQKNSWLKVNGKMY 3; 5 ] ;
12 NKKYYLGTDGARVSGW Z ‘W N ! :
13 KVIDGKTYYFNSDGVM ®
14 QTGWQEKNGKKYYLGS 14-- N I - - k- .
15 DGLSVIGWQEIDGNKY
16 YFDKTGIMQTGWQQID I | | | | | | | | |
17 GKSYYLDKDGKMLTGS AELLEL{ M WL | |
18 DGKMLTGSQKIDGKDY 0 1 2 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20

19  TFNEDGTINPTWDTII numer peptydu

20 FDTAKKISSVGNWNAD

Rysunek 9 Mapowanie biatka Cwp22. Rys. 9A Sekwencje zsyntezowanych peptydow. Rys. 9B Immunoreaktywnos$¢ zsyntezowanych
peptydow z badanymi grupami surowic. Immunoreaktywnos$¢ zostata zbadana w tescie ELISA z uzyciem potaczonych surowic trzech grup
w rozcienczeniu 1:100. Oznaczenie zostalo wykonane co najmniej 4 razy. Czerwona linia oznacza poziom tla. Na wykresie podano $rednig

z obliczonym odchyleniem standardowym. Dane analizowane ANOVA (p<0,05).
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Ze wzgledu na bliskie sasiedztwo sekwencji 2, 3 1 4 w biatku, postanowiono
zmapowa¢ doktadnie ten wysoce reaktywny region biatka Cwp22 (Rysunek 10).
Sekwencja obejmujaca peptydy : 3 i 4
(8 EFRVATGKKGSETPTGKTKVVNKIKNRPYYKGNIP
G%) zawiera sic w domenie YkuD biatka Cwp22, ktora jest odpowiedzialna za
funkcjonalno$¢ tego biatka. W celu dokladnego zmapowania tego regionu
zaprojektowano szereg peptydow o zachodzacych na siebie sekwencjach z przesunigciem
o dwa aminokwasy. Wszystkie peptydy zostaly zsyntezowane i nadano im kolejne
numery z literag A celem tatwiejszej identyfikacji. Do okreslenie poziomu reaktywnosci
uzyskanych peptydow wykorzystano surowice dwoch grup o najwyzszej aktywnosci,
czyli grupy pacjentéow z CDI oraz grupy surowic krwi pepowinowej. W przypadku tej
analizy ELISA, zastosowanie testu statystycznego nie byto mozliwe ze wzglgdu na to, ze
mapowano wysoce immunoreaktywne sekwencje i okreslenie poziomu tta nie ma w tym
przypadku zastosowania. Wynik mapowania wysoce reaktywnego regionu peptydow -,
3, 4 pozwolil na wybor dwoch peptyddéw o najwyzszej immunoreaktywnosci, czyli A6
i A8, ktorych sekwencje nachodza na siebie. Do szczegdtowej analizy wybrano jeden
dhugi peptyd, w ktérym zawierajg si¢ sekwencje A6 1 A8, ktorego sekwencja
aminokwasowa to EFRVATGKKGSETP.

Do szczegblowego mapowania wytypowano rdéwniez peptydy nr 11
(GTYQKNSWLKVNGKMY) i 14 (QTGWQEKNGKKYYLGS) ze wzgledu na ich
najwyzszg immunoreaktywnos$¢ z surowicami pacjentow z CDI jak i z surowicami krwi

pepowinowe;j.
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A Numer . B
peptydu Sekwencja peptydu

Al

A2 EF 41
Il pacjenct z CDI

A3 EFRV . . . .
ER surowica krwi pgpowinowej

Ad EFRVAT

A5 EFRVATGK

A6 EFRVATGKKG 3

A7 EFRVATGKKGSE

A8 EFRVATGKKGSETP

A9 EFRVATGKKGSETPTG
Al0 RVATGKKGSETPTGKT
All ATGKKGSETPTGKTKV
Al2 GKKGSETPTGKTKVVN 1-
Al3 KGSETPTGKTKVVNKI

absorbancja 405 nm
(0]

Al4 SETPTGKTKVVNKIKN

Al5 TPTGKTKVVNKIKNRP

0_ - ¥ ~ ’ k
Al6 TGKTKVVNKIKNRPYY
PR RE SR ISP

Al7 KTKVVNKIKNRPYYKG
Al8 KVVNKIKNRPYYKGNI
Al9 VNKIKNRPYYKGNIPG

numer peptydu

Rysunek 10 Wynik mapowania regionu sekwncji 2, 3, 4 biatka Cwp22. Rys. 10A Sekwencje zsyntezowanych peptydow wysoce reaktywnego
regionu biatka Cwp22. Rys. 10B Wynik badania immunoreaktywnos$ci zsyntezowanych peptydow wysoce reaktywnego regionu biatka Cwp22
z surowicami badanych grup. Immunoreaktywnos$¢ zsyntezowanych peptydow zostata zbadana w tescie ELISA z uzyciem potgczonych surowic
dwoch grup w rozcienczeniu 1:100. Oznaczenie zostalo powtdrzone co najmniej 4 razy. Na wykresie podano $rednig z obliczonym odchyleniem
standardowym.
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W  kolejnym  kroku okreSlono doktadne epitopy w  peptydach
NNKLVKEFRVATGKKGSETP  (A6-A8), GTYQKNSWLKVNGKMY  (11)
I QTGWQEKNGKKYYLGS (14) (Rysunek 11). Zsyntezowano szereg peptydow
opartych o powyzsze sekwencje, ale skroconych od N- i C-konca po jednym
aminokwasie, az do uzyskania krotkich 5-aminokwasowych sekwencji. W tej analizie
uzyto surowic dwoéch grup: grupy pacjentow z CDI oraz grupy surowic krwi
pepowinowej. Porownano sekwencje najkrotszych peptydow, ktore wykazuja silng
immunoreaktywno$¢ i natozono je na siebie celem wyznaczenia epitopu.

W wyniku analizy, zidentyfikowano najkrotsze peptydy immunoreaktywne dla
wszystkich trzech badanych sekwencji: A6-A8, 11 i 14 (Rysunek 11). Epitop
zidentyfikowany dla sekwnecji A6-A8 (NNKLVKEFRVATGKKGSETP) to
S2\VKEFRVATGKK?®2, Sekwencja tego epitopu zostata otrzymana poprzez nalozenie na
siebie najkrotszych immunoreaktywnych sekwencji i wyodrebnienie czesci wspolnej. Co
ciekawe, w przypadku tego epitopu Stwierdzono wyzsza reaktywnos¢ w przypadku
uzycia surowicy krwi pepowinowej. Moze to wskazywac na silne wlasciwosci ochronne
tego epitopu. Warto rowniez podkresli¢, ze sekwencja ATGKK zostata zidentyfikowana
jako prawdopodobny epitop in silico przez program BEPIPred (Tabela 13) i jest ona
zlokalizowana w eksponowanej petli (Rysunek 7).

Dla sekwencji nr 11 (GTYQKNSWLKVNGKMY) zidentyfikowano epitop
2IKVNGKM?%, Nalozono na siebie dwie najkrotsze sekwencje o najwyzszej
immunoreaktywnosci, cze$é¢ wspdlng tworzy epitop 2?KVNGKM?®, Ta sekwencja nie
zostala zaproponowana jako potencjalny epitop przez zaden z uzytych programow.
Epitop ten jest zlokalizowany w konserwatywnej domenie COG5263 wiazacej choling,
prawdopodobnie jednak w rejonie stabo eksponowanym (Rysunek 7) [261].

Dla sekwencji nr 14 (QTGWQEKNGKKYYLGS) zidentyfikowano epitop
2BBWQEKNGKKYY?"" | ktéry zostat w catosci zidentyfikowany w analizie in silico
(Tabela 13). Epitop ten czesciowo jest zlokalizowany w wolnej petli biatka Cwp22
(Rysunek 7).
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Podsumowujac, zidentyfikowano trzy nowe epitopy biatka Cwp22 bakterii CD.
Sa to *2VKEFRVATGKK?®?, lKVNGKM¥® j 28WQEKNGKKYY?". Przy czym,
2IKVNGKM?%® zostat w catosci zidentyfikowany dzieki procedurze mapowania
epitopow z uzyciem chemicznej syntezy peptydoéw. Pozostale dwa epitopy lub ich

fragmenty, zostaly wskazane jako prawdopodobne w analizie in silico.

7.1.5. Charakterystyka zidentyfikowanych epitopow bialka Cwp22

Uzyskane epitopy scharakteryzowano, z uzyciem narzedzi bioinformatycznych,
pod katem wlasciwosci fizykochemicznych, takich jak masa molekularna,
rozpuszczalno$¢ w wodzie, pl, tadunek w fizjologicznym pH oraz struktura II-rzgdowa

(Tabela 14). Wszystkie uzyskane peptydy sg dobrze rozpuszczalne w wodzie.

Tabela 14 Charakterystyka uzyskanych epitopow.

?VKEFRVATGKK®? WKVNGKM2% MSWQEKNGKKYY?”?
Masa molekularna 1262.5 675.84 1343,49
[¢/mol]
Rozpuszczalno$¢ w dobra dobra dobra
wodzie
pl 10,95 10,69 9.9
Ladunek w 3 2 2

fizjologicznym pH

Struktura peptydu

Przeprowadzono immunoinformatyczng analiz¢ reaktywnosci krzyzowe;j
1 autoimmunoreaktywnos$ci otrzymanych epitopéw. Celem okreslenia czy immunizacja
epitopami biatka Cwp22 moze prowadzi¢ do reaktywno$ci krzyzowej z innymi
szczepami bakteryjnymi sprawdzono rozpowszechnienie sekwencji epitopow
S2ZVKEFRVATGKK®?, 2"KVNGKM?% i 25WQEKNGKKYY?"” w bazie wszystkich
dostepnych sekwencji (BLAST).

Sekwencja “>VKEFRVATGKK®? zostata znaleziona tylko w jednym organizmie,
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poza Clostridium difficile, ktorym jest Paenibacillus rhizosphaerae. Sekwencja ta
wystepuje w biatku hipotetycznym. Paenibacillus rhizosphaerae nalezy do tej samej
gromady bakterii co CD (Firmicutes), sg wiec spokrewnione, a jest to szczep bakteryjny
wyizolowany z ryzosfery ciecierzycy pospolitej [262]. Ze wzgledu na wystepowanie tej
bakterii poza organizmem czlowieka prawdopodobienstwo wystgpienia reakcji
krzyzowych pomiedzy tymi biatkami w organizmie czlowieka wydaje si¢ by¢ znikome
1nie ogranicza mozliwosci zastosowania tego epitopu w potencjalnej szczepionce
przeciwko CD.

W przypadku sekwencji 2*"KVNGKM?% wystepuje ona w wielu organizmach,
takich jak Plasmodium malariae (antygen zwigzany z btong erytrocytow), Fusobacterium
varium (biatko zwierajace domeng autotransportera), Serratia marcescens (fimbria/pilus)
1 wiele innych. Moze to istotnie ogranicza¢ mozliwo$¢ zastosowania tego epitopu
w szczepionce przeciwko CD.

W przypadku epitopu 2WQEKNGKKYY?"7 nie odnaleziono tej sekwnecji
w zadnym z opisanych jak dotad biatek. Wedlug obecnego stanu wiedzy ta sekwencja jest
specyficzna tylko dla Clostridioides difficile.

Celem sprawdzenia, czy sekwencje epitopéw moga wykazywaé wilasciwosci
autoimmunoreaktywne sprawdzono, czy ich sekwencje aminokwasowe wystepuja
w bazie znanych epitopoéw 1 autoepitopéw (IEDB). Przeszukania nie ograniczono do
konkretnego organizmu czy typu MHC.

Przeszukanie bazy znanych epitopéw 1 autoepitopéw pod katem sekwencji
epitopu >>VKEFRVATGKK®? wykazato, Ze podobna, aczkolwiek niepetna, sekwencja
wystepuje w epitopie opisanym dla stafylokinazy (TAYKEFRVAEADPSAKI)
produkowanej przez Staphylococcus aureus. Stafylokinaza jest selektywnym
aktywatorem plazminogenu, ktdra mogtaby by¢ stosowana w leczeniu choréb uktadu
krazenia [263]. U cztowieka zidentyfikowano limfocyty T specyficzne wzgledem epitopu
stafylokinazy [264], wplyw obecnosci takich limfocytéw na dziatanie ewentualnej
szczepionki jest na tym etapie trudny do okreslenia. Przeszukanie bazy wykazalo brak
znanych epitopow i autoepitopéw dla sekwencji **"KVNGKM?%. W przypadku
sekwencji 2*WQEKNGKKYY?"? znaleziono cze$ciowo pokrywajaca sie sekwencje
wystepujaca w biatku laseczki waglika DNGKKYYLLE, dla ktérej sugerowano mozliwe
powodowanie autoimmunoreaktywnos$ci u myszy, jednakze testy ELISA tego nie
potwierdzity [265].

Podsumowujac, wynik powyzsze] analizy reaktywnos$ci  krzyzowej
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1 autoimmunoreaktywnos$ci nie eliminuje jednoznacznie zadnego z zidentyfikowanych
powyzej epitopow. Nalezy jednak dokladnie zbadaé wystgpowanie sekwencji
2IKVNGKM?% oraz mozliwe reakcje krzyzowe przed uzyciem jej jako antygenu
szczepionkowego. Przykladowo, badajac reaktywno$é¢ krzyzowa 2°'KVNGKMZ2%
z surowicg krwi otrzymang od myszy immunizowanych biatkiem, w ktorym podobna

sekwencja si¢ znajduje.

7.2. Nanoadiuwant
Badania nad nanoadiuwantami (NAC) mialy na celu przygotowanie
i scharakteryzowanie szeregu nowych adiuwantéw, ktéore moglyby by¢ zastosowane
w szczepionkach dosluzéwkowych. Przeprowadzono szczegdlowa analize wlasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych NAC, w szczego6lnosci pod katem ich zastosowania

w szczepionkach donosowych.

7.2.1. Badanie stabilnosci NAC

Przygotowano zestaw 13 stabilnych NAC o zréznicowanym sktadzie. Tabela 7
7 (sekcja Metody) zawiera liste¢ wszystkich przygotowanych NAC oraz ich sktadniki. Na
nanoadiuwant sktadaja si¢ olej silikonowy, detergent jonowy i niejonowy, rozpuszczalnik
organiczny 1 woda ultraczysta. Rozmiar pecherzykow przygotowanych NAC zawiera si¢
miedzy 383, a 623,6 nm (Tabela 15, czas 0). Poza wielkoscig czastek zmierzono roéwniez
indeks polidyspersyjnosci (PDI), ktory opisuje miar¢ heterogennosci czastek. Wartosci
PDI ponizej 0,1 okreslaja silnie monodyspersyjne formulacje, warto$ci pomigdzy 0,1,
a 0,4 okreslaja $rednio heterogenne formulacje, a wartosci powyzej 0,4 okreslajg
zawiesiny silnie polidyspersyjne [266]. Wartosci PDI dla NAC na poczatku pomiarow
wynosza od 0,197 (NAC12) do 0,343 (NACI10), a jedynie dla NACI13 ten parametr
wyniost 0,468 (Tabela 15), co oznacza, ze dwanascie z trzynastu NAC sg umiarkowanie
polidyspersyjne. Istnieje korelacja pomigdzy wielko$cia czastek, a warto$cig PDI — wynik
testu korelacji Pearsona wynosi 0,79 co oznacza, ze im wigksze pecherzyki tym bardziej
heterogenne. Zaleznos$¢ ta jest zgodna z podstawowymi zasadami mechaniki ptynow
[267].

Potencjat zeta kropel NAC jest determinowany przez rodzaj uzytego detergentu
kationowego, ale nie ma on wplywu na wielko$¢ pecherzykéw NAC. Potencjat zeta

otrzymanych NAC jest dodatni 1 wynosi pomigdzy 24,4, a 65,2 mV (Tabela 16).
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Podsumowujac, uzyskano zestaw NAC o zroznicowanych  parametrach
fizykochemicznych.

Kolejnym krokiem byto zbadanie czy parametry fizykochemiczne NAC pozostajg
stabilne przez 12 miesi¢ecy przechowywnia. NAC przechowywane w temperaturze 4 °C
nie wykazywaty wizualnych oznak niestabilno$ci, takich jak $mietankowanie, czy
rozdziat na fazy. Wyniki pomiaréw wielkos$ci kropel i potencjatu zeta prowadzone przez
12 miesigcy nie wykazaty istotnych zmian w wielkosci kropel (Tabela 15) ani potencjale
zeta (Tabela 16) u dziewieciu (NAC2, 3,4, 5,6,7,9, 101 13) z 13 NAC. Trzy pozostate
NAC (NACS, 11 i1 12) wykazaty istotne odchylenie od rozktadu normalnego jedynie przy
badaniu wielkosci kropel (p<0,05), a jedno NAC (NAC1) wykazato zar6wno istotne
odchylenie dla wielkos$ci kropel jak i potencjalu zeta. W kolejnych eksperymentach uzyto
9 stabilnych NAC (NAC2, 3,4,5,6,7,9,101 13).
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Tabela 15 Wplyw dlugotrwalego przechowywania na wielkos¢ kropel NAC.

nazwa miesigce
0 1 2 3 4 5 6 12
NACI* 388.8 387.3 390 395.8 390.5 410.1 391 410,2
(0,207)  (0,203) (0,212)  (0,223)  (0,198)  (0,235)  (0.218)  (0.235)
NAC? 411 399.9 3783 3774 409 416,1 3925 394.1
(0304) (0245) (0.203) (0.207)  (0.249) (0.289)  (0.23)  (0.236)
NAC3 534 472,6 512,1 467.5 4722 492.8 506,6 458
(031)  (0,311) (0,362) (0,312)  (0,274)  (0,312)  (0,354)  (0.257)
NAC4 400,2 367.4 376,2 379.9 382,1 3924 408,2 3817
(0.22)  (0.205) (0.215)  (0.23)  (0.233) (0.253)  (0.305)  (0.218)
NACS 566 581,6 599.1 547.5 654 590,7 598.4 558.,5
" 1 (0312)  (0.345) (0,353)  (031)  (0.468)  (034)  (0,394)  (0.299)
NAC6 526 515,03 5273 493,3 5033 526,1 5055 494.9
(0251)  (0273) (0.308) (0.252) (0.264)  (0.296)  (0.259)  (0.249)
NACT 405.5 386,2 390,6 3709 3742 367.9 3943 369.,5
(0265) (0.254)  (0.26)  (0.211)  (0.23)  (0,209)  (0,246)  (0.217)
NACS* 5294 5209 508.6 520,1 508.4 530,1 5782 5189
(0.31)  (0.296)  (0.285)  (0,309)  (0.266)  (0.299)  (0.428) (0.284)
NAC9 452.8 441.8 452,5 438.5 4542 463,9 465,8 486.4
(0,247)  (0,239)  (0,286)  (0,224)  (0,263)  (0,283)  (0,299)  (0,345)
NAC10 473.6 432,2 455,7 4214 4313 448 4592 430
(0,343)  (0234)  (0.285)  (0.221)  (0.229)  (0.259)  (0,293)  (0.212)
NAC11* 383,1 3739 3734 376,5 376,4 406,8 378,4 384.8
(0,22)  (0,212)  (0,207)  (0,21)  (0,211)  (0,281)  (0,205)  (0,219)
NACI2* 405.3 409.7 4414 404 .4 4048 4128 475 405,6
(0,197)  (0.206)  (0,298)  (0,177)  (0.194)  (0.218)  (0,366)  (0.17)
NACI3 623.6 565 5428 580.4 5539 604.4 565,7 551.8
(0,468)  (0,387)  (0,349) (0.4) (0,359) (0.4) (0,367)  (0,334)

Pomiary potencjatu zeta zostaly wykonane w 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 12 miesigcu przechowywania.

W nawiasach podano wartosci PDI. Obliczono czy odchylenia wielkosci sq statystycznie istotnie

rozne od rozktadu normalnego, zaktadajgc, ze p<0,05. Nanoadiuwanty, dla ktorych odchylenia

w wielkosci kropel sq rozne od rozkladu normalnego zostaly zaznaczone gwiazdkg (p<0,05).
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Tabela 16 Wplyw dlugotrwalego przechowywania na potencjal zeta NAC.

nazwa miesigce

0 1 2 3 4 5 6 12
NACIT* 44.4 60,5 61,2 64,1 59 61,5 60,4 60,5
NAC2 56,2 59,7 57.5 63,1 54,9 58,9 58,6 58,3
NAC3 304 39.1 36,5 39.9 358 40,4 35.1 43,6
NAC4 24,4 31,7 28,7 29.2 28,7 31,9 30 30
NACS 65.2 68,2 66,9 71,3 65,9 68,6 65.3 74,8
NAC6 30,5 38 38.1 39.6 39 43,5 39.1 41,1
NAC7 31.6 385 35.7 33,6 323 38,1 33,6 39,5
NACS 56,9 59,4 58,6 62,1 58.3 60,9 60 59,2
NACY 57.1 63,7 62.5 65,6 53.5 63,1 62,7 61,9
NACI0 63 65,1 66,2 67,1 63,7 66,6 64,2 67,9
NACI1 28 30,3 28,1 30,3 28.2 29,6 30,5 29.4
NAC12 36.1 47,8 42.1 42,5 45.1 45,2 44,6 44,5
NACI13 64,4 66,7 643 70,8 65 65,8 62,4 56,4

Pomiary potencjatu zeta zostaly wykonane w 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 12 miesigcu przechowywania.
Obliczono czy odchylenia ZP sq statystycznie istotnie rozne od rozktadu normalnego, zaktadajgc
ze p<0,05. Nanoadiuwanty, dla ktorych odchylenia w ZP sq rozne od rozkladu normalnego zostaty
zaznaczone gwiazdkq (p<0,05).

7.2.2. Badanie bioadhezji NAC do mucyny

Mucyna to silnie glikozylowane, ujemnie natadowane biatko, ktore tworzy
fizyczng barier¢ oddzielajaca nabtonki organizmu od $rodowiska zewnetrznego. Jedna
z podstawowych wlasciwosci, ktdrag powinna posiada¢ szczepionka dosluzéwkowa jest
wykazywanie bioadhezji do tego biatka [109]. Zbadano oddziatywanie 9 stabilnych NAC
(NAC2, 3,4, 5,6,7,9, 10 1 13) z mucyng. Badanie tych oddziatywan polegalo na
pomiarze wielkosci pecherzykow i potencjatu zeta NAC przed i po dodaniu mucyny do
roztworu. Potencjal zeta mucyny w pH 7 wynosi -22,2 mV.

Wszystkie badane NAC zmienity wartosci potencjatu zeta z dodatniego na
ujemny po dodaniu do nich mucyny, ale tylko u trzech NAC zaobserowoano znaczne
zwigkszenie rozmiaru kropli (Rysunek 12). U dwoch z nich, NAC9 i 10, po dodaniu

mucyny, potencjal zeta jest znacznie wyzszy niz dla pozostaltych. NAC, kore znacznie

96



zwigkszyly wielkos$¢ kropel (NACS, 9 i 10) zawieraty w swoim sktadzie jeden z dwoch
detergentow kationowych: CPC lub BDMHDAC. Zréznicowana, zalezna od rodzaju
detergentu odpowiedz na dodanie mucyny, zostala juz opisana w literaturze [120].
Wielkos¢ czasteczki mucyny zawiera si¢ pomiedzy 10, a 300 nm [267]. Wydaje si¢ wiec,
ze oddziatywanie NAC, ktorych wielko$¢ pecherzykow to co najmniej 300 nm, z mucyng
moze polegaé na wigzaniu mucyny do powierzchni lub na tadowaniu mucyny do wnetrza
kropel NAC.

Podsumowujac, wszystkie badane NAC oddzialujg z mucyng, ale doktadny
charakter tych oddziatywan nie zostal okreslony. Trzy NAC (NACS, 9 1 10) odmiennie
odpowiedziaty na dodatek mucyny niz pozostate dziewie¢. By¢ moze specyficzne
wlasciwosci poszczegdlnych detergentow determinuja mozliwo$¢ wejscia czasteczek
mucyny do wnetrza lub jej oplaszczenia na powierzchni. Efekt biologiczny tych
oddziatywan powinien zosta¢ zbadany in vitro, np. z uzyciem linii komérkowych

wytwarzajacych sluz zawierajacy mucyne [268].
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Rysunek 12 Oddzialywania NAC 7 mucyng. 0,1 % NAC inkubowano z mucyng (koncowe stezenie 47,6 pg/ml) przez 5 min
w temperaturze pokojowej. Mieszanine rozcienczono przed pomiarem wielkosci 1 potencjatu zeta do stezenia 0,1% NAC.
Zmierzono wielkos¢ i potencjat zeta kropel NAC przed i po dodaniu mucyny. Rys. 12A prezentuje zmian¢ wielkosci kropel po
dodaniu mucyny. Rys. 12B prezentuje zmiang potencjatu zeta po dodaniu mucyny. Rys. 12C prezentuje wszystkie zebrane pomiary.
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7.2.3. Charakterystyka oddzialywan NAC z owalbuming

Owalbumina (OVA) jest bardzo dobrze poznanym i opisanym biatkiem, czesto
uzywanym w badaniach immunologicznych. Oddzialywania NAC z OVA jako
modelowym biatkiem zostaly zbadane w trzech typach eksperymentow. W pierwszym,
zbadano wptyw dodatku OVA na parametry fizyczne NAC, takie jak wielkos$¢ kropel
1 potencjatl zeta. W drugim, okre§lono trwato$¢ oddziatywania NAC z OVA, a w trzecim,
wynikajacy z tych oddzialywan wptyw NAC na stabilno§¢ OVA.

W pierwszym typie eksperymentdw zbadano jak dodatek OVA wplywa na
parametry fizykochemiczne dziewigciu stabilnych NAC (NAC2, 3,4,5,6,7,9, 101 13).
Zmierzono rozmiar kropel 1 ich potencjat zeta przed i1 po podaniu owalbuminy (koncowe
stezenie to 1 mg/ml OVA w 20% NAC). Warto wspomnie¢, ze w zastosowanym w tych
eksperymentach pH = 7, OVA ma tadunek ujemny, potencjat zeta OVA wynosi -13,2 mV.

Wielko$¢ kropel szeSciu (NAC2, 3, 4, 6, 7 1 13) z dziewigciu NAC ulegla
znacznemu powiekszeniu po dodaniu owalbuminy, co wskazuje na oddzialywanie
migdzy NAC i modelowym biatkiem (Rysunek 13A). U pigciu z nich, NAC2, 4, 6,71 13,
dodatkowo, zaobserwowano obnizenie potencjalu zeta pecherzykow, co rdéwniez
potwierdza oddziatywanie z owalbuming (Rysunek 13B). Rysunek 13C podsumowuje
wyniki uzyskane dla wszystkich pomiaréw. Dla pigciu NAC zaobserwowano liniowa
zaleznos¢ wielkosci kropel od potencjatu zeta — im wigksza kropla tym potencjat zeta
bardziej dodatni. Wielkos¢ kropel NACS, 9 1 10 nie ulegta zmianie po dodaniu OVA, ale
jednocze$nie obnizeniu ulegl ich potencjat zeta. Co ciekawe, s3 to te same
nanoadiuwanty, ktorych wielko§¢ kropel ulegta powigkszeniu w eksperymencie
z mucyng, czyli nanoadiuwanty zawierajagce w swoim sktadzie CPC lub BDMHDAC
(detergenty kationowe) (Rysunek 12).

Podsumowujac, dodatek OVA do nanoadiuwantu moze da¢ dwojaki efekt: bardzo
duze powigkszenie kropel lub brak wigkszych zmian w rozmiarze kropel. Oba efekty
wigzg si¢ z obnizeniem potencjalu zeta 1 wydajg si¢ by¢ zalezne od rodzaju
zastosowanego detergentu kationowego ale niekoniecznie od samego potencjalu zeta
kropel. By¢ moze na to oddziatywanie wptywaja dodatkowo oddziatywania strukturalne
pomiegdzy sktadnikami NAC, ktore utatwiaja lub uniemozliwiaja tadowanie biatka do

wnetrza kropel.
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Rysunek 13 Wplyw dodatku biatka modelowego OVA na parametry NAC. 1 mg/ml OVA inkubowano w 20% NAC

przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Mieszaning rozcienczono przed pomiarem wielkos$ci i potencjatu zeta do

stezenia 0,1% NAC. Rys. 13A pokazuje zmiany wielkosci NAC przed i po dodaniu OVA. Rys. 13B pokazuje zmiany

potencjatu zeta przed i po dodaniu OVA. Rys. 13C podsumowuje wszystkie uzyskane wyniki.
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W drugim typie eksperymentow zbadano kinetyke uwalniania owalbuminy
z dziewigciu NAC (NAC2, 3, 4, 5, 6, 7,9, 10 i 13) (Rysunek 14). Uwalnianie OVA
zbadano z uzyciem filtréw o porach wielkosci 0,1 pm. Krople nanoadiuwantu sg wicksze
niz 0,1 pum przez co nie przechodza do supernatantu, tak jak 1 zwigzane z nimi lub w ich
wnetrzu, bialko. Nie stwierdzono obecnosci biatka w supernatancie w przypadku
mieszaniny OVA z jedng z dwéch NAC (NAC3 17), a w przypadku NAC13 byty to ilosci
sladowe, co wskazuje na zwigzanie OVA z tymi NAC. Te same nanoadiuwanty
zwigkszaty rozmiar kropli po dodaniu OVA (Rysunek 13A). Mniej niz 50% biatka
zatrzymaty NACS, 6 1 9. Oddziatywanie trwato przez co najmniej 24 godziny czyli przez

caty czas trwania eksperymentu.
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Rysunek 14 Wigzanie owalbuminy przez NAC. Mieszanina NAC 1 OVA zostata
rozdzielona na filtrach o wielkosci por 0,1 pm. Oznaczono zawarto$¢ biatka
w supernatancie i odj¢to ja od wyjsciowej ilosci biatka (100%) uzytego w eksperymencie.

Eksperyment wykonano trzykrotnie.

W trzecim typie eksperymentu zbadano wptyw dziewigciu stabilnych NAC
(NAC2, 3,4,5,6,7,9, 10 1 13) na integralno$¢ biatka modelowego (Rysunek 15). Po
6 miesi¢cznej inkubacji nanoadiuwantéw z OVA jedynie trzy z 9 NAC utrzymaly
integralnos¢ OVA gdy przechowywane byty w 4 °C (NAC3, 7 i 13). Sg to te same

nanoadiuwanty, ktore wykazaty najwyzsza ilos¢ zwigzanej OVA (Rysunek 14).
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temperatura
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NAC3 + OVA
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Rysunek 15 Wplyw NAC na integralnos¢ biatka modelowego. Formulacje sktadajace si¢
z NAC 1 OVA byly przechowywane w temp. 4 °C i temp. pokojowej przez 6 miesiecy.
Pobierano probki w czasie ,,0”, po 2 miesigcach i po 6 miesigcach. Wplyw NAC na
integralno$¢ biatka zbadano za pomocg SDS-PAGE (zel 12,5%). Biatka zwizualizowano

z uzyciem Coomassie Brilliant Blue.

Podsumowujac, na podstawie powyzszych danych dotyczacych wigzania i wptywu
na biatko modelowe wytypowano 3 NAC (NAC3, 7 i 13), ktérych uzyto do dalszych
eksperymentdéw. Wszystkie te nanoadiuwanty zachowuja swoje wlasciwosci co najmniej
przez rok, oddziatuja z mucyng i owalbuming. Co wigcej, nie degraduja zawieszonego

w nich bialka.

7.2.4. Wplyw sterylizacji na wlasciwosci fizykochemiczne NAC

Zanim szczepionka trafi do sprzedazy musi przej$¢ proces sterylizacji, a wszystkie
sktadniki zawarte w tej szczepionce powinny nienaruszone przetrwaé ten proces. Istnieje
kilka metod sterylizacji cieczy, np. filtracja, mikrofale, sterylizacja radiacyjna lub
sterylizacja termiczna w autoklawie. Ze wzgledu na wielkos¢ kropel NAC nie mozna
zastosowac filtracji przez filtry o porach 0,22 um. Zbadano, czy sterylizacja poprzez
proces autoklawowania wptywa na witasciwosci fizykochemiczne NAC (Rysunek 16).

Po sterylizacji, nie zaobserwowano wizualnych oznak utraty stabilnosci przez NAC.
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Pomiar parametréw fizykochemicznych wykazat, Ze sterylizacja termiczna nie wpltywa
na wielkos¢ kropel NAC, ale moze obniza¢ potencjal zeta kropel, co zaobserowano
w przypadku NAC3 i NAC7 (Rysunek 16B). NAC3 i NAC7 zawieraja ten sam detergent
kationowy BDMDDAC, NAC13 zawiera CBP. Prawdopodobnie CBP wykazuje wigksza

odporno$¢ na dziatanie wysokiej temperatury.
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Rysunek 16 Wplyw sterylizacji na wtasciwosci NAC. Rysunek 16A pokazuje wielkos¢
NAC przed ipo sterylizacji. Rysunek 16B pokazuje potencjat zeta NAC przed i po
sterylizacji. Dane analizowano z uzyciem jednoczynnikowej analizy wariancji (p<0,05).

Eksperyment powtorzono trzykrotnie.

Podsumowujac, sterylizacja za pomocg wysokiej temperatury nie wpltywa na
wielkos¢ kropel badanych NAC. Proces ten moze obniza¢ potencjat zeta NAC ale nie

wiadomo jak taka zmiana wptywa na wlasciwosci biologiczne NAC.

7.2.5. Wplyw warunkéw panujacych w jamie nosowej na stabilnos¢ NAC

Nanoadiuwanty zostaty zaprojektowane jako adiuwanty donosowe, ze wzgledu na
liczne zalety tej drogi podania szczepionki: tatwos¢ aplikacji, utatwiony dostgp do
komorek uktadu immunologicznego obecnych w $luzéwce nosa czy tez brak silnie
degradujacego srodowiska w jamie nosowej. Niemniej jednak, warunki panujace w jamie
nosowej nie sg state, zmieniajg si¢ pod katem temperatury, pH 1 zawartosci soli
w wyS$cietajacym jame nosowa S$luzie. Te zmiany moga wplywa¢ na wlasciwosci
nanoadiuwantu. Bazujac na danych literaturowych zawezono zakres badanych st¢zen soli
[269]oraz pH [253] do tych, ktore moga wystepowaé w jamie nosowe;.

W badanym zakresie stg¢zen soli NaCl (0-0,5 M) nie wykazano istotnych

statystycznie zmian w wielko$ci 1 heterogennosci kropelek NAC (Rysunek 17).
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Jednakze, zaobserwowano, dla badanych stgzen soli, tendencj¢ wzrostowa parametru PDI

zmierzong dla nanoadiuwantu NAC13.
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Rysunek 17 Wplyw fizjologicznych zakresow stezen soli na wlasciwosci
fizykochemiczne NAC. Rys. 17A prezentuje zmiany wielkosci NAC w r6znym stezeniu

soli NaCl. Rys. 17B prezentuje zmiany parametru PDI w r6znym stezeniu soli NaCl. Dane

analizowane byly testem Shapiro-Wilk (p<0,05).

W badanym zakresie fizjologicznego pH (5,7-8,2) nie wykazano istotnych
statystycznie zmian w wielkos$ci i heterogenno$ci kropelek NAC (Rysunek 18). Rozmiar
kropel NAC7 wykazuje tendencj¢ do zwiekszania si¢ w miar¢ wzrostu pH roztworu,
w ktorym si¢ znajduje. Najwigksze warto$ci odchylen dla Sredniej zanotowano dla

parametru PDI przy pH rownym 8,2.
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Rysunek 18 Wplyw fizjologicznych zakresow pH na wlasciwosci fizykochemiczne NAC.
Rys. 18A prezentuje zmiany wielkosci NAC w zakresie pH jakie moze wystepowac
w jamie nosowej czlowieka. Rys. 18B prezentuje zmiany parametru PDI w w zakresie
pH jakie moze wystgpowa¢ w jamie nosowej cztowieka. Dane analizowane byly testem

Shapiro-Wilk (p<0,05).
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Podsumowujac, badane NAC zachowuja swoje wilasciwosci fizykochemiczne
w warunkach fizjologicznych jamy nosowej. Sg rowniez odporne na ewentualne zmiany

tych warunkow.

7.2.6. Badanie cytotoksycznosci NAC wzgledem Kkomorek ukladu

immunologicznego

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja na to, ze umierajace komorki stymulujg
komorki  dendrytyczne do dojrzewania i prezentacji antygenéw komorkom
immunokompetentnym [270,271]. W trakcie $mierci komérek dochodzi do wyzwolenia
sygnaléw niebezpieczenstwa, ktére maja na celu moblizacj¢ uktadu odpornosciowego.
Zbadano jak NAC3, 7 1 13 wptywaja na zywotnos$¢ komorek uktadu immunologicznego
w warunkach in vitro. Celem ponizszych eksperymentéw bylo okreslenie
subcytotoksycznych stezen NAC, ktore pozwola w kontrolowany sposob wzbudzad
sygnaly niebezpieczenstwa. W badaniach uzyto makrofagéw izolowanych ze szpiku
myszy szczepu C57BL/6 (BMDM) i komorek dendrytycznych linii JAWSII (pierwotnie
izolowane z myszy szczepu C57BL/6). Komoérki dendrytyczne i makrofagi odpowiadaja
za pobor antygenu bezposrednio z jamy nosowej lub posrednio z innych komorek,
procesuja go 1 przekazuja dalej. Docelowo szczepionka ztozona z NAC ma by¢ stosowana
donosowo, dlatego tez do badan wiaczono trzy dostepne linie nablonka oddechowego:
dwie ludzkie linie nabtonka oddechowego (FaDu, RPMI2650) i jedna mysia linia
komorek nabtonka oddechowego (TC-1, pierwotnie izolowana z myszy szczepu
C57BL/6).

Zatozono, ze poziom subcytotoksyczny NAC to taki, ktory powoduje $mier¢ co
najwyzej 60% komorek w hodowli. To zatoZenie oparto na danych literaturowych, ktore
pokazuja, ze zastosowanie mieszaniny martwych i zywych komorek nablonkowych,
z ktorych te drugie stanowig 60%, wywotywalo sygnaty niebezpieczenstwa w badaniach
in vitro (ang. danger signals). Sygnaly te mobilizowaly inne komorki uktadu
odpornosciowego, np. eozynofile [272].

W trakcie wstepnych eksperymentow zbadano kilka czasow inkubacji komorek
badanych linii z NAC, ale ostatecznie zdecydowano o prowadzeniu 24 godzinnej
inkubacji. Po tym czasie NAC wykazywaly najwyzsza cytotoksycznos¢ wzgledem

badanych linii. Jest to rowniez czas stosowany typowo w eksperymentach dotyczacych
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indukcji produkcji cytokin w komorkach uktadu odpornosciowego.

Dla wigkszosci badanych linni, st¢zenie subcytotoksyczne wszystkich badanych
NAC wynosito 0,01%. W przypadku badanych komoérek uktadu immunologicznego, to
jest BMDM i JAWSII, nanoadiuwant NAC13 wykazywal najwyzszg cytotoksyczno$¢.
Po 24 godzinach inkubacji komoérek i NACI3 najwyzszym stezeniem NAC, ktore
zabijalo mniej niz 40% komorek obu badanych linii byto 0,003%. Dla NAC7 i 3 to
stezenie wynosito 0,01% (Rysunek 19A), przy czym NAC3 wydaje si¢ dziata¢ najstabiej,
bo zabija mniej niz 40% komorek JAWSII przy stezeniu rownym 0,03%. Nie
zaobserwowano podobnych zaleznosci w przypadku komorek linii nabtonkowych
(Rysunek 19B). Dla wszystkich trzech badanych nanoadiuwantow najwyzszym

stezeniem, ktore zabija co najwyzej 40% komorek badanej linii byto 0,01% NAC.
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Rysunek 19 Cytotoksycznos¢ NAC wzgledem komorek wybranych linii nablonkowych i odpornosciowych. Rys. 19A przedstawia wptyw NAC na
przezywalno$¢ komorek uktadu odpornosciowego. Rys. 19B przedstawia wplyw NAC na przezywalno$¢ komorek nablonkowych. Komorki byty inkubowane

przez 24 godziny z NAC w zakresie stezen od 0 do 0,1%. Cytotoksycznos$¢ badano za pomoca kolorymetrycznego testu SRB. Komorki nietraktowane NAC

stanowig 100% zywych komorek. Kazdy test powtorzono trzykrotnie. Na wykresach pokazano wynik z odchyleniem standardowym probki. Linia na wykresie
wskazuje 60% zywych komorek.
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Podsumowujac, poprzez zastosowanie odpowiednich st¢zen nanoadiuwantow
uzyskano mozliwy do kontroli efekt subcytotoksyczny w postaci $mierci okoto 40%
komoérek w hodowli. Taki poziom cytotoksycznosci powinien pozwoli¢ na indukcje

sygnatow niebezpieczenstwa.

7.2.7. Badanie wzmacniajacego efektu NAC na wytwarzanie TNF-o przez

makrofagi z wykorzystaniem suboptymanego stezenia LPS

Niezwykle wazng cechg nanoadiuwantu jest wzmacnianie tzw. sygnalow
niebezpieczenstwa, ktore pobudzaja odpowiedz uktadu immunologicznego wzgledem
antygenu [273]. Do sygnalow niebezpieczenstwa uwalnianych przez zaalarmowane
komorki naleza: TNFo, IL-1PB, czy tez sktadniki komorki uwalniane z uszkodzonej
komorki jak np. adenozyno-5’trojfosforan, czyli glowny no$nik energii w komorkach
[274]. Najlepiej poznanym egzogennym sygnalem niebezpieczenstwa jest
lipopolisacharyd bakteryjny.

Zbadano wplyw NAC na wytwarzanie cytokiny prozapalnej TNF-a przez
makrofagi izolowane ze szpiku kostnego myszy szczepu C57BL/6 (Rysunek 20).
Lipopolisacharyd (LPS) zostat wuzyty, jako czynnik wywotujacy sygnat
niebezpieczenstwa. Dziata on bardzo silnie, juz dawka 5 ng/ml wyzwala silng odpowiedz
makrofagéw w postaci wyrzutu cytokin prozapalnych, takich jak I1L-6 i TNFa [275].
W ponizszym eksperymencie zastosowano LPS w dawce progowej (1 ng/ml) celem
zaobserwowania ewentualnego efektu NAC.

Nanoadiuwanty podane bez dodatkowego immunostymulatora nie prowadzg do
wytwarzania TNF-o przez makrofagi (dane nie zamieszczone). Podanie makrofagom
NAC3, 7 lub 13 w potaczeniu z progowym stezeniem LPS zwieksza, co najmniej
trzykrotnie wytwarzanie TNF-a przez makrofagi w poréwnaniu do samego LPSu.
NAC13 wykazuje najsilniejsze dziatanie wzmacniajace ze wszystkich trzech badanych
NAC. Warto zwrdci¢ uwage, ze jest to ten sam nanoadiuwant, ktory wykazywat

najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne wzgledem makrofagow.
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Rysunek 20 Wplyw NAC na indukcje TNF-a. Makrofagi izolowane ze szpiku kostnego
zostaly poddane dzialaniu nanoadiuwantéw i progowego stezenia LPS (1 ng/ml) przez 24
godziny. Eksperyment powtorzono czterokrotnie, na wykresie przedstawiono usrednione

wyniki z wyliczonym btgedem standardowym $redniej (SEM).

Podsumowujac, nanoadiuwanty wzmacniaja odpowiedz na podane progowe ilosci
LPS. Efekt ten moze wynika¢ ze zmian w ptynnosci btony komorek, a co za tym idzie
sprawniejszym poborem antygenu albo tez NAC mogg wzmacnia¢ ekspresj¢ receptorow

btonowych rozpoznajacych LPS.

7.28. Wplyw NAC na pobieranie antygenu przez komdrki
immunokompetentne

Transport antygenoéw przez barier¢ nablonkowg nosa jest pierwszym etapem
wywotania odpowiedzi odpornos$ciowej organizmu i moze zachodzi¢ z udzialem
komorek nabtonka albo komorek dendrytycznych. Wejscie patogendw lub ich antygenow,
w glab nabtonka jest zalezny od wielu czynnikow, a w szczegolnosci od oddzialywania
powierzchni $luzéwki 1 obecnych na niej receptorow z wprowadzanymi zwigzkami.

Analizowano wpltyw NAC na pobieranie antygenu przez mysie komorki
dendrytyczne 1 komorki nablonka oddechowego, z wykorzystaniem DQ-OVA jako
modelowego antygenu. Jest to substrat dla proteaz, po ktorego obrobce uwalnia si¢
fluorescencyjny produkt. Srednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI) jest wskaznikiem

ilosci pobranego i1 potrawionego biatka przez komorki.
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W przypadku komorek dendrytycznych linii JAWSII dodatek 0,03% NAC3, 7 lub
13 wplywatl korzystnie na proces pobierania DQ-OVA przez traktowane nimi komorki
(Rysunek 21). Inkubacja komorek z DQ-OVA trwata 4 godziny i zostata przeprowadzona
w temperaturze 37 °C. Czas inkubacji dobrano na podstawie badan wstepnych.
Nanoadiuwanty NAC3 i 7 wykazywaty nieznacznie silniejszy wptyw na pobieranie DQ-
OVA niz NAC13.

NAC7
NAC3
FL1-H FL1-H
NAC13 *kkk
§ I * %Kk |
I kk ok k I
600 = —
400
=
=
200 =
0 1 1 1
FL1-H kontrola. DQ-OVA NAC3 NAC7 NACI3

DQ-OVA DQ-OVA DQ-OVA

Rysunek 21 Wplyw 0,03% NAC na pochlanianie DQ-OVA przez komorki dendrytyczne.
Komorki linit JAWSII inkubowano z 0,03% NAC przez 4 h. Po odmyciu wolnego DQ-
OVA komorki analizowano cytoflurymetrycznie. Wyniki pomiaru fluorescencji dla
poszczegdlnych NAC pokazano za pomocg histogramow. Zebrano wyniki Sredniej
fluorescencji na wykresie 1 analizowano testem ANOVA (p<0,05). Wyniki

reprezentatywne dla dwoch powtorzen. Kontrole stanowig komorki nietraktowane.

W przypadku komodrek nabtonka oddechowego linii TC-1 dodatek
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nanoadiuwantow w stezniu rownym 0,03% nie wptywat znaczaco na proces pochlaniania

antygenu.
NAC7
5 NAC3 5
FL1-H FL1-H
3 NAC13
200-
150 —
E 100
50=
() = —— T
FL1-H kontrola DQ-OVA DQ-OVA DQ-OVA DQ-OVA

NAC3 NAC7 NAC13

Rysunek 22 Wplyw 0,03% NAC na pochtanianie DQ-OVA przez komorki nablonkowe.
Komorki linii TC-1 inkubowano z 0,03% NAC przez 12 godzin. Po odmyciu wolnego
DQ-OVA komorki analizowano cytoflurymetrycznie. Wyniki pomiaru fluorescencji dla
poszczegolnych NAC pokazano za pomoca histogramow. Zebrano wyniki $redniej
fluorescencji na wykresie i analizowano testem ANOVA (p<0,05). Wyniki

reprezentatywne dla dwoch powtdrzen. Kontrole stanowig komorki nietraktowane.

Na podstawie badan cytotoksyczno$ci wysunieto wniosek, ze komodrki nabtonka
(linii TC-1) sa bardziej odporne na dziatanie NAC niz komorki dendrytyczne. Mozna to
wyjasni¢ tym, ze w warunkach biologicznych komorki nabtonka jako pierwsza linia
obrony, powinny wykazywaé¢ wyzsza wytrzymato$¢ na niekorzystne warunki niz komorki
znajdujace si¢ w glebszych warstwach §luzowki. Zbadano wpltyw 0,06% NAC na
pochtanianie DQ-OVA przez komorki nabtonka linii TC-1 (Rysunek 23). NAC3
1 NACI13 wspomagaty pobor antygenu w postaci DQ-OVA, gdy podane zostaly

w stezeniu 0,06%.
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Rysunek 23 Wplyw 0,06% NAC na pochtanianie DQ-OVA przez komorki nablonkowe.
Komorki linii TC-1 inkubowano z 0,06% NAC przez 12 godzin. Po odmyciu wolnego
DQ-OVA komorki analizowano cytoflurymetrycznie. Wyniki pomiaru fluorescencji dla
poszczegdlnych NAC pokazano za pomoca histogramoéw. Zebrano wyniki $redniej
fluorescencji na wykresie 1 analizowano testem ANOVA (p<0,05). Wyniki

reprezentatywne dla dwoch powtorzen. Kontrole stanowig komorki nietraktowane.

Podsumowujac, nanoadiuwanty podane komoérkom immunokompetentnym
w stezeniu 0,03% indukuja pochlanianie DQ-OVA przez komorki dendrytyczne. Nie
zaobserwowano takiego samego efektu, gdy podano DQ-OVA wraz 0,03% NAC
komoérkom nabtonka oddechowego. Wzrost ilosci pochtonigtego antygenu w stosunku do
probek, gdzie nie dodano NAC, uzyskano w przypadku zastosowania wyzszego stezenia

NAC (0,06%).
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7.2.9. Wplyw NAC na przekazywanie antygenu pomiedzy komoérkami

immunokompetentnymi

Komoérki nablonka oddechowego tworza zwarta barier¢ chronigca wnetrze
organizmu przed niebezpiecznymi dla niego czgsteczkami i1 patogenami. Kolejng funkcja
nabtonka, pelniong we wspdlpracy z komoérkami dendrytycznymi, jest pobor
antygenow/czasteczek ze §wiatta uktadu oddechowego. Nastepnie, uktad odpornosciowy
,bada” czy jest to zwigzek wzgledem, ktérego nalezy si¢ mobilizowaé, czy tez wbudzic¢
tolerancje. Istotnym czynnikiem wplywajagcym na proces pobierania probek jest ich
przekazywanie pomi¢dzy réznymi rodzajami komoérek uktadu odporno$ciowego celem
wzbudzenia wzgledem niego adekwatnej odpowiedzi. Adiuwant, ktory wplywa
pozytywnie na ten proces, jest szczegOlnie przydatny jako sktadnik szczepionek
dosluzoéwkowych.

Zbadano jak dodatek NAC wplywa na przekazywanie antygenu pomig¢dzy
komorkami uktadu odpornosciowego (Rysunek 24). Komorki nablonka oddechowego
linii TC-1 nkubowano przez noc w 37 °C z DQ-OVA z dodatkiem albo bez dodatku 0,01%
NAC3, 7 lub 13. Nastepnego dnia, po odplukaniu pozostatosci NAC i DQ-OVA, dodano
do nich komorki dendrytyczne linii JAWSII wybarwione PKH-26, w stosunku 2:1 (dwa
razy wigcej komorek nabtonkowych niz dendrytycznych). Po 4 godzinach wspoélnej
inkubacji komodrek nabtonkowych i dendrytycznych w 37 °C, komorki zebrano
1 analizowano za pomocg cytofluorymetru. Komorki podwdjnie wybarwione to komoérki
dendrytyczne (barwione PKH-26), ktére przejety antygen od komoérek nabtonkowych
(DQ-OVA).

Inkubacja komoérek dendrytycznych z DQ-OVA w 0,01% NAC powodowata
wigksze przekazywanie DQ-OVA komoérkom dendrytycznym, jednakze (Rysunek 24)
wzrost ten byt istotny statystycznie jedynie w przypadku NAC7 (ANOVA, p<0,05).
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Rysunek 24 Wplyw 0,01% NAC na przekazywanie biatka pomiedzy komorkami
nablonkowymi, a dendrytycznymi. Komorki nabtonkowe linii TC-1 inkubowano przez
noc z DQ-OVA z lub bez 0,01% NAC, a nastgpnie po odmyciu wolnego biatka komoérki
nabtonka inkubowano z wybarwionymi PKH-26 komoérkami dendrytycznymi. Dane
z dwoch powtorzen, analizowane testem ANOVA (p<0,05).

Podsumowujac, nanoadiuwanty moga wptywaé na przekazywanie antygenu
pomigdzy komorkami uktadu odpornosciowego. Efekt ten moze wynika¢ z indukcji
apoptozy u komorek nabtonkowych przez co te sg lepiej rozpoznawane przez komorki

Zerne.

7.2.10. Badanie toksycznosci NAC w eksperymencie in vivo

Obecnos¢ adiuwantow w szczepionkach moze prowadzi¢ do wystepowania
dodatkowych skutkow ubocznych, takich jak: bol w miejscu podania, opuchlizna, czy
pogorszenie ogbélnego samopoczucia [88]. Zbadano, jak podanie donosowo
I domigsniowo NAC, jest tolerowane przez badane myszy.

Do wszystkich eksperymentéow in vivo wybrano szczep myszy C57BL/6,
poniewaz jest to szczep myszy uzyty w modelu zakazenia CD [276], a na ktérym
docelowo beda badane wilasciwosci ochronne koniugatow epitopow CD z biatkiem
no$nikowym w NAC. Dobor maksymalnej dawki NAC oparto o dostgpng literaturg
dotyczaca adiuwantow emulsyjnych [122].

Podano jednorazowo NAC3, 7 i 13 myszom w maksymalnych dawkach (20% dla
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podania donosowego i 2,5% dla podania domig$niowego). Nastepnie, myszy
obserwowano przez siedem kolejnych dni pod katem pojawiajacych si¢ oznak dystresu,
takie jak obnizona aktywno$¢, najezona siers¢, utrata wagi, biegunka, odwodnienie oraz
objawéw zapalenia okolicy oczu, uszu i nosa [277]. Myszy zostaly zwazone przed
podaniem NAC i po siedmiu dniach obserwacji. Badano miejsce podania NA pod katem
ewentualnej opuchlizny.

Wszystkie myszy, ktérym podano NAC przezyly eksperyment (n =40). Przez caty
okres obserwacji (7 dni) nie zanotowano zadnych oznak dystresu. Nie zaobserwowano
opuchlizny w miejscu podania NAC. Wykazano brak istotnych zmian w masie myszy we
wszystkich badanych grupach poréwnujac mas¢ przed szczepieniem i po szczepieniu

myszy (Tabela 17).

Tabela 17 Wynik pomiaru mas myszy, ktorym podano NAC. Osiem grup myszy
C57BL/6 zostaty zaszczepione donosowo i domigsniowo NAC (n = 5). Myszy zwazono
przed podaniem NAC i po siedmiu dniach obserwacji. Dane analizowano za pomocg testu

t poréwnujac $rednie uzyskane dla poszczegdlnych grup przed i po szczepieniu (p<0,05).

Podanie donosowe

Masa ciala [g] t, Masa ciala [g] t, wartos¢ p
NAC3 16,86 + 0,91 17,18 £ 1,1 0,626269
NAC7 19,24 £ 0,96 19,6 + 0,92 0,583977
NACI13 17,28 £ 0,75 17,5 + 0,87 0,737525
PBS 16,46 + 1,13 16,88 + 1,44 0,523275

Podanie domie¢sniowe

Masa ciala [g] t, Masa ciala [g] t, wartosc¢ p
NAC3 17,38 +£0,27 17,56 £ 0,15 0,718425
NAC7 18,86 + 1,06 19,62 + 1,07 0,134392
NACI13 17,78 £ 0,74 17,6 £ 0,72 0,718425
PBS 17,32 £ 0,67 17,06 + 1,01 0,602899
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Podsumowujac, nanoadiuwanty sg nieszkodliwe dla myszy w dawce 20%

w podaniu donosowym oraz 2,5% w podaniu domi¢sniowym.

7.2.11. Podsumowanie danych otrzymanych dla NAC3, 71 13

NAC3, 71 13 sg stabilne przez co najmniej rok, wykazuja bioadhezj¢, oddziatuja
z modelowym antygenem i trwale go wigza, nie wptywajg rowniez negatywnie na jego
integralnos¢. Warto wspomnie¢, ze NAC3, 7 i 13 rdznig si¢ miedzy soba, a w Tabeli 18
przedstawiono podsumowanie tych rdznic. Na podstawie danych zebranych w Tabeli 18
mozna stwierdzi¢, ze nanoadiuwanty o najbardziej skrajnych wtasciwosciach to NAC3
1 NAC13. NAC7 wykazuje wtasciwosci posrednie. Przyktadowo, krople NAC3 maja
najnizszy potencjat zeta (30,4 mV), a krople NACI13 najwyzszy (64,4 mV). NAC3
wyjazuje najstabsze dziatanie cytotoksyczne wzgledem JAWS 1 TC-1, a NACI13
najsilniejsze. NAC3 wykazuje najstabszy wptyw na produkcje TNFa przez makrofagi
podczas indukcji progowymi stezeniami LPSu, a NAC13 najsilniejszy.
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Tabela 18 Wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne NAC3, 7 i 13. W tabeli zebrano

wyniki badan dotyczacych wlascwosci fizykochemicznych i biologicznych NAC. Dla

wynikow dotyczacych cytotoksycznosci podano najwyzsze stezenie NAC, ktore zabija

mniej niz 40% komorek. +++ - silne pozytywne dzialanie, ++ - $rednie pozytywne

dziatanie, + - slabe pozytywne dziatanie.

NAC3

NAC7

NAC13

Sklad

Badana wlasciwos$¢é

Wielkos$¢ kropel

Potencjal zeta kropel
Oddzialywanie A wielkosci
Z mucyna AZP
Oddzialywanie A wielkosci
z OVA AZP

Trwalo$¢ oddzialywania z OVA

Wplyw na integralno$¢ OVA

Whplyw sterylizacji A wielkosci
AZP

Cytotoksycznosé¢ <40% BMDM
Cytotoksycznos¢ <40% JAWS
Cytotoksycznos$é¢ <40% TC-1
Cytotoksycznosé¢ <40% FaDu
Cytotoksycznos¢ <40% RPMI
Krotno$¢ wzrostu produkcji
TNFa dla stezenia NAC 0,003%
Wplyw na pochlanianie DQ-
OVA przez komorki
dendrytyczne

Wplyw na przekazywanie
antygenu pomiedzy komorkami

nablonka, a dendrytycznymi

olej silikonowy,

tyloxapol, aceton,

BDMDDAC
NAC3
534 nm

30,4 mV
-45 nm
-56,5 mV
+3428 nm
-0,4 mV
100%
++
bez zmian

Obnizenie
0,01%
0,03%
0,03%
0,01%
0,01%

2,41

—
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olej silikonowy,
tyloxapol, etanol,

BDMDDAC

NAC7
405,5 nm
31,6 mV

-4,2 nm

-56,9 mV

+6939,5 nm

21,8 mV
100%

+++

bez zmian
Obnizenie
0,01%
0,01%
0,03%
0,01%
0,01%

3

e

olej silikonowy,
tyloxapol,
etanol, CBP
NAC13
623,6 nm
64,4 mV
+25,7 nm
-80,8 mV
+7768,4 nm
-25,1 mV
98%
++
bez zmian
bez zmian
0,01%
0,003%
0,01%
0,01%
0,01%
3,545

++



7.3. Badanie wla$ciwosci protoszczepionki zlozonej z koniugatéw epitopéw CD
z bialkiem nosnikowym zawieszonych w NAC

W badaniach in vivo dotyczacych wlasciwosci adiuwantowych NAC zastosowano
peptydy o najwyzszej immunoreaktywnos$ci (Rozdziat 7.1.4): dwa peptydy biatka Cwp22
[nr 3 (ATGKKGSETPTGKTKYV)i4 (VNKIKNRPYYKGNIPG)] zawierajace minimalne
epitopy oraz jeden peptyd biatka M24 (KKGIK) otrzymany przez mgr. Katarzyne Pacyge

w ramach jej pracy magisterskie;j.
Peptydy zostaty zawieszone w trzech wybranych NAC (NAC3, 7 1 13), ktore
posiadaty najlepsze wtasciwosci adiuwantowe scharakteryzowane w badaniach nad

wlasciwo$ciami fizykochemicznymi i biologicznymi (Tabela 18)

7.3.1. Charakterystyka koniugatéw uzytych w protoszczepionce

Peptydy 3 14 biatka Cwp22 oraz epitop biatka M24 (KKGIK) poddano koniugacji
z KLH w wyniku czego otrzymao kolejno koniugaty K1 (ATGKKGSETPTGKTKVC-
KLH) i K2 (VNKIKNRPYYKGNIPGC-KLH) i K3 (KKGIKC-KLH). Koniugaty
analizowano z uzyciem metody pomiaru absorbancji $wiatla w zakresie 190-400 nm

(Rysunek 25) [242].
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Rysunek 25 Analiza spektrofotometryczna koniugatow. Peptydy, KLH oraz koniugaty
peptydu 1 KLH mierzono w buforze do elucji koniugatéw z kolumny. Rys. 25A prezentuje
widmo koniugatu K1 (ATGKKGSETPTGKTKVC-KLH), peptydu
ATGKKGSETPTGKTKVC i KLH. Rys. 25B prezentuje widmo koniugatu K2
(VNKIKNRPYYKGNIPGC-KLH), peptydu VNKIKNRPYYKGNIPGC i KLH. Rys.
25C prezentuje widmo koniugatu K3 (KKGIKC-KLH), peptydu KKGIKC i KLH.

Analiza widm absorbancji $wiatla w zakresie 190-400 nm wykazuje istotne
roznice zarOwno w intensywnos$ci absorbancji jak 1 dlugosci $wiatla, przy ktorej
wystepuje maksimum absorbancji badanych substancji. Wszystkie badane substancje
zostaly rozpuszczone w tym samym buforze i w tym samym st¢zeniu (1 mg/ml). Dlatego

réznice widoczne na Rysunku 25 wynikaja jedynie z ré6znych wlasciwosci spektralnych
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badanych substancji. Potwierdza to, ze koniugacja przebiegta pomyslnie i otrzymano
koniugaty K1 (ATGKKGSETPTGKTKVC-KLH), K2 (VNKIKNRPYYKGNIPGC-
KLH) 1 K3 (KKGIKC-KLH). Analiza widm absorbancji §wiatla w zakresie 190-400 nm
nie pozwala jednak na okreslenie poziomu podstawienia czasteczek KLH dodanymi

peptydami.

7.3.2. Wlasciwosci immunogenne protoszczepionki.

Wiasciwosci immunogenne protoszczepionki ztozonej z zestawu koniugatow
(K1, K2, K3) 1 jednego z trzech nanoadiuwantow (NAC3, 7 lub 13) badano
w eksperymencie in vivo z uzyciem myszy szczepu C57BL/6. Myszy (n = 40, po 5 na
grupg) podzielono na 8 grup. Cztery grupy myszy zaszczepiono donosowo,
protoszczepionka ztozong z 10% NAC i trzech koniugatow (po 7 pg kazdego/mysz)
(grupy: NAC3 K1, K2, K3; NAC7 K1, K2, K3; NAC13 K1, K2, K3) oraz PBS. Cztery
kolejne grupy zostaly zaszczepione domigsniowo 100 pl protoszczepionki, w ktorej sktad
wchodzity trzy koniugaty (po 7 png kazdego/mysz) zawieszone w 2,5% NAC lub w 0,5
mg/ml alum oraz PBS (grupy: NAC3 K1, K2, K3; NAC13 K1, K2, K3; alum K1, K2,
K3; PBS). Myszy szczepiono dwukrotnie w odstepie dwoch tygodni. Myszy zwazono
przed rozpoczgciem i po zakonczeniu eksperymentu. Pobrano krew na poczatku
eksperymentu, po 14 dniach 1 po zakonczeniu eksperymentu (dzien 38). W dniu
zakonczeniu eksperymentu pobrano myszom S$ledziony. Myszy poddawane byty

obserwacji przez caly okres trwania eksperymentu.
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o . Dzien 28 Dzien 38
Immunizacja wszystkich grup

Dawka przypominajaca Zakonczenie eksperymentu
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b b b

o Pobdr prébki krwi

Rysunek 26 Schemat eksperymentu in vivo. Myszy podzielono na 8 grup (n =5). Cztery
grupy zostaly zaszczepione donosowo (NAC3 K1, K2, K3; NAC7 K1, K2, K3; NAC13
K1, K2, K3; PBS), a pozostate cztery (NAC3 K1, K2, K3; NAC13 K1, K2, K3; alum
K1, K2, K3; PBS) zostaly zaszczepione domi¢sniowo. Szczepienie powtdrzono po dwdch

tygodniach. Na schemacie zaznaczono kiedy zostaty pobrane probki krwi.

Zmniejszanie wagi myszy w trakcie eksperymentu wskazuje na pogarszajacy si¢
stan zdrowia zwierzgcia. Wykazano brak istotnych statystycznie réznic w $redniej wadze
grup myszy szczepionych protoszczepionkami (Tabela 19) poréwnujac je do grup
kontrolnych, ktorym podawano PBS. Oznacza to, ze protoszczepionka jest dobrze
tolerowana. Co wigcej, nie zanotowano zmian w zachowaniu myszy ani innych oznak
dystresu. Badanie wizualne 1 palpacyjne miejsca aplikacji protoszczepionki (nos, migsien
czterogtowy) nie wykazaty opuchlizny, czy zaczerwienienia. Jedna mysz padta w trakcie
eksperymentu (grupa 2, NAC13 + K1, K2, K3 podane donosowo), jednakze sekcja
wykonana przez lekarza weterynarii nie potwierdzita zwigzku $mierci myszy

z przeprowadzanym eksperymentem.
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Tabela 19 Badanie masy ciala szczepionych myszy. Myszy byly wazone na poczatku

eksperymentu i po jego zakonczeniu. (test t, p<0,05).

Podanie donosowe

Masa ciala [g]  Masa ciala [g] wartos¢ p
tO t38
NAC3 K1, K2, K3 19.48 £2.05 21,36 £ 1,16 0,6872
NAC7 K1, K2, K3 19.42 £0.46 20,64 +£1.8 0,9985
NACI13 K1, K2, K3 18.8 £ 1,56 20,85 £ 0,59 0,9760
PBS 18,3 £ 0,86 20,52 £ 1
Podanie domiesniowe
Masa ciala [g]  Masa ciala [g] wartos¢ p
tO t38
NAC3 K1, K2, K3 18,78 £ 0,59 21,72 £ 0,81 0,9994
NACI13 K1, K2, K3 18,58 £ 0,81 20,68 0,37 0,2897
Alum K1, K2, K3 18.42 £ 0,83 21,28 £1,95 0,8760
PBS 19,54 £ 0,71 21,66 + 1,03

Podsumowujac, nie wykazano istotnych statystycznie réznic w §rednich masach
ciata myszy grup szczepionych koniugatami w NAC lub alum wzglgdem odpowiednich
grup kontrolnych, ktorym podano PBS. Nie zaobserwowano innych oznak dystresu
w trakcie przeprowadzania eksperymentu.

Wyliczenie stosunku masy $ledziony do masy myszy jest pomocne w okreslaniu
odpowiedzi na podang szczepionkg. Uwaza sig, Ze ten parametr okresla akumulacje
komorek uktadu odpornosciowego w $ledzionie oraz wskazuje na obecno$¢ stanu
zapalnego w organizmie [278]. Zbadano, jak szczepienie myszy protoszczepionkami
zawierajacymi NAC i koniugaty biatek CD, wptywaja na mase $ledziony (Rysunek 27).
W tym celu wyliczono stosunek masy $ledziony do masy ciala myszy i pordwnano wynik
uzyskany dla grup badanych z wynikiem uzyskanym dla grupy kontrolne;j.

Nie wykazano istotnego statystycznie wzrostu parametru masy sledziony do masy
ciala myszy w przypadku grup szczepionych donosowo (Rysunek 27A). W przypadku

szczepienia domie$niowego, jedynie dla grupy szczepionej protoszczepionka ztozong
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zNAC3 iK1, K2, K3 wykazano istotny wzrost parametru obcigzenia

(Rysunek 27B).

P
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masa §ledziony/masa ciala myszy [%)]
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Rysunek 27 Stosunek masy sledziony do masy ciata obliczony dla szczepionych myszy.

Myszy zostaly zwazone po zakonczonym eksperymencie, tak jak i wyizolowane z nich

sledziony. Nastepnie podzielono mas¢ $ledziony przez mas¢ myszy i przemnozono x100

Rys. 27A prezentuje parametr masy Sledziony do masy myszy wyliczony dla myszy

z grupy szczepionej donosowo. Rys. 27B prezentuje parametr masy $ledziony do masy

myszy wyliczony dla myszy z grupy szczepionej domigsniowo. Dane analizowano za

pomoca testu ANOVA (p<0,05).

Podsumowujac, protoszczepionka zawierajagca NAC3 1 zestaw koniugatéw

w podaniu domig$niowym istotnie zmienia parametr obcigzenia sledziony. Podwyzszenie

tego parametru w przypadku grupy szczepionej NAC3 mogloby wskazywaé na wigksza

efektywno$¢ tego szczepienia.
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Badanie poziomu wszystkich przeciwcial IgG obecnych w surowicy krwi myszy
jest dobrym wskaznikiem systemowej odpowiedzi odporno$ciowej organizmu na
szczepienie. Zbadano poziom wszystkich przeciwcial I[gG w surowicy myszy dwukrotnie
szczepionych protoszczepionka 1 porownano je z poziomami uzyskanymi dla formulacji
zawierajacej alum z tym samym zestawem koniugatéw (K1, K2 i K3) (Rysunek 28).
Oznaczenie wykonano z uzyciem surowic otrzymanych po skrwawieniu myszy
w ostatnim dniu eksperymentu (dzien 38).

Poziom wszystkich przeciwcial IgG w surowicy myszy szczepionych donosowo
protoszczepionkg zawierajaca NAC jest pordéwnywalny do tego, ktéry uzyskano dla
grupy szczepionej domigsniowo formulacjg zawierajaca w swoim sktadzie alum. Wyjatek
stanowi NAC7, w przypadku tego nanoadiuwantu odnotowano znaczne obnizenie
poziomu wszystkich przeciwcial IgG po szczepieniu protoszczepionka ztozong z NAC7
1 koniugatow K1, K2 i K3. Obnizenie poziomu przeciwciat I[gG wywotane przez podanie
NAC7 jest rowniez istotne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej szczepionej
donosowo PBSem (p = 0,0012). W przypadku protoszczepionki zawierajacej NAC, ale
podanej domig$niowo, poziomy wszystkich przeciwcial IgG rowniez nie s3 istotnie
statystycznie ré6zne od poziomu tych przeciwcial oznaczonego dla grupy szczepionej

formulacja z alum 1 zestawem koniugatow.

2.0-
= 1.5- T
E
B
H 1 T T
% 1.0 L sk
g 1
'g Fokokk
=
S 0.5+
0.0 1 1 1 ] 1 ]
NAC3 NAC7 NAC13 PBS NAC3 NAC13 alum PBS
KI1,K2,K3 K1,K2,K3 K1,K2,K3 K1,K2,K3 K1,K2,K3 K1,K2,K3
podanie donosowe podanie domigsniowe

Rysunek 28 Poziom wszystkich przeciwcial IgG w surowicy szczepionych myszy.
Poziom catkowitych przeciwciat IgG zostal zbadany za pomoca ELISA. Oznaczenie
powtorzono trzykrotnie. Na wykresie $rednia z odchyleniem standardowym. Dane
analizowano za pomocg testu ANOVA (p<0,05). Wszystkie grupy poréwnano z wynikiem
otrzymanym dla grupy alum K2, K3, K4.
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Podsumowujac, poziom wszystkich przeciwciat IgG oznaczony w surowicy
badanych myszy jest podobny u grup szczepionych koniugatami w NAC3, 13 i alum
w przypadku obu drog podania. Zaobserwowano interesujacy efekt supresji poziomu
catosciowych przeciwcial IgG w przypadku szczepienia myszy koniugatem w NAC?7.

Zbadano, jak podanie protoszczepionki zwierajacej NAC, wpltywa na poziom
catkowitych przeciwciat IgA w surowicy krwi szczepionych myszy (Rysunek 29).
Podejscie to wynika z tego, ze opisano wyzszy poziom przeciwcial anty-CD typu IgA
w surowicy krwi bezobjawowych nosicieli niz u pacjentow w trakcie CDI [190]. Réwniez
w przypadku innych zakazen postuluje si¢ wiasciwosci ochronne przeciwciat IgA
krazacych we krwi [279-281]. Uwaza sig, ze krezace we krwi przeciwciata IgA moga
stuzy¢ jako przeciwciala ,,rezerwowe” na wypadek ogolnoustrojowej infekcji wywotanej
przez patogen atakujacy §luzowke [282].

Oznaczono poziom wszystkich przeciwciat IgA w surowicach krwi badanych
myszy pobranych w ostatnim dniu eksperymentu (dzien 38). Wyniki dla wszystkich grup
porownano z wynikiem otrzymanym dla grupy szczepionej domig¢$niowo koniugatami
w alum. Poziom wszystkich przeciwcial IgA byl istotnie statystycznie wyzszy
w przypadku grup, ktorym podano donosowo protoszczepionki zawierajace NAC
z zestawem koniugatéw niz w przypadku szczepienia koniugatami z alum (Rysunek 29).
Poziom przeciwcial catkowitych IgA w surowicy myszy szczepionych domigsniowo
protoszczepionkami zawierajacymi NAC byt porownywalny z poziomem przeciwcial

IgA oznaczonych dla grupy szczepionej protoszczepionka z alum 1 zestawem koniugatow.
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Rysunek 29 Poziom catkowitych IgA w surowicy szczepionych myszy. Poziom
catkowitych przeciwciat IgA zostat zbadany za pomocg ELISA. Oznaczenie powtdrzono
trzykrotnie. Na wykresie $rednia z odchyleniem standardowym. Dane analizowano za
pomocg testu ANOVA (p<0,05). Wszystkie grupy poréwnano z wynikiem otrzymanym
dla grupy alum K2, K3, K4.

Podsumowujac, nanoadiuwanty podane wraz z antygenem donosowo wbudzaja
odpowiedZ w postaci surowiczych przeciwciat IgA. Poziom ten jest znacznie wyzszy niz
w przypadku protoszczepionki zawierajacej te same koniugaty, ale w ktorej jako adiuwant
zastosowano alum.

Porownano poziomy przeciwcial IgA w surowicy myszy szczepionych
protoszczepionka zawierajaca te same koniugaty i NAC ale dwoma réznymi drogami
(Rysunek 30). Protoszczepionka zawierajaca w swoim sktadzie NAC podana donosowo

indukuje wigcej przeciwcial IgA niz ta podana domig$niowo.
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Rysunek 30 Porownanie srednich poziomow przeciwcial 1IgA w surowicy krwi myszy
szczepionych protoszczepionkami zawierajgcymi NAC i koniugaty dla dwoch drog
podania. Na wykresie przedstawiono wartosci S$rednie wraz z odchyleniem

standardowym. Dane analizowane testem ANOVA (p<0,05).

Zbadano odpowiedz humoralng IgG u szczepionych myszy na koniugaty zawarte
w szczepionce oraz osobno na KLH. Test immunoenzymatyczny przeprowadzono
z uzyciem ptytek oplaszczonych pojedynczymi koniugatami oraz plytka optaszczong
wylacznie KLH. Odjeto wynik uzyskany dla KLH od wynikéw otrzymanych dla
koniugatéw celem okreslenia specyficznej odpowiedzi wzgledem zastosowanych
w koniugatach peptydow.

Podanie donosowe koniugatéw w NAC skutkowalo otrzymaniem specyficznych
przeciwcial IgG wzgledem zastosowanych w koniugatach peptydow (Rysunek 31).
Najwyzsza efektywnos$¢ szczepienia uzyskano dla protoszczepionki zawierajacej
koniugaty zawieszone w NACI13. W przypadku wszystkich trzech koniugatow
szczepienie protoszczepionka zawierajaca NAC3 i 7 dato podobny rezultat. Odnotowano
rowniez odpowiedz na biatko no$nikowe, byta ona jednak poréwnywalna lub nawet

nizsza niz ta oznaczona dla koniugatéw. Najsilniej immunizuje koniugat K1.
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Rysunek 31 Poziomy specyficznych przeciwcial IgG wigledem sekwencji peptydowych bedgcymi sktadnikami koniugatow zastosowanych

w protoszczepionkach podanych donosowo. Test immunoenzymatyczny zostal przeprowadzony tak jak opisano w Metodach (Rozdziat 6.3).
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Podanie domigsniowe koniugatow w NAC skutkowato otrzymaniem
specyficznych przeciwcial IgG wzgledem zastosowanych w koniugatach peptydéw
(Rysunek 32). Byly to jednak poziomy bardzo niskie, znacznie nizsze niz poziomy
specyficznych przeciwcial IgG uzyskane dla bialka no$nikowego. Odpowiedz na
zastosowanie NAC3 i 13 byla poréwnywalna, nie wykazano istotnych réznic pomigdzy
tymi nanoadiuwantami. Uzyskano silniejsza odpowiedZz na biatko nos$nikowe KLH
w efekcie  szczepienia  protoszczepionkg — zawierajgcg — zestaw  koniugatow
w nanoadiuwancie niz w przypadku szczepienia protoszczepionka zawierajacg alum.

Podsumowujac, protoszczepionka ztozona z nanoadiuwantéw (NAC3, 71 13) oraz
zestawu koniugatow (K1, K2, K3) jest immunogenna zar6wno w podaniu donosowym
jak 1 domig$niowym. Wydaje si¢, ze NAC13 wykazuje silniejsze dziatanie adiuwantowe,
niz dwa pozostale NAC. Podanie donosowe protoszczepionki z NAC powoduje
powstanie przeciwcial IgG specyficznych zardowno wzgledem koniugatoéw jak i nos$nika.
Podanie domigs$niowe protoszczepionki z NAC skutkuje powstaniem bardzo silnej
odpowiedzi wzgledem no$nika, czyli KLH. Jest to bardzo ciekawe zjawisko, a jego
przyczyny powinny zosta¢ doktadnie poznane poprzez zbadanie sposobdw procesowania
antygenow podanych droga donosowag i domig¢$niowa. Niezbednym jest réwniez

poznanie roli NAC w tym procesie.
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Rysunek 32 Poziomy specyficznych przeciwcial I1gG wzgledem sekwencji peptydowych bedgcymi sktadnikami koniugatow zastosowanych

w protoszczepionkach podanych domiesniowo. Test immunoenzymatyczny zostal przeprowadzony tak jak opisano w Metodach (Rozdziat 6.3.)
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Zbadano odpowiedz na szczepienie protoszczepionkami w postaci zawartosci
specyficznych przeciwciat IgA w surowicy krwi u szczepionych myszy. Test
immunoenzymatyczny przeprowadzono z uzyciem ptytek optaszczonych pojedynczymi
koniugatami oraz ptytka optaszczong wytacznie KLH. Odjeto wynik uzyskany dla KLH
od wynikéw otrzymanych dla koniugatow celem okreslenia specyficznej odpowiedzi

wzgledem zastosowanych w koniugatach peptydow.

W podaniu donosowym, stwierdzono obecno$¢ specyficznych przeciwciat IgA
wzgledem koniugatow zastosowanych w protoszczepionce, przy czym poziom
przeciwcial specyficznych wzgledem KLH jest marginalnie niski (Rysunek 33). NAC7
indukuje najwyzszy poziom specyficznych przeciwcial. Nie wszystkie koniugaty
wywoluja odpowiedZ na tym samym poziomie. Wydaje si¢, ze najsilniej immunizuje
peptyd tworzacy koniugat K1, nastepnie K3, a najstabiej K2. By¢ moze koniugaty r6znig
si¢ miedzy sobg liczbg obsadzonych peptydow przypadajacych na jedng czasteczke KLH.
Jednakze, w przypadku specyficznych IgG indukowanych przez protoszczepionki
podawane donosowo kolejnos$¢ koniugatow pod wzgledem sity immunizacji osadzonego

na nich peptydu jest odmienna K1>K2>K3.
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Rysunek 33 Poziomy specyficznych przeciwcial IgA wzgledem sekwencji peptydowych bedgcymi sktadnikami koniugatow zastosowanych
w protoszczepionkach podanych donosowo. Test immunoenzymatyczny zostal przeprowadzony tak jak opisano w Metodach (Rozdziat 6.3.).
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Podanie domig$niowe protoszczepionki nie wywolalo efektu w postaci

specyficznych wzgledem koniugatow przeciwciat IgA (Rysunek 34).
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Rysunek 34 Porownanie odpowiedzi na szczepienie w postaci specyficznych przeciwcial
IgA wzgledem peptydow i biatka nosnikowego w zaleinosci od drogi podania
protoszczepionki. Badano poziom specyficznych przeciwciat w teScie ELISA
z zastosowaniem rozcienczenia surowicy 1:25. Oznaczenie powtdrzono trzykrotnie; na
wykresach przedstawiono $rednie z odchyleniem standardowym. Rys. 34A prezentuje
wyniki uzyskane dla podania donosowego protoszczepionki. Rys. 34B prezentuje wyniki

uzyskane dla podania domig$niowego protoszczepionki.
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8. Dyskusja
Clostridioides difficile jest jednym z najczgstszych czynnikéw etiologicznych

biegunki szpitalnej, a dluga 1 kosztowna terapia jest znacznym obcigzeniem dla polskiej
stuzby zdrowia. Co gorsza, Polska charakteryzuje si¢ najwyzsza liczbg nowych
przypadkow CDI (8,62/10 000 osobodni) wsrdéd wszystkich krajéw Unii Europejskiej
[283]. Liczba ta ro$nie nieprzerwanie od momentu stworzenia w 2010 roku europejskie;j
bazy dotyczacej nowych przypadkéow CDI. Uczestnictwo w tym programie nie jest
obowiazkowe, w roku 2016 jedynie 46 z okoto tysigca polskich szpitali udostepnito swoje
dane. Dlatego tez nalezy przypuszczaé, ze liczba nowych przypadkéw CDI
opublikowanych w tej bazie jest mocno niedoszacowana. Dane Narodowego Instytutu
Zdrowia Publicznego — Panstwowego Zaktadu Higieny pokazuja, ze zapadalnos¢ na CDI
w latach 2017-2018 utrzymuje si¢ na statym poziomie i wynosi odpowiednio 30,4 1 30,2
nowych przypadkow na 100 000 mieszkancow (22,7 w 2016 roku). Liczba wszystkich
zachorowan wynosita 10084 w 2018 roku, z czego 87% przypadkéw wymagato
hospitalizacji [138]. Wigkszos¢ infekcji CD w Polsce wywotuja szczepy hiperwirulentne
CD, takie jak rybotyp 027 1 176 [139]. Sytuacji nie poprawiaja cyklicznie publikowane
zalecenia dotyczace prewencji, diagnostyki 1 leczenia CDI [131,284]. Mozna si¢
spodziewa¢ dalszego pogorszenia sytuacji, gdyz ilo$¢ stosowanych antybiotykow
w naszym kraju nie zmniejsza si¢ 1 przewyzsza $rednig europejska [285]. Dodatkowo,
CD jest bakterig stale zwigkszajaca oporno$¢ na stosowane do jej zwalczania antybiotyki.
Wyizolowano szczepy dla ktéorych zanotowano podwyzszone minimalne stezenia
hamujace metronidazolu 1 fidaksomycyny, lekéw pierwszego rzutu w walce z CD.
Wszystkie powyzsze przestanki wskazuja na pilng potrzebe poszukiwania nowych
sposobdw zapobiegania i leczenia CDI.

Realizowana praca doktorska stanowi cze$¢ dwoch projektéw grantowych
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki. Pierwszy z nich, OPUS pt. ,,Mapowanie
epitopow biatek powierzchniowych Clostridium difficile oraz charakterystyka
wlasciwosci ochronnych koniugatu epitopu z biatkiem no$nikowym w potaczeniu
z nowoczesnym nanoadiuwantem” (NCN, 2016/21/B/NZ6/02286) dotyczyt okreslenia
nowych epitopéw biatek powierzchniowych CD, ktére mogg by¢ zastosowane
w szczepionce lub w procesie otrzymywania przeciwcial leczniczych. Epitopy CD
w koniugacie z biatkiem no$nikowym zostaly podane myszom w innowacyjnym

adiuwancie (nanoadiuwancie) do zastosowan donosowych. Otrzymanie i charakterystyka
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nanoadiuwantu zostala przeprowadzona w ramach projektu PRELUDIUM, pt.
,»Charakterystyka  fizykochemicznych  wlasciwosci  prototypu  emulsyjnego
nanoadjuwantu oraz jego wplywu na pobieranie i obrobke antygenu przez komorki
prezentujace antygen” (NCN, nr 2015/17/N/NZ6/03512). Niniejsza praca doktorska jest
efektem realizacji tych dwoch nadrzednych celow.

Najbardziej zaawansowane badania dotyczace szczepionek przeciwko CD
obejmujg antygeny oparte o jej toksyny. Wsréd naukowcoOw pojawiajg si¢ jednak opinie,
7ze taka szczepionka moze nie zapobiega¢ przenoszeniu si¢ zakazenia mig¢dzy
zaszczepionymi, a niezaszczepionymi pacjentami. Dlatego warto wiaczy¢ do szczepionki
antygeny, ktore sa dostepne dla przeciwcial na wczesniejszym etapie zakazenia, np.
biatka powierzchniowe bakterii, takie jak adhezyny, czy biatka biorace udzial
w organizacji sktadnikéw powierzchni komorki. To zagadnienie zostato szeroko opisane
we wstepie do niniejszej pracy doktorskiej.

W tej pracy, poszukiwania nowych, powierzchniowych  bialek
immunoreaktywnych rozpocz¢to od zebrania bazy surowic pobranych od polskich
pacjentow chorych na CDI oraz od zdrowych wolontariuszy i1 kobiet, w trakcie porodu
(surowice krwi pgpowinowej). Uzycie surowic pobranych od pacjentow z CDI do
identyfikacji nowych bialek, waznych w procesie infekcji, zostalo juz opisane
w literaturze [207,208,218]. Jednakze, zastosowanie surowicy krwi pepowinowe;j
w poszukiwaniach nowych bialek immunoreaktywnych CD, a nast¢pnie do mapowania
ich epitopow jest rozwigzaniem nowatorskim.

Sam transfer odporosci miedzy matka, a jej nienarodzonym dzieckiem jest
obiektem badan juz od wielu lat. U kregowcow, jedynie przeciwciata klasy IgG
przekraczaja bariere lozyska [286], a ich transport jest procesem aktywnym i wysoce
selektywnym. Wykazano, Ze specyficzne przeciwciala skierowane przeciw antygenom
powierzchniowym streptokokdéw grupy B przekazywane dziecku przez matke maja
wlasciwosci ochronne [287]. Noworodki bardzo cze¢sto sg bezobjawowymi nosicielami
CD. Jedna z teorii glosi, ze noworodki nie choruja, poniewaz komorki tworzace nabtonek
jelita nie posiadaja odpowiednich receptoréw dla toksyn CD i te nie maja mozliwosci
zadziatania [288]. Wyniki naszych badan pokazuja jednak, ze surowica krwi
pepowinowej] jest wrecz wzbogacona W specyficzne przeciwciala przeciw-CD
w stosunku do surowicy pobranej od zdrowych oséb (Rysunek 9). Te przeciwciata moga
mie¢ wlasciwosci silnie ochronne 1 rdwniez przyczynia¢ si¢ do odpornosci noworodkow

na zakazenie CD.
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Szczepy kliniczne bakterii CD bgdace przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej,
zostaly wyizolowane od polskich pacjentow. Sg to szczepy o rybotypie 027, czyli
hiperwirulentne, najczesciej wystepujace w polskich szpitalach. Powyzsze podejscie
miato na celu odpowiedz na aktualne problemy wystepujace w naszym kraju zwigzane
zCDI, ale oczywiscie nie wyklucza zastosowania ewentualnej szczepionki poza
granicami Polski, jako Ze rybotyp 027 wystepuje wlasciwie na catym $wiecie [289].
Dodatkowo, zidentyfikowane w toku tej pracy nowe immunoreaktywne biatko jest
konserwatywne wsrod wielu szczepow CD.

Bialka powierzchniowe CD izolowano z uzyciem metody opartej o zmywanie
bialek z powierzchni komodrki za pomocg 1 M chlorku litu. Co ciekawe, profil
wyizolowanych biatek szczepu referencyjnego CD R20291 jest bardzo skapy w stosunku
do profilow bialek otrzymanych dla polskich szczepéw klinicznych o tym samym
rybotypie (Rysunek 6). Jest to bardzo ciekawe zjawisko i powinno zosta¢ doktadniej
zbadane. Nastgpnie, biatka powierzchniowe CD, rodzielone z uzyciem SDS-PAGE,
poddano analizie Western blot, gdzie jako przeciwcial I-rzgdowych uzyto surowic
pacjentow w trakcie CDI i surowic krwi pepowinowej.Wydaje sie, ze w przypadku
polskich szczepow klinicznych wykryto wigcej bialek immunoreaktywnych z uzyciem
surowicy krwi pgpowinowej niz z uzyciem surowicy krwi pacjentow w trakcie zakazenia,
co wydaje si¢ niezwykle ciekawa obserwacja i potwierdza unikatowe wlasciwosci
surowicy krwi pgpowinowej. W literaturze opisano zjawisko wzbogacania surowicy krwi
pepowinowe] w przeciwciala o wybranej specyficznosci [290]. W przypadku CD,
zjawisko bezobjawowego nosicielstwa lub przebycia zakazenia o bardzo lekkim
przebiegu jest bardzo czgste. Bardzo prawdopodobnym jest, ze matki miaty kontakt z CD
lub z blisko spokrewnionymi szczepami bakteryjnymi, dzigki czemu zyskaty specyficzne
przeciwciala. Taki kontakt najwyraZniej wystarcza do wytworzenia specyficznych
przeciwcial, ktore sg przekazywane w duzej ilo$ci nienarodzonemu dziecku, co §wiadczy
o ich potencjalnych wlasciwosciach ochronnych.

Biatka immunoreaktywne wytypowane w wyniku analizy Western blot, nast¢pnie
zidentyfikowano z uzyciem spektrometrii mas. Pomimo zastosowania metody izolacji
biatek powierzchniowych zidentyfikowano gléwnie biatka o lokalizacji typowo
wewnatrzkomorkowej. Nie §wiadczy to jednak o niewtasciwym doborze metody ich
izolacji, a raczej otym, ze biatka te moga peli¢ dodatkowe funkcje w innych
lokalizacjach niz te dotychczas opisane, jako tak zwane biatka wielofunkcyjne (z ang.

moonlight proteins) [257]. Przeprowadzono analiz¢ przydatnosci zidentyfikowanych
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biatek jako antygenoéw szczepionki poprzez badanie rozpowszechnienia ich sekwencji
aminokwasowych wsrdd sekwencji aminokwasowych biatek innych bakterii i cztowieka.
W wyniku tej analizy odrzucono biatka, ktore powszechnie wystepuja u wielu innych
bakterii, takie jak syntaza glutaminowa NADPH-zalezna, oksydoreduktaza
NAD(P)/FAD-zalezna, acetylotransferaza acetylo-CoA, transferaza CoA, kinaza
pirogronianowa, aminotransferaza alanino-glioksylanowa 1 racemaza prolinowa.
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego zostala scharakteryzowana przez nas
w osobnej publikacji [258]. Kolejne ze zidentyfikowanych biatek CD to peptydaza M24.
W literaturze sa doniesienia na temat podobnego biatka wystepujacego u bakterii
Clostridium perfringens [291]. Opisano je jako biatko zewnatrzkomorkowe o aktywnosci
aminopeptydazy. Biatko M24 bakterii CD zostalo zmapowane przez mgr Katarzyne
Pacyge, a opracowany epitop zostat wiaczony do nieniejszej pracy doktorskiej na etapie
badania wtasciwosci immunogennych protoszczepionki. Dane dotyczace mapowania
tego biatka sa w trakcie publikacji.

Kolejne biatko zidentyfikowane w toku realizacji tej pracy, to biatko Cwp22 1 jest
ono przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej. Analiza bioinformatyczna biatka Cwp22
wykazata, ze biatko to jest silnie konserwatywne wsrdd wielu szczepdéw CD, niezaleznie
od rybotypu, czy profilu produkowanych toksyn. Z drugiej strony, biatko to ma bardzo
malg homologi¢ z biatkami o podobnej funkcji wystepujacymi u innych organizmow.
Obie te cechy wskazuja, ze biatko Cwp22 jest bardzo dobrym kandydatem na antygen
szczepionkowy. W 2019 roku pojawity sie doniesienia potwierdzajace to zalozenie.
Cwp22 to bialtko o aktywnosci L,D-transpeptydazy, czyli enzymu sieciujgcego
peptydoglikan. Cwp22 bierze udzial w produkcji peptydoglikanu o nietypowym dla
bakterii usieciowieniu, a mianowicie 3—3 [191], typowym dla mykobakterii [292].
U bakterii CD wystepuja trzy paralogi tego enzymu: Ldtcdi, Ldtca, Ldtcas [293].
Wytaczenie aktywnos$ci dwoch pierwszych obniza zawarto$¢ peptydoglikanu
o usieciowaniu 3—3. Nie bylo mozliwe, jak dotad, usunigcie genu trzeciego enzymu
przez co nie do konca poznano znaczenie biologiczne biatka Cwp22. Nie mniej jednak,
rodzaj sieciowania peptydoglikanu wplywa na oporno§¢ bakterii wzgledem
antybiotykow. Bakterie, ktore maja peptydoglikan o typowym sieciowaniu, czyli 4—3 sg
wrazliwe na antybiotyki B-laktamowe. U bakterii CD ten typ peptydoglikanu réwniez
wystepuje ale stanowi jedynie 30% calego peptydoglikanu. Sieciowanie 3—3, ktére
przewaza u CD, moze zosta¢ zahamowane jedynie poprzez uzycie antybiotyku z grupy

karbapenemow. Zatem, zmiana typu sieciowania peptydoglikanu moze mie¢ bardzo duze
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znaczenie w procesie nabywania opornosci wzgledem stosowanych przeciw CD
antybiotykow, chociaz jak dotad mechanizm taki pokazano jedynie w przypadku E.
faecium [294]. Biatko Cwp22 jest rowniez biatkiem plejotropowym, gdyz jego mutacja
wptywa nie tylko na rodzaj sieciowania ale i na obnizenie produkcji toksyn na wczesnym
etapie wzrostu bakterii, op6znia sporulacje, obniza adhezj¢ i ruchliwo$¢ bakterii [295].
Wszystko powyzsze wskazuje na to, ze biatko Cwp22 lub jego epitopy sa doskonalymi
kandydatami szczepionkowymi.

Dane literaturowe pokazuja, ze peptyd moze by¢ bardziej immunogenny niz cate
biatko, co wyraza si¢ w wyzszym mianie wzbudzanych przeciwcial [291]. Co wigcej,
szczepionka oparta o krotkie peptydy jest prostsza w produkcji i umozliwia
przygotowanie szczepionki poliwalentnej przez potaczenie kilku epitopéw z jednym
biatkiem no$nikowym. Nie ma potrzeby uzycia calej bakterii, dzigki czemu, minimalizuje
si¢ prawdopodobienstwo kontaminacji szczepionki. Dodatkowo, zastosowanie doktadnie
scharakteryzowanych sekwencji aminokwasowych pozwala unikng¢ nieprzewidzianych
reakcji krzyzowych 1 wystapienia zjawiska autoimmunoreaktywnosci. Istnieje wiele
doniesien na temat udanych préb zastosowania szczepionek opartych o epitopy [296—
299].

W toku tej pracy zmapowano epitopy biatka Cwp22 bakterii CD poprzez
potaczenie metod bioinformatycznych i empirycznych. Metodami bioinformatycznymi
wytypowano sekwencje prawdopodobnych epitopéw dla komodrek B 1 T rozpoznajacych
antygen. Do tak otrzymanych sekwencji aminokwasowych dodano sekwencje
eksponowanych petli, ktore uzyskano na podstawie analizy struktury drugorzedowe;
biatka Cwp22. Poprzez nalozenie powyzszych sekwencji uzyskano 16-aminokwasowe
peptydy, ktore nastgpnie zsyntezowano chemicznie z uzyciem techniki PEPSCAN [236].
W procesie wyboru sekwencji do syntezy skupiono si¢ na regionie funkcjonalnym bialka,
czyli C-koncowej czgsci biatka, ktora jest esksponowana do srodowiska (zakres od 1 do
370 aminokwasu biatka) i sktada si¢ w duzej mierze z wolnych petli 1 skretow, ktore sa
fatwo dostepne dla przeciwciat [300]. Cze$¢ funkcjonalng biatka stanowi domena YkuD
odpowiedzialna na aktywno$¢ L,D-transpeptydazy. Druga czg¢s¢ biatka, N-koncowa to
przede wszystkim konserwatywne domeny kotwiczace biatko do $ciany komorkowej
bakterii, gldéwnie zbudowane z a-helis, trudno dostepne dla przeciwciat. Programy do
przewidywania epitopéw dla komoérek B rowniez wytypowaty sekwencje zlokalizowane
glownie w badanym zakresie sekwencji (20 z 35 wytypowanych sekwencji znajdowato

si¢ w sekwencji pokrywajacej aminokwasy od 1 do 370).
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Badanie immunoreaktywno$ci wytypowanych 16-aminokwasowych sekwencji
z surowicami pacjentow z CDI, zdrowych ochotnikdéw i surowicami krwi pepowinowej
pozwolito na wytypowanie kilku kandydatéw do dalszej analizy, ktérej celem bylo
okreslenie epitopow biatka Cwp22. Reaktywno$¢ przeciwcial surowicy krwi
pepowinowej, z zsyntezownymi chemicznie peptydami biatka Cwp22, jest wyzsza niz
w przypadku surowicy krwi pobranej od zdrowych ochotnikow, co wskazuje na
wzbogacenie surowicy krwi pepowinowej o te przeciwciata. W trakcie mapowania,
wytypowano region bialka o zwickszonej immunoreaktywno$ci zawierajacy si¢
pomiedzy aminokwasami Ser47, a Gly98. Jest to region poprzedzajagcy domeng
katalityczng, ktora zawiera si¢ prawdopodobnie pomiedzy aminokwasami Hisl19,
a His143 [301]. Przeprowadzono doktadniejsza analiz¢ regionu pomiedzy aminokwasami
Ser47, a Gly98.

Wynikiem mapowania biatka Cwp22 s3 trzy peptydy o najwyzszej
immunoreaktywnosci, a w ich sekwencjach zlokalizowano trzy epitopy biatka Cwp22:
SYEFRVATY, 29'KVNGKM?% i 28WQEKNGKKYY?"’. Epitop >*EFRVAT* jest
zlokalizowany w domenie funkcjonalnej biatka ale nie w centrum katalitycznym. Ten
epitop tworzy zwdj, w odrdznieniu do struktury jaka przyjmuje w biatku natywnym, ktora
jest PB-kartka. Epitop 2'KVNGKM?% roéwniez tworzy zwoj, natomiast epitop
28WQEKNGKKYY?"” przyjmuje strukture a-helisy, a w biatku natywnym sekwencja ta
byta zlokalizowana na wolnej petli. R6Zznice w tworzonych przez te epitopy strukturach
drugorzedowych, w stosunku do tych w biatku natywnym, powinny zostacé
scharakteryzowane pod katem wptywu na ich immunoreaktywno$¢. W przypadku spadku
immunoreaktywnosci nalezatoby rozwazy¢ jedna z dostepnych metod, ktére majg na celu
zmiang struktury peptydu tak aby przypominata ta obecng w biatku natywnym. Metody
te polegaja na dodaniu aminokwasow stabilizujacych wybrang strukture drugorzedowa
[302,303].

Liczba aminokwasow tworzacych trzy powyzej opisane epitopy zawiera si¢
pomiegdzy szes$¢, a dziesigé, co odpowiada ogolnie przyjetemu zatozeniu, ze epitopy
liniowe powinny zawiera¢ co najmniej pi¢¢ do dwudziestu dwdoch aminokwasow [304]
lub od szesciu do dziewieciu aminokwasow polarnych [305]. Badania przeprowadzone
w naszym Laboratorium wskazuja, ze nawet krotsze, czteroaminokwasowe sekwencje,
moga by¢ silnie immunoreaktywne [306]. Inne badania sugeruja jednak, ze to peptydy
zawierajace pigtnascie aminokwasoéw sa czasteczkami o najlepszych wlasciwosciach

immunogennych [307]. W dalszych badaniach by¢ moze konieczne bg¢dzie dodanie
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aminokwasoéw do sekwencji zidentyfikowanych epitopow celem zwigkszenia ich
immunogennos$ci. Dodatkowo peptydy mozna poddac¢ cyklizacji, czy tez wymianie
jednych aminokwasow na inne [308].

Szczepionki oparte o cate biatka i pochodzace od nich peptydy powinny zostac¢
doktadnie zbadane pod katem mozliwych reakcji krzyzowych. Zastosowanie
w szczepionce antygenéw o zbyt duzym podobienstwie do sekwencji aminokwasowe;j
biatek pochodzacych od ludzkiej mikrobioty lub wiasnych antygenow moze da¢ trudne
do przewidzenia efekty uboczne. Przyktadowo, biatko dehydrogenazy aldehydu 3-
fosfoglicerynowego bakterii CD moze mie¢ udziat w wywotywaniu odpowiedzi na biatka
wlasne gospodarza i prowadzi¢ do powstania choréb autoimmunologicznych [258]. Kilka
doniesien opisuje powigzanie mi¢dzy szczepieniem przeciwko Wirusowemu Zapaleniu
Watroby typu B (WZW B), a zjawiskiem demielinizacji, ktére moze prowadzi¢ do
stwardnienia rozsianego [309,310]. Stosowanie szczepionki przeciw WZW B zostato
roOwniez powigzane z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw [311]. Badanie sekwencji
trzech epitopow **EFRVAT>’, 20'KVNGKM?* i 28WQEKNGKKYY?"? pod katem ich
wystepowania w znanych autoepitopach nie wykazata zadnych powigzanych sekwencji.
Nie znaleziono réwniez biatek ludzkich, ktorych sekwencje zdeponowano w bazie NCBI,
w ktorych te sekwencje by wystgpowaty.

Istnieje rowniez mozliwo$¢ oddzialywania antygendéw zawartych w szczepionce
z biatkami mikrobioty. Williams 1 inni, badali odpowiedZ ludzi na szczepienie dwoma
biatkami ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci gpl120 1 gp4l. Okazuje si¢, ze
odpowiedz odpornosciowa jest skierowana przeciwko biatku gp41, a przeciwciata, ktére
powstaly nie miaty dzialania neutralizujacego i1 wchodzity w reakcje krzyzowe
z mikrobiotg jelit gospodarza [312]. Celem uniknigcia takich reakcji zbadano
wystepowanie sekwencji aminokwasowych trzech zidentyfikowanych epitopow
(**EFRVAT*?, 2'KVNGKM?* i 28WQEKNGKKYY?"") w biatkach mikroorganizmow
wchodzacych w sktad mikrobioty czlowieka. Nie znaleziono biatek organizmow
budujacych mikrobiot¢ czlowieka, wsrod zdeponowanych w bazie NCBI, ktére by
zawieraty sekwencje ktorego$ z trzech badanych epitopow biatka Cwp22. Analiza
homologii sekwencji nieograniczona jedynie do mikroorganizmow mikrobioty cztowieka
wykazala, ze epitop 2*WQEKNGKKYY?"? jest charakterystyczny tylko dla CD.
Sekwencja >*EFRVAT>® zostata zlokalizowana w biatku hipotetycznym bakterii
Paenibacillus rhizosphaerae o znikomym znaczeniu klinicznym, gdyz jest to bakteria

wystepujaca w systemach korzeniowych roélin [262]. Epitop 2*'"KVNGKM?% zostal
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w calosci lub czgsciowo zlokalizowany w biatkach innych organizmoéw. Prawdopodobnie
jest to zwigzane z tym, ze epitop ten znajduje si¢ w konserwatywnej domenie COG5263,
ktora moze wystepowa¢ w wielu biatkach [261]. Przed zastosowaniem tego biatka
w szczepionce nalezy sie przyjrze¢ blizej mozliwym reakcjom krzyzowym.
Podsumowujac, w toku badan dotyczacych mapowania biatka Cwp22 bakterii CD
okreslono 3 epitopy: **EFRVAT™, 'K VNGKM?% i 288WQEKNGKKYY?”, ktére moga
by¢ zastosowane w szczepionkach przeciwko CD. Wartoscig dodang tych badan byto
opracowanie procedury ewaluacji peptydéw pod katem ich przydatnosci jako antygenow
szczepionkowych, poprzez okreslenie ich rozpowszechnienia wsrod sekwencji biatek

innych organizmow, w tym cztowieka.

Niezbednym sktadnikiem nowoczesnej szczepionki podjednostkowej jest
adiuwant, a brak adiuwantow, ktére mozna by =zastosowaé w szczepionkach
dosluzowkowych jest gtowng bariera w rozwoju tego typu szczepionek. Stworzenie
i charakterystyka nowego adiuwanta, ktéry mozna by zastosowa¢ w szczepionkach
dosluzéwkowych byto drugim celem nadrzednym niniejszej pracy doktorskie;j.

Jednym z bardziej obiecujacych rozwigzan jest nanoemulsja, ktdra zostala oparta
o olej sojowy 1 mieszaning detergentow kationowych. Nanoemulsja (NE) poczatkowo
byla stosowana do inaktywacji patogenow, ktore nastgpnie stuzyly do immunizacji
[313,314]. NE badano rowniez w polaczeniu z antygenami podjednostkowymi
[122,315,316]. NE podana donosowo wzbudza odpowiedZz typu Thl i Thl7 oraz
specyficzne przeciwciata, zar6wno systemowo, jak i1 miejscowo na $luzéwce [121].
Adiuwanty oparte o emulsj¢ majg duze szanse sta¢ si¢ pierwszymi wyspecjalizowanymi
adiuwantami do zastosowania w szczepionkach dosluzéwkowych.

Nanoadiuwanty skladaja si¢ z tatwo dostepnych zwigzkow, dobrze
scharakteryzowanych, stosowanych w przemys$le chemicznym, farmaceutycznym
1 spozywczym od dekad. Ma to istotne znaczenie w procesie produkeji szczepionki, jako
ze niezmienno$¢ sktadnikow jest gwarantem niezmiennosci sktadu szczepionki przez
wiele lat stosowania. Niektore ze szczepionek wynalezione w latach 40’ 1 50’ ubieglego
wieku sg nadal w uzyciu [317]. W tym wypadku zastosowanie sktadnikow pochodzenia
chemicznego ma przewage nad sktadnikami pochodzenia biologicznego czyli, np. nad
stosowanym w nanoemulsjach olejem sojowym [122,318]. Wszystkie sktadniki
stosowane w NAC znajduja si¢ na liScie GRAS (z ang. Generally Recognized As Safe),

czyli produktoéw uznanych za bezpieczne. NAC sktadajg si¢ z oleju silikonowego, ktory
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stanowi bazg, detergentoéw niejonowych i kationowych, rozpuszczalnika organicznego
1 wody ultraczystej. Otrzymanie NAC jest proste i tanie oraz tatwe do przeskalowania na
potrzeby masowej produkcji z uzyciem juz stosowanych w przemysle spozywczym
1 farmaceutycznym maszyn.

Wielko$¢ czasteczek adiuwanta opartego o emulsje ma wplyw na jego
wlasciwosci reologiczne, stabilno$é¢, farmakokinetyke i dziatanie biologiczne [319].
Wielkos¢ kropel NAC wynosi mniej niz 1 pm. Analizowano zalezno$¢ pomig¢dzy
wielkoscig kropel, a sktadem NAC. Nie zaobserwowano, aby pojedynczy sktadnik
determinowat wielkos$¢ kropli, ale raczej oddziatywania pomiedzy nimi. Dlatego kazdy
nowy nanoadiuwant musi zosta¢ scharakteryzowany pod tym katem.

Potencjal zeta kropel NAC wynosi od 24,4 do 65,2 mV. Dane literaturowe
pokazuja, ze czasteczki o tadunku dodatnim ulegaja fagocytozie w wigkszym stopniu niz
czasteczki o tadunku ujemnym [320]. Ladunek dodatni, jakim obdarzone sg krople
nanoadiuwantu, sprzyja ich pobieraniu przez komorki fagocytujace, a co za tym idzie
réwniez podanego razem z NAC antygenu. Z danych wynika, Ze to rodzaj detergentu
kationowego determinuje potencjat zeta NAC. Trzy ze stosowanych w tych badaniach
detergentow, czyli BDMHDAC, CTMAC, and CPC nadawaly NAC silnie dodatni
fadunek, ktory wynosit od 56,2 mV do 65,2 mV. Detergent kationowy o nazwie
BDMDDAC nadawat relatywnie niski tadunek przygotowanym z niego NAC, ktory
wynosit od 24,4 mV do 36,1 mV. Dodatkowo, w przypadku NAC1 i NACI3,
zaobserowano efekt rdznicujacy zastosowanego detergentu niejonowego (44,4 mV vs.
64,4 mV). Warto ten aspekt zbada¢ w przysztosci.

Okres przydatno$ci do uzycia dla obecnie stosowanych szczepionek to $rednio
dwa lata, pod warunkiem, ze s3 bezwglednie przechowywane w warunkach
chlodniczych. Nawet krotkotrwale zmiany temperatury przechowywania szczepionki
maja wplyw na jej aktywno$¢ przez co duza cze$¢ produkowanych szczepionek dociera
do miejsca przeznaczenia jako nieaktywne [321]. Ma to szczegdlne znaczenie w krajach
Afryki, gdzie zachowanie zimnego lancucha dostaw stanowi ciggle ogromne wyzwanie.
Zbadano stabilno$¢ trzynastu NAC w trakcie ich przechowywania przez co najmniej
dwanascie miesiecy. Dziewig¢ z trzynastu NAC nie zmienito znaczaco swoich
parametrow, takich jak wielko$¢ kropel 1 potencjat zeta przez dwanascie miesiecy
przechowywania. Teoretycznie, im wigksze krople tym mniejsza stabilno$§¢ mieszaniny
[322]. W przypadku NAC nie zaobserwowano zaleznos$ci migedzy wyjsciowa wielkoscia

kropel, a stabilnoscig emulsji. Cztery NAC (NACI, 8, 11, i 12), ktore okazaty si¢

142



niestabilne charakteryzowaly si¢ wielkos$cig kropel rowng kolejno 388,8, 529,4, 383,1
1405,3, czyli nie nalezaly do grupy NAC o najwigkszym rozmiarze kropel. Wielko$¢
kropel dziewigciu stabilnych NAC wykazywata tendencje spadkowa w trakcie dwunastu
miesi¢gcy przechowywania. Co jednak nie $wiadczy o utracie stabilnosci, araczej
o osiggnieciu  stanu  réwnowagi. Potwierdzaja to zmiany  wspodlczynnika
polidyspersyjnosci, ktérego warto$¢ spada migdzy pierwszym pomiarem, a ostatnim.
Srednio, wielko$é kropel wszystkich NAC ulegta zmianie o +/-28,38 nm (5,77%) i byta
stabo skorelowana z wyjSciowa warto$cig wspdiczynnika polidyspersyjnosci
(wspotczynnik Pearsona wynosit 0,25).

Dwanascie z trzynastu badanych NAC nie zmienilo istotnie warto$ci potencjatu
zeta kropel emulsji w trakcie ich przechowywania przez co najmniej rok. Zmiany
w potencjale zeta dla NACI byly istotnie r6zne od rozktadu normalnego (p<0,05). Dla
wszystkch badanych NAC, oprécz NACI13, zmierzone wartosci potencjalu zeta
zwigkszyly si¢ nieznacznie po dwunastu miesigcach przechowywania. Obserwowano
podobny efekt w przypadku przechowywania liposoméw opartych o mieszaning
chitosanu 1 fosfatydyloetanoloaminy [323]. Uwaza si¢, Ze mieszaniny zawierajace
czasteczki o tadunku wigkszym niz 30 mV sg trwalsze ze wzgledu na efekt odpychania
si¢ poszczegoOlnych czastek od siebie [320]. Potencjat zeta kropel NAC zawiera si¢
pomiedzy 24,4 do 65,2 mV, a potencjat zeta jednego niestabilnego pod tym katem NACI
wynosit 44,4 mV. Zatem, powyzsza zasada dotyczaca trwalo$ci miszaniany o potencjale
zeta wyzszym niz 30 mV, nie do konca ma w tym przypadku zastosowanie. Biorac pod
uwage zmiany wielko$ci kropel tworzacych NAC 1 ich tadunku, w trakcie dwunastu
miesigcy przechowywania, do dalszych badan wytypowano dziewig¢ stabilnych NAC.

NAC, jako potencjalne adiuwanty dosluzowkowe, musza spetnia¢ szereg
wymogoéw. Jednym z nich jest oddziatywanie z mucyna, ktora jest gtbwnym biatkowym
sktadnikiem $luzu pokrywajacego, np. nabtonek oddechowy. Mucyna jest biatkiem
o tadunku ujemnym, mocno usieciowanym, ktére dziala jak lubrykant wigzac wode¢
[324]. Wydtuzony kontakt antygenu ze $luzowka wptywa korzystnie na jego pochlanianie
przez komorki nabtonka [109]. Mozna to osiagnaé poprzez zastosowanie odpowiednich,
natadowanych dodatnie, no$nikow dla tych antygendéw [325]. Sze$¢ z dziewigciu
badanych NAC (NAC2, 3, 4, 6, 7 1 13) nie zmieniatlo rozmiaru kropel po dodaniu do nich
mucyny. Dla pozostatych trzech (NACS, 9 1 10) odnotowano znaczne powickszenie
rozmiaru kropel emulsji. Niemniej jednak, wszystkie badane NAC oddziatywaty

elektrostatycznie z mucyng, co wyraza si¢ w znacznym obnizeniu potencjatu kropel
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z warto$ci dodatnich na ujemne. By¢ moze mata zmiana wielko$ci kropel po dodaniu
mucyny do NAC2, 3, 4, 6, 7 1 13 wynika z wolniejszego tempa narastania kolejnych
warstw mucyny. W badaniach przeprowadzonych przez Pereira de Sousa i1 innych,
dotyczacych oddziatywan nanoczastek zbudowanych z chitosanu i mucyny wykazano, ze
proces budowania kolejnych warstw mucyny, a co za tym idzie zwigkszanie rozmiaru
nanoczastek, jest roztozone w czasie [326]. Najwickszy wzrost wielkos$ci czastek
nastepowat po okolo godzinie inkubacji nanoczastek chitosanu i mucyny. W badaniach
opisanych w niniejszej pracy doktorskiej pomiar wielkosci czgstek nastgpowal do pot
godziny od zmieszania NAC i mucyny. R6znice w oddziatywaniach poszczegdlnych
NAC z mucyng sg zaskakujace i powinny by¢ nadal badane, przyktadowo z uzyciem
mikroskopii elektronowej [120]. Jednym z wurzadzen do badania oddziatywan
elektrostatycznych jest system BIACORE wykorzystujacy pomiar rezonansu plazmonow
powierzchniowych [327]. Niestety, podj¢te proby pomiaru tym urzagdzeniem oddziatywan
NAC z mucyng nie daty danych wystarczajaco dobrej jakosci (dane niepokazane).
Zbadano oddziatywania NAC z owalbuming w kilku rodzajach eksperymentow.
Badano jak dodatek OVA wptywa na wiasciwosci fizykochemiczne NAC. Dla o$miu
badanych NAC (NAC2,4,5,6,7,9, 101 13) z dziewieciu, odnotowano spadek wartosci
potencjatu zeta kropel. Tylko szes¢ z nich (NAC2, 3, 4, 6, 7 1 13) zwigkszylo wielkos¢
kropel po zmieszaniu z OVA. Nie §wiadczy to jednak o tym, Ze pozostate NAC nie wigza
owalbuminy. Podobny rodzaj badan przeprowadzony przez Zhang i innych, z uzyciem
nanoczastek zbudowanych z chitosanu zwigzanego z kurdlanem pokazal, ze spadek
potencjatu zeta nanoczastek z jednoczesnym utrzymaniem rozmiaru tych nanoczastek jest
obserwowany podczas wejscia owalbuminy do wnetrza kropel [328]. W badaniach
opisanych w niniejszej pracy doktorskiej, uzyto znacznie wigkszych stgzen owalbuminy,
niz w badaniach Zhang i innych i dlatego cz¢§¢ NAC mogla tadowa¢ znacznie wigcej
biatka do wnetrza swoich kropel 1 tym samym zwiekszy¢ ich wielkos¢. Wykazano, ze
NACS, 9 1 10 cechujg si¢ wysokim potencjalem zeta i mogg tworzy¢ bardziej zwarte
krople w wyniku oddziatywania z ujemnie natadowang owalbuming i przez to wielko$¢
kropel mogta nie ulec powigkszeniu. Nalezy rowniez wspomnie¢, ze NACS, 9 1 10
tadowaty o potowe biatka mniej do wnetrza kropel niz pozostate NAC. W przypadku
NAC2, 3, 4, 6, 7 1 13 nie mozna réwniez wykluczy¢ wigzania si¢ czgsci biatka do
powierzchni kropel NAC. Te zréznicowane oddziatywania NAC z OVA powinny zostaé
dalej zbadane w kontekscie tadunku tego bialka i zrdéznicowanych potencjatow zeta

NAC.

144



W drugim rodzaju eksperymentéw zbadano kinetyke uwalniania OVA od
oddziatywan z NAC. Trzy z badanych NAC (NAC3, 7 i 13) wigzaty cate dodane biatko.
Wiazanie to bylo trwale przez co najmniej 24 godziny. Powstanie odpowiedzi
immunologicznej na podany antygen zalezy od tego, czy ten antygen, w odpowiednim
stezeniu, przedostanie si¢ przez S$luzowke do wyspecjalizowanych komorek
odporno$ciowych. Antygen, w stanie nienaruszonym, musi zosta¢ przetransportowany
przez warstwe $luzu do nablonka i dalej do glebszych warstw sluzowki [109]. Dlatego
tez wskazane jest, zeby antygen nie zostal uwolniony zbyt wcze$nie, poniewaz jego
rozcienczenie w §luzie mogto by wptywac na efektywno$¢ szczepionki lub prowadzi¢ do
powstania tolerancji wzgledem podanego antygenu [329]. Na transport antygenu maja
wplyw rowniez warunki panujace w jamie nosowej. Stgzenie jonow 1 pH Sluzu
wyscielajacego jame nosowa podlegaja wahaniom 1 s3 zalezne od pory dnia i stanu
zdrowia cztowieka [253,330]. NAC3, 7 i 13 nie zmienialy istotnie swoich wlasciwosci,
gdy byly przechowywane w zakresie od 0 do nawet 0,5 M NaCl (stgzenie w soli
fizjologicznej to okoto 0,15 M) oraz w zakresie pH od 5,8 do 8,2. Podsumowujac, NAC3,
7 113 dzieki zachowaniu stabilno$ci i1 trwalemu wigzaniu antygenu maja szanse
przetransportowa¢ go do glebszych warstw §luzowki, gdzie ten bedzie dalej poddawany
obrobce przez komorki uktadu odpornosciowego.

Nie tylko pojedyncze sktadniki szczepionki musza by¢ odporne na dzialanie
warunkow niekorzystnych, takich jak np. zmiany temperatury w trakcie ich transportu,
ale takze poszczegolne sktadniki nie powinny wptywac negatywnie na stabilnos¢ innych.
Opisano przyktady, gdy to adiuwant wptywat destabilizujgco na inne sktadniki
szczepionki [331]. Dziewi¢¢ stabilnych NAC zbadano pod katem ich wplywu na
integralno$¢ biatka modelowego. Trzy, z badanych NAC (NACS3, 7 i 13), zachowywaty
integralno$¢ antygenu do sze$ciu miesigcy w warunkach chtodniczych. Przy czym
wydaje si¢, ze NAC7 zachowywato integralnos$¢ OVA w najwyzszym stopniu
w porownaniu do pozostalych NAC. Z tego wzgledu dalsze badania ograniczono jedynie
do tych trzech NAC, ktore tylko w malym stopniu zmieniaty integralnos¢ OVA (NAC3,
7 1 13). Nalezy jednak zbada¢ przydatno$¢ pozostatych NAC w uzyciu z antygenami
innymi niz biatkowe, np. DNA bakteryjne, polisacharydy, czy ich koniugaty z peptydami.

Wszystkie sktadniki szczepionek musza podlegaé sterylizacji. Zbadano wpltyw
sterylizacji w autoklawie na wtasciwos$ci kropel NAC. Sterylizowano NAC3, 71 13 przez
15 minut w 121 °C. Sterylizacja nie wptywala na zmiang wielkos$ci kropel NAC3, 7, czy

13 oraz na potencjat zeta kropel NAC13. Sterylizacja w autoklawie obnizata potencjat
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zeta kropel NAC3 i NAC7. Podobny efekt zaobserwowano w innych badaniach dla
czasteczek chitosanu [332,333]. NAC, po sterylizacji, nadal maja wysoki tadunek
dodatni, dlatego tez obnizenie tadunku spowodowane sterylizacja moze mie¢ jedynie
znikomy wplyw na ich wlasciwos$ci biologiczne. Nie mniej jednak, nalezy szczegdtowo
zbada¢ ten aspekt. Nalezy rowniez rozwazy¢ inne metody sterylizacji NAC, takie jak
dzialanie promieniowania mikrofalowego, sterylizacja radiacyjna czy uzycie
promieniowania UV.

Umierajgce komorki stymuluja  komoérki dendrytyczne do dojrzewania
i prezentacji antygenOw komorkom immunokompetentnym poprzez —sygnaty
o niebezpieczenstwie. Co wigcej, mechanizm $mierci komodrki nie powinien by¢
fizjologiczny, przyktadowo zachodzacy na drodze apoptozy, gdyz tak umierajaca
komorka nie aktywuje komorek dendrytycznych [334]. Sygnatem do aktywacji moga by¢
wszystkie elementy komorki, ktore w normalnych warunkach powinny si¢ znajdowac
w jej wnetrzu, a w przypadku niekontrolowanej $mierci wydostaja si¢ na zewnatrz, takie
jak: biatko HMGBI1 [335], nukleotydy [336,337], czy biatka szoku cieplnego [338].
Zdefiniowano ste¢zenie subcytotoksyczne NAC3, 7 1 13, czyli takie, ktére powoduje
$mieré¢ co najwyzej 40% komorek i ktére jest wystarczajace do wyzwolenia sygnatow
o niebezpieczenstwie [272]. Badane NAC wykazujg dziatanie cytotoksyczne o rdznej
sile. NACI3 dziala najbardziej cytotoksycznie w stosunku do mysich komorek
dendrytycznych 1 makrofagow. W przypadku komorek nablonka oddechowego,
wszystkie trzy NAC wykazuja podobnie dzialanie. Nalezatoby zbada¢ mechanizm, na
drodze ktorego NAC indukuja $mier¢ komorki, np. poprzez zbadanie ekspresji
odpowiednich kaspaz. Badania przeprowadzone z uzyciem nanoemulsji pokazuja, ze
$mier¢ komorki moze zosta¢ wywolana na drodze kilku mechanizméw, a mianowicie
apoptozy, autofagii i nekrozy [339].

NAC nie zawierajg w swoim skladzie immunostymulatoréw 1 dlatego one same
nie indukujg powstawania cytokin prozapalnych, jednakze w potaczeniu z progowymi
stezeniami lipopolisacharydu wzmacniaja wytwarzanie TNF-a przez makrofagi, nawet
czterokrotnie. Doniesienia literaturowe dokumentuja, ze adiuwanty oparte o emulsje
moga wptywac korzystnie na ekspresj¢ receptorow TLR2 1 TLR4, ktore sg receptorami
LPS-u u komérek immunokompetentnych [340]. By¢ moze ten sam mechanizm zadziatat
1 w przypadku NAC. Dalsze badania na ten temat sa bezwglednie konieczne.

Efektywne pobieranie antygenu dostarczonego na $luzoéwke jest czynnikiem

limitujgcym dziatanie szczepionek dosluzéwkowych [341]. Jednym ze sposobdw w jaki
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NAC ufatwia ten proces jest przedluzanie kontaktu ze §luzéwka poprzez oddziatywanie
z mucyng. Zbadano czy NAC wptywa na sam pobor antygenu przez komorki nabtonka
oddechowego linii TC-1 1 komoérki dendrytyczne linii JAWSII. Oba rodzaje komorek
odpowiadajg za bezposredni pobor probek ze $wiatta jamy nosowej lub jelita [342].
NAC3, 71 13 utatwialy pochtanianie DQ-OVA zar6wno przez komoérki dendrytyczne, jak
1 komorki nabtonkowe. Nie mniej jednak indukcja pochtaniania DQ-OVA przez komorki
nabtonka oddechowego wymagata zastosowania wyzszych stezen NAC niz w przypadku
komorek dendrytycznych. Moze to wynika¢ z tego, ze komorki nabtonka, jako te
tworzace fizyczng bariere, wykazuja wicksza odporno$¢ na czynniki egzogenne niz
komorki potozone w glebszych warstwach sluzéwki. Proces na drodze, ktorego dochodzi
do poboru antygenu jest nieznany ale istnieje na ten temat kilka teorii. Wiadomo, ze to
rozmiar czasteczki determinuje proces, na drodze ktorego zostaje ona pobrana przez
komorke zerng. Czasteczki o rozmiarach wigkszych niz 500 nm zwykle ulegaja
fagocytozie, a mniejsze pinocytozie [343], a przy czasteczkach o silnie dodatnim tadunku
mozliwa jest bezposrednia penetracja btony [344]. Okazuje si¢, ze stopien poboru
liposomdw przez makrofagi zalezy wprost proporcjonalnie od ich wielko$ci do momentu
az te przekrocza rozmiar 1 pm. Dalsze zwigkszanie rozmiaru liposomu nie wplywato na
stopien jego pochlaniania. Krople NAC3, 7 1 13 maja rozmiar kolejno 534 nm, 405,5 nm
1623,6 nm i, co ciekawe, zaobserwowano zalezno$¢ odwrotnie proporcjonalng miedzy
stopniem ich pochtonigcia przez komoérki dendrytyczne a rozmiarem, co oznacza, ze
wieksze krople byly pochtanianie w mniejszym stopniu (NAC7 vs. NAC13, p =0,0177).
Wielkosci kropel NAC3, 7 1 13 oscylujg wokot wartosci 500 nm dlatego procesy
odpowiedzialne za ich pobdor moga by¢ rozne. Zjawisko to powinno zosta¢ dokladnie
zbadane.

Wykazano korzystny wptyw NAC7 na przekazywanie DQ-OVA pomigdzy
komoérkami nablonka, a komoérkami dendrytycznymi. Jest kilka mozliwych
mechanizméw, na drodze ktérych NAC moze wspomagaé przekazywanie antygenu
pomiedzy komorkami nablonka, a komérkami dendrytycznymi. Grupa Wattiaux 1 inni,
badata wptyw dodatku detergentow kationowych na stabilno$¢ bton biologicznych
stosujac jako model btone lizosomalng [345]. Dodatek kationowego detergentu
(DODAP) wptywal destabilizujgco na blong¢ lizosomu, co przejawiato si¢ w wyciekaniu
enzymow lizosomalnych. Podobny mechanizm moze dotyczy¢ btony komorkowe;j, ktora
na skutek destabilizacji przez dodatek detergentu kationowego moze sta¢ si¢ bardziej

ptynna, a proces poboru antygenow utatwiony. Z drugiej strony, destabilizacja btony,
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a szczegolnie tadunkéw obecnych po obu jej stronach, jest sygnatem o tym, ze w komorce
dochodzi do niekorzystnych procesoéw. Taki sygnat wystepuje np. w przypadku apoptozy
[346,347], a komorki apoptotyczne sg wychwytywane przez komoérki zerne co rowniez
moze utatwiaé przekazywanie antygenu. Kolejny mechanizm, za pomocg ktéorego moga
dziata¢ NAC, jest wptyw na zmiany w szlakach sygnatowych komoérki [344], a co za tym
idzie zmian ekspresji receptorow na powierzchni komorki, ktére moglyby utatwiaé
ropoznanie komoérek nabtonkowych przez komorki dendrytyczne i1 przekazywanie
antygenu.

Kontrolowany efekt cytotoksyczny NAC wykazany w badaniach in vitro nie moze
jednak powodowa¢ widocznego efektu toksycznego u szczepionych myszy. Dlatego
zbadano wptyw wysokich stezen NAC na stan zdrowia myszy zaszczepionych donosowo
1 domig$niowo. Przeprowadzona siedmiodniowa obserwacja myszy nie wykazala
negatywnego wplywu NAC w postaci wystgpienia u myszy objawow dystresu, takich jak
spadek wagi ciata, zmiana zachowania, czy opuchlizna w miejscu podania szczepionki.
Z tego eksperymentu wynika, ze NAC s3 bezpieczne w podaniu donosowym

1 domig$niowym.

Zbadano wtasciwosci immunogenne protoszczepionek sktadajacych sie¢ z NAC3,
7 lub 13 1 zestawu koniugatow (K1, K2, K3) zawierajacych epitopy bialek
powierzchniowych CD 1 biatko no$nikowe (KLH). Biatko no$nikowe KLH jest czgsto
stosowane do immunizacji myszy, rOwniez donosowo. Zwykle szczepieniu donosowemu
biatkiem KLH towarzyszy adiuwant w postaci toksyny B cholery [348,349]. Mutanty
toksyny cholery sa uznawane za efektywne i bezpieczne adiuwanty donosowe, jednakze
nie sg stosowane u ludzi [350,351]. Dodatkowo, duzym problemem w ich powszechnym
zastosowaniu moze by¢ ich cena. Nanoadiuwanty stanowia duzo tansza alternatywe.

W wyniku szczepienia myszy protoszczepionka zawierajacg NAC 1 zestaw
koniugatéw uzyskano specyficzng odpowiedz humoralng. Te same protoszczepionki, ale
podane na dwa rézne sposoby indukowaty ten sam poziom catkowitych przeciwcial IgG.
Dodatkowo, NAC7 wykazuje ciekawe dziatanie polegajace na inhibicji produkcji
przeciwcial IgG. NAC podane donosowo z zestawem koniugatow indukowaty znacznie
wyzsze poziomy calkowitych przeciwciat IgA w stosunku do grupy szczepionej
domig$niowo alum zzestawem koniugatow. Poréwanie dwoch drog podania
protoszczepionek opartych o NAC wskazuje, ze sa one pod katem poziomu

indukowanych przeciwcial IgA znacznie bardziej efektywne w podaniu donosowym.
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Wykazano, ze zastosowanie NAC jako adiuwanta prowadzito do uzyskania co najmnie;j
takiego samego poziomu przeciwciat IgG jaki uzyskiwano po zastosowaniu alum jako
adiuwanta przy podaniu domig$niowym. Alum jest powszechnie stosowanym
adiuwantem, ale moze by¢ stosowane jedynie w szczepionkach podawanych droga
parenteralng, co wigze si¢ z koniecznoscia ktocia pacjenta [352] i wiele dodatkowych
problemoéw, jak np. mozliwo$¢ transmisji choréb przekazywanych wraz z krwia,
(zakazenie WZW typu B), czy tez problem zagospodarowania odpadow medycznych
[353,354]. Zastosowanie NAC, ktére jest co najmniej tak aktywne jak alum, ale
w podaniu donsowym wydaje si¢ by¢ duzo bardziej korzystnym rozwigzaniem.

Analiza wystepowania specyficznych przeciwcial IgG przeciwko podanym
w szczepionce epitopom CD, wykazata, ze uzycie NAC pozwolilo na uzyskanie
wysokiego miana tych przeciwcial. Co ciekawe, odpowiedz na szczepionke donosowa
byta duzo bardziej specyficzna wzgledem koniugatow niz w przypadku szczepienia
domigsniowego. Szczepienie domig¢sniowe skutkowato bardzo wysokim mianem
przeciwcial specyficznych wzgledem biatka nosnikowego KLH, ktore wrgcz maskowaty
odpowiedz na epitopy. Podobny wynik uzyskano zaréwno dla grup szczepionych
domigéniowo koniugatami w NAC, jak i koniugatami w alum, co wydaje si¢
dyskwalifikowa¢ podanie domig$niowe szczepionki zawierajgcej koniugaty z KLH. By¢
moze wyjasnieniem niskiej odpowiedzi wzgledem peptydow obsadzonych na
koniugatach w podaniu domig¢$niowym moze by¢ stabe obsadzenie KLH tymi peptydami.
Koniugacja zostata przeprowadzona w laboratorium z uzyciem komercyjnego zestawu,
a okreslenie doktadnego stosunku liczby skoniugowanych epitopow do czasteczki KLH
okazalo si¢ niemozliwe do wykonania. Nie ttumaczy to jednak zupetnie innej odpowiedzi
na te same koniugaty podane w NAC donosowo. By¢ moze antygeny pobierane z $wiatta
jamy nosowej ulegaja zupelnie innym mechanizmom obrobki niz antygeny podane
domigsniowo. Moze swiadczy¢ o tym rowniez parametr okreslajacy naptyw komorek
odpornosciowych do $ledziony. W przypadku podania donosowego protoszczepionki
masa $ledziony w stosunku do masy myszy nie ulegla zadnym zmianom. W przypadku
szczepienia domigsniowego taka zmiana byla widoczna. Nie znaleziono podobnych
doniesien w literaturze. Nalezy zbada¢ ewentualny udzial NAC w tym procesie.

Najciekawsze wydajg si¢ by¢ jednak wyniki dotyczace wytwarzania,
specyficznych wzgledem epitopéw zawartych w koniugacie, przeciwcial IgA. Zadna
z formulacji podanych domig$niowo nie wywotlala produkcji specyficznych przeciwciat

IgA w surowicy. Wszystkie trzy formulacje oparte o NAC podane donosowo indukowaty
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specyficzne przeciwciata IgA, z ktorych NAC7 wydaje si¢ by¢ najbardziej efektywny.
Jednoczes$nie, odpowiedZ na no$nik, czyli biatko KLH, byta rowna poziomowi kontroli,
czyli grupy myszy szczepionych PBS. Dotychczas nie zostato to opisane w literaturze
i $wiadczy o doskonatych wiasciwosciach aplikacyjnych NAC jako adiuwantow
w szczepionkach dosluzéwkowych.

Podsumowujgc, badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie nie tylko
pozwolity na opracowanie konkretnych rozwigzan w kwestii zakazen CD, ale i otwierajg
nowe drogi badan. Prace zapoczatkowane w tej pracy doktorskiej bedg kontynuowane.
Obecnie trwa zabezpieczanie wlasnos$ci intelektualnej dotyczacej nanoadiuwantow oraz
poszukiwanie inwestora, ktory bylby zainteresowany wiaczeniem do swojego portfolio

uzyskanych przez nas protoszczepionek lub samych nanoadiuwantow.
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. Whioski

Cwp22 jest nowym biatkiem immunoreaktywnym bakterii CD. Przeciwciata
specyficzne wzgledem biatka Cwp22 znajduja si¢ zarowno w surowicy pacjentow
z CDIL, os6b bez historii CDI (zdrowi wolontariusze), jak i w surowicy krwi
pepowinowe;.

Specyficzne przeciwciata wzgledem biatka Cwp22 bakterii CD wystepuja
w wigkszym mianie w surowicy krwi pgpowinowej niz w surowicy zdrowych
wolontariuszy, co moze $wiadczy¢ o szczegdlnych wilasciwosciach ochronnych
przeciwcial obecnych w surowicy krwi pepowinowe;.

. Zidentyfikowano 1 scharakteryzowano trzy nowe epitopy biatka Cwp22 bakterii CD,
ktére moga byé zastosowane w szczepionkach. Sg to: **EFRVAT?, 2" KVNGKM?%
i 2WQEKNGKKYY?"7,

. Koniugaty skladajace sie z epitopow *EFRVAT>, 2'KVNGKM?%
i 2*WQEKNGKKYY?"7 1 bialka no$nikowego KLH w potaczeniu z nanoadiuwantem
s3 immunogenne.

. Wiasciwosci fizykochemiczne uzyskanych 13 nanoadiuwantow sg zroznicowane.

. NAC3, 7 1 13 cechujg si¢ wlasciwosciami pozadanymi dla adiuwantow
dosluzowkowych: wykazuja bioadhezje, stabilnie wigza biatkowy antygen, indukuja
jego pobdr przez komorki dendrytyczne i sg bezpieczne w podaniu donsowym.

. NAC3, 71 13 wykazuja dzialanie adiuwantowe w testach in vivo.

. Nanoadiuwanty sg szczeg6lnie efektywne w podaniu donosowym. Szczepienie
protoszczepionka zawierajaca NAC 1 koniugaty wywotato specyficzng odpowiedz
zarowno w postaci przeciwciat klasy IgG jak 1 IgA skierowanym przeciwko badanym

epitopom.
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Razim A., Gorska S., Olszewski M., Gamian A., Myc A.
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Udziatl w realizacji grantéw badawczych (od najnowszych):

1. Mobilno$¢ naukowa. Wymiana osobowa z Republikg Czeska.
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NAWA, nr PPN/BIL/2018/1/00005/U/00001
Kierownik: Sabina Gorska

Funkcja pelniona w projekcie: wykonawca

Okreslenie struktury sktadnikow $ciany komoérkowej wybranych szczepdéw bakterii

z rodzaju Bifidobacterium 1 ich rola w rozwoju chorob o podtozu alergicznym
NCN 2017/26/E/NZ7/01202

Kierownik: Sabina Gorska

Funkcja pelniona w projekcie: wykonawca

Lata realizacji: 2018-2023

Finansowanie: 1 534 520 PLN

Mapowanie epitopow biatek powierzchniowych Clostridium difficile oraz
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Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego, KNOW
Kierownik: Sabina Goérska

Funkcja pelniona w projekcie: wykonawca
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Charakterystyka  fizykochemicznych  wlasciwosci  prototypu  emulsyjnego
nanoadjuwantu oraz jego wplywu na pobieranie i obrobke antygenu przez komorki

prezentujace antygen
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Kierownik: Agnieszka Razim
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Finansowanie 148 800 PLN

Staze naukowe:
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10-14.06.2019 Laboratorium Gnotobiologii Czeskiej Akademii Nauk w Novym
Hradku, Czechy. Wyjazd w ramach projektu wymiany bilateralnej (NAWA, nr
PPN/BIL/2018/1/00005/U/00001).

1.01-31.05.2017 Uniwersytet Michigan w Ann Arbor, USA. Tytul projektu:
Modulacja odpowiedzi odpornosciowej gospodarza i wytworzenie odpornosci
przeciwko Cryptococcus neoformans z uzyciem nowoczesnych nanoadiuwantow.
Staz zrealizowany pod opieka dr hab. M. Olszewskiego, sfinansowany z funduszy

KNOW (Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego).

1.06-1.09.2012 Uniwersytet w Groningen, Holandia. Praktyki studenckie, tytut
projektu: Dual labeling and FRET analysis of ECF-Thit. Praktyki zrealizowane pod

opieka dr D. J. Slotboom, sfinansowane w ramach programu Erazmus praktyki.

1.10.2011-1.02.2012 Uniwersytet w Groningen, Holandia. Projekt badawczy, tytut
projektu: Expression of yeast amino acid transporters using their endogenous
promoters. Projekt zrealizowany pod opieka prof. B. Poolman, sfinansowany

w ramach programu Erazmus.
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Nagrody:

1.

2.

Stypendium wyjazdowe - Translational Immunology 26-27.03.2020 Ghent, Belgia.

Stypendium im. Ludwika Hirszfelda w zakresie nauk biologicznych i medycznych.
Przyznawane przez Prezydenta Wroctawia w ramach Studenckiego Programu

Stypendialnego na rok akademicki 2018/2019.

Stypendium wyjazdowe - Kuznia Mlodych Talentow Akademii Mlodych Uczonych
15-18.09.2016 Jabtonna, Polska.

Nagroda Dyrektora Instytutu za dziatalno$¢ promujaca Instytut Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu 2016.

Stypendium dla najlepszych doktorantow przyznawane przez Dyrektora Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu, na rok akademicki

2016/2017.
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