Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polska Akademia Nauk

Polska 3%
demia N2

s

Karolina Ucieklak

Wspolne elementy w strukturze antygenow cukrowych
bakterii z rodzaju Bordetella jako uniwersalne

skladniki szczepionek

Structural elements of carbohydrate antigens shared by bacteria of the genus

Bordetella as universal vaccine components

Promotor:

dr hab. Tomasz Niedziela

praca doktorska wykonana

w Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek

Wroctaw, 2020 r.



“Zhoom! What was that? That was your lfe PhD, Mate! Oh, that was quick.”

Dr hab. Tomaszowi Niedzieli, promotorowi niniejszej pracy sktadam
podzickowania, za kazda cenng porade, liczne wskazdwki
merytoryczne, ktore pomogty mi w trakcie realizacji tej pracy, za

ofiarowany mi czas i zaangazowanie, a takze za wiele zyczliwych stow.

Dr Sabinie Koj, za wszechstronng pomoc podczas realizacji i pisania tej
pracy, a takze za cierpliwos$¢, poswigcony czas oraz za cenne uwagi

przekazywane w duzym spokoju.

Wspodtpracownikom za przychylng atmosfere w trakcie studiow
doktoranckich i regularne dostawy cukrow prostych, w formach

czasami skomplikowanych.

Wszystkim tym osobom, bez ktoérych pomocy, obecno$ci i nastawienia

ta praca nie moglaby powstac.

Serdecznie dzigkuje



SPIS TRESCI

SPIS TRESCI

1. WYKAZ SKROTOW ..ottt 7
2. STRESZCZENIE ...ttt 10
3. SUMMARY ettt bbbttt nae e e 14
B WSTEP ...t 18
A1 KEZEUSIEC ..ttt b bbbttt bbbt bt 18
4.2. ROAZA] BOFAEtella .........eiieeeeeee e 20
4.2.1. Klaster Bordetella bronChiseptiCa...........ccccviveiieiiiie i 22
4.2.2.Przeglad epidemiologiczny 1 rozkiad gatunkowy........ccccceviiiiiiiiiiiininiie s 25
4.2.3.Morfologia i diagnostyka bakterii z klastra B. bronchiseptica............ccccccoeevvvennne. 26
4.2.4.D1agNO0StYKA KIZEUSCA...eeivvviiiiiieiiii ettt aee e 27
4.3. Antygeny Bordetellae ... 29
4.4. SzczepionKi PrzeciwkrztuSCOWe. ............coooiiviiiiiiiice e 40
4.5. Neoglikokoniugaty i szczepionki glikoKoniugatowe ............ccccceveniiineniinicniennen, 43
4.6. Gléwne techniki stosowane w analizie antygenoéw cukrowych i glikokoniugatow .

TSSOSO U TP U R PP UPURPTPRPRO 45
4.6.1. SPEKIFOMELIIA MAS ....c.viiieiieeie ettt et et e st e e sre et e neesreeeeenes 45
4.6.2. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego NMR ..., 47
5. CEL PRACY .ottt bbbttt ettt n et 52
6. MATERIALY I METODY .....oooiiiiie et 53
6.1. Szczepy Bordetella i warunki NOAOWI.............cccooiiiiiiiiice e 53
6.2. MEtOdy PreParatyWINE .......c.ooiiiiiiiiiieiieieee ettt bbb 55
6.2.1.1zolacja i oczyszczanie lipopolisacharydéw oraz lipooligosacharydow .................. 55
6.2.2.Otrzymywanie poli- i oligosacharydOw z LPS...........cccooeieiiiiiiieiseeeeese e 56
6.2.3. 1zolacja egzopolisacharydOw bakteryjnych..........cccccvveveiiiiiiciecic e 56
6.2.4. Redukcja egzopolisaCharydOw ...........cccceceiiiiiiiccecce e 56
6.2.5. Utlenianie oligoSacharydOw ............c.cooeeiiiiieiiciiecic e 57
6.2.6. Uzyskanie monomerycznej frakcji toksoidu tgZca.......covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciece 57
6.2.7.Otrzymywanie neoglikoKONIUGAtOW ............ccooiiiiiiiiieiesc e 57
6.3. Metody immMUNOCHEIMICZNE ........coiiiiiiiiiee e 58
6.3.1. Stosowane gliKOKONTUQALtY | SUTOWICE .......ccueveruiiiiiiiniisieeieeeie e 58
6.3.2. Elektroforeza w warunkach denaturujacych i immunoblotting.............cccocevvenenne. 60
6.4. Metody analizy CheMICZNE] ........ccovveiiiiic e 62
6.4.1. Czgéciowa hydroliza polisacharydow w kontrolowanych warunkach..................... 62
6.4.2. Analiza cukrowa polisacharydOW.............ccccevieiiiiieiiese e 62
6.4.3. Analiza metylacyjna polisacharydOw............cccccceeieiieiieie i 62
6.4.4.Redukcja estrow metylowych Kwasow uronowych ..........ccccoeveiiienininnee 63
6.4.5. Analiza absolutnej konfiguracji sktadnikéw cukrowych technika NMR.................. 63
6.5. Metody INSTrUMENTAINE ..........ooiiiiiiieee e 64
6.5.1. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) ........ccooeviiinineniniiieee 64
6.5.2. Chromatografia gazowa sprzgzona ze spektrometrig mas (GC-MS) .............ccce.. 65

6.5.3. Spektrometria mas z wykorzystaniem jonizacji probki poprzez jonizacje typu
CIEKLIOSPIE] (ESI) .t ettt nr e e enes 65



SPIS TRESCI

6.5.4. Spektrometria mas z wykorzystaniem jonizacji probki poprzez desorpcje laserem z

matrycy z detekcja czasu przelotu jondw MALDI-TOF ... 65
6.5.5. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) ......ccceevvviiiiiiiiiinnenne, 67
6.6. Analiza mikroskopowa B. holmesii ATCC 51541 .......ccceiiiiiiiiiiiiiieeeee 67
T WYINTKL e e e e et e e e s bt e e e e s nsrees 68
7.1. Szczepy Bordetella i warunki NOAOWI............cccooiiiiiiiiiic 68
7.2. Analiza heteropolisacharydowych fragmentow LPS Bordetellae......................... 72
7.2.1.1zolacja lipopolisacharyddw Bordetellae ............ccevveviiieiiciicc e 72
7.2.2. Analiza serologiczna lipopolisacharyddw wybranych bakterii z rodzaju Bordetella
.................................................................................................................................. 72
7.2.3.Oligosacharydy Bordetellae — strukturalne grupy reporterowe ..........cccceeevevvvennenne. 79
7.2.4. Struktura lipopolisacharydu B. holmesii ATCC 51541........ccccoeiiiininininieen 93
7.3. Analiza egzopolisacharyddw bakterii z klastra B. bronchiseptica...................... 106
7.3.1.1zolacja egzopoliSAChArYAOW. ..........cceiiiiiiiisie e 106
7.3.2. Analiza EgzopoliSaCharydOW .............cccciiiiieiiinieieise e 115
7.4. Nieklasyczne Bordetellae — poréwnawcza analiza egzopolisacharyddw............ 142
7.5. Otrzymywanie i analiza glikokoniugatu BOS z toksoidem te¢zca........................ 145
7.6. Ustalanie absolutnej konfiguracji skladnikow cukrowych technika spektroskopii
INIMIR . ¢ttt ettt bbbt b e s et e bbbt bt bbbt e R ettt b e Re e Rt ne s 151
8. DY SKKUSIA .t e s e st e e e e aa e e e ra e e e se e e e nneeeaneeeas 155
9. WINTOSKI ..ottt e et e et e e e e e e s e e e naeeaneeeas 168
10. LITERATURA . ettt sttt e e e et e e e nse e e e neeeeneeeenes 172
11. SPISRYCIN I TABEL ...ttt 183

12. MATERIALY DODATKOWE ........cccoooiiiiiiiiiiie e 189



WYKAZ SKROTOW

1. WYKAZ SKROTOW

skrot

A
Ab
Ag
Ac
ACN
AP
AU
BCIP

BOS
Bps
CDC

CID
COSY
CPS

Da

DHB
disach-
HSA
DMF
DTaP, aP
dTap
DTP,
DTwP, wP
EPS
ESI-MS
ESI-MS"
FA

FHA
Fim
HCCA
HMBC
HPLC

HSA

rozwiniecie angielskie

Absorbance

Antibody

Antigen

Acetyl

Acetonitrile

Alkaline Phosphatase

Absorbance Units
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate

Bordetella oligosaccharide
Bordetella polysaccharide
Centers For Disease Control And
Prevention

Collision Induced Dissociation

Correlation Spectroscopy
Capsular polysaccharide
Unified atomic mass unit, dalton

2,5-Dihydroxybenzoic Acid

Disaccharide-Human Serum Albumin
Conjugate

N,N-Dimethylformamide

Acellular Vaccine for Diptheria-
Tetanus-Pertussis

Acellular Vaccine for Diptheria-
Tetanus-Pertussis

Vaccine for Diptheria Tetanus toxoid
combined with whole Pertussis cells
Exopolysacchride
Electrospray-lonization Mass
Spectrometry

Multiple Stage Electrospray-lonization
Mass Spectrometry

Formic Acid

Filamentous Hemagglutinin
Fimbriae
a-Cyano-4-Hydroxy-Cinnamic Acid

Heteronuclear Multiple Bond
Correlation

High Performance Liquid
Chromatography

Human Serum Albumin

rozwinigcie polskie

absorbancja

przeciwcialo

antygen

grupa acetylowa

acetonitryl

fosfataza alkaliczna

jednostki absorbancji
fosforan 5-bromo-4-chloro-3-
indolylu

Centrum Kontroli i Prewencji
Chorob

dysocjacja indukowana
zderzeniowo

spektroskopia korelacyjna
polisacharyd kapsularny
zunifikowana jednostka masy
atomowej, dalton

kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy

koniugat disacharydu z ludzka
albuming surowicza
dimetyloformamid
bezkomorkowa szczepionka
btoniczo-tezcowo-krztuscowa
bezkomorkowa szczepionka
DTaP z obnizong zawarto$cig
antygenow

pelnokomorkowa szczepionka
btoniczo-tezcowo-krztuscowa
egzopolisacharyd
spektrometria mas z jonizacja
typu elektrosprej
wieloetapowa spektrometria mas
Z jonizacja typu elektrosprej
kwas mréwkowy
hemaglutynina wiokienkowa
aglutynogen, fimbrie

kwas a-Ccyjano-4-
hydroksycynamonowy
heterojadrowa korelacja
dalekiego zasiggu
wysokosprawna chromatografia
cieczowa

ludzka albumina surowicy


http://vaccinebox.com/diseases/diptheria/
http://vaccinebox.com/diseases/diptheria/
http://vaccinebox.com/diseases/diptheria/
http://vaccinebox.com/diseases/pertussis-whooping-cough/

HSQC-
DEPT

1gG
Kdo
LC
LOS
LPS
[M+H]"
[M-H]

MALDI-
TOF MS

Me
MPL
MS/MS

MS
-MS

(ON)
OS-PT

OS-TTd

P
PBS

penta-PT

penta-TTd

PCM

WYKAZ SKROTOW

Heteronuclear Single Quantum
Coherence —Distortionless
Enhancement By Polarisation Transfer

Immunoglobulin G
Coupling Constant
3-Deoxy-D-Manno-oct-2-Ulosonic Acid

Liquid Chromatography
Lipooligosaccharide
Lipopolysaccharide

lon Molecule Charged Positively

lon Molecule Charged Negatively

Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization —Time Of Flight
Mass Spectrometry

Methyl
Monophosphoryl Lipid A
Tandem MS

Mass Spectrometry
Mass Spectrometry Negative lonization

Mass Spectrometry Positive lonization

Molecular Weight
Mass-To-Charge Ratio

Nitro Blue Tetrazolium
Nuclear Magnetic Resonance
Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy

Oligosaccharide
Oligosaccharide-Pertussis Toxin
Conjugate
Oligosaccharide-Tetanus Toxoid
Conjugate

Phosphate

Phosphate Buffered Saline

Pentasaccharide-Pertussis Toxin
conjugate

Pentasaccharide-Tetanus Toxoid
conjugate
Polish Collection of Microorganisms

heterojadrowe jednokwantowe
widmo korelacyjne-
bezzaktoceniowe wzmocnienie
sygnatu poprzez transfer
polaryzacji

immunoglobuliny typu G
stata sprzezenia

kwas 3-deoksy-D-manno-2-
oktulozonowy

chromatografia cieczowa
lipooligosacharyd
lipopolisacharyd

jon molekularny natadowany
dodatnio

jon molekularny natadowany
ujemnie

spektrometria mas

z wykorzystaniem jonizacji
probki poprzez desorpcje
laserem z matrycy z detekcja
czasu przelotu jonow

grupa metylowa
monofosforylowany lipid A
fragmentacja metoda
spektrometrii mas
spektrometria mas
spektrometria mas w trybie
polaryzacji ujemnej
spektrometria mas w trybie
polaryzacji dodatniej

masa czasteczkowa

stosunek masy do fadunku
btekit nitrotetrazolowy
magnetyczny rezonans jadrowy
spektroskopia NMR
wykorzystujaca jadrowy efekt
Overhausera

oligosacharyd, oligocukier
koniugat oligocukru z toksyna
krztusca

koniugat oligocukru z toksoidem
tezca

fosforan

sol fizjologiczna buforowana
fosforanami

koniugat pentasacharydu z
toksyna krztusca

koniugat pentasacharydu z
toksoidem tezca
Polska Kolekcja


https://en.wikipedia.org/wiki/Mass_spectrum#X-axis:_m/z_(mass-to-charge_ratio)

PP
PPEtN
ppm
PRN
PS
PT

SA

SDS
SEC

SDS-
PAGE

SM
TBS

TEMED

TFA
Th
THAP
TOCSY

TRIS
TT
TTd
WHO

1D NMR
2D NMR

WYKAZ SKROTOW

Pyrophosphate

Ethanolamine Pyrophosphate
Parts Per Million

Pertactin

Polysaccharide

Pertussis Toxin

Subunit

3-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)prop-2-enoic acid
Sodium Dodecyl Sulfate

Size Exclusion Chromatography

SDS-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis

Tris Buffered Saline
N,N,N’,N -Tetramethylethylenediamine

Trifluoroacetic Acid

T Helper Cells

2°,4° 6-trihydroxyacetophenone
Total Correlation Spectroscopy

Retention time
Tris(Hydroxymethyl)Aminomethane
Tetanus Toxin

Tetanus Toxoid

World Health Organization

Molar Extinction Coefficient

One Dimensional NMR

Two Dimensional NMR

Mikroorganizméw
pirofosforan
pirofosforyloetanolamina
czesci na milion
pertaktyna

polisacharyd

toksyna krztusca
podjednostka

kwas synapinowy

sol sodowa siarczanu dodecylu
sgczenie molekularne, filtracja
zelowa

elektroforeza w zelu
poliakryloamidowym

w warunkach denaturujacych
W obecnosci SDS

sucha masa bakteryjna

sol fizjologiczna buforowana
TRIS

N,N,N’,N"-
tetrametyloetylenodiamina
kwas trifluorooctowy

limfocyt T pomocniczy
tréjhydroksyacetofenon
spektroskopia korelacji
catkowitej

czas retencji
tris(hydroksymetylo)aminometan
toksyna tezca

toksoid tezcowy

Swiatowa Organizacja Zdrowia
molowy wspotczynnik absorpciji
jednowymiarowy NMR
dwuwymiarowy NMR


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=76-05-1&interface=CAS%20No.&N=0+&mode=partialmax&lang=en&region=US&focus=product
https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=tri+hydroxyacetophenone&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjHmtqH5MvcAhXSalAKHYQECXUQkeECCCUoAA

STRESZCZENIE

2. STRESZCZENIE

Krztusiec jest wysoce zakazng chorobg wieku dzieciecego, ktorej czynnikiem
etiologicznym jest bakteria Bordetella pertussis. Objawem patognomonicznym jest silny,
napadowy i bezproduktywny kaszel, pogarszajacy si¢ w nocy i powodujacy wymioty,
bezdech oraz sinice. Wérod zaszczepionych dzieci, nastolatkow oraz dorostych objawy
moga by¢ znacznie lagodniejsze 1 mniej specyficzne, a wiec trudniejsze do
zdiagnozowania (WHO, 2014). Przed wprowadzeniem szczepionki, w Polsce corocznie
diagnozowano kilkadziesigt tysi¢gcy przypadkow krztusca. Wprowadzenie szczepionki
pelnokomorkowej (DTwP) oraz obowigzku szczepien okazalo si¢ skuteczng metoda
zapobiegania zakazeniom. Ze wzgledu na reaktogennos$é¢, wywolywana obecno$cia
lipopolisacharydu, szczepionki DTwP zostaly czeSciowo lub catkowicie, zastgpione
szczepionkami bezkomérkowymi (DTaP) zawierajagcymi oczyszczone biatkowe antygeny
bakteryjne. Jednak pomimo powszechnosci szczepien ochronnych obserwuje si¢ wzrost
zachorowan na krztusiec, nie tylko wsrod najbardziej wrazliwej grupy - noworodkow, ale
rowniez zaszczepionych nastolatkdw i dorostych. Nowoczesne metody badawcze
pozwalaja zidentyfikowaé inne gatunki bakterii z rodzaju Bordetella wywotujace
niezwykle podobne objawy chorobowe, tj. B. parapertussis oraz B. holmesii (Guthrie
i in., 2010; Rodgers i in., 2013). Obecnie stosowane szczepionki nie zapewniajg ochrony
przed B. holmesii, ktora staje si¢ drugim, pod wzgledem zachorowalnosci, czynnikiem
etiologicznym krztusca. Niedoskonato$¢ istniejagcych szczepionek jest przyczyna
poszukiwan nowych antygendéw szczepionkowych i powtdrnego zainteresowania
szczepionkami pelnokomoérkowymi. Zupetnie innym podejsciem jest skierowanie uwagi
na niedoceniane antygeny cukrowe.

Bakteryjne polisacharydy mozna podzieli¢ na 3 grupy. Pierwsza grupe tworza
lipopolisacharydy. LPS zbudowany jest z lipidu A, oligosacharydu rdzenia oraz antygenu
O. Jest integralnym sktadnikiem ostony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych i indukuje
powstawanie swoistych i bakteriobdjczych przeciwciat (Rappuoli, 2004), wydaje si¢ by¢
idealnym antygenem szczepionkowym. Jego reaktogenno$é, wyklucza uzycie LPS
w natywnej formie. Jednak wyizolowane polisacharydowe fragmenty, przy zachowaniu
wlasciwos$ci antygenowych, traca aktywno$¢ biologiczna. Szczepionki polisacharydowe
rozwijane sg od 50 lat, ale ich gtéwna wada jest to, ze sam polisacharyd jako antygen T —
niezalezny, wywoluje stabg i krotkotrwatg odpowiedZz immunologiczng. Cech antygenu

T — zaleznego nabiera jako glikokoniugat poprzez skoniugowanie z immunogennym
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no$nikiem biatkowym. Szczepionki glikokoniugatowe laczag w sobie wlasciwosci
antygenowe skladnikow cukrowych jak i biatkowych. Glikokoniugaty zawierajace
oligosacharydowe fragmenty LOS B. pertussis indukuja produkcje przeciwciat
bakteriobdjczych (Koj i in., 2015). Bakterie nalezace do klastra B. bronchiseptica sa
blisko ze soba spokrewnione, ale syntezujg lipopolisacharydy roznigce si¢ w réznych
segmentach. Wspolnych elementéw poszukiwano w konserwatywnym ewolucyjnie OS
rdzenia. W badaniach nad OS Escherichia coli wykazano, ze przeciwciala skierowane
przeciwko OS rdzenia szczepOw szorstkich reaguja krzyzowo z rdzeniami szczepow
gladkich (Lukasiewicz i in., 2003). Dlatego niezmiernie istotne jest zidentyfikowanie
wspoOlnych elementéw antygenowych, ktorych wyizolowane formy moglyby stanowié
sktadnik uniwersalnych szczepionek chronigcych przed zakazeniami bakteriami z rodzaju
Bordetella. Druga grupe bakteryjnych glikanéw, bedacych sktadnikami szczepionek,
tworzg polisacharydy kapsularne (CPS). Ich rola polega na ochronie przed
mechanizmami  obronnymi gospodarza i ochronie komorki bakteryjnej przed
wysuszeniem (Roberts, 1996). CPS z komoérka zwigzane sa poprzez kotwice lipidowa.
CPS wydzielany na zewnatrz bakterii zostaje przypisany do trzeciej grupy tzw.
egzopolisacharydow (EPS). Wedlug danych literaturowych niektdre Bordetellae
(B. pertussis, B. parapertussis oraz B. bronchiseptica) produkuja egzopolisacharyd Bps
(ang. Bordetella polysaccharide), zbudowany z homopolimeru GIcNAc, ktory odgrywa
istotng role w procesie wytwarzania biofilmu (Conover i in., 2010). Inne publikacje
sugeruja, ze B. pertussis produkuje polisacharyd mikrokapsularny, prawdopodobnie
zbudowany z homopolimeru GalNACA, podobnie jak antygen Vi (Hoo i in., 2014; Neo
i in., 2010). Jednak w zadnej ze wspomnianych prac nie zaprezentowano bezposrednich
analiz wyizolowanego EPS i CPS. W genomach Bordetellae zidentyfikowano geny
odpowiedzialne za synteze CPS, ale nikomu nie udato si¢ dotad ustali¢ czy polisacharydy
kapsularne sa rzeczywiscie wytwarzane przez bakterie z rodzaju Bordetella. Te
niejasnosci byly przyczyna zainteresowania si¢ tematem EPS oraz CPS u Bordetellae.

W zrealizowanej pracy przeprowadzono analizy strukturalne i serologiczne
heteropolisacharydowych czesci LPS réznych gatunkow Bordetellae (B. pertussis 186,
B. pertussis 606, B. parapertussis 529, B. bronchiseptica 530 i B. bronchiseptica 1943).
W pracy po raz pierwszy scharakteryzowano i opisano przesunigcia chemiczne dla
oligosacharydu B. pertussis 606, ktore potwierdzajg, ze OS B. pertussis 606 jest
nonasacharydem pozbawionym dystalnego trojcukru. Wyniki te potwierdza réwniez brak
reakcji krzyzowej z anty-glikokoniugatowymi surowicami (anty—penta-PT, anty—penta-
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TTd i anty—disach-HSA) rozpoznajacymi dystalny trojcukier dodekasacharydowego OS
B. pertussis  186. Szczepy B. bronchiseptica 530 i B. bronchiseptica 1943
zidentyfikowano jako szczepy szorstkie, niesyntezujace antygenu O. Minimalny OS
B. bronchiseptica 530 i 1943 jest heptasacharydem. OS tych szczepdw jest najkrotszym
OS wsrdd analizowanych gatunkoéw, co potwierdzajg bardzo stabe reakcje krzyzowe
Z surowicami rozpoznajacymi pelny OS B. pertussis 186 (anty—OS-TTd i anty—OS-PT).
B. parapertussis 529 okreslono jako szczep gladki. Surowice anty-glikokoniugatowe
(anty—penta-TTd i anty—disach-HSA) rozpoznaja krzyzowo immundominujacy epitop OS
B. pertussis 186 w LPS B. parapertussis 529, co sugeruje ze w strukturze LPS
B. parapertussis obecny jest dystalny tréjcukier. W strukturach OS rdzenia
B. parapertussis 529 wyrozniono dwie formy. Minimalny OS jest oktasacharydem,
natomiast petna struktura OS jest dodekasacharydem. Na podstawie przeprowadzonych
badan dla posiadanych gatunkéw i szczepéw minimalny OS rdzenia dla Bordetellae
zdefiniowano jako heksasacharyd. Ustalono, ze podstawowa struktura OS rdzenia jest
zachowana pomigdzy gatunkami. Modyfikacje polegaly na utracie niektorych reszt lub
dodatkowym podstawieniu przez niecukrowe podstawniki. Ciekawa obserwacja jest fakt,
ze w trakcie analiz nie zidentyfikowano pentasacharydowego facznika, do ktorego,
wedhtug danych literaturowych, przytaczony jest antygen O (Preston i in., 2006). Pewnym
wyjasnieniem moze by¢ brak syntezy antygenu O przez posiadane szczepy
B. bronchiseptica, ale tego rodzaju tacznik powinien by¢ obecny w LPS B. parapertussis,
ktora syntetyzuje antygen O.
W pracy ustalono po raz pierwszy strukture OS rdzenia oraz antygenu O
B. holmesii ATCC 51541, ktéra jest nowym, waznym czynnikiem etiologicznym
krztusca, a 0 ktorej, z punktu widzenia poszukiwan nowych glikokoniugatowych
szczepionek przeciwkrztuscowych, prawie nic nie wiadomo. Na podstawie analiz
porownawczych widm NMR oraz MALDI-TOF MS ustalono, ze OS B. holmesii jest
identyczny z rdzeniem B. pertussis 606. OS jest nonasacharydem i w swojej strukturze
pozbawiony jest dystalnego trojcukru, na co wskazywatl rowniez brak krzyzowych reakcji
serologicznych z surowicami zawierajacymi przeciwciala skierowane przeciwko
immunodominujgcemu epitopowi B. pertussis. Przeprowadzone analizy technikami
spektroskopii NMR, spektrometrii mas oraz metodami chemicznymi, pozwolity ustali¢
strukture antygenu O B. holmesii ATCC 51541, ktérego pentasacharydowa podjednostka
ma mas¢ 974,32 Da i zbudowana jest wg schematu: [—2)-a-L-Rha-(1—3)-a-D-Glcp-
(1—4)-[B-D-GlcpNAc-(1—3]a-D-Galp-(1—3)-a-D-GlcpNAc-(1—].,.
12
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Ze wzgledu na rozbiezne dane literaturowe dotyczace EPS wytwarzanych przez
Bordetellae i brak danych z analiz strukturalnych przeprowadzono analizy EPS
izolowanych z medium pohodowlanego badanych gatunkow i szczep6w Bordetellae
w celu izolacji i identyfikacji tych glikanéw. W medium pohodowlanym rozdzielanym na
kolumnie filtracji  zelowej wykryto dilugotancuchowe polisacharydy, ktore
zidentyfikowano jako dwa homopolimery glukozy podstawione w pozycjach 4 i 6 [—4)-
a-D-Glcp-(1—] i [—6)-a-D-Glcp-(1—]. Wykryto rowniez krotszy egzooligosacharyd.
Technikami spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas zidentyfikowano go jako nowy
heksasacharyd o masie 1235,5 Da. Ze wzglgdu na jego odmienno$¢ od hipotetycznych
struktur Bps i mikrokapsuly wprowadzono nowag nazwe¢ nieopisanego dotychczas
egzooligosacharydu ,,Bordetella oligosaccharide” (BOS). BOS okazatl si¢ uniwersalny
wsrod wszystkich badanych bakterii z rodzaju Bordetella. Zdefiniowano jego strukture
jako a-GlcpNAc-(1—4)-a-GalpNACAN-(1—4)-[ B-D-Glcp-(1—3)]-a-GalpNACAN-
(1—4)-0-GlcpNACA-(1—3)-a/B-GlcpNAc. Na widmach NMR zarejestrowanych dla
frakcji zawierajgcej BOS zidentyfikowano tez sygnaty -CH, -CH, i -CH3 przypominajace
systemy spinowe kwasow tluszczowych. Ich struktura nie zostala jeszcze ustalona, ale
mogg one funkcjonowaé jako element kotwiczacy BOS w zewnetrznej blonie ostony
komorkowej bakterii. Na koncu redukujacym BOS zidentyfikowano GIcNAC
w konfiguracji zaréwno a i B, do ktorej moze by¢ przytaczona lipidowa kotwica. Jednak
nie udato si¢ wskaza¢ bezposredniego potaczenia miedzy BOS, a ewentualng kotwica,
poniewaz nie zidentyfikowano frakcji zawierajacej BOS potaczonego z kotwica lipidowa.

Surowice anty-glikokoniugatowe (anty—penta-PT, anty—OS-PT i anty—disach-
HSA) oraz surowice zawierajace poliklonalne przeciwciata skierowane przeciwko
pelnym komoérkom bakteryjnym B. pertussis (anty-SM Bp 186 i anty—-SM Bp miks)
rozpoznajacych LOS na powierzchni komorki wykazywaty staba reakcje krzyzowsa
zBOS. W obu strukturach zidentyfikowano terminalng GIcNAc, ktéra moze by¢
epitopem odpowiedzialnym za krzyzowe rozpoznawanie struktur. Reakcje z surowicami
na pelne komorki potwierdzaja przypuszczenia, ze BOS moze by¢ kapsula. Rowniez
surowica do aglutynacji szkietkowej anty—Vi, ktéra wg danych literaturowych,
rozpoznaje swoiscie GalNACA tworzacy mikrokapsule, reaguje z BOS.

Poznanie wiasciwosci antygenowych BOS, jego roli w kolonizacji i transmisji
bakterii i mozliwosci zastosowania neoglikoniugatu BOS jako nowego potencjalnego
sktadnika szczepionek przeciwkrztuscowych o szerokim spektrum ochrony wymaga

dalszych badan.
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3. SUMMARY

Whooping cough is a highly contagious disease caused by Bordetella pertussis.
A pathognomonic symptom of pertussis is a severe spasmodic and unproductive cough
that worsens at night and is accompanied by vomiting, apnea and cyanosis. Among
vaccinated children, adolescents and adults, the symptoms are milder and less specific,
and therefore more difficult to diagnose (WHO 2014). In the pre-vaccination era, tens of
thousands of pertussis cases were diagnosed each year in Poland. Whole-cell pertussis
vaccine (DTwP) has been highly effective in reducing morbidity and mortality. However,
DTwP vaccines are reactogenic as they contain lipopolysaccharide (LPS) and they have
been partly or completely replaced, by acellular pertussis vaccines (DTaP) that instead
contain purified bacterial protein antigens. In spite of the sustained high coverage of
vaccinations, there is an increase of whooping cough in all age groups. New diagnostic
methods allow to identify other Bordetella species that cause pertussis-like symptoms, i.e.
B. parapertussis and B. holmesii (Guthrie et al. 2010; Rodgers et al. 2013). B. holmesii
have become the second pertussis etiological factor, but the currently used vaccines do
not provide a cross-protection. The imperfection of existing vaccines is the reason for
development of improved and new components of vaccines against whooping cough. One
of the novel approaches is to focus on surface carbohydrates antigens of Bordetellae.

Bacterial polysaccharides can be divided into 3 groups. The first group
comprises of LPS which are composed of the lipid A, an oligosaccharide core and an O-
antigen. LPS is an integral component of the outer membrane of Gram-negative bacteria
and induces the production of specific and bactericidal antibodies (Rappuoli 2004). LPS
seems to be an ideal vaccine antigen, but its reactogenicity excludes using it in its native
form. LPS-derived polysaccharide fragments are devoid of endotoxic activity and still
maintain antigenic properties. Polysaccharide vaccines have been developed for 50 years,
but their main disadvantage is that the polysaccharide itself as a T-independent antigen
induces a weak and short-lived immunity. Polysaccharides become T-dependent antigen
by conjugation with an immunogenic protein carrier. Glycoconjugate vaccines combine
the antigenic properties of carbohydrate and protein components. Glycoconjugates
containing B. pertussis LOS-derived oligosaccharide fragments induce the production of
bactericidal antibodies (Koj et al. 2015). Bacteria of the “B. bronchiseptica cluster” are
closely related, but they produce different lipopolysaccharides, containing some highly

conserved segments related to the core OS.
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Previously Escherichia coli OS studies have shown that antibodies directed against the
OS core of rough-strains cross-react with smooth-strains cores (Lukasiewicz et al. 2003).
Therefore, it is essential to identify common antigenic motifs that in the isolated forms
could become components of universal vaccines protecting against Bordetella infections.
The second group of bacterial glycans, which are also used as vaccine components, are
capsular polysaccharides (CPS). CPS protect bacterial cells from the host defense
mechanisms and from enviromental conditions (Roberts 1996). CPS are bound to the cell
via a lipid anchor. CPS molecules released into environment constitute the third group of
so-called exopolysaccharides (EPS). According to published data, some Bordetellae (B.
pertussis, B. parapertussis and B. bronchiseptica) produce Bps exopolysaccharide
(Bordetella polysaccharide), made of the GIcNAc homopolymer, which is supposed to
play an important role in the biofilm development (Conover et al. 2010). Other
publications suggest that B. pertussis produces a microcapsular polysaccharide, a form of
the GaINAcA homopolymer that might resemble Vi antigen (Neo et al. 2010; Hoo et al.
2014). However, none of these publications presented direct analyses of the isolated EPS
and CPS. The genes responsible for the CPS synthesis have been identified in the
Bordetellae genomes, but to the date no one has been able to determine whether the
capsular polysaccharides are actually produced by Bordetella species. These uncertainties
were the reason for our interest in EPS and CPS structural features of Bordetellae.

In this study, structural and serological analyses of heteropolysaccharide parts
of LPS among various Bordetellae species (B. pertussis 186, B. pertussis 606,
B. parapertussis 529, B. bronchiseptica 530, and B. bronchiseptica 1943) were
performed. This work identifies the structure and describes the chemical shifts for
B. pertussis 606 oligosaccharide for the first time. The lack of cross-reactivity with anti-
glycoconjugate sera (anti-penta-PT, anti-penta-TTd and anti-disach-HSA) recognizing the
distal trisaccharide, confirms that the OS of B. pertussis 606 is a nonasaccharide devoid
of distal trisaccharide. B. bronchiseptica 530 and B. bronchiseptica 1943 strains were
identified as rough strains not synthesizing the O-antigen. Minimal OS of
B. bronchiseptica 530 and 1943 is a heptasaccharide and is the shortest OS among the
analysed species, which has also been confirmed by very weak cross-reactions with sera
recognizing OS of B. pertussis 186 (anti-OS-TTd and anti-OS-PT). B. parapertussis 529
was defined as a smooth strain. Anti-glycoconjugate sera (anti-penta-TTd and anti-
disach-HSA) cross-recognize the B. pertussis 186 immunodominant epitope in the LPS of

B. parapertussis 529, suggesting that a distal trisaccharide is present in the
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B. parapertussis LPS structure. Two forms have been distinguished among structures of
the OS core of B. parapertussis 529. Minimal OS is an octasaccharide, while the
complete structure of OS is a dodecaccharide. The minimum OS core for Bordetellae was
defined as a hexasaccharide. It has been established that the basic core OS structure is
conserved among Bordetella species. The modifications included the loss of some
residues or an additional substitution by non-sugar substituents. An interesting
observation is the fact that during the performed analyses no pentasaccharide linker was
identified. According to Preston et al. this linker attaches the O-antigen to OS (Preston et
al. 2006). This can be explained by the lack of O-antigens in B. bronchiseptica strains,
but this type of linker should be present in B. parapertussis LPS, which synthesizes the
O-antigen.

B. holmesii ATCC 51541 is a novel and important etiological factor of pertussis.
Almost nothing is known regarding the structure of carbohydrate antigens of this
bacterium and their possible applications as new glycoconjugate pertussis vaccines. Here
the structure of the OS core and O-antigen of B. holmesii ATCC 51541 is presented.
Based on the NMR and MALDI-TOF MS spectra it was established that the OS core of
B. holmesii is identical to this of B. pertussis 606. B. holmesii OS is a nonasaccharide
devoid of distal trisaccharide in its structure. This observation was also confirmed by the
lack of serological cross-reactions with antibodies directed against the immunodominant
epitope of B. pertussis 186. The NMR spectroscopy, mass spectrometry and chemical
methods allowed to determine the structure of the O-antigen of B. holmesii ATCC 51541.
It has been identified as a polysaccharide composed of pentasaccharide subunit (mass of
974.32 Da) with the following structure: [—2)-a-L-Rha-(1—3)-a-D-Glcp-(1—4)-[B-D-
GlcpNAc-(1—3]a-D-Galp-(1—3)-a-D-GlcpNAc-(1—],

Due to the divergent literature data on the EPS produced by Bordetellae and the
lack of complete structural data, analyses of EPS isolated from the post-culture medium
of the tested Bordetellae species were performed. Long-chain polysaccharides were
detected in the post-culture medium separated using size exclusion chromatography.
Polysaccharides were identified as two glucose homopolymers substituted at the 4 and 6
positions [—4)-a-D-Glcp-(1—] and [—6)-a-D-Glcp-(1—]. In the chromatograms
exooligosaccharide-like fractions was also detected. The main oligosaccharide fraction
contains a new hexasaccharide with a mass of 1235.5 Da, identified using mass
spectrometry techniques. The structure was characterized by NMR spectroscopy and

chemical analysis. The deduced structure differed substantially from hypothetical Bps and

16



SUMMARY

microcapsule structures, thus it has been named "Bordetella oligosaccharide” (BOS).
BOS is universal among all the Bordetella species studied. BOS structure was defined as
a-GlcpNAc-(1—4)-a-GalpNACAN-(1—4)-[B-D-Glcp-(1—3)]-a-GalpNACAN-(1—4)-a-
GlcpNACA-(1—3)-0/B-GlcpNAc. In the NMR spectra of BOS-containing fraction -CH,
-CH, and -CHg; signals were also identified, resembling fatty acids spin systems. They
could be explained by the presence of an anchoring element for the BOS in the outer
membrane. At the BOS reducing end, GlcNAc has been identified in both o and
configurations. This could be a place where the lipid anchor might be attached. However,
no direct connection between BOS and possible anchor could be identified, because no
BOS-containing fraction connected to the lipid anchor was identified.

Anti-glycoconjugate sera (anti-penta-PT, anti-OS-PT and anti-disach-HSA) and
sera containing polyclonal antibodies directed against whole bacterial cells of B. pertussis
(anti-SM Bp 186 and anti-SM Bp mix) that recognize LOS on the cell surface, showed a
weak cross-reaction with BOS. In both structures, the terminal GIcNAc was identified,
which may be the crucial epitope for the cross-recognition. Reactivity of sera to whole-
cells support the hypothesis that BOS may be a capsule. Similarly anti-Vi serum, which
according to published data, specifically recognizes GalNACA that form a microcapsule,
wakly reacts with BOS.

Understanding of the antigenic properties of BOS, its role in colonization and
transmission of bacteria, as well as the possibie application of BOS neoglyconjugate as
anew potential component of broad-spectrum pertussis vaccines requires further

research.
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4. \WSTEP

4.1. Krztusiec

Bordetella pertussis (pateczka krztusca) zostala opisana, jako czynnik
etiologiczny krztusca, na poczatku XX wieku przez zespot belgijskich badaczy Julesa
Bordeta i Octave’a Gengou’a (Bordet i Gengou, 1906). W Chinach choroba ta znana jest
pod nazwa ,kaszlu stu dni”. We Francji, ze wzgledu na bardzo charakterystyczny kaszel
przypominajacy pianie koguta, nazywana byla coqueluche (Long i in., 2018), skad
prawdopodobnie nazwa ta przywedrowata do Polski.

Pierwsze udokumentowane doniesienia 0 krztuscu pochodzg z poczatku XV w.
z Korei. Krztusiec rozprzestrzenial si¢ do$¢ szybko, poniewaz pierwsze odnotowane
opisy epidemii przypisuje si¢ perskiemu lekarzowi Baha al-Dawlah Razi. Epidemie miaty
miejsce W miescie Herat (obecnie zachodni Afganistan) pod koniec XV w. W tamtym
okresie bylo to miasto potozone na waznych szlakach handlowych do Chin, Indii oraz
Europy, co prawdopodobnie mialo istotny wplyw na rozprzestrzenianie si¢ ,,plag”.
Pierwsza fala epidemii krztusca charakteryzowala si¢ wysokg zarazliwoscig oraz
$miertelno$cig zarowno U dzieci jak i wérod dorostych. Choroba zaatakowata wszystkie
grupy wiekowe, co jest wskazaniem, ze byl to pierwszy kontakt tej ludnosci z pateczka
krztu$ca. Jako lekarstwo stosowano napar z 1 mithkala (6 g) imbiru. Druga fala epidemii
miata znacznie tagodniejszy przebieg oraz znacznie mniejsza $miertelno$¢ (Aslanabadi
i in., 2015).

Roézne doniesienia sugeruja, ze do Europy krztusiec dotarl prawdopodobnie
z zachodniej Azji. Najwczesniejsze europejskie informacje o epidemii pochodzg z Paryza
z 1578 roku. Francuski lekarz Guillaume de Baillou opisuje dwie fale epidemii. Ze
wzgledu na to, ze podczas pierwszej fali choroba zaatakowata zarowno niemowleta,
dzieci jak i dorostych mozna przypuszczac, ze podobnie jak to mialo miejsce w perskim
mies$cie Herat, byt to pierwszy kontakt tej spotecznosci z pateczkg krztusca (Aslanabadi
i in., 2015).

Tradycyjnie krztusiec uwaza si¢ za wysoce zakazng chorobg wieku dzieciecego.
Wspotczynnik okreslajacy zakazno$¢ choroby (ang. rate of infection) dla krztusca jest
wysoki Rp = 15-17 (Anderson i May, 1990). Kliniczny obraz krztusca zalezny jest od
stopnia uodpornienia, wieku oraz plci. Zakazenie przenosi si¢ droga kropelkows.
Transmisja bakterii mozliwa jest jedynie pomi¢dzy ludzmi. Nie ma doniesien, mowigcych

0 zakazeniach odzwierzecych lub S$rodowiskowych. Wsrod zaszczepionych dzieci,
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nastolatkow oraz dorostych objawy mogg by¢ znacznie tagodniejsze i mniej specyficzne,
a wiec trudniejsze do zdiagnozowania. Nawet zaszczepiony dorosty moze zostac ,,cichym
nosicielem” I nie§wiadomie bra¢ udziat w transmisji choroby.

Wedhug definicji World Health Organization, aby zaklasyfikowa¢ chorobe jako
krztusiec, gldownym objawem musi by¢ przewlekly kaszel trwajgcy dtuzej niz 21 dni oraz
konieczne jest spelnienie jednego z dodatkowych warunkoéw: kontakt z osobg
z potwierdzonym przypadkiem krztusca, wzrost B. pertussis na podlozu statym lub
dodatni wynik badania serologicznego (WHO, 1991).

W klasycznym przebiegu krztusca u nieszczepionych dzieci ponizej pierwszego
roku zycia mozna wyroznic trzy fazy (Ryc. 1). Pierwsza faza choroby, zwana inaczej fazg
kataralng, trwa 7-14 dni. W tym czasie obserwuje si¢ mato specyficzne objawy jak przy
typowym przezigbieniu, czyli niezyt drog oddechowych, ostabienie, bol gardla, katar,
suchy kaszel, zapalenie spojowek oraz lekkie stany podgoraczkowe. Po okresie okoto
dwoch tygodni chory wchodzi w druga faze, zwana faza napadowego kaszlu. Faza ta
moze trwa¢ nawet do dwoch miesigey. Typowe i bardzo charakterystyczne dla tej fazy
objawy to: silny, napadowy i bezproduktywny kaszel pogarszajacy si¢ W nocy, bezdech,
sinica, a nawet wymioty. Trzecia faza choroby to faza rekonwalescencji, w ktorej
czestotliwos¢ napadowego kaszlu wyraznie maleje, ale moze trwa¢ nawet 12 tygodni

(WHO, 2014).

faza faza faza
kataralna napadowego rekonwalescencji
kaszlu

intensywnos¢ kaszlu

czas trwania choroby w dniach

Ryc. 1. Przebieg krztusca wg WHO 2014
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Z infekcjg B. pertussis powigzane jest wiele, dos$¢ czg¢sto wystepujacych,
komplikacji takich jak krwotok spojowkowy, przepuklina pachwinowa, drgawki, zespot
zaburzen oddychania, zapalenie ptuc, encefalopatia oraz gtdéwnie u noworodkoéw bezdech
I nagta $mier¢ (Heininger, 2010).

Jak juz wspomniano, dotychczas krztusiec uwazany byt za chorobe wieku
dziecigcego. Powszechne stosowanie szczepionek spowodowalo przesuniecie wieku
zachorowan. Coraz cze$ciej chorujg dzieci ponizej szOstego miesigca zycia, ktore nie
przeszty pelnego cyklu szczepien, dzieci powyzej 10 roku zycia, kiedy mija okres
ochronny szczepionki oraz dorosli, ktorzy nie majg obowigzku szczepien i sg gldownym
zrodtem transmisji choroby. Okresla si¢ ich ,,cichymi nosicielami” (McNabb i in., 2007).

Krztusiec w klasycznym podejsciu jest wywolywany przez B. pertussis. Jednak
nowoczesne metody badawcze pozwalajg zidentyfikowaé inne gatunki bakterii z rodzaju
Bordetella wywotujace chorobe 0 niezwykle podobnych objawach - parakrztusiec.
Obecnie uwaza si¢, ze krztusiec moze byé wywotywany przez trzy gatunki bakterii:
B. pertussis, B. parapertussis oraz B. holmesii. Do$¢ cz¢sto B. pertussis oraz B. holmesii
izolowane sg wspolnie, istnieje wigc mozliwosé, ze te dwa gatunki wspotkraza
wywotujac infekcje mieszane. Podobnie jest w przypadku B. pertussis oraz
B. parapertussis (Guthrie i in., 2010; Mir-Cros i in., 2017; Njamkepo i in., 2011; Rodgers
i in.,, 2013). W ciggu ostatnich dwudziestu lat odkryto tez nowe gatunki z rodzaju
Bordetella poczatkowo uwazane za niepatogenne jak B. petrii, a obecnie klasyfikowane
jako chorobotworcze, wiec moze niedtugo uda si¢ odkry¢, nieznany jeszcze, gatunek

réwniez powodujacy krztusiec.

4.2. Rodzaj Bordetella

Rodzaj Bordetella jest czgs$cig rodziny Alcaligenceae (Austin, 2014). Bordetellae
to mate, zazwyczaj acrobowe, Gram-ujemne bakterie 0 ksztalcie ,,coccobacilli”, czyli
posrednim migdzy ziarniakiem, a paleczka. Dzigki badaniom molekularnym 16S
rybosomowego RNA (rRNA) lista odkrywanych gatunkéw bakterii z rodzaju Bordetella
coraz bardziej si¢ powigksza. Na chwilg obecng do rodzaju Bordetella zaliczane jest

szesnascie gatunkow:

= B. pertussis, = B. petrii, = B.avium,

= B. parapertussis, = B. hinzii, = B. ansorpii,

= B. bronchiseptica, = B. pseudohinzii, = B. flabillis,

= B. holmesii, = B.trematum, = B. bronchialis,
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= B. sputigena, = B. tumulicola,
= B. muralis, = B.tumbae.

Bakterie z rodzaju Bordetella majg zdolno$¢ wzrostu w rozmaitych warunkach.
Klasyczne Bordetellae, czyli B. pertussis, B. parapertussis oraz B. bronchiseptica
kolonizuja drogi uktadu oddechowego wywotujac infekcje oskrzeli i ptuc u zwierzat
i ludzi, wlaczajac w to krztusiec wystepujacy jedynie u cztowieka. Pozostate gatunki
moga wywotywac infekcje oskrzeli i ptuc, ale takze posocznice (Shepard i in., 2004), czy
zakazenie ran (Ko i in., 2005; Vandamme i in., 1996; Wang i in., 2007). Bordetellae
izolowane sg z r6znych $rodowisk, takich jak: osad rzeczny (von Wintzingerode i in.,
2001), scieki (Nisola i in., 2010), gabki morskie, rosliny, przemystowo zanieczyszczone
gleby (Wang i in., 2007), gleby zanieczyszczone olejami i paliwami (Eriksson i in.,
2003), czy nawet starozytne malowidta w grobowcu (Tazato i in., 2015).

Najbardziej rozpoznawanym przedstawicielem bakterii z rodzaju Bordetella jest
B. pertussis, ktdra wywotuje zakazng chorobe zwang krztuscem. Jest t0 wytacznie ludzki
patogen i oprdcz cztowieka z aktywna infekcja nie jest znany zaden inny rezerwuar tej
bakterii, a nawet u osoby z infekcjg bakterie mozna wyizolowac¢ W poczatkowych etapach
choroby (Bordet i Gengou, 1906). Podobng chorobe, 0 tagodniejszym przebiegu, zwang
parakrztuscem, wywotuje B. parapertussis. W przypadku B. parapertussis istnieja dwie
linie (Lund i in., 2001). Jedna (B. parapertussisyy) jest specyficzna dla ludzkiego
gospodarza, natomiast druga (B. parapertussisoy) infekuje jedynie owce (Hester i in.,
2015). Pozniejsze odniesienia W pracy dotyczy¢ beda jedynie patogenu ludzkiego, czyli
B. parapertussisqu. Lagodniejsza forma krztusca powodowana jest rowniez przez
B. holmesii, ktéra poczatkowo izolowana byla jedynie od pacjentbw z obnizong
odpornos$cig (Weyant i in., 1995; Yih i in., 1999).

Najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem s$rodowiskowym, ale jednoczesnie
patogennym jest B. bronchiseptica. Bakteria ta nie jest ograniczona tylko do jednego typu
gospodarza. Ma zdolno$¢ do infekcji wielu gatunkdéw ssakow, szczegdlnie zwierzat
towarzyszacych cztowiekowi, ale takze dzikich. Zakazenie u zwierzgt moze by¢
przewlekte oraz bezobjawowe (Goodnow, 1980).

Rowniez pozostale gatunki sa zdolne do kolonizacji uktadu oddechowego.
B. avium izolowana jest od hodowlanych ptakow takich jak kurczaki, kaczki czy gesi. Jest
gtownym czynnikiem etiologicznym Kkataru u indyczych pisklat (Kersters i in., 1984).
Z drog oddechowych drobiu czesto izoluje si¢ B. hinzii, ktora czasami ulega pasazowi ha
cztowieka (Vandamme i in., 1995). Gatunkiem izolowanym z drég oddechowych myszy
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laboratoryjnych jest blisko spokrewniona B. pseudohinzii (Ivanov i in., 2016). B. flabillis,
B. bronchialis oraz B. sputigena zostaly wyizolowane od pacjentdow chorujgcych na
mukowiscydoz¢ (Vandamme i in., 2015). Gatunki takie jak B.trematum (Vandamme
i in., 1996) oraz B. ansorpii (Ko i in., 2005) zwigzane sa z infekcjami ran oraz ucha.
Pierwszym opisanym $rodowiskowym gatunkiem z rodzaju Bordetella jest B. petrii
wyizolowana z osadu rzecznego (von Wintzingerode i in., 2001). Donoszono tez
0 obecnosci B. petrii w izolatach pobranych z zainfekowanych kosci (Fry i in., 2005;
Stark i in., 2007) czy u pacjentbw z mukowiscydozg (Spilker i in., 2008). Do
nowoodkrytych gatunkow niepatogennych naleza B. muralis, B. tumulicola i B. tumbae
wyizolowane z malowidet nasciennych (Tazato i in., 2015).

Wiele gatunkéw bakterii z rodzaju Bordetella infekuje drogi oddechowe zwierzat
i ludzi. Ale réwnie wiele szczepdw jest szeroko rozpowszechnionych i izolowanych
Z r6znych nisz $rodowiskowych zard6wno wodnych, roslinnych oraz w przewazajacej
wiekszosci roznych s$rodowisk glebowych. Sugeruje to, ze wilasnie gleba moze by¢
naturalnym $rodowiskiem dla Bordetella spp. Co wiecej B. bronchiseptica oraz B. hinzii
pomimo przystosowania do zwierzg¢cego i ludzkiego gospodarza, zachowaty zdolno$¢ do
wzrostu na ekstrakcie glebowym (Hamidou Soumana i in., 2017). Istnieje mozliwos¢, ze
wiele innych, nie poznanych jeszcze, patogennych Bordetellae moze bytowaé

w $rodowisku glebowym.

4.2.1. Klaster Bordetella bronchiseptica

W literaturze funkcjonuje okres$lenie ,klaster Bordetella bronchiseptica”
odnoszace si¢ do patogennych gatunkéw z rodzaju Bordetella, blisko spokrewnionych
i wywotujacych infekcje uktadu oddechowego u ssakow. Do tej grupy nalezg B. pertussis,
B. parapertussis oraz B. bronchiseptica (Weiss, 2006), okre$lane rowniez mianem
klasycznych Bordetellae. Na podstawie analiz 16S rRNA ustalono, ze B. holmesii jest
blisko spokrewniona z B. pertussis (Austin, 2014; Weyant i in., 1995), jednak szersze
analizy genomu wskazuja, ze jest to dalsze pokrewienstwo i B. holmesii nie nalezy do
klasycznych Bordetellae (Linz i in., 2016). Ze wzgledu na podobienstwo objawdw
wywotywanej choroby, ktore bardzo przypominaja klasyczny krztusiec B. holmesii,

traktowana bedzie jako bakteria nalezaca do klastra B. bronchiseptica.

4.2.1.1. Bordetella bronchiseptica
B. bronchiseptica izolowana jest od psow, kotdw, kawii domowej, krolikow, swin
i koni (Batey i Smits, 1976; Bemis i in., 1977; Evans i Maitland, 1939; Goodnow, 1980).
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Przy nagromadzeniu duzej liczby zwierzat, jak to ma miejsce np. w schronisku czy
w gospodarstwie rolnym, bakteria ta moze si¢ bardzo szybko rozprzestrzeni¢ wywotujac
chorobe, zwlaszcza ze zakazenie moze przebiega¢ bezobjawowo. Pierwszych izolacji
B. bronchiseptica dokonano u pséw z infekcjami drog oddechowych. Wywotuje ona
utych zwierzat kaszel kennelowy (Ferry, 1911). Czlowiek zazwyczaj nie jest
gospodarzem dla B. bronchiseptica, ale w wyjatkowych przypadkach, moze zosta¢
zakazony (Ghosh i Tranter, 1979). Dotyczy to najczgéciej osob majacych kontakt ze
zwierzetami np. w gospodarstwie (Kristensen i Lautrop, 1962; Woolfrey i Moody, 1991)
albo pacjentow immunosupresorowych, bedacych na przyktad nosicielami ludzkiego
wirusa niedoboru odpornosci (Dworkin i in., 1999; Woolfrey i Moody, 1991), pacjentow
nowotworowych (Szvalb i in., 2018), czy pacjentéw po przeszczepach (Ner i in., 2003),
ktorzy mieli kontakt z zakazonymi zwierzetami. Badania filogenetyczne wskazuja, ze
gatunki patogenne moga pochodzi¢ od jednego wspdlnego przodka zblizonego do

B. bronchiseptica (van der Zee i in., 1996).

4.2.1.2. Bordetella pertussis

Analizy filogenetyczne szczepdw krazacych w ciggu ostatniego wieku wykazaty,
ze niestychanie szybkie rozprzestrzenienie si¢ B. pertussis w populacji ludzkiej nastgpito
zaledwie w ciagu ostatnich 500 lat. Obecnie krazace szczepy mozna przyporzadkowaé do
dwodch znacznie réznigcych si¢ miedzy sobg rozgatezien. Do | rozgatezienia mozna
zaliczy¢ niewielka liczbe szczepdw, natomiast rozgatezienie Il zawiera ok. 97,3%
szczepbw. Wedlug jednej z teorii, okoto dwa tysigce lat temu te dwie linie ulegty
rozdzieleniu, z kolei wedtug drugiej teorii zostaly wprowadzone niezaleznie od siebie do
populacji ludzkiej z nieznanego rezerwuaru (Bart i in., 2014). Na skutek efektu
,waskiego gardta” i przystosowania si¢ do ludzkiego gospodarza znacznie zmniejszyta
si¢ roznorodnos¢ genetyczna B. pertussis (Linz i in., 2016). Genom B. pertussis (~4000
kilo par zasad) jest o 400 kpz mniejszy niz W przypadku innych bakterii z rodzaju
Bordetella. Wynika to prawdopodobnie z tego, ze w trakcie adaptowania si¢ do cztowieka
jako jedynego gospodarza, B. pertussis utracita czgs¢ genomu, aby moc skolonizowaé
nisze¢ i przetrwaé W nowych warunkach srodowiskowych. Pateczka krztusca tak mocno
przystosowata si¢ do jednego gospodarza, ze poza cztowiekiem z aktywng infekcja nie
jest znany, zaden inny rezerwuar. B. pertussis kazdego roku powoduje ok. 400 tysiecy
zgonow (Weiss, 2006).
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4.2.1.3. Bordetella parapertussis

B. parapertussis zostala wykryta wsréd przypadkow krztusca, ktorego
wyizolowane kolonie bakteryjne przypominaty B. pertussis, ale nie spetlnialy wszystkich
kryteriow morfologicznych i biochemicznych. Nie mozna byto ich zaliczy¢ roéwniez do
B. bronchiseptica, poniewaz paleczki B. parapertussis nie wykazujg zdolno$ci ruchu
(Eldering i Kendrick, 1938). Krztusiec powodowany przez B. parapertussis ma znacznie

tagodniejszy przebieg (Bergfors i in., 1999).

4.2.1.4. Bordetella holmesii

B. holmesii poczatkowo zostala opisana jako bakteria wywotujaca zakazenia
u pacjentdw immunosupresorowych po resekcji §ledziony (Weyant i in., 1995), a dopiero
pozniej zostata wyizolowana od pacjentdw z objawami przypominajacymi krztusiec (Yih
i in., 1999).

B. holmesii nie jest typowym przyktadem patogennych ssaczych Bordetellae, jest
blisko spokrewniona z B. pertussis oraz B. parapertussis i wspétdzieli z nimi ok. 66%
gendéw. Natomiast biorgc pod uwage zawarto$§¢ genomu, jest on bardziej zblizony do
genomow B. avium oraz B. petrii. Prawdopodobnie wyewoluowata od ptasich Bordetellae
(Diavatopoulos i in., 2006). 400 gendéw opisanych w rdéznych izolatach B. holmesii (ok.
12,5%) nie wystepuje U innych Bordetellae. Co wiecej kazdy szczep posiada od 24 do
114 unikalnych genéw, a jeden z wykrytych genéw jest wykrywany w genomie
Escherichia coli. Istnieje mozliwo$¢, ze w przypadku B. holmesii dos$¢ tatwo zachodzi
poziomy transfer gendéw. B. holmesii mogta uzyska¢ zdolnos¢ do wywolywania
parakrztusca poprzez horyzontalny transfer gendw od B. pertussis (Harvill i in., 2014).
W przypadku szczepow B. holmesii réznorodno$¢ genetyczna jest jeszcze mniejsza niz
wérod szczepOw B. pertussis, co rowniez sugeruje jej niedawne przystosowanie do
ludzkiego gospodarza (Linz i in., 2016).

Zakazenie B. holmesii przenosi si¢ prawdopodobnie droga kropelkowa (Kamiya
i in., 2012). Bakteria ta poczatkowo izolowana byta u pacjentow z podejrzeniem krztusca,
na poziomie okoto 0,4% (Guthrie i in., 2010). Pozniejsze doniesienia sugeruja, ze
B. holmesii rozprzestrzenia si¢ po catym $wiecie. Wykrywana jest w 20% probek
pobranych od dorostych pacjentow we Francji (Njamkepo i in., 2011), czy do 29%
w Ohio diagnozowanych w kierunku krztusca (Rodgers i in., 2013).

Nie odnotowano $miertelnego przypadku zakazenia B. holmesii, ale jest to bardzo

inwazyjna bakteria. Zostat opisany przypadek wyizolowania tej bakterii od pacjentki
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Z zesztywniajagcym zapaleniem stawow kr¢gostupa, ktora Kilka miesiecy weze$niej miata
objawy krztusca (Nadji i in., 2018). Obecnie zakazenia wywotywane przez B. holmesii
nie wydaja si¢ by¢ zbytnim zagrozeniem dla zdrowia publicznego i powodem do obaw.
Jednak jej teoretyczna zdolno$¢ do zwigkszania chorobotwoérczosci przez horyzontalny
transfer czynnikow wirulencji moze by¢ przyczyng czestszeg0 pojawiania si¢ ostrych
infekcji (Pittet i Posfay-Barbe, 2015).

Powszechnie dostgpne szczepionki przeciwkrztuscowe nie zapewniaja ochrony
przeciwko B. holmesii. W badaniach przeprowadzonych przez Zhang i wsp. poliklonalne
przeciwciata uzyskane po zaszczepieniu myszy szczepionkami petnokomorkowymi
(DTwP) oraz bezkomdérkowymi (DTaP) skutecznie wigzaty si¢ z antygenami B. pertussis.
Mniej wydajnie wigzaly si¢ z antygenami B. parapertussis, a w przypadku B. holmesii
poliklonalne przeciwciala indukowane szczepionka DTwP rozpoznawaty jedynie
antygeny o0 masie nizszej niz 60 kDa, a poliklonalne przeciwciata indukowane
szczepionkg DTaP, rozpoznawaty tylko jeden antygen z niska efektywnosciag (Zhang i in.,
2012). B. holmesii nie produkuje wigkszosci antygenow biatkowych takich jak PT, FHA,
PRN i FIM, ktore sa sktadnikami szczepionek DTaP. Japonska grupa badawcza
zaproponowala szczepionke oparta 0 biatko BipA, produkowane zaréwno przez
B. pertussis jak i B. holmesii. Sekwencja aminokwasowa biatka BipA produkowanego
przez B. holmesii wykazuje 59% homologii i 89% podobienstwa do sekwencji biatka
BipA B. pertussis. W modelu mysim wykazano, ze ma wlasciwosci ochronne przeciwko
infekcji B. holmesii. Jednak glowng wada BipA jest jego wysoka niestabilno$¢ i tatwosc¢

do fragmentacji w trakcie hodowli (Saito i in., 2016).

4.2.2. Przeglad epidemiologiczny i rozklad gatunkowy

W latach 1995-1998 w stanie Massachusetts z prob zebranych od pacjentow
z objawami krztusca, przeprowadzono badania w celu identyfikacji bakterii w kierunku
Bordetellae. W 85% przypadkdéw wykryto B. pertussis, B. parapertussis wykryta zostata
w 11% przypadkow, a B. holmesii w 3,7% przypadkow (Mazengia i in., 2000).

W stanie Ohio latach 2010-2011 podczas epidemii, odnotowano 918 przypadkow
choroby, ktorej objawy bardzo przypominaty krztusiec. Na podstawie badan
molekularnych bakterie z rodzaju Bordetella wykryte zostaly w 164 probkach. Rozktad
wygladat nastepujaco: B. pertussis wykryta zostata w 68% przypadkdw, B. parapertussis
w 1,4%, a B. holmesii co jest dos¢ zaskakujace w 29%. Mieszane zakazenie B. pertussis

i B. holmesii wykryto w 2% przypadkéw. Efektywno$¢ szczepionki dTap oceniono na
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67% dla B. pertussis oraz 36% dla B. holmesii. B. holmesii znacznie cz¢$ciej wykrywana
byta u dzieci w wieku 11-18 lat. U dzieci ponizej pierwszego roku zycia rozktad tych
bakterii byt na podobnym poziomie (Rodgers i in., 2013).

W Kanadzie w latach 2007-2008 B. pertussis wykryta zostala w 96%
przebadanych préb, B. parapertussis wykryto w 2,5% przypadkéw, a B. holmesii to
znikomy procent przypadkow (0,007%). Na podobnym poziomie 0,007% pojawily si¢
zakazenia mieszane B. pertussis oraz B. parapertussis (Guthrie i in., 2010).

We Francji wséréd prob  zebranych w  latach 2009-2010 od pacjentéw
z podejrzeniem krztusca w 92% przypadkow wykryto B. pertussis, w 6,8% prob wykryto
DNA B. holmesii, a 0,6% probek zostato zidentyfikowane jako przypadek jednoczesnej
infekcji B. pertussis oraz B. parapertussis lub B. bronchiseptica (Njamkepo i in., 2011).

Zebrane proby w sasiadujacej z Francja Szwajcarii w podobnym okresie (lata
2009-2012) miaty inny rozktad. Krztusiec byl wywotany w przewazajacej czgsci przez
B. pertussis (97% przypadkow), niewielki odsetek przypadkow zostat zidentyfikowany
jako zakazenie B. parapertussis (3%). W zadnej probie nie wykryto B. holmesii (Pittet
iin., 2014).

Z kolei w Barcelonie przebadano potwierdzone przypadki krztusca w latach 2013-
2016. W 97,2% prob wykryto B. pertussis, 4,1% zostato zidentyfikowane jako
B. holmesii. Pig¢ przypadkow (1,3%) zostato zakwalifikowane jako zakazenie mieszane
wywolane przez B. pertussis oraz B. holmesii. W przypadku B. holmesii zaobserwowano
interesujacy trend. Badaniom podlegaty cztery kolejne lata. W latach 2013-2014 w Zadnej
probce nie wykryto DNA Dbakterii B. holmesii. W kolejnych latach doszto do
rozpowszechnienia B. holmesii. W 2015 wykryta zostata w 3,9% przypadkéw, a w 2016
roku liczba przypadkéw ulegta podwojeniu - 8,8% (Mir-Cros i in., 2017). W innym
barcelonskim szpitalu w okresie maj 2016 - kwiecien 2017 na 69 potwierdzonych
przypadkoéw krztusca B. pertussis zidentyfikowano w 91,3% prob, B. holmesii - 7,2%,
a B. parapertussis - 1,5% (Valero-Rello i in., 2019).

4.2.3. Morfologia i diagnostyka bakterii z klastra B. bronchiseptica

4.2.3.1. Morfologia

B. pertussis mozna wyhodowa¢ w warunkach laboratoryjnych na podtozu
Bordet — Gengou lub alternatywnie na agarze weglowym wzbogaconym odwtokniong
krwig baranig w czasie 3 — 7 dni, w warunkach tlenowych w temperaturze 37 °C.

B. pertussis nie wykazuje wzrostu na podstawowym agarze odzywczym, ani na podtozu
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MacConkey’a. Kolonie sg mate, gladkie, wypukte i pertowe. Kolor kolonii zalezy od fazy
wzrostu. Typowe kolonie fazy | B. pertussis sg mate i 1$nigce. W odniesieniu do tego typu
kolonii w literaturze funkcjonuje okreslenie ,kropli Merkurego”. Kolonie
B. parapertussis pojawiajg si¢ wczesniej 1 moga by¢ bardziej bragzowe ze wzgledu na
wytwarzanie barwnika. Oba gatunki w fazie | (faza wzrostu ,,logarytmicznego”)
charakteryzujg si¢ wiasciwosciami hemolitycznymi. Kolonie fazy Il i 1l nie zmieniaja
wygladu, ale tracg wlasciwosci hemolityczne. W fazie IV zmienia si¢ wyglad kolonii na
bardziej biaty i ptaski (WHO, 2014). Drobne kolonie B. holmesii pojawiajg si¢ po 2
dniach i w kolejnych 2-3 dniach bakterie produkujg bragzowy barwnik. Dodatek
antybiotyku cefaleksyny, standardowo stosowanego w celu identyfikacji B. pertussis
hamuje wzrost B. holmesii. B. bronchiseptica nie ma specjalnych wymagan do wzrostu.
Kolonie pojawiajg si¢ po 24 godzinach. Sama diagnostyka mikrobiologiczna jest
niewystarczajaca do odroznienia od siebie B. pertussis, B. parapertussis, B. holmesii oraz
B. bronchiseptica.

W hodowli ptynnej bakterie z Klastra B. bronchiseptica produkujg stomkowozotty
pigment uwalniany do pozywki. Ten pigment to ryboflawina (witamina By). B. pertussis
w | i 1l fazie wzrostu produkuje ryboflawing, ktora stymuluje jej namnazanie w niskiej
gestosci (Odanaka i in., 2017). B. parapertussis oraz B. holmesii po 48 godzinach

hodowli w obecnos$ci jondw Zelaza produkujg bragzowy barwnik.

Tabela 1. Morfologia bakterii z klastra B. bronchiseptica

B. pertussis | B. parapertussis | B. bronchiseptica | B. holmesii
Czas wzrostu na ptytce 3-4 dni 2-3 dni 1 dzien 3-4 dni
Temperatura 37 °C 37 °C 37 °C 35°C
Wymagania tlenowe aerobowe aerobowe aerobowe aerobowe
5% CO,
Oksydaza + + -
Ureaza - + + -
Ruch + - + -
Wiasciwosci hemolityczne + + + +
L 70ty 70ty 70ty 70ty
Wytwarzanie pigmentu - brazowy . brazowy

4.2.4. Diagnostyka krztusca

Krztusiec diagnozowany jest przede wszystkim na podstawie obrazu klinicznego.
Jezeli ten obraz jest typowy i wiadomo, ze pacjent miatl kontakt z osobg chorg na
krztusiec, diagnostyka mikrobiologiczna i serologiczna nie jest konieczna. U nastolatkow
oraz dorostych choroba nie ma tak klasycznego przebiegu jak u dzieci ponizej pierwszego

roku zycia, dlatego gtownym wskazaniem jest kaszel, ktéry trwa dtuzej niz trzy tygodnie.
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Podstawa rozpoznania jest przeprowadzenie badan mikrobiologicznych, serologicznych

oraz molekularnych (WHO, 2014).

4.2.4.1. Diagnostyka molekularna

Tradycyjna diagnostyka krztusca polega przede wszystkim na hodowli kolonii
bakteryjnych na odpowiednim podtozu. Ze wzgledu na to, ze B. pertussis nalezy do
bakterii dlugo rosngcych (typowy czas wzrostu dla izolatu to 7 dni) coraz
powszechniejsze stajg si¢ testy wykrywajace DNA bakteryjne. Diagnostyka molekularna
oparta o test real-time PCR nie jest najtanszg metoda, ale jest zdecydowanie bardziej
czula i znacznie szybsza niz hodowla kolonii bakteryjnych.

Jedng z sekwencji wykorzystywang do diagnostyki krztusca i identyfikacji
bakterii jest sekwencja 15481, ktdra wystepuje W genomie B. pertussis w liczbie okoto
50-200 kopii (Glare i in., 1990). Jednak ta sekwencja obecna jest rowniez W genomie
B. holmesii (8-10 kopii) oraz niektorych szczepéw B. bronchiseptica (<5 kopii).
Zastosowanie tylko jednej sekwencji moze prowadzi¢ do falszywie pozytywnych
wynikow w diagnostyce krztusca (Tatti i in., 2008).

Na podstawie sekwencji 1S1001 mozna wykluczy¢ krztusiec powodowany przez
B. pertussis. Sekwencja ta wykorzystywana jest do diagnostyki B. parapertussis (~20
kopii). Nie pozwala natomiast odrozni¢ B. parapertussis od B. bronchiseptica (1-7 kopii)
(Tizolova i in., 2013; van der Zee i in., 1996). B. holmesii identyfikowana jest na
podstawie sekwencji h-1S1001 (1 kopia), ktéra charakteryzuje si¢ wysoka homologig do
IS1001 (Tatti i in., 2011).

Sekwencja 1S1002 obecna jest w genomie B. parapertussis (9 kopii), B. pertussis
(4-9 kopii) oraz kilku szczepach B. bronchiseptica (1 kopia). 1S1002 nie jest obecna
w genomie B. parapertussisoy (van der Zee i in., 1996).

Sekwencja recA wykorzystywana jest jako sekwencja potwierdzajaca
identyfikacj¢ B. holmesii podobnie jak sekwencja 1S1002 potwierdzajaca zakazenie
B. parapertussis (Martini i in., 2017).

Sekwencja ptxS1 kodujaca podjednostke S1 toksyny krztuscowej bytaby
odpowiednim wyborem, aby na jej podstawie identyfikowa¢ bakterie, poniewaz
B. pertussis jako jedyny gatunek z rodzaju Bordetella wytwarza toksyng krztuscowa.
Jednakze jak juz wspomniano u B. parapertussis oraz B. bronchiseptica na skutek mutacji
W regionie promotorowym geny kodujace toksyne krztu§cowa ulegly wyciszeniu, ale sg

obecne. Bez poamplifikacyjnych analiz nie mozna tylko na tej podstawie odrézni¢ od
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siebie tych gatunkdéw (Tatti i in., 2008). Do identyfikacji poszczegolnych gatunkow nie
wystarczy diagnostyka oparta o jedng lub dwie sekwencje. Potrzebny jest algorytm oparty
0 zestaw roznych sekwencji.

Tabela 2. Sekwencje docelowe w DNA klastra B. bronchiseptica

Sekwencja B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica B. holmesii
1S481 + - + (niektore szczepy) +
1S1001 - + + (niektore szczepy) -
h-1S1001 - - - +
1S1002 + + + -
ptxS1 + + +
recA - - - +

4.2.4.2. Diagnostyka bakterii technika spektrometrii mas

W ciggu ostatnich lat w diagnostyce mikrobiologicznej coraz czgsciej stosowana
jest metoda biotypowania bakterii oparta 0 spektrometri¢ mas (szerzej opisana W rozdz.
4.6.1). Biotypowanie technikg MALDI-TOF MS polega na analizie bakteryjnych profili
biatkowych, charakterystycznych dla danego gatunku. Bakterie identyfikuje si¢ metoda
bezposrednia nanoszac kolonie bakteryjne eza mikrobiologiczng na ptytke stalowa do
analiz MALDI-TOF MS lub ekstrahujac z bakterii biatka rybosomalne. Ekstrakt biatkowy
rOwniez jest nanoszony na ptytke stalowa i po wyschnieciu pokrywany roztworem
matrycy HCCA. Uzyskane widma masowe porownuje si¢ ze wzorami referencyjnymi
zamieszczonymi w ciagle rozbudowywanej bazie danych (Bruker, Biotyper). Istotng
zaletg tej metody w porownaniu do metod biochemicznych jest czas identyfikacji (30 min
od pobrania kolonii) oraz niewielka ilo$¢ materiatu potrzebna do przeprowadzenia
biotypowania (1 kolonia). Metoda ta nadaje si¢ do identyfikacji klasycznych Bordetellae
(Zintgraff i1 in.,, 2018). Biotypowanie sprawdza si¢ roéwniez W przypadku zakazen
mieszanych, a w warunkach laboratoryjnych technika ta jest wykorzystywana do kontroli

,»czystosci” prowadzonych hodowli.

4.3. Antygeny Bordetellae

Antygeny Bordetellae, biorgce udzial w patogenezie krztu§ca mozna podzieli¢ na
dwie kategorie: antygeny Dbialkowe, ktore sg sktadnikami  szczepionek
przeciwkrztuscowych oraz antygeny cukrowe (poli- i oligosacharydowe). Antygeny
cukrowe nie wchodzg w sktad bezkomdrkowych szczepionek przeciwko B. pertussis.

Glownym biatkowym czynnikiem wirulencji produkowanym wytacznie przez
B. pertussis jest toksyna krztusca (ang. pertussis toxin, PT). To egzotoksyna, sktadajaca
si¢ Z szesciu podjednostek, ktore sg uporzagdkowane w strukturze typu A - B. Sktadnik A
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jest enzymatycznie aktywny i w przypadku PT sktada si¢ jedynie z podjednostki S1 (MW
26 024 Da). Sktadnik B jest cze¢$cig wigzaca receptor i sktada si¢ z podjednostek S2 (MW
21 924 Da), S3 (MW 21873 Da), S5 (MW 11 013 Da) oraz dwdch podjednostek S4
(MW 12 058 Da) (Kaslow i Burns, 1992; Locht i Antoine, 1995; Tamura i in., 1982).
Podjednostka S1 jest ADP- rybozylotransferazg, ktdra przeprowadza rybozylacje biatka
G. Inaktywacja tego biatka prowadzi do wzrostu st¢zenia cyklicznego AMP wewnatrz
komorki i w efekcie prowadzi do zaktocen w przekazywaniu sygnatéw (Locht i Antoine,
1995). Geny kodujagce PT zorganizowane sg W operon ptx. Sekwencjonowanie genéw
kodujacych toksyne krztuScowa szczepow krazacych obecnie i W przesztosci, ujawnito
pewien polimorfizm tych genéw (ptxl, ptx2, ptx3). Polimorfizm obserwowany jest
rOwniez W regionie promotorowym (ptxP), co wptywa na zmienny poziom ekspresji
toksyny (Mooi i in., 2009). Szczepy obecnie krazace sa przewaznie typem ptxP3 (Bart
iin., 2014). B. parapertussis oraz B.bronchiseptica rowniez posiadaja geny PT
w regionach kodujacych oraz w regionie promotora. Moga one kodowa¢ funkcjonalne
bialko, ale nie sg transkrypcyjnie aktywne i w efekcie toksyna krztuscowa nie jest
produkowana przez te bakterie (Arico i Rappuoli, 1987).

Do pozostatych antygenow biatkowych naleza hemaglutynina wtokienkowa (ang.
filamentous hemagglutinin adhesin, FHA), cyklaza adenylanowa (ang. adenylate cyclase
toxin, ACT), toksyna dermonekrotyczna (ang. dermonecrotic toxin, DNT), pertaktyna
(ang. pertactin, PRN), fimbrie (ang. fimbriae, FIM) oraz cytotoksyna tchawicza (ang.
tracheal cytotoxin, TCT), (Guiso, 2015). Antygeny bakterii z klastra B. bronchiseptica
zostaty zebrane w Tabeli 3, wraz z uwzglgdnieniem ich obecnosci (+) lub braku (-)

w poszczegblnych gatunkach.

Tabela 3. Antygeny klastra B. bronchiseptica

Czynnik Sklad_nik . . . . . "
: . szczepionKi B. pertussis | B. parapertussis | B. bronchiseptica | B. holmesii
wirulencji
wP aP
PT + + + - - -
FHA + | wiekszosé + + + -
ACT + - + + + -
DNT + - + + + -
PRN + czg$¢ + + + -
FIM + cze$é + - +/- -
TCT + - + + +
LOS/LPS | + - + + + +
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4.3.1.1. Powierzchniowe bakteryjne antygeny cukrowe

Bakteryjne polisacharydy zwigzane s3 z powierzchniowa czes$cig oston
komdrkowych bakterii (Ryc. 2). Najbardziej zewngtrzng strukturg sa polisacharydy
kapsularne (ang. capsular polysaccharide, CPS). CPS sa polimerami zbudowanymi
Z powtarzajacych si¢ oligosacharydowych podjednostek. Ich wielko$¢ osigga nawet
100 kDa. U bakterii Gram-ujemnych koniec redukujacy zwigzany jest z lipidem
kotwiczacym CPS w btonie zewngetrznej. Jezeli polisacharyd nie jest zwigzany z komorka
bakteryjng zostaje zaklasyfikowany jako egzopolisacharyd (ang. exopolysaccharide, EPS)
(Wen i Zhang, 2015). Jednakze nalezy z rozwaga stosowa¢ uwalnianie z oslony
komorkowej jako kryterium podziatu na CPS i EPS. Zdarzaja si¢ CPS izolowane
z pozywki uwolnione z komorki na skutek niestabilno$ci wigzania fosfodiestrowego
pomiegdzy CPS, a lipidowa kotwica. Istniejg rowniez EPS $cisle zwigzane z powierzchnig
komorki bakteryjnej, pomimo niewykrywania kotwicy lipidowej (Roberts, 1996).
Antygenem cukrowym bedacym integralnym sktadnikiem ostony bakterii Gram-
ujemnych jest lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide, LPS). Podobnie jak CPS jego
zewngtrzny region (antygen O) zbudowany jest z powtarzajacych si¢ podjednostek, ale
jego wielko$¢ jest pigé razy mniejsza (Wen i Zhang, 2015).
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Ryc. 2. Budowa ostony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych
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4.3.1.2. Lipopolisacharydy i lipooligosacharydy

Bakterie z rodzaju Bordetellae naleza do bakterii Gram-ujemnych. Na swojej
powierzchni posiadajg lipopolisacharyd, ktory moze stanowi¢ nawet do 75% powierzchni
bakterii, a wigc jest gldwnym antygenem powierzchniowym. LPS jest endotoksyng, ktora
stanowi amfifilowy, integralny sktadnik zewnetrznej btony komorkowej. To jeden
z czynnikdw  chorobotwoérczosci i w  zmiennych proporcjach jest on obecny
w szczepionce pelnokomorkowej (DTwP), ale ze wzgledu na toksycznosé nie wchodzi
w sktad szczepionki bezkomorkowej (DTaP).

Typowy LPS sktada si¢ z hydrofobowej zakotwiczonej w zewnetrznej blonie
ostony komorkowej czgsci lipidowej oraz hydrofilowej zewnetrznej czgéci cukrowej. Pod
wzgledem strukturalnym mozna w nim wyr6zni¢ trzy glowne regiony: lipid A,

oligosacharyd rdzenia oraz antygen O (Ryc. 3).

antygen O oligosacharyd rdzenia lipid A
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Ryc. 3. Ogolna budowa lipopolisacharydu; P-reszty fosforanowe, Hep-heptoza, Kdo-
kwas 2-keto-3-deoksy-D-manno-oktulozonowy, GlcN-glukozamina, Glc-glukoza, GIcA-
kwas glukuronowy, GIcNAc-N-acetyloglukozamina, Gal-galaktoza, GalN-galaktozamina

Lipid A kotwiczy cala czasteczk¢ LPS w blonie zewng¢trznej ostony komorkowej
dzigki obecnosci hydrofobowych tancuchoéw kwasow ttuszczowych. Lipid A warunkuje
réwniez integralno$¢ 1 sztywno$¢ calej blony zewnetrznej bakterii (Raetz i in., 2007).
Struktura lipidu A wykazuje najwiekszag sposrod wszystkich regionow LPS
konserwatywnos$¢. Lipid A stanowi centrum toksycznosci endotoksyny i warunkuje jej
aktywnos¢ biologiczng poprzez oddziatywanie z kompleksem receptorow dla LPS. Lipid
A zbudowany jest zazwyczaj z dwoch reszt glukozaminy —6)--D-GlcpN4P-(1—6)-a-D-
GlcpN-(1-P, stanowigcych szkielet cukrowy, podstawiony 10-16 weglowymi 3-hydroksy

kwasami tluszczowymi, potgczonymi ze szkieletem cukrowym wigzaniami amidowymi
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lub estrowymi. Grupy 3-hydroksylowe kwasow tluszczowych sg dodatkowo acylowane,
a reszty GIcN podstawiane przez grupy fosforanowe. Wsrod modyfikacji strukturalnych
lipidu A wptywajacych na aktywnos¢ biologiczng LPS wymieni¢ nalezy podstawniki,
takie jak etanolamina (Etn) czy grupy pirofosforanowe (PP) (Caroff i in., 2002).

Oligosacharyd rdzeniowy — przytaczony jest do lipidu A kwasolabilnym wigzaniem
ketozydowym, utworzonym mig¢dzy dystalng resztag kwasu 2-keto-3-deoksy-D-manno-
oktulozonowego (Kdo), a reszta glukozaminy lipidu A. W budowie oligosacharydu
rdzenia wyréznia si¢ dodatkowo region wewnetrzny, tzw. heptozowy, zbudowany
z typowych dla oligosacharydu rdzenia reszt heptopiranoz i Kdo oraz region zewngetrzny,
heksozowy, ztozony z glukozy (Glc), galaktozy (Gal), aminocukrow — glukozaminy
(GIcN), N-acetyloglukozaminy (GIcNAC), galaktozaminy (GalN), N-
acetylogalaktozaminy (GalNAC) i kwasow uronowych. Czasteczki heptozy w wigkszosci
scharakteryzowanych oligosacharydow rdzenia wystepuja W konfiguracji L-glicero-D-
manno-piranozy (L-D-Hepp) lub D-glicero-bD-manno-piranozy (D-D-Hepp) (Holst, 2011).
Dodatkowo, region rdzenia wewngtrznego zawiera¢ moze reszty heksozy i niecukrowe
podstawniki - Etn, P i PP (Caroff i in., 2002). W strukturze LPS identyfikowane sg
rowniez aminokwasy takie jak glicyna (Gamian i in., 1996).

Najbardziej zewnetrzng cze$cig czasteczki LPS jest polisacharyd O-swoisty,
okreslany réwniez mianem antygenu O lub antygenu somatycznego. Tworza go zwykle
dhugie tancuchy polisacharydowe zbudowane z powtarzajacych si¢ podjednostek, w sktad
ktorych wchodzi 1-7 reszt cukrowych. Polisacharyd O-swoisty jest jednocze$nie
regionem 0 najwickszej zmiennosci. Jako antygen powierzchniowy determinujacy
swoisto$¢ serologiczng wykorzystywany jest do klasyfikacji serologicznej szczepow
(serotypy O) i ma kluczowa role w diagnostyce klinicznej. Obecnos¢ tancuchow O-
swoistych nie determinuje funkcji zyciowych bakterii, W naturze wystepuja bowiem
réwniez szorstkie mutanty nie syntezujace antygenu O, natomiast ochraniajag one
komorke przed dziataniem czynnikow antybakteryjnych, uktadu dopelniacza czy
czynnikow srodowiskowych (Rodas i in., 2011). Liczba powtarzajacych si¢ podjednostek
jest rozna i zalezna od warunkow srodowiskowych i fazy wzrostu danego szczepu (Bravo
i in., 2008).

Szczepy syntetyzujace pelng czasteczke LPS, zawierajaca antygen O, okresla si¢
mianem szczepdw gtadkich (S, smooth), a syntezowane przez nie lipopolisacharydy
opisuje si¢ symbolem S-LPS. Bakterie, ktorych LPS pozbawiony jest antygenu O,
a posiadaja jedynie lipid A podstawiony oligosacharydem rdzenia okresla si¢ mianem
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szczepow szorstkich (R, rough), a syntezowane przez nie lipopolisacharydy opisuje si¢
skrotem R-LPS. LPS niektorych szczepow bakteryjnych, tzw. szczepdw szorstko-
gladkich (R-S), posiadajg jedynie pojedyncza podjednostke antygenu O (Greenfield i
Whitfield, 2012).

LPS B. bronchiseptica oraz B. pertussis jest jednym z czynnikow zjadliwosci tych
bakterii (Bouchez i in., 2017). Dlatego niezmiernie istotna jest analiza poréwnawcza
wyizolowanych i oczyszczonych struktur endotoksyn bakterii z rodzaju Bordetella.
Bakterie nalezace do Klastra B. bronchiseptica sa blisko ze sobg spokrewnione, ale
syntetyzuja rozne lipopolisacharydy. Pod wzgledem o0g6lnej budowy maja wspolne
elementy, posiadajg lipid A oraz rozgal¢ziony oligosacharyd rdzenia. Jednak pod
wzgledem strukturalnym pojawiajg si¢ dos¢ znaczace rdznice.

Lipid A bakterii z rodzaju Bordetella zbudowany jest z dwoch reszt glukozamin
stanowigcych szkielet cukrowy —6)-B-D-GlcpN4P-(1—6)-a-D-GlcpN-(1-P,
podstawionych 10-16 weglowymi 3-hydroksy kwasami ttuszczowymi (Caroff i in., 1994;
Caroff i in., 2001; El Hamidi i in., 2009).

Oligocukrowy region rdzeniowy (OS) B. pertussis jest dodekasacharydem.
Zbudowany jest z reszt: kwasu 2-keto-3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowego (Kdo), 3,4-
podstawionej L-glicero-a-D-manno-heptozy (3,4-L-a-D-Hepp), 2,7-podstawionej L-
glicero-a-D-manno-heptozy (2,7-L-a-D-Hepp), a-D-glukozaminy (a-D-GIcpN), kwasu a-
D-glukuronowego (o-D-GlcpA), kwasu o-D-galaktozaminouronowego (o-D-GalpNA),
4,6-podstawionej pB-D-glukozy (B-D-Glcp), 4,6-podstawionej a-D-glukozaminy (o-D-
GlcpN) i L-glicero-a-D-manno-heptozy (L-o-D-Hepp). Jego immunodominujgcym
fragmentem jest dystalny tréjcukier zbudowany z a-D-N-acetyloglukozaminy (o-D-
GlcpNAC) oraz dos¢ rzadko spotykanych cukrow, czyli kwasu 2,3-diacetamido-2,3-
dideoksymannouronowego (B-D-Manp2NAcC3NACA) oraz 2-acetamido-4-N-metylo-
2,4,6-deoksygalaktozy (B-L-Fucp2NAc4NMe). Przytaczony jest do 4,6-a-D-glukozaminy
rdzenia. Struktura LOS B. pertussis 1414 przedstawiona jest na Ryc. 4.
Charakterystyczng cechg OS Bordetellae jest obecnosé tylko jednej czasteczki Kdo, ktora
wigze OS z lipidem A (Caroff i in., 2000).

Oligosacharyd rdzenia B. bronchiseptica jest niemal identyczny jak OS
B. pertussis. Najwieksze roznice obserwuje sie w podstawieniu grupami fosforanowymi
na reszcie 2,7-L-o-D-Hepp, braku terminalnej L-a-D-Hepp oraz czg$ciowej metylacji
reszty B-L-Fucp2NAc4NMe (Preston i in., 2006).
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W literaturze najkrotszy rdzen opisano dla B. parapertussis, gdyz nie posiada
dystalnego trojcukru, terminalnej reszty o-D-GalpNA oraz terminalnej L-a-D-Hepp
(Preston i in., 2006).
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Ryc. 4. Struktura LOS B. pertussis 1414 (Caroff i in., 2000)

Pierwszg cechg wyr6zniajacag LPS B. pertussis jest brak syntezy typowego antygenu
O. Poniewaz lipopolisacharyd B. pertussis, w przeciwienstwie do pozostatych bakterii
zrodzaju Bordetella, nie posiada polisacharydowego tancucha O-swoistego,
zbudowanego z powtarzajacych si¢ podjednostek (RU), okre§lany jest mianem
lipooligosacharydu (LOS). Dystalny trojcukier wystepuje jako pojedyncza podjednostka,
syntetyzowany jest, podobnie jak antygen O, na osobnym szlaku, a nie wraz z OS rdzenia
(Burnsi in., 2003).

Czasami dystalny trojcukier wraz z antygenem O u B. bronchiseptica moze zostac
utracony. W nie do konca poznanym mechanizmie na skutek mutacji w genie wlbH,
biatko WIbH traci swoja zdolno§¢ do prawidlowego przylaczenia antygenu O do
oligosacharydu rdzenia. Analogiczna mutacja w genie wlbH u B. pertussis skutkuje
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przylaczeniem jedynie B-D-Manp2NAc3NAcA oraz [B-L-Fucp2NAc4NMe do
oligosacharydu rdzenia (Burns i in., 2003; Preston i in., 2006).

Opisane w literaturze polisacharydy  O-swoiste  B. parapertussis  oraz
B. bronchiseptica sa homopolimerami kwasu 2,3-diacetamido-a-L-2,3-
dideoksygalaktouronowego (a-L-GalpNAC3NACA) (Di Fabio i in., 1992). Koniec
nieredukujacy O-PS B. bronchiseptica, w zaleznosci od szczepu zawiera pochodng kwasu
2,3,4-triamino-2,3,4-trideoksy-a-galaktouronowego, ktéra moze by¢ modyfikowana na
dwa sposoby, na tyle odmienne, ze poliklonalne przeciwciata przeciwko antygenom O1
i O2 uzyskane w wyniku immunizacji myszy nie rozpoznajg krzyzowo polisacharydow
O-swoistych (Buboltz i in.,, 2009). Innym rodzajem polisacharydu jest O3 PS
B. bronchiseptica, ktory sktada si¢ z dwucukrowej powtarzajacej sie podjednostki, ktdra
na koncu nieredukujagcym rowniez jest modyfikowana (Vinogradov i in., 2010). Na koncu
redukujacym moze by¢ przytaczone kilka réznych monosacharydow, stanowigcych
dodatkowy tacznik pomiedzy O-PS, a rdzeniem. Zidentyfikowano kwas 2,3-diacetamido-
2,3-dideoksy-B-glukuronowy, kwas 2,3-diacetamido-2,3-dideoksy-B-mannouronowy oraz
a,B-N-acetylogalaktozaming (Preston i in., 2006). Zaréwno u B. bronchiseptica jak
i u B. parapertussis polisacharyd O-swoisty przytaczony jest do OS rdzenia poprzez
pentasacharydowy tacznik —4)-p-D-ManpNAC3NACAN-(1—4)-B-D-GIcpNAC3NACAN-
(1—4)-a-D-GalpNAc-(1—4)-p-D-ManpNACc3NACA-(1—3)-p-L-FucpNAc4NMe-(1—.
Lacznik ten u B. bronchiseptica przytaczony jest do reszty a-D-GICpNAcC dystalnego
tréjcukru, natomiast u B. parapertussis do reszty a-D-glukozaminy rdzenia (Preston i in.,
2006). Porownanie LPS omawianych gatunkéw przedstawiono na Ryc. 5., a zmienne
fragmenty zaznaczono niebieskim kolorem.

Struktura rdzenia oraz antygenu O B. holmesii nie jest jeszcze poznana. Na
podstawie rozdziatu elektroforetycznego i pordwnania do znanych struktur LPS bakterii
z rodzaju Bordetella mozna wysnu¢ wniosek, ze powtarzajaca podjednostka antygenu O
sktada si¢ z wigcej niz jednej reszty cukrowej, a oligosacharyd rdzenia jest zblizony
wielkoscig do OS rdzenia B. pertussis pozbawionego dystalnego trojcukru (Caroff i in.,
2001).
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Ryc. 5. Porownanie LPS wybranych bakterii z rodzaju Bordetella wg Preston i wsp. 2006
oraz Vinogradov 2002, 2007
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4.3.1.3. Inne polisacharydy bakteryjne CPS/EPS

Innymi wspomnianymi glikanami bakteryjnymi s3 kapsularne polisacharydy
(CPS) i egzopolisacharydy (EPS). Kapsularne polisacharydy tworza niezwykle
réznorodng grupe molekut. Zbudowane sg z krétkich podjednostek, ale 0 wigkszej liczbie
powtorzen niz LPS. Z powierzchnig komorki bakteryjnej zwiazane sa przez fosfolipid lub
lipid A wigzaniem fosfodiestrowym. CPS niezwigzany z powierzchnig komorki
klasyfikowany jest jako egzopolisacharyd (EPS) (Cooper i in., 2015). Rola
polisacharydow kapsularnych polega na ochronie przed mechanizmami obronnymi
gospodarza. Warstwa CPS jest mocno uwodniona i chroni komoérke bakteryjng przed
wysuszeniem, umozliwiajac transmisje bakterii. Stanowiac jednoczes$nie fizyczng bariere,
utrudnia rozpoznanie epitopéw innych antygenow powierzchniowych obecnych na
powierzchni ostony komorkowej przez uktad odpornosciowy gospodarza (Roberts, 1996).
Polisacharydy kapsularne biorg takze udzial w adherencji bakterii do komorek
gospodarza, w trakcie kolonizacji (Nwodo i in., 2012).

Egzopolisacharydy produkowane sg przez bakteriec z kazdego rodzaju i maja
szerokie zastosowanie w przemysle. Ich wielko$¢ osigga niekiedy ~1000 kDa. Wsrod

EPS wyrézniamy homo- i heteropolimery. Homopolimery zbudowane sa z a-D-Glc, -D-
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Glc, fruktanow i poligalaktanow. Heteropolimerowy EPS moze by¢ zbudowany z D-Glc,
D-Gal, L-Rha i czasami GIcNAc, GalNAc oraz GIcA. W strukturze mogg by¢ obecne
niecukrowe podstawniki, takie jak glicerol, acetyle czy fosforany. EPS pelnig wicle
funkcji: biorag udzial w tworzeniu biofilmu, uczestnicza w adherencji do komorek
gospodarza, agregacji bakterii, utrzymujg struktur¢ przestrzenng biofilmu i sg zrédtem
wegla, azotu 1 fosforu. Ich rola moze réwniez polega¢ na akumulowaniu sktadnikow
odzywczych z otoczenia, ochronie przed wysychaniem oraz przed mechanizmami
obronnymi uktadu odpornos$ciowego gospodarza (Nwodo i in., 2012).

Dotychczas opisano dwa rodzaje egzopolisacharydow wytwarzanych przez
Bordetella spp. Wedtug doniesien literaturowych gtownym polisacharydem bakteryjnym
produkowanym przez B. pertussis, B. parapertussis, a takze B. bronchiseptica jest Bps
(ang. Bordetella polysaccharide). To polisacharyd podobny do polisacharydéw
produkowanych przez inne bakterie, jak na przyktad PNAG zbudowany z poli-p-1,6-N-
acetyloglukozaminy produkowany przez Staphyloccocus aureus. Doktadna struktura nie
zostala jeszcze okreslona, a ich podobienstwo0 oparte jest 0 reaktywnos$¢ immunologiczng
oraz enzymatyczng podatno$¢ na dyspersyne B (Cattelan i in., 2016; Conover i in., 2010;
Parise i in., 2007). Bps jest niezbedny W poczatkowej fazie wytwarzania biofilmu.
Odpowiada za jego stabilno$¢ oraz utrzymanie trojwymiarowej struktury. Odgrywa
istotng role w procesie adhezji B. pertussis do nablonkowych komoérek w goérnych
drogach oddechowych, ale juz nie w dolnych drogach oddechowych (Conover i in., 2010,
2012). Wytwarzanie biofilmu przez bakterie z rodzaju Bordetella moze by¢ przyczyna
nieskutecznos$ci szczepionek DTaP, ktore nie zapewniaja ochrony przed taka postacia
bakterii (Cattelan i in., 2016). Szczepy B. pertussis obecnie krazace w populacji
charakteryzuja si¢ wicksza zdolnoscig do tworzenia biofilméw niz laboratoryjne szczepy
referencyjne. Moze t0 by¢ jedna ze strategii przetrwania pozwalajaca na lepsza adhezje
bakterii do komorek nabtonkowych, transmisje oraz cyrkulacje u ludzi (Cattelan i in.,
2017).

Innym opisanym dla B. pertussis egzopolisacharydem jest polisacharyd
mikrokapsularny. Na podstawie homologii genow odpowiedzialnych za synteze, transport
oraz modyfikacje potranslacyjne wysnuto wniosek, ze podobnie jak antygen Vi, moze on
by¢ zbudowany z N-acetylowanego kwasu galaktozoaminouronowego. Stabe reakcje
serologiczne z surowicg anty—Vi, wg autoréw publikacji, wskazujg na krotkotancuchowy
charakter polisacharydu kapsularnego. Stad wprowadzenie nazwy - mikrokapsuta.

Struktura mikrokapsuly nie zostala przedstawiona. Roéwniez jej rola nie jest jeszcze
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poznana, ale prawdopodobnie bierze udzial w patogenezie krztusca. (Neo i in., 2010).
Geny kodujace Bps oraz polisacharyd mikrokapsularny sg od siebie oddzielone 1 znajduja
si¢ pod kontrolg roznych systemow regulatorowych, wiec CPS nie wptywa na tworzenie
biofilmu (Hoo i in., 2014).

W  powyzszych doniesieniach literaturowych, brakuje bezposredniego
potwierdzenia struktury Bps oraz mikrokapsuly standardowo wykorzystywanymi
technikami do analiz polisacharydéw. Bps izolowany jest z bakterii zawieszonych
w 0,5M EDTA i inkubowanych w temperaturze 100 °C przez 5 min. Supernatant po
odwirowaniu bakterii traktowany jest pronazg przez 3 godz., w 37 °C i podgrzewany do
85 °C przez 15 min i ekstrahowany fenolem i chloroformem w celu inaktywacji enzymu
I usunigcia kwasow nukleinowych i biatkowych zanieczyszczen (Conover i in., 2010,
2012). Informacje dotyczace struktur tych antygenow cukrowych oparte sg jedynie
0 homologie gendéw lub reakcje enzymatyczne i serologiczne materiatu traktowanego
wieloma odczynnikami chemicznymi i enzymami. W wyniku przeprowadzanych analiz
wyizolowany Bps moze si¢ znacznie r6zni¢ od natywnego egzopolisacharydu.

Wspomniany antygen Vi jest polisacharydem kapsularnym po raz pierwszy
wyizolowanym i opisanym u Salmonella enterica serowar Typhi (Felix i Margaret Pitt
1934). Jest to polimer —4)-a-D-GalpNACA-(1—, czgsciowo O-acetylowany w pozycji 3
(Heyns i Kiessling 1967) i to wilasnie grupy O-acetylowe tworza immunodominujgcy
epitop. Na koncu redukujagcym reszta HexNAc podstawiona jest 12-14 weglowymi 3-
hydroksy kwasami tluszczowymi i swoja budowag czeSciowo przypomina lipid A.
Antygen Vi wykorzystywany jest do produkcji polisacharydowej szczepionki przeciwko
durowi brzusznemu. Poniewaz szczepionki polisacharydowe nie indukujg powstawania
komorek pamieci, szczepienia nalezy powtarzaé co dwa lata. Nie jest to szczepionka
rekomendowana dla dzieci ponizej 2 roku zycia. Koniugatowe szczepionki zapewniaja
dwukrotnie dtuzsza ochrone i sg bezpieczne dla dzieci i niemowlat. Szczepionka
koniugatowa wprowadzana jest w krajach gdzie dur brzuszny wystepuje endemicznie, ale
na razie nie jest komercyjnie dostepna (Szu, 2013).

W genomach roznych Bordetellae zidentyfikowano geny odpowiedzialne za
synteze polisacharydow kapsularnych, ktore sa zwykle czynnikami wirulencji i biorg
udzial w hamowaniu zabijania zaleznego od dopetniacza (Linz i in., 2016). Rowniez
antygen Vi bierze udzial w hamowaniu mechanizmow obronnych gospodarza (Hart i in.,
2016), apodobne geny, ktore u Salmonella Typhi odpowiedzialne sg za synteze
polisacharydu Vi (viaB) znajdujg si¢ rowniez w genomie B. petrii (Liston i in., 2016).
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Brak jest doniesien o obecno$ci tych genOw u pozostatych Bordetella spp. i oprocz
doniesienia o mikrokapsule u B. pertussis, hipotetycznie strukturalnie podobnej do
antygenu Vi, nie zidentyfikowano polisacharydow kapsularnych dla bakterii z rodzaju
Bordetella.

4.4. Szczepionki przeciwkrztuscowe

W okresie przed wynalezieniem szczepionki, kazdego roku, na catym $wiecie, na
krztusiec umieratlo 760 000 dzieci ponizej pierwszego roku zycia (WHO, 2014).
Wynalezienie w latach 40 XX wieku pelnokomoérkowej szczepionki (skojarzona
szczepionka przeciwko btonicy <ang. Diphtheria> powodowanej przez maczugowca
blonicy, tezcowi <ang. Tetanus> wywolywanemu przez laseczke t¢zca oraz krztuscowi
<ang. Pertussis> wywotywanemu przez B. pertussis) oraz wprowadzenie obowigzku
szczepien, pozwolito znaczaco zmniejszy¢ te liczby. W Polsce rowniez zaobserwowano
zmniejszong zachorowalno$¢ na krztusiec po wprowadzeniu obowigzku szczepien (Ryc.
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Ryc. 6. Stan epidemiologiczny krztusca w Polsce w latach 1950-2017 (Zrédto danych:
biuletyny roczne ,,Choroby zakazne i zatrucia w Polsce” oraz ,,Szczepienia ochronne
w Polsce” (wyd: NIZP-PZH, GIS). Data ostatniej aktualizacji 02.01.2020
http://szczepienia.pzh.gov.pl/szczepionki/krztusiec/3/#jak-wiele-zachorowan-na-
krztusiec-wystepuje-w-Polsce)

Obecnie dostgpne sa przeciwkrztu§cowe szczepionki petlnokomorkowe oraz
bezkomoérkowe. Skojarzona pelnokomorkowa (ang. whole-cell pertussis; wP, DTwP,

DTP) przeciwko blonicy, tezcowi oraz krztuscowi zawiera toksoid bloniczy, toksoid
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tezcowy oraz inaktywowane szczepy B. pertussis. Szczepionka bezkomdrkowa (ang.
acellular pertussis; aP, DTaP) zawiera toksoid btoniczy, toksoid tezcowy oraz wybrane
oczyszczone antygeny bakteryjne B. pertussis. Najczeséciej w sktad szczepionki wchodzi
toksyna krztuScowa (PT), hemaglutynina widkienkowa (FHA), pertaktyna (PRN) oraz
fimbrie. Proporcje antygendw biatkowych zalezne sg od producenta.

Szczepionka petlnokomorkowa produkowana jest poprzez hodowle wybranych
szczepOw B. pertussis na syntetycznym ptynnym podtozu. Nastgpnie bakterie sg zabijane
chemicznie badz termicznie i po dostosowaniu do odpowiedniej gestosci, adsorbowane na
solach glinu.

Szczepionka DTaP jest $cisle zdefiniowana przez producenta, w jej sktad wchodzi
od jednego do pieciu antygenéw, natomiast DTwP zawiera ponad 3000 antygendw,
zczego wigeej niz 20 moze mie¢ wilasciwosci ochronne (Cherry, 2019). Ilos¢
poszczegblnych antygenow jest zmienna i zalezy od hodowli lub/i od szczepu.
W pojedynczej dawce szczepionki DTwWP ilos¢ toksyny krztuscowej waha si¢ 0,02 pg do
0,68 pg, a hemaglutyniny wtokienkowej 0-1,6 pug (Ashworth i in., 1983). Zmienna jest
rowniez zawarto$¢ LOS w szczepionce. Ilos¢ tego antygenu waha sie¢ w granicach 0,9 —
2,8 pg/ml, z czego wigkszos¢ to LOS niezwigzany z komorka bakteryjng. Wraz
z uptywem czasu przechowywania szczepionki, uwalniane jest coraz wigcej LOS do
roztworu. Po okoto pdét roku nawet 80% LOS moze zosta¢ uwolnione z komdrki
bakteryjnej (Ibsen i in., 1988).

Za reaktogenno$¢ szczepionek DTwP odpowiedzialny jest wilasnie LOS.
W miejscu podania moze wywotaé obrzek, zaczerwienienie, bolesno$é. Miejscowe
odczyny poszczepienne nie sg dtugotrwate, ale moga powodowac pewien dyskomfort. Do
0gdblnych obserwowanych odczyndw nalezy wzrost temperatury powyzej 38 °C, senno$¢,
wymioty, uporczywy ptacz (Fine i Clarkson, 1987). W latach 1960-1970, szczepionki
DTwP zostaty w wielu krajach zastapione szczepionkami acelularnymi (DTaP)
zawierajacymi nie cate komorki bakterii (wraz z LOS), a wyizolowane i oczyszczone
wybrane antygeny B. pertussis. Po podaniu szczepionki DTaP odczyny poszczepienne sg
rzadziej obserwowane (Decker i in., 1995; Edwards i in., 1995). Jednakze wraz z wiekiem
dziecka i podaniem kolejnej dawki, reaktogennos¢ szczepionki DTaP rosnie (Blennow
i Granstrom, 1989). Dlatego tez wprowadzono szczepionki dTap z obnizong zawartoscig
antygenow btonicy i krztu$ca (pisane matymi literami dla odréznienia od szczepionki

DTaP). Szczepionki w tej wersji rekomendowane sg dla starszych dzieci i dorostych.
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Miejscowe odczyny poszczepienne sg nizsze W przypadku kolejnych dawek (Scheifele
i in., 2001) lub réznice pomigdzy odczynami nie sg znaczace (Wei i in., 2011).

Szczepionki bezkomdrkowe roznia si¢ od komorkowych przede wszystkim typem
wywotywanej odpowiedzi immunologicznej. W modelu badan przeprowadzonych na
szympansach wykazano, z¢ DTaP indukuje limfocyty pomocnicze Thl oraz Th2.
Naturalna infekcja oraz zaszczepienie DTwWP (w mniejszym stopniu) indukuje odpowiedz
Th17 oraz Thl (Warfel i Merkel, 2013).

Kolejng cechg, ktéra odroznia szczepionki pelnokomoérkowe od bezkomérkowych
jest ich efektywnosc¢. Po przeanalizowaniu wielu badan nad skutecznoscig obu rodzajow
szczepionek okreslono ich efektywno$¢ na poziomie 85% dla DTaP oraz 94% dla DTwP
(Fulton i in., 2016). Szczepionka DTaP, aby mie¢ podobng skuteczno$¢ jak szczepionka
DTwP, musi zawiera¢ przynajmniej 3 antygeny B. pertussis: PT, FHA oraz PRN
(Jefferson i in., 2003). Dziatanie ochronne szczepionki DTWP moze trwa¢ nawet 12 lat
(Jenkinson, 1988; Wendelboe i in., 2005), podczas gdy ochrona po zaszczepieniu DTaP
dos¢ szybko zanika i po uptywie ok. 8 lat chronionych pozostaje jedynie 10% dzieci
(McGirr i Fisman, 2015). W przypadku szczepionek dTap efekt ochronny zanika juz po 4
latach z poziomu 68,8% do 8,9% (Klein i in., 2016). Przebycie infekcji zapewnia ochrone
na maksymalnie 20 lat, w zaleznosci od krazacych szczepow (Wendelboe i in., 2005).

Obserwowany wzrost zachorwan pomimO powszechnych szczepien moze by¢
spowodowany przez kilka czynnikéw. Pierwszym jest naturalnie zanikajgca odporno$¢,
ktéra moze by¢ kontrolowana poprzez szczepienia przypominajgce. Drugim jest
stosowanie szczepionek bezkomdrkowych. Na modelu zwierzgcym wykazano, ze DTaP
chroni przed rozwojem choroby, ale nie zapobiega transmisji i infekcji zwierzat
nieszczepionych (Warfel i in., 2014). Znaczne ograniczenie liczby antygenéw
szczepionkowych stosowanych w DTaP wymusito na bakteriach ekspresj¢ zmienionych
alleli (dryf antygenowy) i doprowadzito do powstania, coraz czesciej izolowanych,
szczepOWw bakteryjnych, ktore nie ekspresjonujg antygenow obecnych w szczepionkach.
Dotyczy to wszystkich antygenow szczepionkowych. Najczesciej obserwuje si¢ zmiany
w ekspresji pertaktyny. W Stanach Zjednoczonych stosujacych tylko DTaP dominuja
szczepy niewytwarzajace PRN (Pawloski i in., 2014). Podobne zmiany obserwuje si¢
réwniez W Polsce (Polak i in., 2018), gdzie obowigzujacy kalendarz szczepien przewiduje
czterokrotne zaszczepienie dziecka szczepionkg DTwP (w 2, 3-4, 5-6 i 16-18 miesigcu
zycia) oraz dawka przypominajaca W 6 roku zycia szczepionka DTaP. Jednakze Polska

jest jednym z niewielu europejskich krajow, w ktérym dzieci szczepione sg jeszcze
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szczepionkg pelnokmoérkows. Znacznie powszechniej, szczegOlnie w  Kkrajach
wysokorozwinigtych, wykorzystuje si¢ szczepionke bezkomérkowa. W Polsce dostepna
jest szczepionka DTwP zawierajaca toksoid bloniczy, toksoid tezcowy oraz
inaktywowane bakterie B. pertussis szczepow 186, 606 oraz 629.

Niedoskonato$¢ istniejacych szczepionek bezkomorkowych powoduje wzrost
zainteresowania szczepionkami pelnokomoérkowymi, ale Z nowym podejsciem.

W Brazylii opracowywana jest szczepionka ,,Plow”. Jest to szczepionka DTwP,
z ktérej najbardziej reaktogenny antygen LOS, zostal chemicznie usuni¢ty. Glownym
powodem modyfikacji szczepionki DTwP, w celu obnizenia jej reaktywnosci, jest ponad
300 krotnie wyzszy koszt wyprodukowania szczepionki DTaP (Dias i in., 2013).
W pierwszej fazie badan klinicznych szczepionka ,,Plow” w porownaniu ze standardowo
stosowang szczepionka DTwP okazata si¢ mniej reaktogenna, przy jednoczes$nie
podobnym poziomie immunogennosci i ochrony poszczepiennej (Dias i in., 2017).

Inng perspektywa wykazali si¢ Locht i wsp. zmieniajac sposob podania
szczepionki. Francusko-amerykanski zespot opracowatl szczepionke BPZE1, w ktorej
zywe, ale atenuowane bakterie, podawane sa donosowo. W wyniku genetycznych
modyfikacji u B. pertussis inaktywowano toksyne krztuscowa, obnizon0 poziom
cytotoksyny tchawiczej i zupetnie usunigto toksyne dermonekrotyczng (Mielcarek i in.,
2006). Wykazano skutecznos¢ szczepionki w badaniach przeprowadzonych na
szympansach. BPZE1 chronita przed rozwojem choroby oraz przed zakazeniem
i kolonizacjg w gornych drogach oddechowych zwierzat (Locht i in., 2017). Szczepionka
ta jest w drugiej fazie badan klinicznych, ktore maja si¢ zakonczyé w czerwcu 2020.
Badania prowadzone sg przez Narodowy Instytut Alergii i Chordb Zakaznych w Stanach
Zjednoczonych. Najnowsze wyniki wykazujg, ze jedna dawka szczepionki BPZEI
indukuje odpowiedz typu Thl, tak jak szczepionka komorkowa i w poréwnaniu ze
szczepionka bezkomorkowa indukuje powstawanie przeciwcial o Szerszym zakresie

dziatania (Lin i in., 2020).

4.5. Neoglikokoniugaty i szczepionki glikokoniugatowe

Szczepionki polisacharydowe rozwijane sg od lat 1970-1980. Ich gtéwng wadg jest
to, ze sam polisacharyd jest antygenem T —niezaleznym, wywolujacym stabg
I krotkotrwata odpowiedZz immunologiczng. Skoniugowanie oczyszczonego stabo
immunogennego polisacharydu z silnie immunogennym biatkiem np. toksoidem

tezcowym lub bloniczym, powoduje zwigkszenie immunogennosci polisacharydu.
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Szczepionki glikokoniugatowe 1gczg w sobie wiasciwosci antygenowe sktadnikOw
cukrowych oraz bialkowych i nabierajg cech antygenoéw T — zaleznych. Powszechnie
stosuje si¢ szczepionki skoniugowane na polisacharydy otoczkowe (CPS) przeciwko
meningokokom (Neiseria meningitidis), pneumokokom (Streptococcus pneumoniae) oraz
pateczkom hemofilnym typu b (Haemophilus influenzae) (Wen i Zhang, 2015).

Ze wzgledu na fakt, ze LPS jest integralnym sktadnikiem ostony komoérkowe;j
I indukuje powstawanie swoistych 1 czgsto bakteriobojczych przeciwcial w wyniku
immunizacji pelnymi komorkami bakteryjnymi (Rappuoli, 2004), wydaje si¢ by¢
idealnym antygenem szczepionkowym przeciwko infekcjom powodowanym przez Gram-
ujemne bakterie. Jednak jego aktywno$¢ biologiczna oraz to, ze stanowi glowny czynnik
wirulencji, wyklucza uzycie LPS jako antygenu szczepionkowego w natywnej formie.
Podstawowymi warunkami jakie musza by¢ spelnione przy wykorzystywaniu
w szczepionkach tego typu antygendéw to po pierwsze pozbawienie LPS toksycznych
aktywnosci (lipid A) z zachowaniem struktury immunogennych epitopow, zdolnych do
indukcji wytwarzania przeciwcial 0 antyendotoksynowej i bakteriobdjczej aktywnosci,
apo drugie zapewnienie takim modyfikowanym LPS cech antygenéw T-zaleznych,
najczesciej przez koniugacje z biatkami. Indukowane przeciwciala powinny takze
neutralizowa¢ niepozadane biologiczne aktywnosci LPS.

Najbardziej stabilnym ewolucyjnie regionem LPS (poza toksycznym lipidem A)
jest region oligosacharydu rdzenia. Kompletny OS B. pertussis jest dodekascharydem,
zawierajagcym immunogenny dystalny trojcukier. W jego sktad wchodza rzadko
spotykane cukry, dlatego ustalenie struktury izolowanego OS nie bylo fatwym zadaniem
(Caroff i in., 2000). Zdefiniowanie struktury byto bardzo pracochtonne i w migedzyczasie
inna grupa badawcza rozpoczg¢ta prace nad chemiczng synteza najbardziej
immunogennego fragmentu. Zsyntetyzowanie pelnej czasteczki okazato si¢ niemozliwe,
powstal natomiast disacharyd zbudowany z dwdch terminalnych cukrow o-D-GlcpNAc
oraz B-D-Manp2NACc3NACA (Nilsson i Norberg, 2000). Laboratorium posiada w swojej
kolekcji koniugat tego disacharydu z HSA. W projektowaniu glikokoniugatow nasz
zespol moze pochwali¢ si¢ pewnymi sukcesami. Na podstawie wczesniejszych
doswiadczen, w ktorych udowodniono, ze koniugaty OS z toksoidem t¢zca indukuja
powstawanie specyficznych przeciwcial, rozpoznajacych epitopy LPS na powierzchni
komorek bakteryjnych (Lugowski i in., 1996), przygotowano koniugat pentasacharyd-
TTd. Metoda deaminacji z lipooligosacharydu B. pertussis 186 wyizolowano
pentasacharydowy fragment zawierajacy dystalny trojcukier (Ryc. 4) i poddano
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koniugacji z toksoidem tezca. Wykazano immunodominujgcy charakter dystalnego
trojcukru LOS B. pertussis 186 (Niedziela i in., 2005). W kolejnych etapach zmieniono
biatko nosnikowe, na toksyne krztuscows, aby nowy glikokoniugat indukowat
powstawanie szerszego zakresu przeciwkrztuscowych przeciwciat. Stworzono koniugat
pentasacharyd-PT (penta-PT) oraz koniugat na pelny oligosacharydowy fragment LOS,
oligosacharyd-PT (OS-PT). Dowiedziono, ze uzyskane przeciwciala majg wiasciwos$ci
bakteriobodjcze, a w trakcie koniugacji, toksyna krztuscowa traci swojg aktywnos¢
biologiczng (Koj i in., 2015). Glikokoniugaty fragmentow oligosacharydowych
wyizolowanych z LOS B. pertussis i PT chronione sg patentem na terenie Europy oraz
Stanow Zjednoczonych (Koj i in., 2018, 2019).

4.6. Gléowne techniki stosowane w analizie antygendw  cukrowych

i glikokoniugatow

4.6.1. Spektrometria mas

Jedng z instrumentalnych technik analitycznych jest spektrometria mas. Jest to
technika oparta na pomiarze stosunku masy do tadunku (m/z) jondw wytworzonych
w trakcie jonizacji analizowanych czasteczek. Aby mozliwe byto wykonanie pomiaru
badanego zwiazku lub substancji musi on zosta¢ zjonizowany, a utworzone jony
(dodatnie lub ujemne) zostajg rozdzielone w analizatorze ze wzglgdu na rézne wartosci
m/z. Istnieje kilka metod jonizacji oraz rozdzialu jondw, ale dziatanie wszystkich
spektrometrow ma wspdlny schemat blokowy (Ryc. 7).

Probka zazwyczaj wprowadzana jest bezposrednio do komory jonizacyjne;.
Proces jonizacji zachodzi na poczatkowym etapie pomiaru w zrodle jonow, gdzie
W zalezno$ci od uzytej metody czasteczki analizowanych substancji uzyskuja tadunek
elektryczny. W trybie jonow dodatnich utworzenie tadunku nastepuje najczesciej poprzez
przylaczenie protonéw [M+nH]™ oraz jondw metali takich jak sod [M+nNa]"", potas lub
ich kombinacje. W trybie jondéw ujemnych najczgéciej obserwuje sie czasteczki
pozbawione okre$lonej liczby protondw, czyli jony typu [M—nH]"". Metody jonizacji
dobiera si¢ w zaleznosci od rodzaju badanych substancji. W$réd metod jonizacji
wyrodznia si¢ jonizacje elektronami (electron impcat, EI), jonizacje chemiczng (chemical
ionization, CI), desorpcje polem (field desorption, FD), bombardowanie szybkimi
atomami (fast atom bombardment, FAB), desorpcj¢ plazmowg (plasma desorption, PD),
termosprej (thermospray, TSI), elektrosprej (electrospray, ESI), desorpcje/jonizacje

laserem oraz desorpcje/jonizacje laserem wspomagang matryca (matrix-assisted laser
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desorption/ionization, MALDI) (Silverstein i in.,, 2012; Zaia, 2004). Obecnie

W powszechnym uzyciu najczesciej jako metode jonizacji stosuje si¢ EI, ESI oraz

MALDI.

Wprowadzenie probki

l

Jonizacja

l Komputer

Rozdzial jonow

l

Detektor

Ryc. 7. Schemat blokowy pomiaru za pomocg spektrometru masowego

Czasteczki obdarzone tadunkiem oddziatuja z polem magnetycznym, przez co
mozliwe jest kierowanie ich ruchem w warunkach wysokiej proézni, cO ma miejsce
w elementach optyki jonowej, takich jak soczewki, kwadrupole czy multipole.
W zaleznosci od rodzaju spektrometru, na etapie transferu jonow ze zrodta do analizatora
mozliwa jest selekcja wybranych jonéw oraz ich fragmentacja. Nastepnie natadowane
czasteczki analitdw trafiajg do analizatora mas, ktory umozliwia rozdzielenie jonéw ze
wzgledu na stosunek masy do tadunku (m/z) i otrzymanie widma mas. Stosowane sg
rozne rodzaje analizatorow mas, takie jak kwadrupol, putapka jonowa (ion trap, IT),
analizator czasu przelotu jonoéw (time-of-flight, TOF) oraz analizator rezonansu
cyklotronowego (ion cyclotron resonance, ICR). Jony, po opuszczeniu analizatora mas,
trafiajg do detektora zliczajacego, ktorym najczesciej jest powielacz diodowy, a sygnat
uzyskany z detektora jest nastepnie rejestrowany przez jednostke sterujaca. Oprocz
wykonania widma mas dajgcego informacj¢ 0 masie czgsteczkowej badanych zwigzkow,
mozliwa jest rOwniez analiza fragmentacyjna, w ktorej analizowane jony sg izolowane,
a nastgpnie fragmentowane na mniejsze jony skladowe. Stosowane moga by¢ rozne
metody fragmentacji, przy czym najczeSciej stosowang metodg jest dysocjacja
indukowana zderzeniowo (collision induced dissociation, CID), w ktdrej jony
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analizowanych substancji zderzajg si¢ z Czagsteczkami gazu, np. azotu czy argonu.
Powstate fragmenty sg nast¢pnie analizowane ponownie W analizatorze mas (Lang i in.,
2014). Analiza fragmentacyjna daje informacje na temat budowy fragmentowanych
jonéw. Do analizy danych niezbedne jest specjalne oprogramowanie, zazwyczaj
udostepnione przez producenta, pozwalajgce na przypisanie poszczegolnym sygnatom na
widmie masowym tadunku, cO umozliwia obliczenie masy czgsteczkowej jonu
(Silverstein i in., 2012; Zaia, 2004).

4.6.1.1. Technika MALDI-TOF MS

W jonizacji typu MALDI z detekcja typu TOF analizowane sg substancje
wykrystalizowane w obecnosci  drobnoczasteczkowych zwigzkow — nazywanych
matrycami. Matryca pochtania energi¢ impulsu laserowego, ktora jest nastepnie
przekazywana czasteczkom analitu powodujac ich jonizacje. NajczeSciej stosowanymi
matrycami sa kwasy organiczne zawierajace grup¢ fenolowa. Do analizy poli-
i oligosacharydow stosuje si¢ zazwyczaj kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (DHB) i 2,4,6-
trihydroksyacetofenon (THAP). W identyfikacji bakterii i analizie peptydow stosuje si¢
kwas a-cyjano-hydroksycynamonowy (HCCA). Biatka takie jak toksyna krztuscowa
analizowane sg z wykorzystaniem kwasu synapinowego (SA) jako matrycy. Do analizy
czastek 0 masach do 2 000 Da mozna stosowac desorpcje laserowa bez wspomagania
matrycg. Obecnie do jonizacji typu MALDI stosuje si¢ lasery azotowe, Nd:YAG
emitujgcy promieniowanie W zakresie UV 0 dlugosci fali A=266 nm, oraz
zmodyfikowany laser Nd:YAG — Smartbeam 11®. Réznica potencjatow pomiedzy stalowa

ptytka a wnetrzem zrodta powoduje transfer jondw do wngtrza spektrometru.

4.6.2. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego NMR

NMR (nuclear magnetic resonance) jest powszechnie stosowang nieniszczacg
metodg analityczng opierajaca si¢ na oddzialywaniu jader atomowych z silnym polem
magnetycznym. Jadra atomowe takich pierwiastkéw jak *H, °C, **N, czy *'P posiadaja
niezerowy spin magnetyczny, dzigki ktoremu w polu magnetycznym atomy te moga
wystepowa¢ w dwoch stanach energetycznych. Impuls elektromagnetyczny o okreslone;j
energii umozliwia przejscie atomow na wyzszy stan energetyczny. Energia potrzebna do
wzbudzenia danego jadra atomowego jest nazwana jego czestoscig rezonansowq i zalezna
jest od otoczenia chemicznego, w jakim znajduje si¢ dane jadro atomowe. Poniewaz
energia potrzebna do wzbudzenia jadra atomowego jest proporcjonalna do zastosowanego

pola magnetycznego, czgsto§¢ rezonansowa okresla si¢ W warto$ciach ,,przesunigcia
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chemicznego” w stosunku do sygnatu odniesienia (Jacobsen, 2007). Obecnie stosuje si¢
spektroskopy NMR wykorzystujace transformacje Fouriera (FT-NMR) zbudowane
z magnesu z uktadem wprowadzania probki i sonda pomiarowa, konsoli z uktadem
wzmacniaczy sygnalu i elektronikg transformujaca sygnat oraz komputera sterujacego.
Zastosowanie silnego pola magnetycznego zwicksza czuto$¢ i rozdzielczo$¢, dlatego
stosuje si¢ silne elektromagnesy nadprzewodzace pracujagce W temperaturze ciektego
helu. Przyjeto oznaczaé typ stosowaneg0 magnesu poprzez czestos¢ rezonansowa jadra
protonu H, przyktadowo magnes nadprzewodzacy wytwarzajacy pole magnetyczne 14,1
T umozliwia wzbudzenie jadra protonu przy czestosciach ok. 600 MHz,

Uzyteczne sondy pomiarowe stosowane W analizie cukrow to dwukanatowa sonda
szeroko pasmowa (BBI, double resonance broadband probe), umozliwiajagca obserwacje
takich jader atomowych jak *H i **C oraz poczwoérna inwersyjna kriosonda pomiarowa
(QCI, quadruple resonance CryoProbe), ktdra charakteryzuje si¢ W przyblizeniu 4- i 10-
krotnie wicksza czuloscia odpowiednio dla atomu **C i *H niz standardowe sondy, typu
BBI, co umozliwia analizowanie znacznie mniejszych ilosci probki, czesto ponizej 0,5
mg. W przypadku matych ilo$ci materiatu, szczegdlnie przydatna jest mikrosonda, TXI,
w ktorej stosuje sie probowki 0 srednicach od 1 do 2,5 mm i objetosci probki < 50 pl.

W przypadku analizy oligo- czy polisacharydéw dane uzyskane metoda NMR
moga dostarczy¢ cennych informacji na temat liczby i rodzaju sktadnikow cukrowych,
anomerii  wigzan glikozydowych, sekwencji reszt cukrowych oraz obecnosci
podstawnikow, takich jak grupy O-acetylowe (OAc), fosforanowe (P), aminokwasy czy
etanolamina (Etn) (Duus i in., 2000). Do uzyskania wymienionych informacji
wykorzystuje si¢ nastepujace dane:

e Przesuni¢cie chemiczne — pozycja obserwowanego sygnatu w widmie NMR,
wyrazana W cze$ciach na milion, ppm (part per milion). Przesunigcie chemiczne
jest wartoscig charakterystyczng dla danego jadra atomowego w okre$lonym
otoczeniu chemicznym. Poprzez porownanie wartos$ci przesuniecia chemicznego
badanego zwigzku z danymi literaturowymi mozna wnioskowaé 0 obecnosci
charakterystycznych grup chemicznych.

e Stale sprzg¢zenia (J) — parametr okreslajacy oddzialywanie pomigdzy spinami
magnetycznymi co najmniej dwoch jader atomowych. Stala ta jest zalezna od
typow oddziatujacych jader atomowych oraz od ich wzajemnej orientacji

przestrzennej. W przypadku protonéw przy sasiadujagcych atomach wegla
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(atomach wicynalnych) stala ta przyjmuje rozne wartosci W zaleznosci od izomerii
rozmieszczenia tych protondéw. W przypadku orientacji ekwatorialno-ekwatorialej
stata J przyjmuje wartosci ~1-3 Hz, ekwatorialno-aksjalnej ~1-6 Hz, a dla
aksjalno-aksjalnej ~7-12 Hz.

Intensywno$é sygnatu — na widmach jednowymiarowych (*H NMR) jest wprost
proporcjonalna do liczby jader atomowych dajacych sygnat. Dla widm
dwuwymiarowych jest to trudniejsze poniewaz wymaga przeprowadzenia
integracji objetosci ,,szczytu”. Dane na temat wzglednej intensywnos$ci danych
sygnatow mozna wykorzysta¢ do oznaczenia liczby sktadnikéw cukrowych oraz
podstawnikow.

Dwuwymiarowe eksperymenty NMR umozliwiajg obserwacj¢ korelacji pomig¢dzy

atomami tego samego pierwiastka (tzw. eksperymenty homojadrowe) lub roéznych

pierwiastkOw (eksperymenty heterojagdrowe). W zaleznosci od typu wykonywanego

eksperymentu obserwowane sg korelacje pomi¢dzy atomami bedacymi w odpowiednich

relacjach — strukturalnych badZz przestrzennych. D0 najczgéciej wykorzystywanych

eksperymentéw dwuwymiarowych NMR w analizie oligosacharyddw naleza:

'H'H COSY (correlation spectroscopy) — homojadrowy eksperyment
spektroskopii korelacji, w ktorym obserwuje si¢ korelacje pomigdzy protonami
zwigzanymi z sasiadujacymi atomami wegla (sprzezenia przez maksymalnie trzy
wigzania chemiczne), np. protonem anomerycznym a protonem przy drugim
atomie wegla (H1-H2).

'H'H TOCSY (total correlation spectroscopy) — analogiczny do COSY
eksperyment homojadrowy, w ktorym obserwuje si¢ dodatkowo sprzg¢zenia
pomiedzy protonami odleglymi 0 3 i wigcej wigzan, np. H1-H3, H1-H4 itd.
Transfer magnetyzacji i tym samym liczba obserwowanych korelacji zalezy od
parametru okreslanego jako ,,czas mieszania spinéw” (mixing time) oraz wartosci
statej sprzgzen (J) pomiedzy poszczegdlnymi protonami w danej reszcie cukrowej.
'H'H NOESY (nuclear Overhauser effect spectroscopy) — homojadrowy
eksperyment, w ktorym obserwuje si¢ korelacje pomigdzy protonami w wyniku
transferu magnetyzacji przez przestrzen, przez jadrowy efekt Overhausera. Dzigki
temu mozliwe jest obserwowanie korelacji pomiedzy protonami odlegltymi o wiele

wigzan, a takze korelacji migdzy protonami reszt cukrowych bedacych w bliskim
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sasiedztwie na skutek utworzenia wigzania glikozydowego, lub okreslonej dla

danej konfiguracji orientacji przestrzennej.

Ryc. 8. Przyktadowe korelacje mozliwe do zaobserwowania na dwuwymiarowych
widmach protonowych podczas analizy poli- i oligosacharydéw. Kolorem czerwonym
zaznaczono korelacje dla eksperymentu COSY, niebieskim dla TOCSY, a zielonym dla
NOESY
e 'H®C HSQC (heteronuclear single quantum coherence) — eksperyment
heterojadrowy, W ktérym obserwuje si¢ korelacje pomigdzy atomami wegla,
a przyltaczonymi do nich bezposrednio protonami, np. proton zwigzany z atomem
wegla anomerycznego (C1-H1). Eksperyment ten umozliwia przyporzadkowanie
warto$ci  przesunigcia chemicznego atomom  wegla potaczonym  ze
zidentyfikowanym uprzednio sygnatem protonu.
e 'H®C HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) — eksperyment
heterojadrowy umozliwiajacy obserwowanie korelacji pomigdzy atomem wegla,
a protonami odlegtymi 0 2, 3 wigzania chemiczne. Umozliwia obserwacje
korelacji pomigdzy atomami dwoch systemow spinowych (reszt cukrowych),
poprzez korelacje atomow W obrebie wigzan glikozydowych, co wykorzystuje si¢
do identyfikacji miejsca podstawienia, identyfikacji segmentow dwucukrowych
I sekwencji reszt cukrowych w poli- i oligosacharydach.
e 'H™C HSQC-TOCSY - kombinacja eksperymentéw typu HSQC i TOCSY,
w ktorym obserwuje si¢ korelacje pomiedzy atomem wegla, a protonami z danego
systemu spinowego, np. C1-H2, C1-H3, itd. Eksperyment ten umozliwia opis
sygnatow w zlozonych systemach spinowych z wieloma nakladajacymi sie¢

sygnatami rezonansowymi.
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HSQC-TOCSY

HMBC

Ryc. 9. Przyktadowe korelacje mozliwe do zaobserwowania na dwuwymiarowych
widmach  protonowo - weglowych podczas analizy oligosacharydow. Kolorem
fioletowym zaznaczono korelacje dla eksperymentu HSQC, rézowym dla HMBC,
a bragzowym dla HSQC-TOCSY

Na podstawie jednowymiarowych widm NMR nie mozna ustali¢ struktury
analizowanego polisacharydu. Mozna natomiast zidentyfikowa¢ sygnaty o przesunigciach
chemicznych, ktérych obecnos¢ wskazuje na sktadniki polisacharydow i posrednio na
strukture. Na jednowymiarowych widmach NMR analizowanych polisacharydow mozna
zaobserwowac trzy grupy sygnaléw. Te rezonujagce w zakresie 3,2-3,9 ppm s3 sygnalami
pochodzacymi od protonéw pierScienia. Sygnaly o przesunigciach chemicznych
wyzszych od 3,9 ppm i nizszych od 3,2 ppm nazywane sg sygnatami strukturalnych grup
reporterowych. Do tej grupy nalezg: protony anomeryczne, H2 Man, H3-H4 Gal, H5-H6
Fuc, H2-H5 GalNAc, protony grup alkilowych, acylowych, metylowych, acetylowych
i glikolowych oraz protony o innych przesunigciach chemicznych wywotanych
podstawieniem grup fosforanowych, siarczanowych 1 acylowych (Vliegenthart
i Kamerling 2007). Przykladowe widmo 'H NMR oligosacharydu z zaznaczonymi

strukturalnymi grupami reporterowymi przedstawiono na Ryc. 10.

grupy Ac
|
grupa Me ‘
region protonow region protondw pierscienia
anomerycznych g H6
if? Fuc
T T T T T T T
5 4 3 2

'H (ppm)
Ryc. 10. Profil jednowymiarowego widma *H NMR oligosacharydu
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5. CEL PRACY

Swiatowa Organizacja Zdrowia juz pod koniec lat 90. zakwalifikowata krztusiec
jako jedng z nawracajgcych chorob o niebagatelnym potencjale epidemiologicznym.
Pomimo szeroko rozpowszechnionych szczepien ochronnych odnotowuje si¢ coraz
wiecej zachorowan, nie tylko wérdd najbardziej wrazliwej grupy, czyli noworodkow, ale
rowniez wsérod zaszczepionych nastolatkbw 1 dorostych. Globalnie prowadzone
szczepienia wywolaly u bakterii dryf antygenowy. Zmianie ulegajg zaréwno struktury jak
iiloci wytwarzanych przez B. pertussis antygenow biatkowych stosowanych
w szczepionkach. Zidentyfikowano nowe gatunki wywolujace podobne objawy
chorobowe, niewytwarzajace wigkszosci biatkowych czynnikow wirulencji  jak
B. holmesii. W porownaniu z antygenami biatkowymi powierzchniowe antygeny cukrowe
B. pertussis sa ewolucyjnie stabilne (LPS, LOS), a struktury te majg konserwatywny
charakter u rdéznych przedstawicieli Bordetellae. Niewiele wiadomo natomiast
o0 antygenach typu kapsularnego i egzopolisacharydach wytwarzanych przez bakterie
z rodzaju Bordetella i ich potencjalnych zastosowaniach szczepionkowych.

Gléwnym celem powstania tej pracy byto zidentyfikowanie w powierzchniowych
strukturach antygendéw cukrowych bakterii z rodzaju Bordetella wspdlnych elementdw,
ktorych wyizolowane formy mogtyby zosta¢ wykorzystane przy zaprojektowaniu nowej
uniwersalnej szczepionki przeciwkrztuscowej. Szczepionka taka zapewniataby ochrong,
nie tylko przed zakazeniem B. pertussis, ale rowniez przed innymi bakteriami z rodzaju
Bordetella. Do analiz wybrano gatunki, ktére wywotujg krztusiec (B. pertussis),
parakrztusiec (B. parapertussis, B.holmesii) oraz choroby uktadu oddechowego

(B. bronchiseptica).
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6. MATERIALY I METODY

6.1. Szczepy Bordetella i warunki hodowli

Bordetella pertussis 186 i Bordetella pertussis 606 uzyskano z Zaktadu
Profilaktyki Zakazen i Zakazen Szpitalnych Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie.
Bordetella parapertussis PCM 529 (ATCC 15311), Bordetella bronchiseptica PCM 530
(ATCC 19395) i Bordetella bronchiseptica PCM 1943 (ATCC 4617) pochodzity
Kolekcji Instytutu
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, PAN we Wroctawiu. Bordetella holmesii (DSM
13416; ATCC 51541), Bordetella hinzii (DSM 11333; ATCC 51783) oraz Bordetella
petrii (DSM 12804) pozyskano z Leibniz-Institut DSMZ GmbH w Niemczech. B. hinzii

z Polskiej Mikroorganizméw (PCM) Immunologii i Terapii

oraz B. petrii nie nalezg do klasycznych Bordetellae, ani nie sg czynnikiem etiologicznym
krztu$ca, dlatego nie analizowano ich pod katem podobienstwa struktur LPS. Do badan
nad egzopolisacharydami zostaly dotaczone w celu sprawdzenia, czy gatunki spoza
klastra B. bronchiseptica rowniez wytwarzaja EPS.

Wymienione szczepy sg przechowywane W objetosci 1,5 ml w temp. -70 °C jako
zawiesiny bakteryjne w PBS z zawartoscig 20% glicerolu. Bakterie namnazano na
agarowych podtozach weglowych z 10% dodatkiem odwtoknionej krwi baraniej
(GRASO Biotech) w 37 °C przez 96 godzin. W przypadku B. bronchiseptica czas ten jest
znacznie krotszy, a B. holmesii wymaga nizszej temperatury oraz atmosfery wzbogaconej

0 CO,. Szczegdtowe warunki wzrostu podano w Tabeli 4.

Tabela 4. Warunki wzrostu bakterii z rodzaju Bordetella

Bakterie Czas wzrostu na | Temperatura Warunki Wytwarzanie

plytce atmosferyczne pigmentu

B. pertussis 3-4 dni 37°C 21% O, -

B. parapertussis 2-3 dni 37 °C 21% O, brazowy

B. holmesii 3-4 dni 35°C 21% O, brazowy

5% CO,

B. bronchiseptica 1 dzien 37°C 21% O, -

B. hinzii 1 dzien 37 °C 21% O, -

B. petrii 1-2 dni 30 °C 21% O, -

Hodowle ptynne B. pertussis, B. parapertussis oraz B. bronchiseptica prowadzone
byly na syntetycznej pozywce Stainer—Scholte (sktad pozywki opisano w Tabeli 5)
z wytrzgsaniem (37 °C, 120 rpm, Infors HT Ecotron). Dla lepszego wzrostu bakterii do

wszystkich pozywek syntetycznych, niezaleznie od gatunku, dodawane byly czynniki
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wzrostu. Hodowle prowadzono przez 72 godz. (B. pertussis, B. parapertussis) oraz 24
godz. (B. bronchiseptica, B. hinzii oraz B. petrii).

Hodowla ptynna B. holmesii prowadzona byta w pozywce z wyciggiem mozgowo-
sercowym (Brain-Heart Infusion, BHI) oraz alternatywnie w pozywce Stainer—Scholte
i zmodyfikowanych mediach Stainer—Scholte ze zwigckszonym st¢zeniem L-glutaminianu
sodu® oraz L-proliny? (Dehottay i in., 2017) i Stainer-Scholte z dodatkiem ryboflawiny
(Odanaka i in., 2017).

Gestos¢ optyczng bakterii (OD) w hodowlach ptynnych mierzono densytometrem
DEN-1 (BioSan) przy dtugosci fali A=560 nm, w jednostkach McFarlanda (MFU ang.
McFarland units). Zakres jednostek McFarlanda to 0,3-50 MFU, co odpowiada
zakresowi 100 x 10°-1500 x 10° komérek bakteryjnych w 1 ml.

Tabela 5. Sktady pozywek do hodowli bakterii z rodzaju Bordetella

Pozywki Odczynniki g/L
Stainer-Scholte pH 7,9 L-glutaminian sodu 10,72
! L-glutaminian sodu 20
L-prolina 0,24
2 L-prolina 1,04
KHPO, 0,5
NaCl 2,5
KCI 0,2
MgCl, 6H,0 0,1
CaCl, 0,02
Tris 6,1
ryboflawina 0,01
heptakis 1
agar weglowy lab lemco powder 10
pepton 10
skrobia 10
wegiel 4
NaCl 5
kwas nikotynowy 0,001
agar 12
BHI hydrolizat tkanki 27,5
zwierzecej (wyciag
Sercowo
-moOzgowy)
D(+)-glukoza 2
NaCl 5
Na,HPO, 2,5
czynniki wzrostu kwas nikotynowy 0,004
L-cysteina HCI H,O 0,04
zredukowany glutation 0,15
kwas L-askorbinowy 0,4
FESO4 . 7Hgo 0,01
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Hodowla ptynna zakladana byla poprzez zawieszenie bakterii na plytce
z odpowiednim podtozem i przeniesieniu ich do pozywki ptynnej. Objetos¢ inokulum
stanowita okoto 4% (1,6-2,0 MFU). Hodowle bakteryjne w objetosci 1 L (4 x 250 ml)
prowadzone byly z wytrzgsaniem (Infors HT Ecotron 120 rpm) oraz zastosowaniem
odpowiedniej temperatury (35°C lub 37 °C). Alternatywnie hodowle bakteryjne
prowadzono w bioreaktorze Biostat A plus (Sartorius) w objetosci 4 L, inokulum 1%,
z mieszaniem 120 rpm i wzglednym ci$nieniu przy napowietrzaniu 1,0 bar.

W celu izolacji egzopolisacharyddw bakteryjnych hodowle ptynne B. pertussis,
B. parapertussis, B. holmesii, B. bronchiseptica, B. hinzii oraz B. petrii prowadzone byty
w objetosci 250 ml, w medium hodowlanym Stainer—Scholte z dodatkiem ryboflawiny
przez 72 godz.

Hodowle bakteryjne na podtozach ptynnych przerywano przez dodanie 90%
roztworu fenolu do koncowego stgzenia 1% i inkubacj¢ przez 1 godz. Zawiesing
bakteryjng wirowano przez 30 min, przy 4000 x g, w temp. 4 °C (Sorvall Lynx 6000), po

czym osad zawieszano w wodzie mQ i liofilizowano.

6.2. Metody preparatywne

6.2.1. lzolacja i oczyszczanie lipopolisacharyddw oraz lipooligosacharydow

LPS bakterii z rodzaju Bordetella otrzymywano zmodyfikowang metoda
ekstrakcji wodno-fenolowej wedtug Westphala i Janna (Westphal i Jann, 1965). Zabite
i zliofilizowane bakterie zawieszano w 0,05 M buforze fosforanowym opH 7,4
i dodawano porcjami lizozym (E.C. 3.2.1.17, aktywno$¢ specyficzna > 40000 U/mg)
wilosci 10 mg/g suchej masy bakteryjnej (Johnson i Perry, 1976). Zawiesing
homogenizowano sondg ultradzwigkowa (Bandelin Sonoplus GM 2070, w cyklach 10 s,
z max. mocg 70 W, temp. <40 °C) do uzyskania jednolitej zawiesiny i pozostawiono
z mieszaniem przez 18 godz. w temp. 25°C. Do mieszaniny dodawano roztwor 90%
fenolu w objetosci réwnej objetosci uzytego buforu, uzyskujgc ostatecznie zawiesing
bakterii w 45% fenolu. Zawiesing ogrzewano do temperatury 65 °C i intensywnie
mieszano przez 15 min, a nastgpnie ochtadzano w tazni lodowej do 4 °C i wirowano (30
min, 3000 x g, 4 °C, Sorvall Lynx 6000). Zbierano oddzielong frakcje wodng. Zawiesing
uzupetliano porcja wody o objeto$ci zebranej fazy wodnej | powtarzano ekstrakcje.
Zbierano wszystkie fazy. Faze wodng, miedzyfaze oraz fazg fenolowa umieszczano

w osobnych workach dializacyjnych Zellu Trans T3 (Roth, Niemcy) o granicy
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przepuszczania czagsteczek o0 masie do 10 kDa, intensywnie dializowano do wody
destylowanej przez 3 dni, az do zaniku zapachu fenolu. Preparaty po dializie
odwirowywano (20 min, 3000 x g, 4 °C, Sorvall Lynx 6000), supernatant filtrowano
z uzyciem sgczkow bibutowych Whatmann 3. Dializat liofilizowano. Uzyskane preparaty
LPS oczyszczano od biatek i kwasow nukleinowych poprzez trzykrotne ultrawirowanie
(6 godz., 105000 x g, 4 °C, Sorvall WX+). Supernatant po kazdorazowym ultrawirowaniu
zlewano, a osad LOS/LPS zawieszano sonda ultradzwickowa w wodzie mQ

i liofilizowano.

6.2.2. Otrzymywanie poli- i oligosacharydéw z LPS

Otrzymany LPS poddawano tagodnej hydrolizie 1,5% kwasem octowym
w 100 °C przez 30 min w celu zerwania kwasolabilnego wigzania migdzy reszta Kdo
oligocukru rdzenia a lipidem A. Powstaty osad lipidu A usuwano przez wirowanie na
wiréwce szybkoobrotowej (30 min, 13000 x g, 4 °C, Sorvall Lynx 6000), a supernatant
zawierajacy rozpuszczalne w wodzie polisacharydy (PS) i oligosacharydy (OS)

zliofilizowano.

6.2.3. lzolacja egzopolisacharydéw bakteryjnych

Egzopolisacharydy izolowane byty z liofilizowanych mediow pohodowlanych,
B. pertussis 186, B. pertussis 606, B. parapertussis 529, B. bronchiseptica 530,
B. bronchiseptica 1943, B. holmesii, B.hinzii oraz B. petrii. Hodowle bakteryjne
prowadzono przez 72 godz. na syntetycznej pozywce Stainer—Scholte z ryboflawing. Po
odwirowaniu masy bakteryjnej (30 min, 4000 x g, 4 °C, Sorvall Lynx 6000) supernatant
liofilizowano. Zliofilizowany supernatant rozpuszczano w 0,05 M kwasie octowym
i rozdzielano w systemie HPLC metoda filtracji zelowej na kolumnie HiLoad 16/600
Superdex 30 prep grade (30 mm x 124 cm, wielko$¢ ziarna 34 um, GE Healthcare, USA).

Frakcje po rozdziale liofilizowano.

6.2.4. Redukcja egzopolisacharyddw

Egzopolisacharydy izolowane z medium po hodowli B. holmesii oraz B. pertussis
186 (odpowiednio 2,2mg, 3,5mg) poddano reakcji redukcji przy zastosowaniu
borowodorku sodu (NaBH4, 11 mg). Reakcje prowadzono w obj. 2 ml w pH 8,0 przez 18
godz. w temp. 37 °C, a nastgpnie reakcje zatrzymanO przez obnizenie pH do 5 -6 przy
zastosowaniu 99% kwasu octowego. Produkty reakcji oczyszczano od soli przy uzyciu

systemu HPLC na kolumnie typu TSKgel G3000PW. Zebrane frakcje liofilizowano.
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6.2.5. Utlenianie oligosacharydow

Analizowane oligosacharydy poddano reakcji tagodnego utleniania w obecnosci
10 mM nadjodanu sodu (NalO4). W warunkach tych dochodzi do utlenienia reszt
cukrowych zawierajacych wicynalne grupy hydroksylowe poza pierscieniem i utworzenia
reaktywnych grup aldehydowych. Dla oligosacharydéw izolowanych z LPS ilos¢
stosowanego NalO, dobiera si¢ molowo z dwukrotnym nadmiarem wzgledem
oligosacharydu, aby utlenieniu ulegta reszta Kdo i ewentualnie reszta heptozy w regionie
wewngtrzneg0 rdzenia (jesli sa obecne w OS) lub inne pochodne zawierajace wicynalne
grupy hydroksylowe (np. po redukcji). Reakcj¢ prowadzono przez 1 godz., w ciemnosci,
w temp. 25 °C. Réwnolegle przygotowano kontrolg¢ stanowigcg roztwor 0,01 M NalOs.
Postep reakcji monitorowano spektrofotometrycznie S$ledzac zmiang absorbcji przy
dhugosci fali A= 225 nm dla 200-krotnie rozcieniczonej mieszaniny reakcyjnej w wodzie
mQ. Po 1 godz. dodawano glikolu etylenowego (30 ul), w celu zatrzymania reakcji
i inkubowano kolejng godzing. Utlenione oligosacharydy oczyszczano od glikolu
etylenowego i soli przy uzyciu systemu HPLC na kolumnie typu TSKgel G3000PW.
Uzyskane frakcje oligocukrowe liofilizowano.

6.2.6. Uzyskanie monomerycznej frakcji toksoidu tezca

Preparat toksoidu tezca (2030 Lf/ml, Biomed, Krakdéw) oczyszczano z uzyciem
systemu HPLC na kolumnie TSKgel G3000SW w PBS. Gtowna frakcje zawierajaca
monomeryczny toksoid tezca (TTd) zageszczono w koncentratorach wiréwkowych
Amicon® 30 K (Merck Milipore, Niemcy). Stezenie toksoidu tezca Wyznaczano na
podstawie wartosci absorbancji przy dtugosci fali A=280 nm, stosujac wspotczynnik
absorbancji errq = 1,229 mg™ - ml - cm™ (Lockyer i in., 2015). Pomiary absorbancji

przeprowadzano na czytniku Multilabel Reader EnSpire 2300 (PerkinElmer, USA).

6.2.7. Otrzymywanie neoglikokoniugatow

Oligocukry z reaktywng grupa aldehydowa otrzymane w wyniku utleniania
(rozdz. 6.2.5) rozpuszczano w 0,2 M buforze boranowym (pH 9,0) i dodawano biatko
nosnikowe toksoid tezca. Inkubowano przez 1 godz. w 37 °C. Nastepnie dodawano
160 ul 1M roztworu NaCNBH; (Sterogene, USA) oraz 1 krople chloroformu
(konserwant) i pozostawiano na 14 dni w 37 °C. W pigtym i dziesigtym dniu reakcji
dodawano kolejne porcje NaCNBHj; (160 pl). Po 14 dniach inkubacje przerywano,
a mieszaning rozdzielano za pomoca HPLC na kolumnie TSKgel G3000SW. Frakcje

zawierajace glikokoniugat potaczono i zaggszczono w koncentratorach wirowkowych
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Amicon® 30K (Merck Milipore, Niemcy). Koniugaty przechowywano w 4 °C
z dodatkiem 0,02% mertiolatu jako konserwantu. Zawarto$¢ biatka W zageszczonej

frakcji oznaczono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A= 280 nm.
6.3. Metody immunochemiczne

6.3.1. Stosowane glikokoniugaty i surowice

W reakcjach immunoenzymatycznych zastosowano neoglikokoniugaty oraz
surowice, uzyskane w czasie realizacji zadania badawczego ,,Szczepionki
przeciwbakteryjne nowej generacji. Otrzymywanie, charakterystyka immunochemiczna,
wlasciwosci ochronne”, wykonywanego w ramach projektu PO1G.01.01.02-02-003/08-00
pn.: ,,Biotechnologie i zaawansowane technologie medyczne” finansowanego ze §rodkow

Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego

Innowacyjna Gospodarka, O$ priorytetowa 1 ,Badania i rozwodj nowoczesnych

technologii”, Dziatanie 1.1 ,,Wsparcie badan naukowych dla budowy gospodarki opartej

na wiedzy” (,,Projekt BioMed”).
Jako antygeny cukrowe zastosowano oligosacharyd (OS) wyizolowany z LOS

B. pertussis 186 uzyskany w wyniku hydrolizy 1,5% kwasem octowym oraz jego

dystalny pentasacharydowy (penta) fragment otrzymywany w wyniku procesu deaminacji

metoda jak opisano poprzednio (Niedziela i in., 2005). Jako biatka no$nikowe
wykorzystano toksyne krztuscowa (PT) oraz toksoid t¢zca (TTd). W pracy wykorzystano
koniugaty znajdujace si¢ w kolekcji Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow

i Szczepionek Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN:

e koniugat oligosacharydu z toksyna krztusca (OS-PT),

e koniugat pentasacharydu z toksyna krztusca (penta-PT),

e koniugat oligosacharydu z toksoidem tezca (OS-TTd),

e koniugat pentasacharydu z toksoidem tezca (penta-TTd)

e koniugat syntetycznego disacharydu z ludzka albuming (disach-HSA). Fragment
cukrowy zbudowany jest z a-D-N-acetyloglukozaminy oraz kwasu a-D-2,3-
diacetamido-2,3-dideoksymannouronowego  bedacych  fragmentem  dystalnego
tréjcukru. (Nilsson i Norberg, 2000).

Koniugaty OS-PT i penta-PT sg $ci$le zdefiniowane i chronione patentem na terenie

UE (EP 3003389 B1) i USA (US 9878051 B2) (Koj i in., 2018, 2019). Nowo

zsyntetyzowanym glikokoniugatem jest koniugat BOS z toksoidem tezca (BOS-TTd).
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W reakcjach identyfikujgcych wybrane polisacharydy korzystano rowniez

z komercyjnie dostepnego polisacharydu kapsularnego Vi, wyizolowanego z Citrobacter
freundii (NIBSC).

Wykorzystane w pracy surowice anty—glikokoniugatowe pochodzity z kolekcji

surowic Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek:

Surowica anty—penta-PT (surowica nr 9) — otrzymana poprzez immunizacj¢ krolikow
glikokoniugatem pentasacharydu oraz toksyny krztu$cowe;.
Surowica anty—OS-PT (surowica nr 3382) — uzyskana w wyniku immunizacji
krélikow glikokoniugatem pentasacharydu oraz toksyny krztucowe;.
Surowica anty—OS-TTd (surowica nr 7) — uzyskana w wyniku immunizacji krolikow
glikokoniugatem oligosacharydu oraz toksoidu t¢zca.
Surowica anty—penta-TTd (surowica nr 778) — otrzymana w wyniku immunizacji
krélikow glikokoniugatem pentasacharydu oraz toksoidu tezcowego.
Surowica poliklonalna zawierajaca przeciwciala przeciwko pelnym komoérkom
bakteryjnym B. pertussis 186 (surowica nr 782) - anty—SM Bp 186.
Surowica poliklonalna — anty-SM Bp miks (surowica nr 285, 289) zawierajaca
krolicze przeciwciata skierowane przeciwko pelnym komoérkom bakteryjnym 4
szczepbw B. pertussis 186/576/606/629.
Surowica anty—disach-HSA (surowica nr 63) uzyskana w wyniku immunizacji
krélikow glikokoniugatem syntetycznego disacharydowego fragmentu z dystalnego
tréjcukru LOS B. pertussis 186 z ludzka albuming (HSA).
Surowica anty-Vi do aglutynacji szkietkowej bakterii  Salmonella dla
powierzchniowego antygenu Vi (Zaktad Badawczo-Wdrozeniowy Osrodka
Salmonella ,,Immunolab”).
Surowica poliklonalna anty—LPS P.shig 78/89 zawierajaca przeciwciala przeciwko
pelnym komoérkom bakteryjnym P. shigelloides 78/89.

W formulacji szczepionkowej dla glikokoniugatow penta-PT, OS-PT i OS-TTd

jako adiuwantu uzyto MPL, a dla koniugatow penta-TTd i disach-HSA uzyto

kompletnego adiuwantu Freunda. Immunizacje pelnymi komoérkami bakteryjnymi

przeprowadzono zawiesing bakterii w PBS zabitych 0,2% formaldehydem. Do

immunizacji wykorzystano szczep B. pertussis 186 (namnazanych w pozywce ptynnej

Stainer-Scholte) oraz mieszaninge czterech szczepdw B. pertussis 186/576/606/629

(hodowanych na ptytkach z agarem weglowym).
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6.3.2. Elektroforeza w warunkach denaturujacych i immunoblotting

6.3.2.1. Elektroforeza SDS-PAGE

Rozdziat elektroforetyczny lipopolisacharydow w warunkach denaturujgcych
SDS-PAGE prowadzony byt w 15% zelu poliakrylamidowym wedlug Laemmliego
(Laemmli, 1970). Skitad zeli poliakrylamidowych przedstawiono w Tabeli 6. Sktad
buforow uzywanych do elektroforezy oraz immunoblotingu podano w Tabeli 7. Wodne
roztwory LPS o stezeniu 1 mg/ml homogenizowano sondg ultradzwigckows (Bandelin
Sonoplus GM 2070) nastgpnie mieszano z buforem denaturujagcym w stosunku 1:1
i inkubowano w tazni wodnej w temp. 100 °C przez 20 min. Prébki (1,25 pg) nanoszono
do studzienek w obje¢tosci 2,5 ul. Elektroforeza prowadzona byta w buforze do rozdziatu
przy natezeniu pradu 20 mA na ptytke (wymiary 100 x 80 x 1 mm), do momentu wejscia
prébki w zel rozdzielajacy, a nast¢pnie przy nat¢zeniu 40 mA przez ok. 40 min, do chwili
kiedy niskoczasteczkowy barwnik (btekit bromofenolowy) zaczynal opuszczaé zel.

Rozdzielone lub

lipopolisacharydy wybarwiano metodg srebrowg analizowano

w immunoblottingu.

Tabela 6. Sktad zeli elektroforetycznych stosowanych w elektroforezie preparatow LPS

Sktadnik 15% zel rozdzielajacy | 2,5% zel zageszczajacy
rozwtor akryl?gr)gloi) .: %l,s;;r)ylamld w mQ 15 ml 2.5ml
3 M bufor Tris-HCI, pH 8,8 3,75 ml 5 ml
woda mQ 9,45 ml 11,3 mi
10% SDS 0,3ml 0,2ml
1,5% nadsiarczan amonu 1,5ml 1ml
TEMED 15 ul 15 ul

Tabela 7. Sktad buforow stosowanych w
immunoblotingu

elektroforezie preparatow LPS oraz w tescie

Bufor denaturujacy

65 mM Tris

30% glicerol

2% SDS

0,6 MDTT

0,001% blekit bromofenolowy

Bufor do rozdziatu pH 8,3

25 mM Tris

192 mM glicyna

0,1% SDS

Bufor do transferu pH 8,3

25 mM Tris

192 mM glicyna

20% metanol

Bufor do blotu pH 9,6

50 mM Tris-ClI
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0,85% NaCl

1 mM MgCl,

6.3.2.2. Wybarwianie lipopolisacharydéw metoda srebrowg

Lipopolisacharydy rozdzielone w zelu elektroforetycznym barwiono srebrem
wedlug procedury opisanej przez Tsai i Frasch (Tsai i Frasch, 1982). Zel po
elektroforezie przeniesiono do roztworu 25% izopropanolu z 7% kwasem octowym
i inkubowano w 25°C przez 18 godz. Nastepnie zel przeniesiono do 0,7% roztworu
kwasu nadjodowego (H10,) na 5 min z mieszaniem. Po trzykrotnym plukaniu woda przez
15 min, zel inkubowano w amoniakalnym roztworze azotanu srebra (250 ml roztworu
zawierajacego 28 ml 1 M NaOH, 2 ml 35% NH,OH, 5 ml 20% AgNOs; i 115 ml H,0),
przez 10 min z mieszaniem. Zel ptukano woda mQ (3 x 10 min). Nastepnie
przeprowadzano reakcje barwng dodajac do krystalnicy z zelem, roztworu 0,26 mM
kwasu cytrynowego z 125 ul 35% formaldehydu. Inkubacj¢ przerywano po pojawieniu
si¢ wyraznych barwnych prazkéw. W celu zahamowania reakcji zel odptukiwano

kilkakrotnie woda mQ, a nastepnie archiwizowan0 wykonujac zdjecia.

6.3.2.3. Immunoblotting

Po elektroforezie zel ptukano przez 20 min w buforze do transferu. Transfer
rozdzielonych frakcji lipopolisacharydow z zelu poliakrylamidowego na membrang
nitrocelulozowa (GE Healthcare, USA) prowadzono przy nat¢zeniu pradu 100 mA przez
1 godz. w buforze do transferu. Nitroceluloze blokowano przez 30 min w temp. 37 °C
w 2% roztworze kazeiny w TBS po czym ptukano jednokrotnie TBS i poddawano reakcji
Z odpowiednig surowicag W rozcienczeniu 1:200 w TBS zawierajacym 0,2% kazeing.
Reakcje prowadzono przez 18 godz. z wytrzgsaniem W temp. 25°C. Niezwigzane
przeciwciala odplukano jednokrotnie woda mQ oraz trzykrotnie buforem TBS
z mieszaniem (sktady buforéw podano w Tabeli 7). Membrana byla nastepnie
inkubowana z wytrzasaniem przez 90 min, w temp. 37 °C z roztworem kozich
przeciwcial skoniugowanych z alkaliczng fosfatazg (AP) (rozcienczenie 1 : 2000 w 0,2%
kazeinie w TBS) skierowanych przeciwko kroliczym 1gG (Bio-Rad, USA). Nastepnie
niezaadsorbowane przeciwciata trzykrotnie odptukano TBS. Reakcje wywolywano przez
dodanie roztworu substratow — BCIP (2,5 mg) oraz NBT (5 mg) w buforze do blotu
(20 ml) iinkubowano do momentu pojawienia si¢ wybarwionych frakcji. Reakcje
przerywano przez umieszczenie membrany w mieszaninie etanol/woda/kwas octowy 4,5 :

4,5 : 1 oraz kilkukrotne ptukanie wodg mQ (Petersson i in., 1997).
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6.3.2.4. Dot-blotting

Na membran¢ nitrocelulozowa naktadano punktowo wodne roztwory
glikokoniugatow, frakcji EPS, zawieszonych bakterii, oraz LPS i LOS w stgzeniu 1mg/ml
w ilosci 2 pl. Nastgpne etapy blokowania membrany oraz inkubacja z odpowiednimi

przeciwciatami sg takie same jak w procedurze immunoblottingu (rozdziat 6.3.2.3).
6.4. Metody analizy chemicznej

6.4.1. CzeSciowa hydroliza polisacharydéw w kontrolowanych warunkach

W celu ustalenia wielko$ci podjednostki, diugie tancuchy polisacharydowe
poddano czesciowej hydrolizie w 48% kwasie fluorowodorowym. Do 0,2 mg
polisacharydu dodano 200 ul roztworu HF i doktadnie wymieszano. Rozpipetowano po
10 ul do 20 probowek Eppendorf i umieszczono w temp. -20 °C. Kazdego dnia do
kolejnej probéwki dodawano 0,5 ml wody mQ do MALDI-TOF MS i po zamrozeniu
liofilizowano. Material z kazdego kolejnego dnia rozpuszczano w 1 pl wody mQ do
MALDI-TOF MS i po zmieszaniu z matrycg DHB w stosunku 1:1 i natozeniu na plytke
stalowg postgp hydrolizy monitorowano przez pomiary widm MALDI-TOF MS oceniajac

stopien degradacji badanego polisacharydu.

6.4.2. Analiza cukrowa polisacharydow

Analiz¢ cukrowg przeprowadzono metoda Janssona i wsp. (Jansson i in., 1976)
Materiat hydrolizowano (0,4 mg) w 2 M kwasie trojfluorooctowym (CF3sCOOH, TFA)
w zamknietej probowce przez 2 godz. w temp. 120°C. Roztwér TFA odparowano
strumieniem powietrza, a uwolnione cukry zredukowano wodnym roztworem
borowodorku sodu (NaBH4, 8 mg) przez 18 godz. w 37 °C. Mieszaning reakcyjng
zakwaszono stezonym CH3COOH do uzyskania pH ~5-6, a powstaty w tej reakcji kwas
borny (CH30)3B usuwano rozpuszczajac material w roztworze metanol/ 5% kwas octowy
(9:1) iodparowujac lotne estry metylowe kwasu bornego. Procedurg powtarzano
picciokrotnie. Uzyskane alditole acetylowano bezwodnikiem kwasu octowego

w pirydynie (1:1) w 100°C przez 1 godz.

6.4.3. Analiza metylacyjna polisacharydow

Analiz¢ metylacyjng przeprowadzono wedlug metody Ciucanu’ego 1 Kereka
(Ciucanu i Kerek, 1984). Probke materiatu (0,5 mg) rozpuszczono w 0,5 ml bezwodnego
DMSO, szczelnie zamknigto i umieszczono w tazni ultradzwickowej na 15 min.

Nastepnie dodawano bezwodny NaOH (3-4 mg) i umieszczono na tazni ultradzwigkowej
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na 5 min. Mieszaning schtodzono do —20 °C i dodano 1 ml jodku metylu (CHsl). Reakcje
metylacji prowadzono przez 20 min w tazni ultradzwickowej. Permetylowany materiat
picciokrotnie ekstrahowano w uktadzie woda/chloroform/1M kwas octowy (7,5:10:2,5).
Zebrang frakcje chloroformowa odparowano. Otrzymang W ten sposob probke poddano
hydrolizie 2M TFA (120°C, 2 godz.). Po hydrolizie prébki odparowano. Uzyskane
metylowe pochodne monosacharydow poddano takiej samej procedurze jak w wyzej
opisanej analizie cukrowej, z wyjatkiem etapu redukcji, w ktorym zamiast borowodorku

sodu zastosowano borodeuterek sodu (NaBDHj3).

6.4.4. Redukcja estrow metylowych kwaséw uronowych

Redukcje grup estrowych obecnych w zmetylowanych prébkach przy uzyciu
jodku metylu przeprowadzono dodajac 2ml 1M roztworu LiB(C;Hs)sD
w tetrahydrofuranie (Super-deuteride, SuperD) wedlug metody Bhat i wsp. (Bhat i in.,
1991) Reakcje przeprowadzono przez 18 godz., a nastgpnie nadmiar SuperD
neutralizowano dodajac zywice jonowymienng Dowex S50WX 8 H® (Bio- RAD).
Jonowymieniacz przemywano woda mQ oraz trzykrotnie metanolem. Frakcje potaczono
I odparowano. Zredukowany material oczyszczano od kwasu bornego poprzez
kodestylacje z metanolem. Otrzymane pochodne poddano hydrolizie i acetylacji jak

w rozdziale 6.4.2.

6.4.5. N-Acetylacja grup aminowych heksozamin

OS (5mg) rozpuszczono w 2 ml nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu.
W tazni lodowej w odstepie 10 min trzy razy dodawano 100 pl bezwodnika octowego. Po
30 minutach od ostatniego dodania (CH3CO)20  probke  zamrozono
i zliofilzowano (Niedziela i in., 2002).

6.4.6. Analiza absolutnej konfiguracji skladnikéw cukrowych technika NMR

Wybrane standardy cukrowe oraz analizowane polisacharydy i egzopolisacharydy
poddano analizom absolutnej konfiguracji monosacharydéw technika spektroskopii *H
NMR przez przeprowadzenie ich w pochodne O-(S)-2-metylomaslanu (York i in., 1997).
Jako standardy zastosowano D-Glc, D-GIcA, D-GIcN, bD-GIcNAc, b-Gal, b-GalA, b-GalN,
D-GalNAc, L-Glc, L-Rha, L-Fuc.

Egzopolisacharydowa fr. Il zawierajaca BOS (1,5mg) oraz PS (0,2 mg)
B. holmesii hydrolizowano w2 M TFA przez 90 min w temp. 121°C. TFA odparowano.
Do zhydrolizowanego BOS, PS oraz do standardow dodano 100 pl (S)-(+)-2-
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metylomaslanu (Sigma) oraz 100 pl bezwodnej pirydyny. Reakcje prowadzono przez 4
godz. w 121 °C. Po inkubacji prébki odparowywano do sucha, rozpuszczono w toluenie
I ponownie odparowano. Nastgpniec dodano CH,Cl, i przeprowadzano trzykrotng
ekstrakcje do roztworu 2M Na,CO3z; w wodzie oraz jednokrotng do wody mQ. Frakcje
z chlorkiem metylenu przeniesiono do nowej prébdwki i zageszczono. Probki osuszono
poprzez dodanie 2-propanolu i odparowanie. Do analiz NMR prébki rozpuszczano
w deuterowanym acetonie (aceton-d5, 160 ul) i przeniesiono do probéwek NMR

0 $rednicy 3mm.
6.5. Metody instrumentalne

6.5.1. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Rozdzialy = chromatograficzne  polisacharydow, oligosacharydow, biatek
nos$nikowych, glikokoniugatéw, oraz izolacje frakcji z mediéw pohodowlanych
prowadzono przy uzyciu potpreparatywnego systemu chromatograficznego HPLC
UltiMate 3000 (Dionex, USA) sktadajacego sie¢ z degazera, pompy podwojnej, detektora
UV, automatycznego Kkolektora frakcji (Dionex, USA) oraz dodatkowego detektora
refraktometrycznego (Shodex, Japonia). Wszystkie stosowane bufory przygotowywano
z wykorzystaniem wody mQ, filtrowano (0,45 um) i odgazowano. Wszystkie probki
przed natozeniem na kolumny przefiltrowano przez filtr 0,22 pm. Postgp rozdziatu
rejestrowano refraktometrycznie za pomocg detektora Shodex RI-102 (Showa-Denko)
oraz detektora UV przy dtugosciach fal A=190 nm, A=206 nm i A=280 nm.

Polisacharydy, oligosacharydy oraz ich zredukowane i utlenione formy
oczyszczano na kolumnie TSKgel G3000PW (21,5 mm X% 60 cm, wielko$¢ ziarna 12 pum,
Tosoh Bioscience, Japonia) zrbwnowazonej wodg mQ. Predko$¢ przeptywu fazy nosnej
wynosita 6 ml/min, objetos¢ nastrzyku 1 ml, objetos¢ zbieranych frakcji wynosita 6 ml.

Polisacharydy oraz media pohodowlane oczyszczano na kolumnie HiLoad 16/600
Superdex 30 prep grade (30 mm x 124 cm, wielko$¢ ziarna 34 um, GE Healthcare, USA).
Rozdziaty prowadzono w 0,05 M kwasie octowym. Predkos$¢ przeptywu fazy no$nej
wynosita 1 ml/min, objetos¢ nastrzyku 2 ml, objetos¢ zbieranych frakcji 1 ml.

Do oczyszczania glikokoniugatow oraz TTd stosowano kolumne TSKgel G-
3000SW (21,5mm x 30 cm, wielko$¢ ziarna 13 um, Tosoh Bioscience, Japonia)
zrownowazone] PBS. Predkos¢ przeptywu fazy nos$nej wynosita 6 ml/min, objetosc

nastrzyku 1 ml, objgto$¢ zbieranych frakcji wynosita 3 ml.
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6.5.2. Chromatografia gazowa sprze¢zona ze spektrometria mas (GC-MS)

Pochodne cukréw (octany alditioli i czeSciowo zmetylowane octany alditioli)
analizowano przy uzyciu spektrometru masowego Thermo ITQ™ 1100 GC-lon Trap
sprzezonego z chromatografem gazowym Trace™ 1310 (Thermo Scientific™). Do
analizy, prébki rozpuszczano w 30 pl octanu etylu, z czego na kolumne HP-5MS (30 m,
ID=0,25 mm, dg=0,25 um) (Agilent Technologies, USA) nanoszono 1 pl roztworu. Jako
gaz nos$nikowy wykorzystano hel przy staltym przeptywie 1,8 ml/min (program
temperatury 150°C-270°C, 8 °C/min).

6.5.3. Spektrometria mas z wykorzystaniem jonizacji probki poprzez jonizacje typu
elektrosprej (ESI)

Pomiary metoda spektrometrii mas z uzyciem jonizacji typu elektrosprej zostaty
wykonane na aparacie amaZon SL (Bruker Daltonics, Niemcy) wyposazonym w pulapke
jonowa jako detektor. Analizowane oligosacharydy rozpuszczano w mieszaninie
acetonitryl/woda, 1:1. St¢zenie probki wynosito 50 ug/ ml. Widma rejestrowano
w zakresie m/z 200-2000 (pomiary w trybie jondéw ujemnych). Aparat kalibrowano
stosujac odczynnik ESI-L Tuning Mix (Agilent Technologies, USA) w trybie jondw
dodatnich. Dla zZrodla jonow zastosowano nast¢pujace parametry: przeptyw probki 3

pl/min, temp. zrédta 200°C, przeptyw gazu no$nego (azot) 5 L/min przy ci$nieniu 8 psi.

6.5.4. Spektrometria mas z wykorzystaniem jonizacji prébki poprzez desorpcje

laserem z matrycy z detekcja czasu przelotu jonow MALDI-TOF

Pomiary metoda spektrometrii mas z jonizacja typu MALDI zostaty wykonane na
aparacie UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Niemcy) z detektorem TOF. Analizy
wykonywano w trybach liniowym i reflektronu z jonizacjag dodatnig i ujemng. Dane
analizowano w programie FlexAnalysis dotaczonym przez producenta spektrometru.
Widma kalibrowano w zakresie mas od ~1000 do 3500 m/z stosujac Peptide Calibration
Standard (Bruker Daltonics).

6.5.4.1. Biotypowanie bakterii

Hodowane bakterie identyfikowano metoda bezposrednig nanoszac bakterie ezg
mikrobiologiczng na plytke stalowa do analiz MALDI Iub izolujac z nich biatka
powierzchniowe i rybosomalne. Kolonie bakteryjne pobierano eza bezposrednio
z podtoza statego lub 10 pl z podtoza ptynnego. Zebrang mase bakteryjng inaktywowano

80% etanolem (1,2 ml) przez 2 min. Nastepnie zawiesing bakterii odwirowywano (2 min,
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13000 x @) isupernatant odrzucano. Osad poddawano ekstrakcji zawieszajac bakterie
w roztworze 70% kwasu mrowkowego (50 ul) i acetonitrylu (50 ul). Po odwirowaniu
zawiesiny (2 min, 13000 x g) uzyskano ekstrakt bialkowy w supernatancie oraz masg
bakteryjng W osadzie. Ekstrakt biatkowy nanoszono na ptytke stalowg i pozostawiano do
wyschniecia. Przygotowywano matryce, nasycony roztwor HCCA w wodnym roztworze
50% ACN z 2,5% TFA iroztworem matrycy (1 pl) pokrywano probki. Dla ekstraktu
zawierajaceg0 glownie biatka rybosomalne, wykonywano analizy MALDI-TOF MS
w trybie liniowym, w polaryzacji dodatniej, w zakresie mas (m/z) od 2000 do 20000 Da.
Uzyskiwano molekularny profil biatkowy umozliwiajacy identyfikacje bakterii na
podstawie analizy porownawczej ze wzorami referencyjnymi w bazie danych
z zastosowaniem oprogramowania MALDI Biotyper. Zastosowana metoda nadaje si¢ do
identyfikacji klasycznych Bordetellae (Zintgraff i in., 2018).

6.5.4.2. ldentyfikacja bakterii na podstawie profilu endotoksynowego

Alternatywng metoda biotypowania bakterii jest analiza widm profilow
endotoksynowych. Preparaty bakteryjne do okreslania profilu endotoksynowego
przygotowywano jak w rozdziale 6.5.4.1. Odwirowang po ekstrakcji mase bakteryjng
nanoszono na plytk¢ stalowa do analiz MALDI i pozostawiano do wyschnigcia.
Przygotowywano matryce DHB (10 mg/ml) w 50% roztworze ACN. Prébki masy
bakteryjnej pokrywano roztworem matrycy DHB. Preparaty analizowano w trybie
liniowym, w jonizacji ujemnej, w zakresie mas od 700 do 4000 Da. Metoda ta
uzyskiwano profil endotoksynowy B. pertussis 186 (Koj i in., 2014). Dzigki zastosowaniu
tej metody mozliwe byto uzyskanie widm z profilem endotoksynowym

charakterystycznych dla kazdego gatunku i szczepu bakterii z rodzaju Bordetella.

6.5.4.3. Analiza MALDI-TOF MS preparatow cukrowych

Preparaty LPS, LOS, EPS, OS i PS do analizy metoda spektrometrii mas MALDI-
TOF przygotowywano jako roztwory wodne o stezeniu 1 mg/ml, a nastepnie (1 pl)
mieszano z roztworem matrycy w stosunku 1:1. Jako matryce stosowano: (1) DHB
(20 mg/ml) w 50% wodnym roztworze ACN; (2) DHB (10 mg/ml) w 50% wodnym
roztworze metanolu z 0,1 M kwasem cytrynowym oraz (3) THAP (10 mg/ml) z 80 mM
cytrynianem amonu w ACN. Preparaty analizowano w trybie liniowym (LPS, LOS, EPS)
oraz w trybie reflektronu (OS, PS, BOS) polaryzacji dodatniej i ujemnej, w zakresie mas
700-10000 Da.
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6.5.5. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Probki przeznaczone do analiz metodami spektroskopii NMR liofilizowano
dwukrotnie z wody deuterowanej D,O (99,9%, Sigma), a nast¢pnie rozpuszczanO
w 160 pl lub 460 pl D,O (99,96%, Sigma). Pomiary wykonywano w probéwkach
0 $rednicy 3 mm lub 5 mm w temp. 298 K przy uzyciu spektroskopu NMR Avance |11
600 MHz (Bruker Biospin, Szwajcaria) wyposazonego W kriosonde CryoQCI 5 mm.
Wartosci przesunig¢ chemicznych wyznaczano w eksperymentach jedno- i dwu-
wymiarowych, takich jak 'H,'H COSY, H,'H TOCSY, 'H,"*C HSQC-DEPT, 'H,C
HSQC-TOCSY, H,“°C HMBC oraz *H'H NOESY. Eksperymenty ‘H'H TOCSY
rejestrowano z warto$ciami czaséw mieszania 30, 60 i 100 ms, a eksperymenty *H,'H
NOESY 100 ms. Warto§¢ opdznienia w eksperymentach *H,"*C HMBC wynosita 60 ms.
Dane procesowano i wstepnie analizowanO przy pomocy oprogramowania TopSpin
3.5pl6 (Bruker BioSpin). Adnotacj¢ sygnalow i wyznaczenie korelacji pomiedzy
systemami spinowymi wykonywano w programie NMRFAM-SPARKY (Lee i in., 2015).

6.6. Analiza mikroskopowa B. holmesii ATCC 51541

Hodowle bakteryjne B. holmesii w celu pobrania materiatu i wykonania analizy
mikroskopowej prowadzono przez 24 godz. na stalym podtozu oraz w podtozu ptynnym
na pozywce Stainer-Sholte z ryboflawing. Bakterie zaadsorbowano na krysztale
krzemowym poprzez przytozenie krzemu do widocznych drobnych kolonii oraz poprzez
nakroplenie pozywki na krzem. Dla zapewnienia stabilnosci preparatéw, bakterie
utrwalano 2% paraformaldehydem (EMS, USA) przez 10 min. w temp. pokojowej.
Probki odwodniono w szeregu rozcienczen alkoholu metylowego 25%-100% i nastepnie
zamieniono metanol na ciekly dwutlenek wegla stosujac automatyczne suszenie
w punkcie krytycznym (Leica Microsystem). Analiza zostalta wykonana metoda
niskonapigciowej skaningowej mikroskopii elektronowej z emisja pola LV-FESEM (ang.
Low-Voltage Field-Emission Scanning Electron Microscopy) (Drab i in., 2016) z uzyciem
mikroskopu typu cross-beam Zeiss Auriga 60 Cryo zsystemem mikroanalizy
energodyspersyjnej EDX w Pracowni Interakcji Nanostruktur Biologicznych, IITD PAN.
Probki mikroskopowe zostaly przygotowane oraz zanalizowane przez operatora
mikroskopu dr hab. n. med. Marka Draba specjalisty z zakresu technik analitycznych oraz
skaningowej mikroskopii elektronowej, ktory poswiecit swoj czas na przygotowanie

preparatow i przeprowadzanie analizy, za co serdecznie dzigkujg.
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7. WYNIKI

W pierwszych etapach pracy przeprowadzono analize porownawczg gtdéwnego
antygenu cukrowego, czyli heteropolisacharydowej czesci LPS wsrdd wybranych
przedstawicieli Bordetellae. LOS B. pertussis jest wyjatkowo stabilnym komponentem
ostony komorkowej i uzyskane z niego oligosacharydowe fragmenty wydawaly sig¢
odpowiednie do poszukiwania wspolnych antygendéw szczepionkowych posréod LPS
innych Bordetellae. Do analiz wybrano gatunki, ktore wywotujg krztusiec — B. pertussis
(w badaniach wykorzystano dwa polskie szczepy szczepionkowe 186 i1 606),
parakrztusiec — B. parapertussis oraz choroby uktadu oddechowego — B. bronchiseptica.
Do strukturalnych badan heteropolisacharydowych fragmentéw LPS dotaczono
referencyjny szczep B. holmesii ATCC 51541. B. holmesii rowniez jest czynnikiem
etiologicznym krztusca, ale struktury czesci heteropolisacharydowej LPS tej bakterii sg
zupelie nieznane. W trakcie poszukiwan uniwersalnych antygendéw cukrowych wsrod
Bordetellae, postanowiono tez sprawdzi¢, czy istniejg wspolne egzopolisacharydy, ktore
moga by¢ wprosty sposob izolowane z medium pohodowlanego. Zaréwno
egzopolisacharydy (EPS) jak i begdace sktadnikiem ostony komodrkowej polisacharydy
kapsularne (CPS), biorg udziat w adhezji bakterii do komorek gospodarza 1 opsonizacji
bakterii. Zastosowanie tego rodzaju antygendw cukrowych jako skladnikow
szczepionkowych mogtoby wywotywaé petniejsza odpowiedz immunologiczng
I ograniczy¢ transmisj¢ bakterii. W literaturze jak juz wczesniej wspominano, istnicjg
doniesienia o dwdch rodzajach egzoglikandéw produkowanych przez niektére Bordetellae.
Zalicza si¢ do nich ,,Bps” — polisacharyd, o niepotwierdzonej strukturze bioracy udziat
w tworzeniu biofilmu, oraz polisacharyd mikrokapsularny, ktérego ani struktura, ani

funkcja nie jest znana.

7.1. Szczepy Bordetella i warunki hodowli

Ogolna struktura lipopolisacharydéw B. pertussis, B. parapertussis oraz
B. bronchiseptica jest dos¢ dobrze poznana, wiec badania szczepow posiadanych przez
laboratorium, miaty charakter konfrontujacy wiedze literaturowa z analiza nowych
szczepdw. LOS szczepu B. pertussis 186 poddawano wczeéniejszym analizom przy
okazji badan neoglikokoniugatow, natomiast struktury LOS B. pertussis 606 i LPS
B. parapertussis 529, B. bronchiseptica szczepy 530 i 1943, a takze B. holmesii ATCC

51541 nie zostaty zdefiniowane.
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Przeprowadzono hodowle wymienionych gatunkéw bakterii z rodzaju Bordetella,
na pozywce Stainer—Scholte standardowo uzywanej do hodowli szczepionkowych
szczepoéw pateczki krztuSca. Hodowle prowadzone byly w celu nagromadzenia masy
bakteryjnej potrzebnej do izolacji lipopolisacharyddw.

Wyzwaniem okazalo sie uzyskanie odpowiedniej ilosci masy bakteryjnej
B. holmesii, ktora jest bakteria wolno-rosngca i Charakteryzuje si¢ wzrostem
arytmetycznym, a nie logarytmicznym jak wigkszos¢ bakterii. W zestawieniu
z pozostatymi gatunkami z rodzaju Bordetella, B. holmesii jest najstabiej rosnaca
bakterig, cO przedstawiono na Ryc. 11, poréwnujac gestos¢ optyczng hodowli
bakteryjnych w probdwkach typu Schott, na pozywce Stainer—Scholte z dodatkiem wit.
B,. Jej hodowle wymagaty dodatkowych optymalizacji.

8
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Ryc. 11. Gestos¢ optyczna [OD] hodowli bakteryjnych B. pertussis 186 (Bpl86),
B. pertussis 606 (Bp606), B. parapertussis 529 (Bpp529), B.holmesii (Bhol)
B. bronchiseptica 530 (Bb530), B. bronchiseptica 1943 (Bb1943) prowadzonych przez
72 h w probéwkach typu Schott

Hodowla ptynna B. holmesii prowadzona byla poczatkowo w pozywce
Z wyciggiem mozgowo-sercowym (Brain-Heart Infusion, BHI) zgodnie z zaleceniami
DSMZ. Czes¢ hodowli prowadzono w bioreaktorze na pozywce BHI, w celu obserwacji
charakterystyki wzrostu (Ryc. 12). Jego zahamowanie nast¢puje po 72 godz., gdy
obserwuje si¢ alkalizacje medium z pH 7,9 do pH 9,0 i spadek natlenowania z 51% do
~40%. Obserwowany wzrost natlenowania podtoza po uplywie 75 godz. wynika
z ustawien programu fermentora Biostat A plus, ktory zwigksza mieszanie ze spadkiem

natlenowania podtoza.
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Ryc. 12. Wzrost B. holmesii na pozywce BHI w bioreaktorze. Wskazniki pomiarowe —
pH i poziom natlenowania medium pO, [%]

Aby unikng¢ wprowadzenia do dalszych analiz dodatkowych antygenéw
pochodzacych od pozywki zamieniono medium hodowlane BHI na pozywke Stainer—
Scholte, dedykowang do produkcji szczepionek przeciwkrztuscowych. Wzrost
B. holmesii na standardowo uzywanym dla B. pertussis syntetycznym podtozu Stainer—
Scholte byt staby i charakteryzowat si¢ bardzo niskg wydajnos$cia, dlatego modyfikowano
sktad podloza oraz metod¢ zaktadania hodowli. Po zwigkszeniu stezenia L-glutaminianu
sodu oraz L-proliny obserwowano lepszy wzrost, ale nie byl on zadowalajacy.
Z niedawno opublikowanych badan wynika, ze dodatek ryboflawiny (10 pg/ml)
w przypadku niskiej gestosci B. pertussis stymulowat jej wzrost (Odanaka i in., 2017).
W tak zmodyfikowanym podtozu uzyskano lepszy wzrost B. holmesii, co przedstawiono
w Tabeli 8.

Tabela 8. Poréwnanie wzrostu B. holmesii na syntetycznych mediach hodowlanych (250
ml)

Medium hodowlane oD oD oD Masa
poczatkowe | po po bakteryjna [g]
24h | 72h (liofilizat)
Stainer—Scholte 1,3 48 4.6 0,1
Stainer—Scholte + L-glutaminian sodu + 1,2 3,6 4,8 0,1
L-prolina
Stainer—Scholte + ryboflawina 1,1 4.6 5,6 0,2

W celu zwigkszenia przyrostu masy bakteryjnej zwigkszon0o takze objgtosé
inokulum. Po 24 h od zatozenia hodowli obserwowano podwojenie gestosci optycznej. Po
48 h i 72 h nie obserwowano zmian OD oraz przyrostu masy. Hodowla ptynna zaktadana
byta w objetosci 100 ml (10% inokulum) i po podwojeniu wartosci OD catosé

pasazowanO do objetosci 1 L. Wykonywano maksymalnie trzy pasaze.
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Z wybranej 24-godzinnej hodowli na podlozu plynnym Stainer—Sholte
z ryboflawing (Ryc. 13 C i D) oraz podtozu statym z ptytki weglowej, (Ryc. 13 A i B)
pobrano bakterie, ktore zaadsorbowano na krysztale krzemowym i analizowano
w warunkach prozniowych pod mikroskopem elektronowym cross-beam Zeiss Auriga 60
Cryo. Na wypreparowanym materiale wykonano zdj¢cia B. holmesii ATCC 51541 (Ryc.
13). Zaprezentowanie obrazéw analizy mikroskopowej byto mozliwe dzigki uprzejmosci

dr hab. n. med. Marka Draba.

Ryc. 13. B. holmesii ATCC 51541. Ryc. A i C szerokos$¢ pola widzenia FOV 2,8 um,
powigkszenie 100 000x, wskaznik skali 200 nm, detektor Everhard - Thornley. Ryc. B i D
szeroko$¢ pola widzenia FOV 2,0 um, powigkszenie 150 000x, wskaznik skali 100 nm,
detektor InLens SE1
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7.2.  Analiza heteropolisacharydowych fragmentéw LPS u Bordetellae

7.2.1. lzolacja lipopolisacharydow Bordetellae

Lipopolisacharydy bakterii z rodzaju Bordetella oczyszczone od biatek i kwasow
nukleinowych uzyskano w wyniku ekstrakcji wodno-fenolowej z zawiesiny
zliofilizowanych bakterii. Wydajno$¢ ekstrakcji, wzgledem liofilizatu bakterii, byla r6zna
dla poszczegolnych gatunkow i szczepow: B. pertussis 186 (0,39%), B. pertussis 606
(0,45%), B. parapertussis 529 (1,25%), B. holmesii (0,48%-1,25%), B. bronchiseptica
530 (0,85%), B. bronchiseptica 1943 (1,25%).

W trakcie hodowli B. holmesii przetestowano trzy podtoza: BHI, Stainer—Scholte
ze zwigkszong zawarto$cig proliny i glutaminianu sodu oraz Stainer—Scholte z dodatkiem
ryboflawiny. Z kazdego rodzaju pozywki zbierano mas¢ bakteryjng i wykonywano
ekstrakcje wodno - fenolowa. W pdzniejszych rozdziatach kolejne ekstrakcje
i wyizolowane LPS opisano jako Bhol 2017 (BHI), Bhol 2018 (Stainer-Scholte

+ prolina+ glutaminian sodu) oraz Bhol 2019 (Stainer-Scholte+ ryboflawina).

7.2.2. Analiza serologiczna lipopolisacharydéw wybranych bakterii z rodzaju
Bordetella

LOS/LPS analizowano w tescie dot blot (Ryc. 15), wykorzystujac Kkrolicze
surowice skierowane przeciwko zdefiniowanym antygenom cukrowym lub ich
glikokoniugatom. Wykorzystane surowice zostaly scharakteryzowane w rozdziale
,Materiaty i metody” (podrozdziat. 6.3.1).

anty—disach-HSA

anty—penta-PT

anty—penta-TTd

anty—OS-PT

anty—SM Bp 186

anty—SM Bp miks (szczepy 186/576/606/629)
anty—Vi

W reakcjach serologicznych uzywano koniugatu disach-HSA, ktory zawiera $cisle
zdefiniowany, syntetyczny, terminalny dwucukrowy epitop wspolny z dystalnym
tréjcukrem obecnym w LOS B. pertussis 186. W analizach korzystano z wczes$niej
przygotowanych glikokoniugatow  penta-PT i penta-TTd  zawierajacych
pentasacharydowy terminalny fragment wyizolowany z LOS B. pertussis 186, w ktorego
sktad wchodzi dystalny trojcukier oraz koniugat OS-PT, ktorego antygenem cukrowym

jest pelna czasteczka oligosacharydu rdzenia B. pertussis 186. W badaniach
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wykorzystywano réwniez komercyjnie dostepny polisacharyd kapsularny Vi
wyizolowany z Citrobacter freundii oraz surowic¢ anty—Vi do aglutynacji szkietkowej
bakterii Salmonella dla powierzchniowego antygenu Vi. Antygen Vi jest homopolimerem
N-acetylowanego kwasu galaktozoaminouronowego. Doniesienia literaturowe sugeruja,
ze polisacharyd kapsularny (tzw. mikrokapsuta) produkowany przez B. pertussis takze
moze by¢ N-acetylowanym kwasem galaktozoaminouronowym.

krolicze surowice poliklonalne zawierajgce przeciwciata skierowane przeciwko:

disach- OS- penta- penta- SM SM Vi LPS

HSA PT PT TTd Bp 186  Bp miks P.shig
koniugaty 78/89
i LPS:

penta- PT ®

OS-PT o

disach- HSA

disach- HSA ° Y
liofilizat

LPS P.shig
78/89 ‘

LPS E.coli R3

Ryc. 14. Analiza reaktywnosci przeciwcial z wybranymi glikokoniugatami (penta-PT,
OS-PT, disach-HSA), LPS P. shigelloides 78/89, LPS E. coli R3 oraz antygenem Vi

Preparaty nanoszono na nitroceluloze w ilosci 2 pug. Surowice rozcienczano 1: 200
Z wyjatkiem surowicy anty—Vi do aglutynacji szkietkowej, ktorej rozcienczenie byto 10
krotnie mniejsze. Oprocz LPS bakterii z rodzaju Bordetella (Ryc. 15) analizowano
réwniez antygen Vi, a takze LPS Plesiomonas shigelloides 78/89 (P.shig 78/89) oraz LPS
Esherichia coli R3 jako kontrole negatywne (Ryc. 14). LPS E. coli postuzyt dodatkowo
jako kontrola w uktadzie homologicznym dla surowicy anty—Vi, ktéra moze krzyzowo
reagowa¢ z antygenami powierzchniowymi innych bakterii niz Salmonella Typhi.

Kontrole dla anty—glikokoniugatowych kréliczych surowic poliklonalnych, stanowity
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glikokoniugaty penta-PT, OS-PT oraz disach-HSA. Reakcje glikokoniugatow, LPS P.shig
78/89, LPS E. coli R3 oraz antygenu Vi z poszczegblnymi surowicami zestawiono na
Ryc. 14. Przeciwciata z surowic anty-glikokoniugatowych (anty—penta-PT, anty—penta-
TTd, anty—OS-PT i anty—disach-HSA) oraz przeciwciata poliklonalne przeciwko petnym
komorkom bakteryjnym (anty—-SM Bp 186 i anty-SM Bp miks) rozpoznaja wspélne
epitopy cukrowe glikokoniugatow wytworzonych z oligosacharydowych fragmentow
LOS B.pertussis 186. Nie rozpoznaja natomiast polisacharydowych struktur
powierzchniowych innych bakterii, a takze antygenu Vi.

krolicze surowice poliklonalne zawierajace przeciwciata skierowane przeciwko:

disach- OS- penta- penta- SM SM Vi
HSA PT PT TTd Bp 186 Bp miks
LOS/ LPS: '

Bp186 . ‘ Q

Bp606
Bpp529

Bhol 2019

Bb530

o’

Bb1943

Ryc. 15. Reakcja kréliczych surowic anty-glikokoniugatowych z LPS wybranych bakterii
z rodzaju Bordetella

W  tescie dot blot analizowanych LOS/LPS Bordetellae zaobserwowano
porownywalne reakcje krzyzowe surowic anty-glikokoniugatowych (anty—penta-PT,
anty—penta-TTd, anty—OS-PT i anty—disach-HSA) oraz poliklonalnych surowic na pelne
komorki bakteryjne B. pertussis 186 (SM Bp 186) i B. pertussis miks (SM Bp miks)
z lipopolisacharydami B. pertussis 606 i B. holmesii. Surowica na pelne komorki
bakteryjne B. pertussis 186 krzyzowo reaguje rowniez z LPS B. parapertussis 529. Na
podstawie silnej reakcji surowicy anty—disach-HSA, ktéra zawiera przeciwciala na $cisle
zdefiniowany epitop cukrowy oraz reakcji z surowica penta-TTd mozna przypuszczaé, ze

w budowie LPS B. parapertussis 529 znajduja si¢ elementy strukturalnie podobne do
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dystalnego trojcukru. Reakcje surowic anty-glikokoniugatowych z LPS B. bronchiseptica
530 i 1943, byly znacznie stabsze niz dla pozostatych Bordetellae. Przeciwciata swoiste
dla immunodominujacego epitopu, jakim jest dystalny trojcukier, nie rozpoznaja tego
fragmentu w LPS B. bronchiseptica 530 i 1943. Najintensywniejsze reakcje krzyzowe
odnotowano dla surowic z przeciwciatami skierowanymi przeciwko koniugatom disach—
HSA oraz penta-TTd. Zaobserwowano rowniez stabg reakcje krzyzowg surowicy anty—
Vi z lipopolisacharydem B. holmesii.

Wyizolowane lipopolisacharydy bakterii z rodzaju Bordetella rozdzielano

elektroforetycznie w warunkach denaturujgcych w 15% zelu poliakrylamidowym metoda
Laemmliego (Laemmli, 1970) (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Rozdzial elektroforetyczny LPS bakterii z rodzaju Bordetella. Od lewej:,
B. pertussis 186 (Bpl186), B. pertussis 606 (Bp606), B. parapertussis 529 (Bpp529),
B. bronchiseptica 1943 (Bb1943), B. bronchiseptica 530 (Bb530), B. holmesii

(Bhol_2017, Bhol_2018, Bhol_2019 faza wodna — fw, mig¢dzyfaza —mf oraz faza
fenolowa - ff)

Rozdziat elektroforetyczny pelnego LOS Bordetella pertussis charakteryzuje sie
obecnoscig dwoch prazkow okreslanych w literaturze jako prazek B (migrujacy szybciej)
oraz prazek A (migrujacy wolniej). Prazek A to pelna struktura LOS skladajaca sig
z lipidu A, oligosacharydu rdzenia oraz dystalnego trojcukru. Prazek B to niekompletny
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lipooligosacharyd, ktory zawiera lipid A, oligosacharyd rdzenia, ale pozbawiony jest
terminalnego trojcukru. Pelna czasteczka oligocukru okreSlana jest mianem
dodekasacharydu, a pozbawiona dystalnego trojcukru nazywana jest nonasacharydem. Na
przedstawionym rozdziale elektroforetycznym obserwujemy obecnos¢ obu prazkow
w miejscu rozdziatu LOS B. pertussis 186. Posiadany szczep B. pertussis 186 produkuje
dwa typy LOS. Na rozdziale LOS B. pertussis 606 obecny jest tylko prazek B co jest
potwierdzeniem, ze B. pertussis 606 jest szczepem szorstkim, produkujacym tylko jeden
typ LOS i nie posiada w strukturze dystalnego tréjcukru.

Wedtug danych literaturowych B. parapertussis posiada gtadki typ LPS,
a polisacharyd  O-swoisty jest homopolimerem kwasu 2,3-dideoksy-2,3-di-N-
acetylogalaktouronowego. Na zelu poliakrylamidowym dla sciezki LPS B. parapertussis
529 obserwujemy grupe¢ niezbyt odleglych od siebie prazkbw w regionie wolno
wedrujacych frakcji, w ktorych segment lipid A i OS rdzenia jest podstawiony tancuchem
O-swoistym oraz szybciej wedrujacy prazek w regionie lipidu A i rdzenia
oligosacharydowego niepodstawionego antygenem O.

W doniesieniach literaturowych réwniez LPS B. bronchiseptica charakteryzuje sig
strukturg typowa dla szczepow gladkich. Posiada podobng, jak B. parapertussis
powtarzajaca si¢ podjednostke antygenu O, ktora jest homopolimerem 2,3-di-a-D-
GalpNACA. Z drobnymi modyfikacjami rdzen zbudowany jest podobnie jak
u B. pertussis 186. Na zelu przedstawiajacym rozdzial elektroforetyczny LPS
wyizolowanych ze szczepow B. bronchiseptica 530 oraz 1943 obserwujemy jedynie
obecnos¢ prazkéw odpowiadajacych niskiej masie czasteczkowej LOS w regionie lipidu
A i OS rdzenia. Nie obserwowane sg prazki odpowiadajace antygenowi O. Na podstawie
tylko rozdziatu elektroforetycznego mozna stwierdzi¢, ze oba szczepy B. bronchiseptica
530 oraz 1943 sg szczepami szorstkimi, nieposiadajacymi tancucha O-swoistego.

B. holmesii posiada LPS typu gtadkiego. Obserwujemy prazek w regionie lipidu A
I rdzenia oraz prazki odpowiadajgce kolejnym powtarzajgcym sie przytagczonym
podjednostkom  tancucha  O-swoistego. Obraz rozdzialu  lipopolisacharydow
pochodzacych z trzech preparacji, wyglada dosy¢ nietypowo. Obserwowana jest tu pewna
heterogennos$¢, ktora moze wynika¢ z rodzaju zastosowanej pozywki. Obserwowane
roznice wynikajag prawdopodobnie ze zmian ilosciowych (przewaga tancucha O-
swoistego zbudowanego z mniejszej liczby podjednostek dla Bhol_2019 w poréwnaniu
z Bhol_2017), a nie strukturalnych. Wtasciwy gatunek potwierdzano pobierajgc bakterie

w trakcie hodowli i przeprowadzajac biotypowanie bakterii metodami spektrometrii mas
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oraz wykonujgc widma MALDI-TOF MS wyizolowanego lipidu A, co przedstawiono
w dalszej czesci pracy (Ryc. 30).

W celu sprawdzenia czy przeciwciata z surowic anty-glikokoniugatowych
0 znanych swoisto$ciach w stosunku do strukturalnie zdefiniowanych antygenéw
cukrowych reaguja krzyzowo z LPS badanych bakterii z rodzaju Bordetella, i w jakich
regionach, rozdzielone heteropolisacharydy inkubowano z kréliczymi poliklonalnymi
przeciwciatami skierowanymi przeciwko glikokoniugatom penta-PT i OS-PT. W tym
tescie iImmunoblotingu surowica zawierajaca przeciwciata poliklonalne skierowane
przeciwko glikokoniugatowi OS-PT rozcienczona byta 1:100, aby lepiej uwidocznié
reakcje. Badano rowniez reakcje krzyzowe surowic poliklonanych z przeciwciatami

skierowanymi przeciwko petnym komoérkom bakteryjnym roéznych szczepow B. pertussis
(186/576/606/629).

L

r

Ryc. 17. Zestawienie blotc’)w'po rozdziale elektroforetycznym i transferze na membrany
nitrocelulozowe inkubowanych z surowicami: anty—Bp miks (A), anty—OS-PT (B) oraz
anty—penta-PT (C)

Bpl86
Bp606
Bpp529
Bb1943
Bb530
Bhol 2017
Bhol 2018
Bhol 2019
Bp186
Bp606
Bpp529
Bb1943
Bb530
Bhol 2017
Bhol 2018
Bhol 2019
Bpl86
Bp606
Bpp529
Bhol 2017
Bb1943
Bb530

LPS B. parapertussis 529 reaguje krzyzow0 z kroliczg surowicg zawierajaca
przeciwciala skierowane przeciwko glikokoniugatom penta-PT, oraz OS-PT, ale nie jest
rozpoznawany przez surowice uzyskane na petne komorki bakteryjne B. pertussis miks
(szczepy 186/576/606/629). Prawie nicobserwowane sg reakcje krzyzowe z powyzszymi
surowicami anty-glikokoniugatowymi oraz surowicami poliklonalnymi na SM-Bp ,,miks”
z lipopolisacharydami B. bronchiseptica 530 oraz B. bronchiseptica 1943. Reakcje LPS
B. holmesii (Bhol_2017, Bhol_2018 oraz Bhol_2019) zestawiono na osobnym rysunku
(Ryc. 18).
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Ryc. 18. Zestawienie blotow po rozdziale elektrofo?étycznym LPS B. holmesii
inkubowanych z poliklonalnymi surowicami kréliczymi: anty—-SM Bp186 (A), anty—SM
Bp miks (B), anty—OS-PT (C) oraz anty—penta-PT (D)

LPS B. holmesii ATCC 51541 w regionie lipidu A i OS rdzenia reaguje krzyzowo0
z kroliczymi  surowicami  zawierajacymi  przeciwciala skierowane przeciwko
glikokoniugatom penta-PT oraz OS-PT (obie surowice w rozc. 1:100), a takze
z kréliczymi surowicami zawierajacymi przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko
pelnym komorkom bakteryjnym szczepu B. pertussis 186, oraz mieszaninie szczepow
B. pertussis 186/576/606/629. Analizy elektroforetyczne i serologiczne wskazuja, ze
struktura oligosacharydu rdzenia B. holmesii moze wykazywa¢ podobienstwo do
struktury OS B. pertussis 606, ktéry jest niepodstawiony dystalnym trojcukrem. LPS
B. holmesii (LPS Bhol_2017), ktory wyizolowany zostal z bakterii hodowanych na
bogatym medium BHI wykazuje pewne roznice. Reaguje z obiema surowicami na peine
komorki (anty—-SM Bp186 oraz anty—SM Bp miks) oraz surowicg na koniugat penta-PT
W regioniec wysokich mas czasteczkowych, ktdre w rozdziale elektroforetycznym
obserwuje si¢ jako smuge bez wyraznych prazkow. Antygen O B. holmesii w swojej
strukturze moze posiada¢ wspolne elementy z terminalnym pentasacharydem, ktére moga
by¢ réwniez rozpoznawane przez przeciwciala obecne w surowicach poliklonalnych na

pelne komorki bakteryjne. W przypadku tych surowic obserwowane reakcje krzyzowe
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moga tez pochodzi¢, od innych niz LPS, sktadnikéw ostony komorkowej np. od

polisacharydow kapsularnych.

7.2.3. Oligosacharydy Bordetellae — strukturalne grupy reporterowe

W celu zidentyfikowania minimalnego OS wspdlnego dla analizowanych
Bordetellae, wyizolowano fragmenty polisacharydowe z lipopolisacharydow bakterii
z rodzaju Bordetella. LPS hydrolizowano 1,5% kwasem octowym. Po odwirowaniu
lipidu A, hydrolizaty heteropolisacharydow rozdzielano metodg filtracji zelowej na
kolumnie chromatograficznej HiLoad 16/600 Superdex 30pg (Ryc. 19). Dla
polisacharydow i oligosacharydow rdzenia B. pertussis 186, B. pertussis 606,
B. parapertussis 529, B. bronchiseptica 530 i B. bronchiseptica 1943 przeprowadzano

porownawcze analizy gtéwnych frakcji technikami spektroskopii NMR (Ryc. 20).

(A)

uRIU

20 40 60 80 100 120 140 160min 0 20 10 0 50 100 120 140 160min

B)

URIU
WRIU

fr. TIT

fr I\
tr VIII
T T T
60min 0 20 40 60

tr Vv lr VII

160min

-[© (F)

URIU
=3
WRIU

=

fr. VIIT

hl\ L.V fr VIl

.1
el
fr. 111
&V v ‘
-

Ryc. 19. Rozdziat hydrohzatow heteropollsacharydow bakterii z rodzaju Bordetella
B. pertussis 606 (A), B. pertussis 186 (B), B. bronchiseptica 530 (C), B. bronchiseptica
1943 (D), B. parapertussis 529 (E) i B. holmesii ATCC 51541 (F) na kolumnie filtracji
zelowej Superdex 30 pg. Chromatogramy rejestrowano refraktometrycznie. Niebieskim
kolorem zaznaczono gtowne frakcje OS rdzenia
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Ryc. 20. Poréwnanie profili jednowymiarowych widm NMR dla glownych
oligosacharydowych frakcji analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella
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Poszczegolne wyizolowane frakcje oligosacharydow rdzenia po rozdziatach
chromatograficznych (Ryc. 19) analizowano metodami  spektroskopii NMR.
Wykonywano pomiary jednowymiarowych widm protonowych *H NMR oraz serig
eksperymentéw dwuwymiarowych: *H,*H COSY:; *H,'H TOCSY: *H,"*C HSQC-DEPT;
'H,*c HMBC; *H,'H NOESY oraz *H,*C HSQC-TOCSY. Aby umozliwi¢ przypisanie
poszczegbdlnych sygnatow na widmach do odpowiednich atomow reszt cukrowych
W czasteczce, kazdej reszcie nadano symbol literowy. Odpowiadajace sobie reszty
monosacharydowe zidentyfikowane we wszystkich OS oznaczono tym samym
symbolem. Cyfra wystepujaca po symbolu literowym reszty cukrowej oznacza kolejny
atom wegla (lub przytaczony do niego proton), zaczynajac od wegla anomerycznego. Do
analiz porownawczych oligosacharydéow rdzenia wybrano gtowne frakcje, ktorych ilosci
pozwalaly na uzyskanie dobrej jako$ci widm NMR.

Przed pelnymi analizami technika spektroskopii NMR rejestrowano
jednowymiarowe widma protonowe *H NMR (Ryc. 20). Profile takich widm dostarczaja
informacji o pewnych grupach reporterowych w strukturach oligosacharydow. Latwa do
zidentyfikowania grupa reporterowg jest sygnat od grupy metylowej (na Ryc. 20 opisana
jako M-Me) podstawiajacej B-L-Fucp2NAc4NMe. Brak tego sygnatu jak rowniez sygnatu
wegla C6 fukozy (zaznaczony jako M6) wskazuje na brak B-L-Fucp2NAc4NMe
wchodzacej w sktad dystalnego trojcukru. Rowniez bezposrednio zwigzane z nig reszty o-
D-GlcpNAC, i B-D-Manp2NAC3NACA bedg nieobecne. Podobnych informacji dostarczaja
podobienstwa i1 rdznice w obrgbie sygnatow anomerycznych, ktoére pochodza od
sktadnikow poszczegolnych OS. Na podstawie takich grup mozna wstgpnie okresli¢
podobienstwo strukturalne nieznanych OS. Podobienstwo profilu OS B. holmesii ATCC
51541 w regionie protonéw anomerycznych wskazuje na wspoélne elementy strukturalne
zOS B. pertussis 606. Strukturalnie podobne sa rowniez profile 1D NMR
oligosacharydéw B. bronchiseptica 530 i B. bronchiseptica 1943. Profil 1D NMR OS
B. parapertussis 529 rdzni si¢ od pozostatych profili.

Dodatkowo dla kazdej analizowanej frakcji wykonano jednowymiarowe widma
3'p (Ryc. 21) oraz widma korelacji *H,*'P w ktorych okre§lono miejsce podstawienia
grupa fosforanows. Dla OS rdzenia B. pertussis 606 (fr. V), B. parapertussis 529 (fr.
VIIl) oraz B.holmesii ATCC 51541 (fr. VIII) nie zidentyfikowano sygnatow
pochodzacych od grup fosforanowych na widmach jednowymiarowych *!P ani na
widmach korelacji *H,3'P. Dla OS rdzenia B. pertussis 186 (fr. VII), B. bronchiseptica
530 (fr. 1) oraz B. bronchiseptica 1943 (fr. V) zidentyfikowano na jednowymiarowych
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widmach 3P sygnaly od grup fosforanowych. Na korelacyjnych widmach *H,*P

ustalono, ze grupy fosforanowe podstawiaja 2,7-Hepp (reszta B) w pozycji 4.

OS Bpp529 fr. VII tR 102-119 min

OS Bb530 fr. 111 tr 78-89 min

OS Bb1943 fr. V tr 82-90 min

OS Bhol fr. VIII tr 110-130 min
0S Bp606 fr. VI tx 112-135 min

OS Bp186 fr. VII tr 93-105 min

| |
/1
N A A A " I A " PMod b o ) CRLAY " A Tt A n " "
VA s A P S e o e AN s A VY R i AT g AP i Mt p N A i I o e et NS AR N
31
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Ryc. 21. Jednowymiarowe widmo *'P dla gléwnych oligosacharydowych frakcji
analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella

Jak juz wcze$niej wspomniano B. pertussis produkuje dwa typy LOS. Pelna
czasteczka OS to dodekasacharyd, w ktorego sktad wchodzi dystalny trojcukier,
aniepelna czasteczka OS jest go pozbawiona. Wartosci przesunie¢ chemicznych dla
B. pertussis 186 zostaly opisane i sg zgodne z danymi opublikowanymi dla szczepu
B. pertussis 1414 (Caroff i in., 2000). Szczep B. pertussis 606 produkuje tylko jeden typ
LOS. Jego OS jest nonasacharydem. Struktury oligosacharydéw innych gatunkéw
bakterii z rodzaju Bordetella, zostaly okreslone na podstawie podobienstwa wartosci
przesunie¢ chemicznych, poszczegdlnych reszt cukrowych, do odpowiadajacych im
monosacharydow w strukturze rdzenia OS B. pertussis 606. Do analiz wybrano
najwicksze frakcje o odpowiadajacych sobie czasach retencji w chromatografii typu

saczenia molekularnego.
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Gléwna oligosacharydowa frakcja rdzenia B. pertussis 606 (frakcja VI) ma czas

retencji (tgr) 112-135 min (Ryc. 19, A). W pracy po raz pierwszy opisano przesuni¢cCia

chemiczne poszczegdlnych reszt cukrowych dla szczepu B. pertussis 606 (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Fragment widma *H,"*C HSQC-DEPT gtownej frakcji (fr. V1) po rozdziale
hydrolizatu OS B. pertussis 606

Zebrane usrednione warto$ci przesunie¢ chemicznych poszczegdlnych reszt

cukrowych dla analizowanych gatunkow z rodzaju Bordetella przedstawiono w Tabeli 9.

W zatgczonej na koncu pracy Tabeli S 1 zestawiono warto$ci przesuni¢é¢ chemicznych dla

wszystkich analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella. Polaczenia pomiedzy resztami

cukrowymi dla OS B. pertussis 606 ustalono w eksperymentach *H,"H NOESY oraz
'H,%*C HMBC (Tabela 10).
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Tabela 9. Wartosci $rednie 'H,**C  przesunie¢ chemicznych monosacharydowych
sktadnikow OS analizowanych Bordetellae w tym samym otoczeniu
C1 C2 C3 C4 C5 Cé | C7 | C8

Reszta H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8

2027 | 42.8 | 773 | 83,7 | 754 | 83,7 | 6L1

Kdo 4,7-anhKdof 312 | 437 | 401 | 414 | 3,89 g'gg
o 47-anhKdof 202.0 | 389 | 756 | 801 | 746 | 84,7 | 618

3,10 | 451 | 412 | 408 | 3,73 | 3,66
979 | 546 | 712 | 731 | 725 | 604*
544 | 322 | 3,85 | 355 | 3,74 | 3,83
998 | 79,3 | 70,3 | 683" | 71,8 | 67,9 | 69,8

A 4,(6*)-0-D-GlcpN

B 2,7-L-0-D-Hepp o305 304 | 4,05 | 354 | 421 | 3,72
1012 | 702 | 71.0 | 656 | 724 | 683 | 625
¢ L-a-D-Hepp 519 | 396 | 372 | 382 | 355 | 395 | 30
946 | 504 | 665 | 695 | 710 | 1742
D a-D-GalpNA 518 | 347 | 405 | 419 | 4.40
959 | 541 | 700 | 694 | 724 | 602
E a-D-GlepN 512 | 324 | 383 | 343 | 3,74 g;g
978 | 733 | 790 | 725 | 714 | 685 | 62.7
F 34-L-o-D-Hepp | 547 | 390 | 305 | 416 | 357 | 3.98 g'gz
1008 | 718 | 721 | 721 | 731 | 1753
H a-D-GlepA 499 | 351 | 370 | 341 | 410
| GIoA 1009 | 720 | 720 | 721 | 732 | 175.7
@ P 496 | 351 | 369 | 340 | 4.09
1020 | 734 | 762 | 775 | 718 | 672
J 4,6-p-n-Glep 438 | 327 | 350 | 346 | 352 ggg
" 4-B-0- 996 | 514 | 531 | 785 | 704 | 1747
Manp2NAC3NACA | 4,959 | 4,214 | 4,184 | 3,812 | 3,855
"y 3p-L- 1006 | 507 | 781 | 622 | 67.7 | 164

FucpZNAc4NMe 449 | 3,66 | 408 | 367 | 3,95 | 1,36
96,6 | 534 | 704 | 694 | 71,7 | 59,8

#

N 0-D-GlepNAC 502 | 3,73 | 359 | 3,39 | 362 ggg
B’ o-GlooN 953 | 54,1 | 69,9 | 694 | 72,2

Bb530 @ P 515 | 33 | 3,86 | 3.42 | 3,69

B’ o-GIoN 952 | 54,1 | 69,9 | 69,4 | 72,2
Bb1943 @ P 514 | 3,30 | 3,84 | 341 | 3,66

s 96,6 | 549 | 72,6 | 70,1 | 71,6 | 60,5
Bpp529 o-D-GlcpN 4900 | 2,67 | 371 | 328 | 3,63 g;?

* dla B. pertussis 186 warto$ci przesunie¢ chemicznych C6/H6 reszty A sg inne ze wzgledu na
podstawienie dystalnym tréjcukrem (8¢ 67,0/ 8y 3,98 ppm)

~ dla B. bronchiseptica 530 warto$ci przesunie¢ chemicznych C4/H4 reszty B s inne ze wzgledu na
podstawienie grupa fosforanowg (Bb 530 d¢ 71,2/ 64 4,35 ppm)

# Reszty L, M, N obecne sa jedynie w OS B. pertussis 186; Reszta S obecna jest w OS B. parapertussis
529, areszta E* w OS B. bronchiseptica 530 i 1943

Pelna Tabela S 1 przedstawiajgca wartosci przesunie¢ chemicznych dla poszczegdlnych reszt cukrowych
OS wszystkich analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella znajduje sie w zataczniku na koncu pracy
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Tabela 10. Polaczenia miedzy resztami cukrowymi obserwowane w eksperymentach
'H,'H NOESY i 'H,**C HMBC dla OS B. pertussis 606

Symbol literowy Atom Korelacja z sygnatem Potaczenie
Cl/H1 dc/ On
A 97,4/ 5,47 78,9/ 3,44 C4, H4 reszty J
B 99,7/ 5,38 79,9/ 3,84 C3, H3 reszty F
C 101,2/ 5,27 74,9 3,63 C4, H4 reszty A
D 94,5/ 5,15 67,2/ 3,76 3,89 C6, H6 reszty J
E 96,0/ 5,12 70,3/ 3,70 C7, H7 reszty B
F 97,7/ 5,07 83,7/ 4,02 C5, H5 reszty Kdo
H 101,0/ 4,97 79,9/ 3,86 C2, H2 reszty B
I 101,1/ 4,96 79,9/ 3,85 C2, H2 reszty B
J 101,4/ 4,39 71,74,23 C4, H4 reszty F

Absolutng konfiguracje sktadnikéw cukrowych OS B. pertussis 606 przyjeto na
podstawie podobienstwa warto$ci przesunie¢ chemicznych poszczegdlnych grup
monosacharydow do scharakteryzowanych wczesniej reszt oligosacharydu B. pertussis
186. Grupa monosacharyddw o podobnych warto$ciach przesuni¢¢ chemicznych,
w podobnym otoczeniu, nie bedzie si¢ rozni¢ absolutng konfiguracja. Na podstawie
powyzszych wynikéw oraz danych literaturowych dla struktury OS B. pertussis 186,
ustalono strukture OS szczepu B. pertussis 606. Oligosacharyd B. pertussis 606 jest
nonasacharydem i zbudowany jest z reszt: kwasu 4,7-anhydro-3-deoksy-D-manno-2-
oktulofuranozonowego (gtowna forma Kdo w kwasowych warunkach), 3,4-L-glicero-a-
D-manno-heptozy (3,4-L-a-D-Hepp), 2,7-L-glicero-a-D-manno-heptozy (2,7-L-a-D-Hepp),
a-D-glukozaminy (o-D-GIcpN), kwasu a-D-glukuronowego (a-D-GICpA), kwasu a-D-
galaktozaminouronowego (o-D-GalpNA), 4,6-p-D-glukozy (4,6-B-D-Glcp), 4-a-D-
glukozaminy (4-a-D-GlcpN) i L-glicero-a-D-manno-heptozy (L-o-D-Hepp). Strukturg
OS B. pertussis 606 przedstawiono na Ryc. 23.

We wszystkich zaprezentowanych na rycinach strukturach OS bakterii z rodzaju
Bordetella reszte Kdo przedstawiono w pelnej natywnej ufosforylowanej formie opisanej
w literaturze. Hydroliza LPS oraz rozdzialy chromatograficzne przeprowadzone byty
odpowiednio w 1,5% i 0,05 M kwasie octowym, dlatego na dwuwymiarowych widmach
'H¥C HSQC-DEPT obserwujemy rozne formy kwasu 2-keto-3-deoksy-D-manno-
oktulozonowego opisanego jako: Kdo i Kdo’. W niskim pH Kdo jest niestabilny
i dochodzi do jego konwersji w kwas 4,7-anhydro-3-deoksy-D-manno-2-
oktulofuranozowy, 4,8-anhydro-3-deoksy-D-manno-2-oktulofuranozowy (Volk i in.,
1972), 2,7-anhydro-3-deoksy-D-manno-2-oktulofuranozowy oraz kwas 5-(D-erythro-

1,2,3-trihyroksypropylo)-2-furanokarboksylowy (McNicholas i in., 1987). W przypadku
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podstawienia Kdo przez grupy fosforanowe przy weglu C4 dochodzi do B-eliminacji
z wytworzeniem kwasu 4,7-anhydro-3-deoksy-D-manno-2-oktulofuranozowego, ktorego
sygnaly obserwowane s3 na widmach NMR, co jest potwierdzeniem obecno$ci grup
fosforanowych w natywnych OS Bordetellae.

Oprocz roznych wariantéw Kdo na przedstawionych widmach w regionie wegla
anomerycznego opisano dodatkowe sygnaty (Gl i K1), ktorych jednak nie udato si¢
jednoznacznie zidentyfikowa¢ przez krotki system spinowy. Ich przesunigcia chemiczne
sa podobne do przesuni¢¢ chemicznych protonéw H1 i H2 3,4-L-a-D-Hepp. Sygnaty
opisane jako G i K moga by¢ 3,4-L-o-D-Hepp z rdzenia wewnetrznego, W innym
otoczeniu spowodowanym obecnoscig roznych form Kdo, dlatego na Ryc. 22, Ryc. 24,

Ryc. 26, Ryc. 27, Ryc. 28 i Ryc. 34 sygnaty F1, G1, K1 zostaty zaznaczone ramka.

E
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OH H
oio o . o 9-0, L-a-D-Hepp
HO O
HO
HO HO HO
a-D-GlepN L-a-D- Hepp
L-a-D-Hepp A B-D- Glcp o
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0 g ||/ COOH
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OH OH HO

Ryc. 23. Struktura OS B. pertussis 606

W kolejnym etapie przeprowadzono rozdzial OS B. pertussis 186. Czas retencji
gtownej frakcji VII (Ryc. 19, B) to ok. 93-105 min. i dla tej frakcji przeprowadzono
analizy metodami spektroskopii NMR. Sygnaly od petlnego oligosacharydu pojawiaja si¢
juz we frakcji IV (tgr 73-78min). Struktura cukrowa OS w poszczegolnych frakcjach tego
rozdzialu jest niezmienna, réznice w czasach retencji wynikajg z obecnosci
podstawnikow takich jak fosforany (P), pirofosforany (PP) czy etanolamina (Etn).
Obecnos¢ takich niecukrowych podstawnikow zwicksza mase czasteczkowsg izolowanego
oligosacharydu, modyfikuje jego catkowity tadunek i wptywa na czas retencji. Fragment
widma *H,**C HSQC-DEPT zarejestrowanego dla fr. VII przedstawiono ponizej na Ryc.
24, a przesuni¢cia chemiczne reszt cukrowych OS B. pertussis 186 przedstawiono

w Tabeli 9. Przesunigcia chemiczne poréwnywano z przesuni¢ciami chemicznymi dla OS
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B. pertussis 606 oraz z opublikowanymi przez Caroff i wsp. przesuni¢ciami dla OS
szczepu B. pertussis 1414 (Caroff i in., 2000).
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Ryc. 24. Fragmenty widma *H,**C HSQC-DEPT frakcji VII po rozdziale hydrolizatu OS
B. pertussis 186

Oligosacharyd wyizolowany z LOS B. pertussis 186 jest dodekasacharydem.
W poréwnaniu z rdzeniem szczepu B. pertussis 606, zawiera trzy dodatkowe reszty
cukrowe: a-D-GICpNAc, B-D-Manp2NAc3NAcA oraz B-L-Fucp2NAc4NMe. Dane
0 polaczeniach w obregbie dystalnego trojcukru sa zgodne z opublikowanymi
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przesunieciami chemicznymi (Niedziela i in., 2005). Strukture pelnej czasteczki

oligosacharydu rdzenia B. pertussis 186 przedstawiono na Ryc. 25.
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Ryc. 25. Struktura OS B. pertussis 186

W kolejnych etapach analizowano OS rdzenia pozostatych wybranych szczepow
z kolekcji.  Chromatogram  po  rozdzieleniu  hydrolizatu  heteropolisacharydu
B. bronchiseptica 530 (Ryc. 19, C) potwierdza poczatkowe przypuszczenia, ze jest tO
szczep szorstki. Niecobserwowane sa szczyty o tg ~40 min, ktére wskazywatyby na
obecnos¢ dlugotancuchowych polisacharydéw. Peilne analizy metodami spektroskopii
NMR przeprowadzono dla glownej oligosacharydowej frakcji I11 o czasie retencji 78-89
min. Fragment widma 'H,*C HSQC-DEPT przedstawiono ponizej na Ryc. 26,
a przesuniecia chemiczne reszt cukrowych przedstawiono w Tabeli 9. Zaprezentowany
rozdziat elektroforetyczny (Ryc. 16) LPS B. bronchiseptica 530 i rozdziat
chromatograficzny (Ryc. 19, C) wyizolowanego OS, wskazuja na to, ze LPS
B. bronchiseptica 530 pozbawiony jest tancucha O-swoistego. Na widmach NMR nie
zidentyfikowano sygnalow charakterystycznych dla dystalnego trojcukru (reszta L, M,
N), dodatkowo terminalnej L-o-D-Hepp (reszta C) i 4,6-a-D-GlcpN (reszta A). W OS
B. bronchiseptica 530 obserwowana jest pewna heterogenno$¢. Utrata reszt A i C nie jest
calkowita, na widmach pojawiaja si¢ sygnaty od wspomnianych reszt, ale sa to sygnaty
znacznie stabsze w porownaniu z pozostatymi sygnatami, poniewaz podstawienie nie jest

kompletne.
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Ryc. 26. Fragment widma *H,**C HSQC-DEPT frakcji 11l po rozdziale hydrolizatu PS

B. bronchiseptica 530

Na jednowymiarowych widmach *P (Ryc. 21) zidentyfikowano sygnaty

pochodzace od grup fosforanowych. Na korelacyjnych widmach *H,*'P ustalono, ze

grupy fosforanowe podstawiajg 2,7-Hepp (reszta B) na weglu C4, co zmienia jej

przesunigcia chemiczne (d¢ 71,2/ 6y 4,35 ppm) (Tabela 9 i Tabela S 1). Sygnaly od Kdo

rowniez sg znacznie stabsze, w porownaniu do poprzednich przedstawionych widm OS

B. pertussis 186 i OS B. pertussis 606.
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Ryc. 27. Fragment widma 'H,*C HSQC-DEPT gléwnej frakcji (fr. V) po rozdziale

hydrolizatu PS B. bronchiseptica 1943

Chromatogram po rozdzieleniu hydrolizatu PS B. bronchiseptica 1943 (Ryc. 19,

D) wskazuje na obecno$¢ w preparacie niewielkiej frakcji dtuzszych tancuchow

polisacharydowych (fr. 1), ktore nie wybarwily si¢ w rozdziale elektroforetycznym (Ryc.

16). Do analiz oligosacharydu rdzenia wybrano gléwng frakcje V o czasie retencji 82-90

min. OS B. bronchiseptica 1943 jest bardziej heterogenny niz szczep B. bronchiseptica

530. Na widmach NMR polisacharydu przed rozdzialem na kolumnie filtracji zelowe;j

(widma nie zamieszczone), nie byly obserwowane sygnaty od antygenu O, terminalnej L-
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a-D-Hepp (reszta C) i 4,6-a-D-GIcpN (reszta A) oraz troéjcukru (reszty L, M, N). Zupeie
jak w przypadku szczepu B. bronchiseptica 530. Natomiast po rozdziale (Ryc. 19, D),
w gltownej frakcji V obserwowane sg stabe sygnaly od reszt A i C, wigc utrata tych reszt
rowniez nie jest calkowita. Na przedstawionym widmie *H,**C HSQC-DEPT frakcji V
(Ryc. 27) zidentyfikowano sygnal, ktorego przesuniecia chemiczne odpowiadaja alaninie
(6c 53,4/ 64 3,34 ppm).

Oba szczepy B. bronchiseptica 530 i 1943 sa szczepami szorstkimi. Ich
oligosacharyd rdzenia ma podobng strukture. Minimalny OS zbudowany jest z reszt:
kwasu 4,7-anhydro-3-deoksy-D-manno-2-oktulofuranozonowego (Kdo), 3,4-L-glicero-a-
D-manno-heptozy (3,4-L-a-D-Hepp), 2,7-L-glicero-o-dD-manno-heptozy (2,7-L-a-D-Hepp),
a-D-glukozaminy (a-D-GIcpN), kwasu a-D-glukuronowego (o-D-GIcpA), kwasu a-D-
galaktozaminouronowego (a-D-GalpNA), 6-p-D-glukozy (6-p-D-Glcp). Podstawienie 3-D-
Glcp w pozycji 4 przez a-D-glukozaming (a-D-GIcpN) i L-glicero-a-D-manno-heptoze (L-
a-D-Hepp) jest niekompletne.

Chromatogram dla rozdziatu hydrolizatu PS B. parapertussis 529 (Ryc. 19, E)
przedstawia obraz typowy dla dtugotancuchowych polisacharydéw (fr. 1), ktore
rozdzielone pod wzgledem wielkosci majg najkrotszy tr ~40 min, oraz dalszych frakcji
oligosacharydowych. Do analiz poréwnawczych rdzenia wybrano fr. 111 o tg 80-92 min
oraz fr. VIl o tg 102-119 min odpowiadajace glownym oligosacharydowym frakcjom
rdzenia B. pertussis. OS obu analizowanych frakcji wykazuje istotne roznice. We frakcji
III obecne sg wszystkie sygnaly od oligosacharydu rdzenia oraz bardzo stabe, ale
charakterystyczne sygnaty od dystalnego trojcukru (reszty L, M, N). OS podstawiony jest
przez dystalny trojcukier w niewielkim stopniu. Najwigksza zidentyfikowana czasteczka
OS B. parapertussis 529 ma budowe jak OS B. pertussis 186. Na widmach 'H,**C
HSQC-DEPT gltoéwnej oligosacharydowej frakcji VII (tgr 102-119 min) przedstawionej na
Ryc. 28 pierwsza dostrzezong zmiang jest brak sygnaléw o przesunigciach chemicznych
charakterystycznych dla reszty D. W analizowanej frakcji nie zidentyfikowano reszty a-
D-GalpNA, nie zidentyfikowano rowniez sygnatldow pochodzacych od dystalnego
tréjcukru. Zidentyfikowano natomiast dodatkowg glukozamine (reszta S) podstawiajaca
B-D-Glcp OS rdzenia w pozycji 6. We fr. VII OS rdzenia a-D-GalpNA jest zastgpiona
przez o-D-GIcpN. Przesunigcia chemiczne reszt cukrowych przedstawiono w Tabeli S 1.
Nieobecno$¢ reszty a-D-GalpNA potwierdza wczesniejsze doniesienia literaturowe co do
struktury OS rdzenia B. parapertussis. Natomiast pewnym zaskoczeniem jest obecno$¢

dodatkowej a-D-GlcpN w miejscu o-D-GalpNA oraz obecno$¢ terminalnej Hepp, ktora
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nie byla obserwowana w strukturach OS rdzenia B. parapertussis analizowanych przez

Prestona iwsp (Preston i in., 2006). Ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ uzyskanego

materiatu, pelna analiza strukturalna poszczegoélnych frakcji nie byla mozliwa. Na

podstawie przeprowadzonych analiz gléwnych frakcji ustalono, ze pelna struktura OS

B. parapertussis 529, przedstawiona na Ryc. 29, jest taka sama jak oligosacharyd rdzenia

B. pertussis 186. Jednak uwzgledniajgc intensywnos$¢ sygnatow przewaza OS rdzenia,

ktory ma strukture jak OS B. pertussis 606, natomiast najmniejszy opisany rdzen oprocz

dystalnego tréjcukru pozbawiony jest reszty a-D-GalpNA, a zawiera dodatkowo a-D-
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Ryc. 28. Fragment widma
B. parapertussis 529

'H,*C HSQC-DEPT frakcji VIl po rozdziale hydrolizatu PS
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State i zmienne elementy struktur oligosacharydu rdzenia analizowanych bakterii
z rodzaju Bordetella przedstawiono na Ryc. 29. Najmniejszy wspolny heksasacharydowy
fragment zaznaczono kolorem bezowym. Minimalne OS dla kazdego szczepu Bordetellae
zaznaczono ciggltymi liniami w r6éznych kolorach, a niepelne podstawienia przez reszty

cukrowe liniami przerywanymi.

Bb530
Bb1943
P S ) B
P M : P E
a—D-GlepNAc :a-D—GaleAi H/I
o B-L-Fucp2NAc4NMe | | 01 coont | a-D-GlepN o 0-D-GlepA
E E HO A, HOOC, ]]T\l’_” e : NI, 3 EHU .
¥ Mo NHAc 7 T
: : }1\ 2
i AcHN S
{1 B-D-Manp2NAc3NAcA R .
I HO ; : .
HO . ;
o wo -Glel : :
L-a-D-Hepp -
. C ik o-Kdop
""""""""" —— w ' 0 COOH
________________________ | TRt )
Bp186 BD606 : OH UII HO

Ryc. 29. Struktura OS Bordetellae z zaznaczonym minimalnym OS struktury we
wszystkich analizowanych gatunkach i szczepach. * w krotszej formie OS
B. parapertussis 529 reszta a-D-GalpNA jest zastgpiona przez a-D-GICpN

W OS B. bronchiseptica 530 i 1943 dodatkowym stalym elementem jest o-D-
GalpNA (linia ciggta niebieska), natomiast zmiennym elementem jest a-D-GIcpN i L-a-D-
Hepp (linia niebieska przerywana). W OS B. parapertussis 529 dodatkowym stalym
elementem jest o-D-GIcN (linia ciggla rézowa), a zmiennymi elementami sg a-D-
GlcpNAc, B-D-Manp2NAC3NACA, B-L-Fucp2ZNAc4NMe, L-a-D-Hepp oraz a-D-GalpNA,
ktora w krétszej formie OS jest zastgpiona przez a-D-GICpN (linia r6zowa przerywana).
Dla OS B. pertussis 186 linig fioletowg zaznaczono dodatkowe state reszty, ktore sg takie
same jak dla OS B. pertussis 606 (linia zielona), a dodatkowy zmienny dystalny

trojcukier zaznaczono linig fioletowa przerywana.

7.2.4. Struktura lipopolisacharydu B. holmesii ATCC 51541
B. holmesii jest stosunkowo nowo odkrytg bakterig i niewiele wiadomo 0 pelne;j

strukturze lipopolisacharydu. Dotychczas opisana zostala jedynie struktura lipidu A.
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Z masy bakteryjnej, nagromadzonej podczas hodowli B. holmesii ATCC 51541 (w trzech
mediach  hodowlanych) przeprowadzono ekstrakcje wodno-fenolowe w celu
wyizolowania LPS. Lipid A oddzielono przez wirowanie z roztworu LPS po hydrolizie
1,5% kwasem octowym.

Widma MALDI-TOF MS wyizolowanych lipidow A przedstawiono na Ryc. 30.
W trybie reflektronu polaryzacji ujemnej, z DHB jako matryca, zarejestrowano gtowne
jony [M-H] monoizotopowych mas czasteczek o m/z 1375,9 oraz 1602,6 co odpowiada
teoretycznym masom badanego lipidu A.

Uzyskane wyniki sg zgodne z wczesniej opublikowang strukturg lipidu A
B. holmesii ATCC 51541 (Bouchez i in., 2017). Jon o m/z 1602,6 to czgsteczka
zbudowana z dwoch reszt glukozaminy, dwoch fosforandw, trzech 14-weglowych 3-
hydroksy kwasow ttuszczowych, oraz po jednym 14- i 12-weglowym 2-hydroksy kwasie
thuszczowym. Jon 0 m/z 1375,9 to czasteczka pozbawiona jednego 14-weglowego 3-
hydroksy kwasu tluszczowego. Struktur¢ przedstawiono na Ryc. 31. Zarejestrowane
widma stuzyly jako dodatkowe potwierdzenie prawidtowo przeprowadzonej hodowli

B. holmesii oraz izolacji lipopolisacharyddw z masy bakteryjnej.
Bhol 2017

1375.6 1602,2

Intens. [a.u.]

1568,6 l
1398.,0

WWWWLMWMMWMMWW

Bhol 2018
1602,5
1375.5
l [
15217 \
WWMMWWWWWWM b
Bhol 2019
1602.,6

1375.9 ‘
| 1522.9

1296,3 ‘

MWWWW‘V\MM Wa“wmw‘n“ w“w Wi *.~Mm“wm R —
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 m/z
Ryc. 30. Widma MALDI-TOF MS lipidu A B. holmesii ATCC 51541 z réznych
preparacji LPS. Widma uzyskano w trybie reflektronu polaryzacji ujemnej z uzyciem
DHB jako matrycy.

94



WYNIKI

OH OH

0 [}
[ 0, o 0 I o, o o
HO— P—0 o HO—P—0 HO
[ wo HO 2 / o HO
HO NH
. o i
0

0
HO H
Nt ) P—OH

o ‘:\m o }m

OH

),
0, 0,

HO- HO

MM: 137652 MM: 1603,02
Ryc. 31. Struktura lipidu A B. holmesii ATCC 51541

Po potwierdzeniu prawidtowej struktury lipidu A, przystgpiono do analiz
niepoznanych struktur oligosacharydu rdzenia oraz tancucha O—swoistego.

Dla B. holmesii wykonano trzy izolacje LPS, jednak odpowiednig ilo§¢ materiatu
do przeprowadzenia dalszych badan polisacharydow i wygenerowania dobrej jakosci
widm NMR, wypreparowano z hodowli przeprowadzonych na syntetycznej pozywce
Stainer-Scholte ~ z  dodatkiem  witaminy  B,.  Chromatogram  rozdziatu

heteropolisacharydéw wyizolowanych z LPS Bhol_2019 przedstawiono na Ryc. 32.

uRIU

fr. VI -

0 o l2bl | '4‘0‘ | I6]0| | 'SIO‘ | Il(I)O‘ | ‘12‘0I ‘ |]4|10' ' ‘1‘60£nin
Ryc. 32. Rozdziat hydrolizatu PS B. holmesii ATCC 51541 na kolumnie filtracji zelowe;j
Superdex 30 pg. Pomiar rejestrowano refraktometrycznie

Na kolumng¢ naniesiono ~10 mg materiatu. Frakcje z rozdziatlu hydrolizatu PS

B. holmesii Ryc. 32) poddano dalszym analizom. Poréwnywano oligosacharydy rdzenia
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ze znanymi rdzeniami pozostalych bakterii z rodzaju Bordetella, analizy poréwnawcze
OS rozpoczeto od najwiekszej wyizolowanej frakcji VIII (2,8 mg) o tg 110-130 min oraz
frakcji IV (~1 mg) o tg 74-82 min. W kolejnych etapach analizowano dtugotancuchowy
polisacharydowy tancuch O-swoisty fr. | (1 mg) o najkrotszym czasie retencji (tr 40-48
min).

Dla gtownej frakcji OS rdzenia B. holmesii (fr. VIII), ktorej tg (110-130 min)
odpowiada tg (112-135 min) gtéwnej frakcji OS B. pertussis 606 zarejestrowano widmo
MALDI-TOF MS (Ryc. 33). Teoretyczna masa monoizotopowa OS B. pertussis 606
wynosi 16495 Da. Obserwowany jon o m/z 1632,47 odpowiada podobnie jak
u B. pertussis 606 nonasacharydowi pozbawionemu czasteczki wody. Réznica pomiedzy

kolejnymi jonami odpowiada adduktowi sodowemu.

2 1720,35
=]
=
7
g
167640
1654,42
—
[+Na]”
—
‘ [+Na]”
— [+Na]’|| 169838
[+Na]" |
M-H:0+H]
1632,47
|
[
RPN T i\'}wmnww“\\x ' %\ MM ”M' wamwwww TR AP AT NR
1600 1650 1700 1750 1800 1850 m'z

Ryc. 33. Fragment widma MALDI-TOF MS fr. VIII OS B. holmesii ATCC 51541
w trybie reflektronu polaryzacji dodatniej z uzyciem THAP jako matrycy

W dalszych etapach przeprowadzono analizy metodami spektroskopii NMR.
Profil jednowymiarowego widma protonowego *H NMR zarejestrowanego dla fr. VIII
OS B. holmesii (Ryc. 20) ujawnil podobienstwo do profilu widma OS B. pertussis 606.
Dla fr. VIII zarejestrowano zestaw eksperymentow dwuwymiarowych pozwalajacych na
pelny opis systeméw spinowych skfadnikéw tego OS (*H,'H COSY; 'H,'H TOCSY;
'H,*C HSQC-DEPT; *H,"*C HMBC; *H,'H NOESY oraz 'H,"*C HSQC-TOCSY). Na
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etanolaminy, ale nieobserwowane sg sygnaly pochodzgce od dystalnego tréjcukru oraz

sygnaty od fosforanéw na widmie fosforowym 1D *!'P. Na podstawie podobienstwa

przesuni¢¢ chemicznych poszczegolnych reszt cukrowych do przesunie¢ chemicznych

przedstawionych w Tabeli

9 ustalono,

ze OS B. holmesii

nonasacharydem.
"
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Ryc. 34. Fragment widma 'H,*C HSQC-DEPT frakcji VIII po rozdziale hydrolizatu
heteropolisacharydu B. holmesii ATCC 51541

Po przeanalizowaniu zaprezentowanych danych (Tabela 9 i Tabela S 1) ustalono,

ze wyizolowany OS rdzenia B. holmesii ATCC 51541 w gtownej frakcji VIII jest
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identyczny jak OS B. pertussis 606. Struktur¢ tego oligosacharydu rdzenia

zaprezentowano na Ryc. 35.

E
H/1
D o-D-GlepN o o-D-GlepA
ol OH
a-D-GalpNA
COOH
no’f o
o B

8-0, L-a-D-Hepp

HO L 0HO lﬂho
HO NHs N\
Homo a-D-GlepN HO L-a-D- Hepp
L-a-D-Hepp -D- Gl
C A p cp
a-Kdop

COOH
P\\ ,,P
}QN

Ryc. 35. Struktura OS rdzenia B. holmesii ATCC 51541

Kolejnym dotad niepoznanym segmentem heteropolisacharydow z LPS
B. holmesii ATCC 51541 jest antygen O. Frakcjg¢ | z rozdziatu hydrolizatu PS B. holmesii
zawierajacg dlugotancuchowe polisacharydy poddano dalszym analizom pozwalajagcym
ustali¢ strukture tancucha O —swoistego. Sktad cukrowy polisacharydu B. holmesii
okre§lono na podstawie analizy cukrowej przeprowadzonej z wykorzystaniem
chromatografii gazowo-cieczowej (GC-MS). Czasy retencji otrzymanych lotnych
pochodnych sktadnikow cukrowych - octanéw alditoli - poréwnano ze standardami dla
Glc, Gal, GIcN, GalN, GIcNAc, GalNAc, Fuc oraz Rha. Na podstawie przeprowadzonych
analiz zidentyfikowano w probce obecnos¢ Rha (tr 18,84 min) Glc (tg 22,28 min), Gal (tr
22,37 min), oraz GIcNACc (tr 23,89 min).
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Ryc. 36. Chromatogram lotnych pochodnych sktadnikow cukrowych otrzymanych
w wyniku analizy cukrowej PS B. holmesii ATCC 51541

Dla frakcji | PS B. holmesii wykonano pomiary jednowymiarowych widm *H
NMR oraz serie eksperymentow dwuwymiarowych: *H,"H COSY; 'H,'H TOCSY:; 'H,C
HSQC-DEPT; 'H,®C HMBC; *H'H NOESY oraz 'H'C HSQC-TOCSY.
W analizowanej frakcji, na podstawie liczby sygnalow protondw anomerycznych,
zidentyfikowano pi¢¢ reszt cukrowych. Wartoséci przesunig¢ chemicznych
skalibrowanych do sygnatu acetonu (8¢ 31,05 ppm/ oy 2,225 ppm) dla zidentyfikowanych
atomOw wegla oraz protondw (z pominigciem protonéw grup hydroksylowych oraz

amidowych) w badanej czasteczce zestawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Przesuniecia chemiczne O - PS Bordetella holmesii ATCC 51541

c1 C2 | Cc3 | C4 | C5 | c6
Reszta H1 H2 H3 | H4 | H5 | Heme | NVAC
A 3D 997 | &7 96 | 711 725 | ST
Galp-(1— SS1 | 393 | 380 | 428 | 398 o)
q | YD %8 | 527 768 | 712 | 726 207'; 12735’01
GlcpNAC-(1— | 503 | 411 401 | 382 409 | 70 5%
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Ryc. 37. Fragment widma *H,**C HSQC-DEPT O-polisacharydu (frakcji I) po rozdziale
hydrolizatu PS B. holmesii ATCC 51541

Reszte A zidentyfikowano jako 3,4-podstawiong a-D-Galp [—3,4)-a-D-Galp-(1—]

na podstawie wysokich warto$ci statych sprzezen protonéw wicynalnych H1, H2 i H3
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oraz niskich warto$ci statych sprz¢zen protonow H3, H4 i HS, stalej sprze¢zen Joy i ~179
Hz, a takze stosunkowo wysokiej wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatow wegla C3
(6c 79,6 ppm) oraz C4 (¢ 77,1 ppm).

Reszte¢ B zidentyfikowano jako 3-podstawiong a-D-GICpNAC [—3)-a-D-
GlcpNAc-(1—] na podstawie duzych statych sprzezen dla wszystkich protonow
W systemie spinowym, statej sprzezenia Jciyn ~172 Hz, a takze wysokiej wartosci
przesunigcia chemicznego sygnatu wegla C3 (8¢ 76,8 ppm). Podstawienie grupa aminowa
okreslono na podstawie charakterystycznego dla atomu wegla zwigzanego z atomem
azotu przesunigcia chemicznego sygnatu wegla C2 (8¢ 52,7 ppm).

Reszta C scharakteryzowana zostala jako 2-podstawiona o-L-Rhap [—2)-o-L-
Rhap-(1—] na podstawie niskich wartosci statych sprzezen protonow wicynalnych HI,
H2 i H3 oraz wysokich wartos$ci stalych sprzezen protonéw H3, H4 i H5, niskiej warto$ci
przesuni¢cia chemicznego sygnalu wegla C6 (¢ 17,9 ppm), wysokiej warto$ci
przesunig¢cia chemicznego sygnatu wegla C2 (6¢ 76,3 ppm) 1 stalej sprzezen Jcyqg ~172
Hz.

Reszta D scharakteryzowana zostata jako 6-podstawiona a-D-Glcp [—6)-0-D-
Glcp-(1—] na podstawie duzych statych sprzezen dla wszystkich protonow w systemie
spinowym, statej sprzezenia Jcini ~162 Hz, a takze wysokiej warto$ci przesunigcia
chemicznego sygnatu wegla C6 (d¢c 67,4 ppm).

Resztg E zidentyfikowano jako terminalng B-D-GIcpNAc [B-D-GlcpNAc-(1—] na
podstawie duzych sprzezen dla wszystkich protonow w systemie spinowym i stalej
sprzezenia Jcini ~164 Hz. Podstawienie grupg aminowg okreslono na podstawie niskiej
wartosci przesunigcia chemicznego sygnatu wegla C2 (6¢ 56,5 ppm).

Podstawienia grupa N-acetylowa zidentyfikowano w eksperymentach 'H,“C
HMBC na podstawie korelacji wegla karbonylowego grupy acetylowej (5¢ 175,1 ppm i d¢c
175,4 ppm) do protonow H2 reszt B (844,11 ppm) oraz E (64 3,64 ppm).

Na korelacyjnych widmach *H,*C HMBC; *H,'H NOESY (Ryc. 38) kolorem
czerwonym zaznaczono potaczenia pomiedzy resztami cukrowymi, a ich przesunigcia

opisano w Tabeli 12. Na ich podstawie ustalono sekwencje reszt cukrowych w tancuchu.

Tabela 12. Potaczenia migdzy resztami cukrowymi obserwowane w eksperymentach
H,'H NOESY i *H,*C HMBC dla PS B. holmesii ATCC 51541

Reszta Atom Korelacja z sygnatem Potaczenie
Cl/H1 dc/ On
A 99,7/ 5,51 76,8/ 4,11 C3, H3 reszty B
B 96,8/ 5,03 76,6/ 4,04 C2, H2 reszty C
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C 99,0/ 4,89 67,4/ 3,93; 3,97 C6, H6;H6’ reszty D
D 100,0/ 4,91 77,1/ 4,28 C4, H4 reszty A
E 104,8/ 4,59 79,6/ 3,80 C3, H3 reszty A
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Ryc. 38. Widma NMR O - PS B. holmesii ATCC 51541 'H,'H NOESY (A) i *H,C
HMBC (B). Kolorem czerwonym zaznaczono polaczenia pomiedzy monosacharydowymi
sktadnikami podjednostki

Dla O-PS (fr. I) nie mozna byto bezposrednio przeprowadzi¢ analiz technikami
spektrometrii MALDI-TOF MS, poniewaz dlugie tancuchy polisacharydowe trudno

jonizuja i z takich preparatow nie mozna uzyska¢ dobrych widm masowych.
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Przeprowadzono kontrolowang hydrolize w 48% kwasie fluorowodorowym
w temperaturze -20 °C przez maksymalnie 33 dni. Przygotowano 20 probek i kazdego
dnia analizowano preparaty w MALDI-TOF MS. Pierwsze efekty rozpadu polisacharydu
na podjednostki zaobserwowano po 12-14 dniach, a najlepsze widma, w ktdrych
zaobserwowano rowniez rozpad podjednostki polisacharydu na mniejsze fragmenty
zarejestrowano w 26 dniu eksperymentu. Widmo masowe (Ryc. 39), otrzymane w trybie
reflektronu polaryzacji dodatniej, po czesciowej hydrolizie PS B. holmesii, zawierato
gtéwne jony 0 m/z 899,25, m/z 1775,40, m/z 2651,53, m/z 3527,63, m/z 4406,56 i m/z
5285,37 miedzy ktorymi wyznaczono rdznice mas 876 Da. Warto§¢ ta odpowiada
teoretycznej masie podjednostki pozbawionej czasteczki wody. Dominujacy jon 0 m/z
899,25, zinterpretowano jako addukt sodowy podjednostki polisacharydu pozbawiony
czasteczki wody [M+Na-H,0]". Na powiekszonym fragmencie widma MALDI-TOF MS
(Ryc. 40) zaobserwowano sygnat o m/z 917,26 odpowiadajacy [M+Na]", ale jego
intensywno$¢ jest znacznie mniejsza. Otrzymane wyniki technikami spektrometrii mas,

potwierdzajg teoretyczng masg jednej podjednostki PS B. holmesii w tancuchu 876,32 Da.

[M+Na-H:0]"

<o IRU ITRU

‘é 899,25 1775,40
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3527,76
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Ryc. 39. Widmo MALDI TOF MS w trybie reflektronu polaryzacji dodatniej
z wykorzystaniem matrycy DHB, wykonane w 26 dniu eksperymentu, w ktorym O - PS
B. holmesii ATCC 51541 poddano hydrolizie 48% HF, w temp. -20°C
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Na widmach masowych zaobserwowano rowniez rozpad powtarzajgcej sie
polisacharydowej podjednostki (RU) na mniejsze fragmenty w wyniku przeprowadzonej
hydrolizy HF. Szczegoétowa analiza widma hydrolizatu PS B. holmesii w zakresie mas m/z
899-1776 wskazywata na obecno$¢ w preparacie deoksyHex, dwdch Hex oraz dwdch
HexNAc budujacych podjednostke. Mozliwe interpretacje  gtdéwnych  jondw

obserwowanych na Ryc. 40, przedstawiono w Tabeli 13.

[M+Na-H:0]" —_
‘g IRU
g P 1775,40
g
-~
g
=
1572,36
. 1102,25 1590,37
[M+Na]
917,26 ' 1207,25
| 1410,32
1061,25
1045,24 124827  1360.33 142631 leDgsA
122325 126430 1499,33
136929

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 m'z

Ryc. 40. Powigkszony fragment widma MALDI TOF MS w trybie reflektronu polaryzacji
dodatniej z wykorzystaniem matrycy DHB, wykonanego w 26 dniu eksperymentu, w
ktérym O - PS B. holmesii ATCC 51541 poddano hydrolizie 48% HF, w temp. -20°C,
w zakresie m/z 899-1776, interpretacja jondw w Tabeli 13

Tabela 13. Interpretacja zidentyfikowanych jonow obserwowanych w widmie masowym
MALDI TOF MS wybranej podjednostki PS B. holmesii ATCC 51541 w zakresie m/z
899-1776

Jon (m/z) Interpretacja
899,25 | [M+Na-H,0]=>RU
917,26 | RU+H,0
1045,24 | RU+dHex
1061,25 | RU+Hex
1102,25 | RU+HexNAc
1207,25 | RU+dHex+Hex
1223,25 | RU+2Hex
1248,30 | RU+HexNAc+dHex
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1264,30 | RU+HexNAc+Hex
1369,29 | 2RU-HexNAc
1410,32 | RU+dHex+Hex+HexNAc
1426,31 | RU+HexN+Hex;
2R-(HexNAc+dHex)
1467,37 | RU-dHex-Hex
1572,37 | RU+dHex+2Hex+HexNAc
2RU-HexNAc
1590,37 RU+dHex+2Hex+NAcHex+H,0
1613,39 2RU-Hex;
RU+Na+dHex+Hex+HexNAc+H
1629,34 2RU-dHex
1775,40 2RU+Na

Przeprowadzone analizy metodami spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas
pozwolity okresli¢ budowe antygenu O B. holmesii ATCC 51541, ktérego podjednostka
zbudowana jest z [—2)-a-L-Rhap-(1—6)-a-D-Glcp-(1—4)-[B-D-GlcpNAc-(1—3]a-D-
Galp-(1—3)-0-D-GIcpNAc-(1—]. Absolutng konfiguracj¢ sktadnikow cukrowych
ustalono technika spektroskopii NMR, metoda opisang przez Yorka i wsp. przedstawiong
w rozdziale 7.6. Zaproponowang strukture podjednostki polisacharydu przedstawiono na

Ryc. 41.
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HO,
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OH
OH
o] a-D-GlepNAc
HO ° OH

o}

HO OH o]
NH HO o
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NH
B-D—GlepNAc AC/ o%

n

Ryc. 41. Struktura powtarzajacej si¢ podjednostki antygenu O B. holmesii ATCC 51541
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7.3. Analiza egzopolisacharydow bakterii z klastra B. bronchiseptica

W literaturze dla niektorych Bordetellae opisano dwa rodzaje glikanéw. Gtownym
egzopolisacharydem bakteryjnym produkowanym przez kilka gatunkéw bakterii
z rodzaju Bordetella tj. B. pertussis, B. parapertussis oraz B. bronchiseptica jest nie do
konca scharakteryzowany Bps zbudowany, wg danych literaturowych, z poli-p-1,6-N-
acetyloglukozaminy. Metoda izolacji Bps jest dosy¢ wyczerpujaca i polega na
zawieszeniu bakterii w 0,5M EDTA i inkubacji w temp. 100 °C, przez 5 min, poddaniu
superanatantu enzymatycznej trzygodzinnej degradacji w 37 °C i nastgpnie inaktywacji
enzymu przez 15 min w 85°C (Conover i in., 2010, 2012). Rowniez struktura
opisywanego polisacharydu mikrokapsularnego produkowanego przez B. pertussis nie
zostala jeszcze okreslona. Znane doniesienia literaturowe sygnalizujg, ze zbudowany jest
z N-acetylowanego kwasu galaktozoaminouronowego, ale opr6cz homologii pewnych
rodzajow genow, nie ma na to bezposredniego potwierdzenia (Hoo i in., 2014; Neo i in.,
2010). W trakcie poszukiwan uniwersalnych antygenow cukrowych postanowiono
sprawdzi¢, jaki typ EPS jest produkowany przez wybrane bakterie z rodzaju Bordetella
i czy istniejg wspodlne egzopolisacharydy, ktore moga by¢ w prosty sposéb izolowane
z medium pohodowlanego bez stosowania procedury, ktéra moglaby wptywaé na

struktur¢ natywnych EPS.

7.3.1. lzolacja egzopolisacharydow

Poczatkowo 1zolacja oraz pelne analizy metodami spektroskopii NMR
i spektrometrii MALDI-TOF MS egzopolisacharydow przeprowadzone zostaly dla
B. holmesii - najstabiej i najwolniej rosnacej bakterii w kolekcji. W trakcie gromadzenia
masy bakteryjnej, potrzebnej do analiz LPS, zachowywano pewne ilosci medium
pohodowlanego, ktore przechowywano jako liofilizat z zamiarem poOzZniejszego
wykorzystania. W trakcie hodowli B. holmesii wydziela do pozywki brazowy barwnik,
wigc przechowywane medium miato intensywny ciemny kolor.

Okoto 250 ml medium Stainer—Scholte z dodatkiem ryboflawiny oraz czynnikami
wzrostu zaszczepiono B. holmesii. Po 72 godz. hodowli bakterie odwirowano,
a supernatanty pohodowlane liofilizowano. Srednio z jednej hodowli uzyskiwano ok 3,3 g
zliofilizowanego medium. Po rozpuszczeniu w 0,05 M kwasie octowym nastrzykiwano
na kolumne HiLoad 16/600 Superdex 30 pg w ilosci 0,5-1g. W celu wykluczenia

mozliwo$ci zanieczyszczen pochodzacych od podtoza stalego z agarem weglowym lub od
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medium ptynnego przeprowadzono rozdziaty zliofilizowanej pozywki oraz, tak jak przy
pasazu z medium statego do ptynnego, ok. 15 ml pozywki Stainer-Scholte z dodatkiem
witaminy B, po zmyciu z ptytki weglowej. Szczyty pochodzace od
drobnoczasteczkowych sktadnikow medium (witaminy, aminokwasy, sole) pojawiaty si¢
w okolicy 100 minuty (chromatogramy niezamieszczone).

Pierwszy  rozdzial  chromatograficzny  przeprowadzono dla  medium

pohodowlanego B. holmesii (Ryc. 42).

uRIU

uRIU

frv fr.VII

fr. VIII
fr. 11 fiVI

I jO - 40 - 60 - éO - lbOI - 150‘ - 1&0‘ - lbﬂl I ﬁﬂn
Ryc. 42. Rozdzial chromatograficzny medium pohodowlanego B. holmesii na kolumnie
filtracji zelowej. Rozdzial monitorowano refraktometrycznie, na dolnym panelu
przedstawiono rozdziat w zmniejszonej skali

Na podstawie wczesniejszych analiz lipopolisacharydow spodziewano si¢
zaobserwowaé Sszczyty, pochodzace od dhugotancuchowych polisacharydow, w regionie
o czasie retencji (tx) ok. 40 min. Sredniej dhugosci tancuchy polisacharydéw oraz
oligosacharydy beda mialy wiekszy tr. Ze wzgledu na przeladowanie kolumny
naniesionym materialem, w zakresie zwigzkéw drobnoczgsteczkowych (ok. 1 Q)

chromatogram nalezato powigkszy¢, aby zobaczy¢ mniejsze szczyty chromatograficzne
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dhugotancuchowych polisacharydow. Dla rozdziatu chromatograficznego medium
pohodowlanego B. holmesii zebrano frakcje na podstawie szczytow zarejestrowanych
przez refraktometr, przy zmniejszonej skali. Wyjatkiem jest barwnikowa frakcja V, ktora
zebrano na podstawie najwigkszej intensywnos$ci koloru, gdyz czas retencji barwnika
pokrywat si¢ z czasami retencji drobnoczasteczkowych sktadnikow pozywek. Dla
rozdzialu (Ryc. 42) zebrano frakcje 0 nastepujacych czasach retencji: frakcja | (tr 40-50
min), frakcja Il (tg 51-69 min), frakcja Il (tg 70-80 min), frakcja IV (tg 81-97 min),
frakcja V (tg 98-105 min), frakcja VI (tr 106-112 min), frakcja VII (tg 113-124 min) oraz
frakcja VIII (tg 125-167 min).

Zebrane frakcje poddano analizom strukturalnym metodami spektroskopii NMR
oraz spektrometrii mas, co opisano doktadnie w kolejnych rozdziatach. Dla frakcji I i 111,
uzyskano wstepne widma 'H NMR typowe dla bakteryjnych glikanéw, w ktérych
zaobserwowano silne sygnaty charakterystyczne dla struktur cukrowych. Widma
przedstawiono na Ryc. 43 (A i B). Analizowana frakcja 1 zawiera dtugotancuchowe
polisacharydy o prostej strukturze. Jednowymiarowe widmo protonowe *H NMR frakgji |
charakteryzuje si¢ obecnoscig dwoch sygnaléw w regionie protonu anomerycznego (Ou
4,5-55). Profil jednowymiarowego widma NMR frakcji Ill okazat si¢ bardziej
zréznicowany 1 na podstawie prawie dwukrotnie dluzszego czasu retencji
egzopolisacharyd identyfikowany jest jako krotszy egzooligosacharyd. Obserwacje
potwierdza widmo MALDI-TOF MS frakcji 11l (Ryc. 43, C), na ktérym zaobserwowano
gtéwne sygnaly jonow w regionie 1000-1600 Da. Ciekawa okazata si¢ rowniez
barwnikowa frakcja V, poniewaz barwnik produkowany przez B.holmesii nie zostat
jeszcze opisany w literaturze. Jednak pod wzgledem strukturalnym nie jest on elementem
cukrowym, a przez to nie jest zwigzany z tematem tej pracy i nie bedzie omawiany.

Jak juz wspominano B. holmesii nie jest jeszcze w pelni scharakteryzowana
bakterig. Niewiele wiadomo o jej strukturach cukrowych. Po uzyskaniu tak interesujacych
wynikéw o nowych produkowanych rodzajach glikanéw, postanowiono sprawdzi¢ czy
wytwarzane dlugotancuchowe polisacharydy 1 oligosacharydy s3 unikatowe dla
B. holmesii, czy tez moze sg bardziej uniwersalne i produkowane przez inne bakterie
zrodzaju Bordetella. W kolejnym etapie przeprowadzono izolacje i analizy dla
B. pertussis, ktora przypuszczalnie wedtug danych literaturowych wytwarza, co najmniej

dwa glikany tj. Bps i mikrokapsute.
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Ryc. 43. Profile jednowymiarowych widm NMR analizowanych egzopolisacharydowych
frakcji 1 (A) oraz frakcji 1l (B) wyizolowanych z medium pohodowlanego B. holmesii
ATCC 51541, z dodatkowym widmem MALDI-TOF MS dla frakcji 11l (C) wykonanym
w trybie reflektronu polaryzacji ujemnej z DHB jako matrycg

Przeprowadzono hodowle bakterii B. pertussis 186 w objetosci 250 ml medium
Stainer—-Scholte z dodatkiem ryboflawiny oraz czynnikami wzrostu. Po odwirowaniu
bakterii pozywke zliofilizowano i po rozpuszczeniu w 0,05 M kwasie octowym
przeprowadzono rozdziat chromatograficzny medium pohodowlanego B. pertussis 186
(Ryc. 44). Pomimo niewielkich przesuni¢¢, czasy retencji  glownych
egzopolisacharydowych frakcji 1 i Il odpowiadaty czasom retencji dla rozdziatu
chromatograficznego medium B. holmesii: frakcja | (tg 40-50 min), frakcja Il (tr 51-69
min), frakcja Il (tg 70-80 min), frakcja IV (tr 81-97 min) i zebrana jako cato$¢ frakcja V
(tr 98-130 min). Kolejne rozdziaty chromatograficzne przeprowadzone dla pozostatych

bakterii z rodzaju Bordetella przedstawiono juz tylko w wersji powigkszone;j.
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Ryc. 44. Rozdzial chromatograficzny medium pohodowlanego B. pertussis 186 na
kolumnie filtracji zelowej, rozdzial monitorowano refraktometrycznie zmniejszajac skalg

Analiza poréwnawcza jednowymiarowych widm *H NMR frakeji | i 11l wykazata,
zaskakujace podobienstwo w profilach polisacharydowych pomiedzy tymi gatunkami
(Ryc. 45). Réwniez widma MALDI-TOF MS fr. Il B. pertussis 186 (Ryc. 45, E)
i B. holmesii (Ryc. 45, F) okazaly si¢ nadzwyczaj podobne. Na przedstawionych widmach
masowych zaobserwowano powtarzajace si¢ glowne intensywne sygnaty jondw 0 m/z
1234,64 oraz 1071,08. Dla frakcji I nie udato si¢ zarejestrowaé¢ widm MALDI-TOF MS,
ze wzgledu na stabg jonizacje dlugotancuchowych polisacharyddw.

Po uzyskaniu pierwszych wynikoéw, Swiadczacych o tym, ze wyizolowane
egzopolisacharydy moga by¢ uniwersalne dla bakterii z rodzaju Bordetella
przeprowadzono hodowle dla pozostatych posiadanych gatunkéw i szczepow
klasycznych Bordetellae na tej samej syntetycznej pozywce Stainer-Scholte z dodatkiem
ryboflawiny 1 w identycznych warunkach wzrostu, aby nie wprowadza¢ dodatkowych

zmiennych.
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Ryc. 45. Poréwnanie profili *H NMR analizowanych egzopolisacharydowych frakgji |
B. pertussis 186 (A) i B. holmesii (B) oraz frakcji Il B. pertussis 186 (C) i B. holmesii
(D), z dodatkowymi widmami MALDI-TOF MS dla frakcji 11l B. pertussis 186 (E)
i B. holmesii (F) wykonanymi w trybie reflektronu polaryzacji ujemne;j
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Dla rozdziatu chromatograficznego B. pertussis 606 (Ryc. 46) rowniez zebrano
frakcje o prawie identycznych czasach retencji: frakcja | (tr 40-50 min), frakcja Il (tg 51-
69 min), frakcja Il (tg 70-80 min), frakcja IV (tgr 81-97 min), oraz frakcja V (tg 98-140

E fr. 111

] fr. IV
fr. 1

3 fr. 11 L—\
1 fr.V

'ZIO‘ r r4|0' ‘ ‘G[Ol I I810r I ‘lbOI ' '1120r r |1I40‘ | r1|60| ‘Il‘lill
Ryc. 46. Rozdzial chromatograficzny medium pohodowlanego B. pertussis 606 na
kolumnie filtracji zelowej, rozdzial monitorowano refraktometrycznie zmniejszajac skalg

Na chromatogramie medium pohodowlanego B. pertussis 606 szczyt frakcji | jest
praktycznie niewidoczny, a materiat uzyskano w ilosci $ladowej. Pierwsza wyizolowana
frakcja z tego rozdzialu powinna by¢ fr. III, ale aby ulatwi¢ pozniejsze porownywania
frakcji pomiedzy gatunkami i szczepami, ujednolicono ich opis oraz przypisane do nich
czasy retencji. Dlatego frakcja o0 tg 40-50 min opisywana bedzie jako
egzopolisacharydowa fr. |, a frakcja o tg 70-80 min jako egzopolisacharydowa fr. 11I.

Dla rozdziatu chromatograficznego B. parapertussis 529 (Ryc. 47) czasy retencji
poszczegolnych frakeji rowniez si¢ powtarzaja: frakcja | (tgr 40-50 min), frakcja Il (tg 51-
69 min), frakcja Il (tg 70-80 min), frakcja IV (tgr 81-97 min), frakcja V (tg 98-103 min)
oraz frakcja VI (tr 104-140 min). Podobnie jak dla B. holmesii frakcja V to frakcja

barwnikowa, zebrana na podstawie intensywnosci koloru.
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Ryc. 47. Rozdzial chromatograficzny medium pohodowlanego B. parapertussis 529 na
kolumnie filtracji zelowej, rozdziat monitorowano refraktometrycznie zmniejszajac skale

Chromatogramy dla obu posiadanych szczepdéw B. bronchiseptica, ktore roznia
si¢ od poprzednich gatunkéw tym, ze maja wigkszy zakres gospodarzy, réwniez sa
podobne. Dla rozdziatu chromatograficznego B. bronchiseptica 530 (Ryc. 48) zebrano
nastepujace frakcje: frakcja | (tr 40-50 min), frakcja Il (tr 51-69 min), frakcja 111 (tr 70-
80 min), frakcja IV (tr 81-98 min) oraz frakcja V (tg 99-130 min).

uRIU

fr. I
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I ZIO - 4‘0 - 6‘0 - 8‘0 - l(l)()l - lIZO‘ - 14‘10' o ll()[)‘ | lIllin
Ryc. 48. Rozdziat chromatograficzny medium pohodowlanego B. bronchiseptica 530 na
kolumnie filtracji zelowej, rozdzial monitorowano refraktometrycznie zmniejszajac skale

Dla rozdziatu chromatograficznego B. bronchiseptica 1943 (Ryc. 49) zebrano
nastepujace frakcje: frakcja | (tr 40-50 min), frakcja Il (tg 51-69 min), frakcja 111 (tr 70-
81 min), frakcja IV (tgr 82-99 min) oraz frakcja V (tg 100-130 min).
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Ryc. 49. Rozdziat chromatograficzny medium pohodowlanego B. bronchiseptica 1943 na
kolumnie filtracji zelowej, rozdzial monitorowano refraktometrycznie zmniejszajac skalg

Szczyt fr. I jest prawie niewidoczny, a po liofilizacji ilosci tej frakcji sg sSladowe,
natomiast szczyt fr. Il zdecydowanie si¢ wyrdznia i jest obecny na wszystkich
chromatogramach.

Wstepne  analizy ~ profili ~ jednowymiarowych  widm NMR  dla
egzopolisacharydowych frakcji 11l r6znych gatunkéw bakterii z rodzaju Bordetella (Ryc.

50) wykazaly ich uderzajace podobienstwo.
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Ryc. 50. Poréwnanie profili jednowymiarowych widm 'H NMR dla frakcji 11l ze

wszystkich rozdzialdéw medium pohodowlanych bakterii z rodzaju Bordetella
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Dla klasycznych Bordetellae wystarczajaca ilos¢ materiatu do przeprowadzenia
analiz zebrano z pojedynczych hodowli przeprowadzonych w objetosci 250 ml. Medium
pohodowlane B. holmesii zachowywano z réznych etapéw gromadzenia masy bakteryjnej
I zaobserwowano, ze najwicksze iloSci zebranych frakcji pochodzity z bezposredniego
posiewu bakterii z ptytki do kolby. Masa poszczegdlnych wyizolowanych frakcji dla
B. holmesii réznita sie¢ w zaleznosci od tego czy rozdzielane medium pochodzito od
bakterii posianych bezposrednio z ptytki do kolby czy byt to pasaz z medium ptynnego.
Zaobserwowano spadek ilosci wydzielanego barwnika oraz po dalszych analizach ilosci
poszczegdlnych frakcji. Wigksze wydajnosci izolowanych frakcji obserwowano przy
posiewie bezposrednio z plytki (frakcja III 1,8 mg), niz przy pasazu z hodowli ptynnej
(frakcja 111 0,4 mg). Podsumowanie ilosci zebranych materialbw ze wszystkich

rozdzialow chromatograficznych przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela 14. Masowe ilosci zebranych frakcji w poszczegolnych rozdziatach
chromatograficznych zebranych z hodowli ok 250 ml

Szczep Ilo$¢ [mg] Natozone na
bakteryjny Frakcja | Frakcja Frakcja Frakcja Frakcja kolumne
I 1 1"l v \ [a]
Bp186 0,79 - 3,63 ~0,2 bd* 1
Bp606 ~0,1 ~0,1 3,4 0,38 bd 1
Bpp529 ~0,1 ~0,1 1,6 bd 53,8 0,5
Bhol 1,6 1,17 18 4,8 52 1
Bb530 ~0,1 ~0,1 0,3 ~0,1 bd 0,5
Bb1943 ~0,1 0,3 15 0,6 bd 0,5

* bd- brak danych, materiatu nie dato si¢ zwazy¢

7.3.2. Analiza Egzopolisacharydow

Frakcje I, I, 11, 1V, V sprawdzano przy uzyciu spektroskopii NMR. Pomiary
wykonano z uzyciem spektroskopu AVANCE Il 600 MHz. Wykonano pomiary
jednowymiarowych widm protonowych *H NMR. Protonowe widma jednowymiarowe
egzopolisacharydowych frakcji | oraz Il wskazywaty na obecno$¢ sygnatow w zakresie
oy 4,3-5,5 ppm pochodzacych od protondéw przy anomerycznych atomach wegla
poszczegolnych reszt cukrowych. Obecne byly rdwniez intensywne sygnaty protondw
grup -CHs; wchodzacych w sktad grup N-acetamidowych (NHCOCH;3) reszt cukrowych
0 wartos$ciach przesunie¢ chemicznych okoto &y 2 ppm. Na widmach obserwowane sg
réwniez dodatkowe sygnaty pochodzace od grup —CH, —CH,, —CHs;, ktére moga
pochodzi¢ od  struktur, peligcych funkcje kotwicy dla analizowanych
egzopolisacharyddéw. W toku analiz nie udato si¢ wyizolowa¢ jednak frakcji, w ktorej

mozliwe bytoby zidentyfikowanie przytaczonej kotwicy do tancucha cukrowego.
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W dalszej kolejnosci analizie poddano korelacyjne widma ‘H,**C HSQC-DEPT;
'H¥3c HMBC; 'H'H NOESY oraz 'H,®C HSQC-TOCSY. Widma korelacyjne
umozliwity rozrdznienie sygnatow protonOw pierscienia, ktore naktadaty si¢ na widmie
jednowymiarowym i widmach 'H,'H COSY oraz 'H,'H TOCSY oraz identyfikacje
bezposrednio zwigzanych par H, Bc w obrebie kazdej reszty cukrowej. W oparciu
o widma *H,**C HMBC rejestrowane bez rozprzegania ustalono wartosci stalych sprzezen

Jc1n1 wskazujacych na anomerie reszt cukrowych.

7.3.2.1. Analiza strukturalna egzopolisacharydowej frakcji |

Jednowymiarowe widma 'H NMR egzopolisacharydowej frakcji |
charakteryzowaly si¢ obecnoscig dwoch sygnatdéw w regionie protondw anomerycznych
(84 4,5-5,5). Zarejestrowano komplet widm dwuwymiarowych: *H,'H COSY: *H,'H
TOCSY; 'H,*C HSQC-DEPT; 'H,**C HMBC; 'H,'H NOESY oraz 'H,*C HSQC-
TOCSY. Na Ryc. 51 przedstawiono fragmenty widma dwuwymiarowego *H,*C HSQC-
DEPT z opisanymi sygnatami, a Wartosci przesuni¢¢ chemicznych poszczegolnych

sygnatow zestawiono w Tabeli 15.
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- d
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Ryc. 51. Fragmenty widma 'H,C HSQC-DEPT frakcji | zrozdzialu medium
pohodowlanego B. holmesii
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Tabela 15. Przesunigcia chemiczne dla egzopolisacharydowej frakcji | B. holmesii

Reszta Cl C2 C3 C4 C5 C6

HL | H2 | H3 | H4 | H5 | H6HE
A oMeD- | 996 | 715 733 | 767 7Ll goég
Glep-(1— | 532 355 388 | 35 | 375 | oo
5 | oD | 977 | 715 | 733 695 | 701 | oo
Glep-(1— | 490 = 350 363 | 344 | 383 | oo

Dla reszt A i B zidentyfikowano dwa odrgbne systemy spinowe. Reszte A
zidentyfikowano jako 4-podstawiong a-D-Glcp [—4)-a-D-Glcp-(1—] na podstawie
duzych warto$ci statych sprzezen dla wszystkich protonéw w systemie spinowym, oraz
wysokiej warto$ci przesunigcia chemicznego sygnatu wegla C4 (8¢ 76,7). Reszte B
scharakteryzowano jako 6-podstawiong o-D-Glcp [—6)-a-D-Glcp-(1—], na podstawie
duzych wartosci statych sprzezen dla wszystkich protonow w systemie spinowym oraz
wysokiej wartosci przesunigcia chemicznego sygnatu wegla C6 (6¢ 65,5). Miejsca
podstawienie okreslono na podstawie widm *H,**C HMBC oraz *H,"H NOESY (Ryc. 52).
Dla reszty A proton przy weglu anomerycznym wskazuje na korelacje do sygnalu o
przesunigciach chemicznych d¢ 76,7 ppm/ 6y 3,58 ppm (C4, H4 reszty A), a dla reszty B
do sygnatu o przesunieciach chemicznych o¢ 65,5 ppm/ oy 3,67/ 3,90 ppm (C6, H6/H6’
reszty B). Na podstawie widma 'H,*C HMBC zarejestrowanego bez rozprzegania,
okreslono réwniez state sprzgzen dla tych reszt Joini ~176 Hz, co wskazuje na ich a-
piranozowg konfiguracje.

Sygnaty od homopolimeréw reszty A i B (glukandw) o nizszym stopniu
polimeryzacji, obserwowane byty na widmach NMR rowniez w dalszych frakcjach 11-1V.
W zaleznosci od frakcji, ale rowniez od gatunku i hodowli intensywno$¢ sygnatow jest
zmienna, co sugeruje zmienng zawarto$¢ glukanow w analizowanych preparatach

egzopolisacharydowych.
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Ryc. 52. Widma NMR egzopolisacharydowej fr. I B. holmesii *H,"H NOESY (A) i *H,*C

HMBC (B) bez rozprzggania. Kolorem czerwonym zaznaczono potgczenia pomiedzy
resztami

Dla egzopolisacharydowej frakcji I nie mozna byto bezposrednio przeprowadzié

MALDI-TOF MS, poniewaz dhugie tancuchy

technikami  spektrometrii

analiz
polisacharydowe stabo jonizujg i nie mozna zarejestrowa¢ dobrych widm masowych.
Sygnaty charakterystyczne dla powtarzajacych sie reszt glukozy zidentyfikowano
w trakcie analiz masowych frakcji Il1l. Na Ryc. 53 przedstawiono fragment widma
w trybie reflektronu polaryzacji dodatniej, z charakterystyczng, dla powtarzajacej si¢

reszty Gle, réznicg mas 162 Da. Kolumna HiLoad 16/600 Superdex 30 pg rozdziela
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czgsteczki pod wzglgdem ich masy, dlatego kréotsze polisacharydy o masie podobnej do

masy oligosacharyddw sg izolowane wspdlnie.

2472,17 2634,18

Intensywnos¢

2310,09
2796,24

2148,09 2958,27

3120,38

3282,41
344448
162,00—+ 162,08 ———162,01- 162,06 ——— 162,03 ———162,10— 162,04 — 162,07 —

H' .
Fhoii -

2200 2400 3400 m/iz
Ryc. 53. Fragment widma MALDI TOF MS fraijI I po rozd2|ale chromatograficznym
medium pohodowlanego B. pertussis 186 w trybie reflektronu polaryzacji dodatniej

Obecno$¢ glukanéw na widmach 1H,l?’C HSQC-DEPT obserwowano takze we
frakcjach pochodzacych z pozostatych rozdziatéw medidw pohodowlanych Bordetellae.
Dla B. holmesii, B. parapertussis 529 i B. bronchiseptica 1943 sygnaty pochodzace od
obu reszt miaty podobng intensywnos¢. Dla B. pertussis 186 i 606 intensywnosé¢
sygnatow pochodzacych od reszty A byla stabsza niz reszty B, natomiast
u B. bronchiseptica 530 sygnaty pochodzace od reszty A nie zostaty zidentyfikowane.
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7.3.2.2. Analiza strukturalna egzopolisacharydowej frakcji 111

Na widmach NMR frakcji [l wyizolowanej z medium pohodowlanego
B. holmesii zidentyfikowano, siedem reszt cukrowych, tworzacych oligosacharyd. Reszty
te opisano symbolami literowymi B/C, D, E/F, G/H, J, K, L. Dodatkowo na podstawie
podobienstwa przesuni¢¢ chemicznych poszczegdlnych sygnatéw, reszty A oraz |
zidentyfikowano jako glukany o nizszym stopniu spolimeryzowania opisane
w poprzednim rozdziale jako reszty A i B.

Na Ryc. 54 oraz Ryc. 55 przedstawiono fragmenty widm ‘H,**C HSQC-DEPT
frakcji 111 po rozdziale medium pohodowlanego B. holmesii oraz B. pertussis 186. Widma
sa niemalze identyczne. Podobnie prezentowaty si¢ widma NMR frakcji III u wszystkich
pozostatych analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella. Zebrane frakcje stanowity
material wyjsciowy do badan strukturalnych.

Dane literaturowe nie wspominaja o tego typu oligosacharydzie wytwarzanym
przez bakterie z rodzaju Bordetella. Uzywanie zwrotu ,,egzooligosacharyd obecny we
frakcji 111 wyizolowanej z medium pohodowlanego” jest nieco ktopotliwe. Wyniki badan
zaprezentowanych w pracy sugeruja, ze jest to nietypowy egzooligosacharyd. Dlatego na
podstawie przeprowadzonych analiz, w wyniku ktorych ustalono strukture nieopisanego
wczesniej egzooligosacharydu, wprowadzono jego nowe okreslenie. Ze wzgledu na jego
oligosacharydowa strukture oraz fakt, Ze jest obecny w kazdym medium pohodowlanym
z analizowanych Bordetellag, zaproponowano nazwe ,,Bordetella oligosaccharide” —
BOS. Zastosowany skrot BOS pozostaje w konwencji nazewnictwa egzopolisacharydow
Bordetellae podobnie jak Bordetella polysaccharide (Bps).

Warto$ci przesunig¢ chemicznych oraz obserwowanych statych sprzezen dla
wszystkich zidentyfikowanych atomoéw wegla oraz protonéw (z pominigciem protonow
grup hydroksylowych oraz amidowych) w badanej czgsteczce zestawiono w Tabeli 16.
Reszty A oraz I (opisane w poprzednim rozdziale) nie sg sktadnikiem BOS, dlatego
W tabeli pomini¢to opis warto$ci przesuni¢¢ chemicznych sygnatéw pochodzacych od

reszty A oraz |.
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Ryc. 54. Widmo *H,**C HSQC-DEPT dla egzopolisacharydowej frakcji 111 B. holmesii

ATCC 51541
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Ryc. 55. Widmo *H,**C HSQC-DEPT egzopolisacharydowej frakcji 111 B. pertussis 186

Tabela 16. 'H,**C przesuniecia chemiczne BOS Bordetellae. Widma zarejestrowano
w D,0O w temp. 298 K i skalibrowano na sygnat acetonu dc 31,05 ppm/ dy 2,225 ppm.
Mniejszg czcionkg podano odchylenia standardowe sygnatéw pomiedzy widmami

zarejestrowanymi dla réznych gatunkow.

C7
Ressta c1 C2 Cc3 c4 C5 C6 H7
H1 H2 H3 H4 H5 | H6H6' | (Ac)

CO(2)

122



WYNIKI

98,1* | 49,3 66,4 | 78,6 70,7 | 1723 | 22,0
B _)4)_0(_ 0,32 0,31 0,43 0,56 0,70 0,3 0,32
GlepNACA-(1—| 538 | 420 | 402 | 442 | 428 ] 2,05
0,004 0,008 0,016 0,026 0,101 0,002
08,7 49,3 66,4 | 78,6 70,7 | 1723 | 22,0
c ) 0,31 0,29 0,43 0,53 0,63 03 0,32
GlepNACA-(1—| 534 | 418 | 400 | 441 | 428 ) 2,05
0018 | 0007 | 0013 | 0027 | 0101 0,002
90,9 52,7 784 | 712 711 60,1 220
b _)3)_0(_ 0,32 0,29 0,41 0,36 0,19 0,27 0,32
GlcpNAc 5,13 3,96 3,90 3,63 3,86 3,82 2,05
0,002 0,006 0,010 0,010 0,011 0,006 0,002
98,6 49,1 66,4 75,4 ) . .
—4)-0- 0,36 0,05 0,36 0,36
E~ | GalpNACAN-
(1— 5,10 4,02 418 | 4,48 ] ] ]
0010 | 0015 | 0012 | 0,002
96,1 49,2 66,2 75,6 70,7 | 1735 | 220
—4)-0- 0,32 0,31 0,31 033 033 03 032
F GalpNACAN-
(1— 5,10 4,23 423 | 443 | 487 ) 2,03
0,002 0,002 0,002 0,002 0,009 0,002
99,1 48,4 75,6 73,7 704 | 1737 | 22,0
—’394)'0" 0,34 0,30 0,36 0,35 0,35 0,3 0,32
H GalpNACAN-
(1> 5,08 4,46 420 | 474 | 483 ] 2,05
0,002 | 0009 | 0006 | 0004 | 0005 0,002
97,6 53,6 70,5 69,5 718 60,0 220
0,32 0,32 033 033 0,30 033 032
3 a-GlcpNAc- 3.73
(1— 494 | 3,88 3,79 351 | 412 3,75 2,05
0,002 | 0008 | 0004 | 0005 | 0003 | 0003 | 0,002
0,007
94,8 55,3 80,1 70,9 75,8 60,3 220
K _,3)_[3_ 0,33 0,26 0,44 0,33 0,35 0,30 0,32
GlcpNAc 4,71 3,72 3,71 3,66 3,46 3,85 2,05
0,005 0,005 0,006 0,003 0,002 0,009 0,002
1045 | 72,9 75,5 70,1 75,9 61,2 ]
0,33 0,32 0,31 0,32 0,31 0,35
L | B-D-Glcp-(1— 3,66
4,43 3,06 3,42 3,21 3,39 3,91 )
0,003 | 0004 | 0002 | 0002 | 0001 | 0,007
0,009

* warto$ci Srednie dla izolatéw B. holmesii ATCC 51541, B. pertussis 186 i 606, B. parapertussis
529 oraz B. bronchiseptica 530 i 1943
~ Reszty E i F s tg sama reszta —4)-a-GalpNACAN-(1— w innym otoczeniu

Potgczenia pomigdzy resztami cukrowymi dla BOS ustalono w eksperymentach
'H,'H NOESY oraz *H,"*C HMBC (Ryc. 56 i Tabela 17).
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Ryc. 56. Fragmenty widm NMR egzopolisacharydowej fr. 111 B. holmesii *H,"H NOESY
(A) i *H,°C HMBC bez rozprzggania (B). Kolorem niebieskim zaznaczono potaczenia
pomiedzy resztami
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Tabela 17. Potgczenia migdzy resztami cukrowymi obserwowane w eksperymentach
'H,'H NOESY i *H,**C HMBC dla BOS Bordetellae

Reszta Atom Korelacja z sygnatem Potaczenie
C1/H1 dc/ dn

B 98,1/ 5,38 80,1/3,71 C3, H3 reszty K
C 98,7/ 5,34 78,4/ 3,90 C3, H3 reszty D
D 90,9/ 5,13 - brak

F 96,1/ 5,10 73,71 4,74 C4, H4 reszty H
H 99,1/ 5,08 70,7/ 4,28 C4,H4 reszty Bi C
J 97,6/ 4,94 75,6/ 4,43 C4, H4 reszty F
K 94,8/ 4,71 - brak

L 104,5/ 4,43 75,6/ 4,20 C3, H3 reszty H

W oparciu o uzyskane wyniki scharakteryzowano poszczegoélne reszty cukrowe:

Reszty A (6¢c1 99,3 ppm, 6n1 5,40 ppm) oraz | (d¢c; 97,6 ppm, 6n1 4,98 ppm)
zidentyfikowano jako opisane w egzopolisacharydowej frakcji I homopolimery glukozy
[—4)-a-Glcp-(1—] oraz [—6)-a-Glcp-(1—]. W egzopolisacharydowej fr. III wystepuja
w formach o nizszym stopniu spolimeryzowania. Na widmie MALDI-TOF MS (Ryc. 53)
zaobserwowano jony [M+H]" 0 m/z 2148,1 - 3444,5 odpowiadajace 12-19 reszt glukozy
w formie adduktow sodowych, co odpowiada zakresowi mas polisacharydéw eluowanych
z kolumny w danym zakresie tg.

Reszty B i C zidentyfikowano jako 4-podstawiony a-GICpNACA [—4)-a-
GlcpNACA-(1—] na podstawie duzych wartosci statych sprzgzen dla wszystkich
protondw w systemie spinowym, a takze wysokiej warto$ci przesunigcia chemicznego
sygnatu wegla C4 (wspdlne przesuniecie dla reszty B i C ¢ 78,6 ppm). Podstawienie
grupg aminowa okreslono na podstawie charakterystycznego dla atomu wegla
zwigzanego z atomem azotu przesuni¢cia chemicznego sygnatu wegla C2 (6¢ 49,3 ppm).
Charakterystyczny piecioprotonowy system spinowy oraz wysokie wartosci przesuniec¢
chemicznych H4 (84 4,42 ppm), H5 (8y 4,28 ppm) oraz C5 (8¢ 172,3 ppm) pozwolity
zidentyfikowac¢ te reszte jako kwas aminouronowy.

Reszta D scharakteryzowana zostala jako 3-podstawiona a-GIcpNAc [—3)-a-
GlcpNAc-(1] na podstawie duzych statych sprzezen dla wszystkich protonéw w systemie
spinowym, a takze wysokiej wartosci przesuni¢cia chemicznego sygnalu wegla C3 (¢
78,4 ppm). Podstawienie grupg aminowag okreslono na podstawie przesunigcia
chemicznego sygnatu wegla C2 (5¢ 52,7 ppm).

Reszte F scharakteryzowano jako 4-podstawiony a-GalpNACAN [—4)-a-
GalpNACAN-(1—] na podstawic wysokich wartosci stalych sprzezen protonow
wicynalnych H1, H2 i H3 oraz niskich wartosci statych sprzezen protonow H3, H4 i H5,
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a takze stosunkowo wysokiej wartosci przesunigcia chemicznego sygnatu wegla C4 (d¢
75,6 ppm). Podstawienie grupa aminowa okreslono na podstawie przesuni¢cia
chemicznego sygnatu wegla C2 (8¢ 49,2 ppm). Obecno$¢ grup amidowych
scharakteryzowano na podstawie korelacji sygnaldw proton —azot pochodzacych od
wegla karbonylowego do H4, H5 (8¢ 173,5 ppm).

Reszte H zidentyfikowano jako 3,4-podstawiony a-GalpNACAN [—3,4)-0-
GalpNACAN-(1—] na podstawie wysokich wartosci stalych sprz¢zen protonow
wicynalnych H1, H2 i H3 oraz niskich wartosci stalych sprze¢zen protonow H3, H4 i H5,
a takze stosunkowo wysokiej warto$ci przesunigcia chemicznego sygnalow wegla C3 (6¢
75,6 ppm) oraz C4 (d¢c 73,7 ppm). Podstawienie grupa aminowa okre§lono na podstawie
przesunigcia chemicznego sygnatu wegla C2 (8¢ 49,2 ppm). Obecnos¢ grup amidowych
scharakteryzowano na podstawie korelacji sygnaldw proton —azot pochodzacych od
wegla karbonylowego do H4, HS (8¢ 173,5 ppm).

Reszta J zostata scharakteryzowana jako terminalna a-GICpNAC na podstawie
duzych statych sprzezen dla wszystkich 6y W systemie spinowym. Podstawienie grupa
aminowg okre$lono na podstawie przesuni¢cia chemicznego sygnatu wegla C2 (8¢ 53,6
ppm).

Reszta K zostata zidentyfikowana jako 3-podstawiona B-GIlcpNAc [—3)-B-
GlcpN-(1] na podstawie duzych statych sprzezen dla wszystkich protonow w Systemie
spinowym, a takze stosunkowo wysokiej wartosci przesuni¢cia chemicznego sygnalu
wegla C3 (6c 80,1 ppm) Podstawienie grupa aminowa okreslono na podstawie
przesuniecia chemicznego sygnatu wegla C2 (6¢ 55,3 ppm).

Reszte L zidentyfikowano jako terminalng B-D-Glcp na podstawie duzych statych
sprzezen dla wszystkich protondéw w systemie spinowym oraz przez podobienstwo
wartosci *H i **C opisanych dla p-p-Glcp.

Warto$ci stalych sprzezen Jecipm uzyskane z eksperymentéw H,*C HMBC bez
rozprzegania, potwierdzity, ze reszty B/C (~172 Hz), D (~170 Hz), F (~171 Hz), H (~176
Hz), J (~173 Hz), wystepuja w konfiguracji a- piranozy, a reszty K (~162 Hz) oraz L
(~160 Hz) w konfiguracji B- piranozy.

Podstawienia grupa N-acetylowa zidentyfikowano w eksperymentach HBc
HMBC na podstawie korelacji atomow wegli karbonylowych grup acetylowych (¢ 174,0
ppm) do protondw H2 reszt B/C (614,18 ppm/ oy 4,20 ppm), D (8w 3,96 ppm), F (61 4,23
ppm), H (dn 4,46 ppm), J (61 3,88 ppm) oraz K (61 3,72 ppm).
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Na podstawie analizowanych widm *H,"H NOESY i *H,**C HMBC, reszty D i K
zidentyfikowano jako koniec redukujgcy czasteczki formy o i B tej samej GIlcNAc.
W celu potwierdzenia tej obserwacji, przeprowadzono redukcje czasteczki BOS.
Egzopolisacharydowe frakcje 111 B. holmesii oraz B. pertussis 186 (odpowiednio 2,2 mg,
3,5 mg) poddano reakcji redukcji przy zastosowaniu borowodorku sodu. Produkty reakcji
odsalano przy uzyciu systemu HPLC na kolumnie typu TSKgel G3000PW. Rozdziat dla
egzopolisacharydowej fr. 1Il B. pertussis 186 po redukcji przedstawiano na

chromatogramie ponizej na Ryc. 57.

URIU

zred. BOS
16-20 min

80 105 12,5 150 17,5 200 225 250 27,5 300 325 min
Ryc. 57. Rozdziat chromatograficzny preparatu BOS B. pertussis 186 po redukcji,
rozdzial monitorowano refraktometrycznie

Na podstawie widm *H,**C HSQC-DEPT NMR, we frakcji o czasie retencji 16-20
min, zidentyfikowano zredukowany BOS w preparatach pochodzacych od B. pertussis

186 oraz B. holmesii, co zaprezentowano na Ryc. 58.
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52 50 48 46 44 52 5.0 48 46 44
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Ryc. 58. Region anomeryczny widm *H,**C HSQC-DEPT NMR zredukowanego BOS dla
B. pertussis 186 (A) i B. holmesii (B)
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Nieobserwowane sg sygnaty od anomerow reszt D oraz K, ktore ulegly
zredukowaniu, pojawiajg si¢ natomiast sygnaty grupy CH, (8¢1 62,8 ppm, 641 3,58 ppm /
3,73 ppm). Potwierdza to wczesniejsze przypuszczenie, ze reszty D 1 K tworza koniec
redukujacy. Jednoczesnie przesuniecia chemiczne reszt B 1 C bezposrednio zwigzanych
ze zredukowang GlcNAc majg te same wartosci, co sugeruje, ze otoczenie tych reszt po
reakcji redukcji jest takie samo i nie sg to dwie reszty, a jedna reszta B/C. Na widmach
'H,*C HSQC-DEPT NMR, pomimo oczyszczania probki na kolumnie filtracji zelowej,
w dalszym ciggu obserwowane sg jeszcze zanieczyszczenia glukanami (reszty A oraz I).
Frakcje eluowane z kolumny przed frakcja zawierajaca zredukowany BOS zawieraja
glukany, a frakcje eluowane pdzZniej zawieraja glukany, niezredukowany BOS,
aminokwasy, kwasy tluszczowe oraz sole. Przesunigcia chemiczne dla zredukowanej

reszty D/K przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Przesunigcia chemiczne dla zredukowanej reszty D/K
Przesuniecia chemiczne [ppm]
Reszta Cl1  C2  C3 | C4 )  C5 C6
H1I | H2 | H3 | H4 | H5 | H6,H6’

62.8
8 1536 765 70,1 | 705 | 603
zred. D/K ggg 40 | 408 353 379 375

Przeprowadzong reakcje redukcji potwierdzano réwniez technikg spektrometrii
mas. Przed reakcjg na widmach MALDI-TOF MS preparatéw dla B. holmesii (Ryc. 59,
A) oraz B. pertussis 186 (Ryc. 59, B) obserwujemy gtéwne jony [M-H] odpowiednio
om/z 1234,6 i1234,8. Zarowno widma NMR jak i MALDI-TOF MS potwierdzaja, ze
analizowane czasteczki BOS sg strukturalnie identyczne.

Po przeprowadzeniu reakcji redukcji na widmie MALDI-TOF MS
zarejestrowanym dla B. holmesii obserwujemy jon o m/z 1236,61 ktéry odpowiada
zredukowanej czgsteczce BOS oraz jon o m/z 1194,99, ktéry roéwniez odpowiada
zredukowanej czasteczce BOS, ale pozbawionej grupy acetylowej (Ryc. 59, C). Moze to
swiadczy¢ o tym, ze dominujacg formg BOS jest czasteczka o masie 1235,5 Da.
Natomiast po przeprowadzeniu reakcji redukcji oraz oczyszczeniu preparatdw na
kolumnie w preparacie wyizolowanym z rozdziatu medium pohodowlanego B. holmesii,
w Ktorym obecne sg jeszcze glukany ,,ujawnila si¢” forma $ladowa pozbawiona grupy

acetylowej o m/z 1194,99.
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Ryc. 59. Fragment widma MALDI-TOF MS fr. 11l B. holmesii (A), B. pertussis 186 (B)
oraz BOS B. holmesii po redukcji (C). Widma wykonano w trybie liniowym polaryzacji
ujemnej z DHB jako matryca

Aby rozwia¢ watpliwos¢ czy reszty D i1 K sg podstawione grupg aminowsg czy N-
acetylowa, przeprowadzono N-acetylacic BOS wyizolowanego z B. pertussis 186
i porownano widma. Na Ryc. 60 zestawiono widma, przed N-acetylacja (sygnaty
niebiesko-czerwone), i po reakcji N-acetylacji preparatu (sygnaty zielono-rozowe). Na
widmach *H,*C HSQC-DEPT nie zaobserwowano zmian W przesunigciach sygnalow
C/H-2 reszt D oraz K (oznaczone kolorem czarnym i opisane D2 i K2), co pozwolito
ustali¢, ze obie reszty sa natywnie podstawione grupa acetylowg. Na podstawie
przeprowadzonych reakcji oraz analiz przesunig¢ chemicznych, reszte D
scharakteryzowano jako —3)-a-GIcpNAc, a reszte K jako jej f-anomer.

Kilkukrotne analizy tych samych probek BOS pochodzacych od réznych
Bordetellae, po wielokrotnym przeliofilizowaniu w D,0, ujawnity pH-zalezng zmian¢

przesunie¢ sygnatu C/H-5 reszty B/C, co ma odzwierciedlenie w odchyleniach
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standardowych dla &y 4,28 ppm. Po rozdziale w 0,05 M kwasie octowym wystarczyto
jednokrotne przeliofilizowanie w D,0, aby uzyska¢ dobrej jakosci widma NMR, wiec
w wyjsciowych preparatach o niskim pH, nie zaobserwowano zmian przesunig¢é
sygnatow. Dlatego poczatkowo w strukturze BOS reszty F, H oraz B/C zidentyfikowano
jako kwasy uronowe. Jedynie roznica 2 Da pomiedzy obliczong masg teoretyczng, a masg
obserwowang na widmach MALDI-TOF MS wskazywata, ze nalezy tg kwestie¢ podda¢
doktadniejszym badaniom. Dla potwierdzenia obecnosci Kwasow uronowych
zarejestrowano komplet widm w dwdch réznych pH. Poczatkowe pH analizowanej
prébki wynosito ~5. Przy alkalizacji do pH~9 obserwowana jest, charakterstyczna dla
kwaséw uronowych, pH-zalezna zmiana przesunigcia dla sygnatu H5 o -0,4 ppm.
W pracy Prestona i wsp. opisano zmiany wartosci przesunie¢ sygnatow C/H-4 i C/H-5
reszt kwaséw uronowych w widmach zarejestrowanych w pH ~5 i ~9. Jednakze przy
dodatkowym podstawieniu kwasow uronowych przez grupy amidowe, sygnaly te nie

ulegaly przesunigciu (Preston i in., 2006).

o D2
\ K2
=)
gl 2
Ba\CR B/C3 0
s B/CS o @S
F5 B/C

b 1 \ - - R E
F4 & &
4 - o
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. ¢
© ° g
@
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Ryc. 60. Fragment widma *H,**C HSQC-DEPT frakcji |11 B. pertussis 186 przed (sygnaty
w kolorze niebiesko-czerwonym, pH~5) i po N-acetylacji (sygnaty w kolorze zielono-
r6zowym, pH~9).

Taka zalezno$¢ zaobserwowano rowniez na widmach wykonanych po N-
acetylacji, w trakcie ktorej nastgpuje alkalizacja probki do pH ~9. Zauwazono wyrazng
zmiang warto$ci przesuniecia sygnatu H5 (-0,4 ppm) reszty B/C (opisane jako B/C5). Nie

zaobserwowano natomiast zmian wartosci przesuni¢¢ chemicznych sygnatow H5 reszt F
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(F5) 1 H (HS), co oznacza, ze wegle karbonylowe tych reszt sg podstawione grupa
amidowa. Na Ryc. 60 sygnaty bez zmian przesuni¢¢ opisano kolorem czarnym, a te ktore
ulegly przesunigciu opisano kolorem niebieskim (w pH 5) i zielonym (w pH 9).
Dodatkowym potwierdzeniem obecno$ci grup amidowych sa widma korelacyjne
'H,°N, przedstawione na
Ryc. 61, na ktorych zaobserwowano sygnaly w regionie oy 7,4-8,0 ppm

pochodzace od dwoch grup amidowych podstawiajacych wegle karbonylowe.

| [CONHz] 2
[CONH:] 1
£l
£
Zz
£
el
. .V‘)
ra
'O
Len
8.4 8.2 8.0 . 7.8 7.6 7.4
H (ppm)
Ryc. 61. Fragment widma korelacji 'H,">N frakcji 11l B.holmesii. Oznaczono

obserwowane dublety pochodzace od sygnatow group CONH, reszt F i H. Uzyskane
widma nie pozwolity na ich jednoznaczne przypisanie do odpowiednich reszt.

Obecnos¢ grup fosforanowych wykluczono, rejestrujac jednowymiarowe widma
1p oraz widma korelacji *H,*'P dla wszystkich frakcji III pochodzacych z rozdziatow
mediow Bordetellae. Na zadnym widmie nie zaobserowano sygnatéw pochodzacych od

fosforanowych podstawnikéw (widma niezamieszczone).

7.3.2.3. Analiza strukturalna BOS technikami spektrometrii mas

Strukturg BOS analizowano réwniez technikami spektrometrii mas MALDI-TOF
MS oraz ESI. Preparaty badanej frakcji III po rozdziatach chromatograficznych nie byty
dodatkowo oczyszczane, dlatego na wielu widmach masowych znajduja sig

niezidentyfikowane do konca sygnaly.
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Teoretyczna masa monoizotopowa BOS obliczona na podstawie danych

uzyskanych z analiz NMR wynosi 1235,43 Da. Na widmach masowych BOS (Ryc. 62)

wykonanych w trybie reflektronu polaryzacji ujemnej obserwowane sg sygnaty [M-H]

0 duzej intensywnosci m/z 1234,6. Praktycznie nieobserwowane sg sygnaly mniejsze

0 42 Da, czyli o grupe acetylowa, co potwierdzatoby obserwacje, ze reszta K jest jednak

N-acetylowang glukozaming. Intensywny jon o m/z 1234,6 pojawia si¢ we wszystkich

analizowanych frakcjach, wskazujac na dominacj¢ heksasacharydu o opisanej strukturze

w egzopolisacharydowej frakcji 1.

BOS Bhol

BOS Bb1943

I

BOS Bb530

123464 BOS Bplg6 123455
[M-H]~ [M-H]"
107250
107108
90937 116348
138853 133060
913 55 127664
111455
LI A S ™ i L
123453 BOS Bp606 13455
M-H]" [M-H]
88530
107117
90927
o 104240
155058 137 15072
99131 117545
909.29 144754 249204 U |
Lot et Ul B N ..
123454 BOS Bpp329 123460
M-H] [M-H]-
107240
1709
107099 104240
155072
9121 .
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Ryc. 62. Zebrane widma masowe frakcji 1l po rozdziale chromatograficznym mediéw
pohodowlanych B. pertussis 186, B. pertussis 606, B. parapertussis 529, B. holmesii

B. bronchiseptica 1943 oraz B. bronchiseptica 530 *o0$ y to intensywno$¢ sygnatow

Profil rozdzialu chromatograficznego na kolumnie filtracji zelowej HiLoad 16/600

Superdex 30 pg 1 czas retencji frakcji III wskazuje, ze wykryta czgsteczka BOS ma
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wigkszg mas¢ niz 1235,5 Da. Porownujac jednak tg BOS (70-80 min) z tg znanego OS
B. pertussis 606 o0 m/z 1632,5 Da (fr. VI, 112-135 min,) oraz OS B. pertussis 186 o m/z
2291,6 (fr. VII, 93-105), rozdziatéw przeprowadzonych w identycznych warunkach
spodziewana My badanej czgsteczki powinna by¢ wigksza niz poczatkowo zaktadano.
W dalszych analizach, na czesci widm masowych, zidentyfikowano jon o m/z 2492,0
0 znacznie mniejszej intensywnosci, odpowiadajacy [2M + Na]*. Wydaje sie, ze pod
wpltywem zastosowanej mocy lasera dochodzi do rozpadu czasteczki BOS
z wytworzeniem heksasacharydu oraz mniejszych fragmentéw. Jon o m/z 1072
odpowiada BOS, ktéry jest pozbawiony reszty glukozy (teoretyczna masa to 1073,38 Da),
a jon o m/z 1031,5 to BOS pozbawiony N-acetylowanej glukozaminy (teoretyczna masa
to 1032,35 Da).

Mozliwe zatem, ze BOS jest dimerem, ale na widmach NMR nieobserwowane s3
sygnaty, ktore jednoznacznie wskazywatyby, w jaki sposob dwie czasteczki BOS bylyby
ze sobg polaczone. Nie udato si¢ wyizolowaé frakcji, w ktorej mozliwe byloby
zaobserwowanie BOS w formie dimeru. Mozliwym wytlumaczeniem tej obserwacji
bylaby obecnos¢ w BOS labilnego wigzania, ktére ulega rozpadowi w warunkach izolacji

lub preparacji tego oligosacharydu.

w [l GleNAc
2|, 1234,4
z |0 GalNAcAN 1- .
w
g’ . GlC 3 NAc
=
? GlcNAcA
NAc

A

PR PULT W TP R TPU SV ORI Y

800 1000 1200 1400 1600 mz
Ryc. 63. Widmo ESI MS frakcji Il po rozdziale chromatograficznym medium
pohodowlanego B. holmesii
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Na widmie masowym ESI (Ryc. 63) zarejestrowano w trybie jondw ujemnych
intensywne sygnaty m/z 1234,4 [M-H]', m/z 1031,3 [M-HexNAc-H] oraz m/z 1072,4
(IM-Hex-H]". Zaobserwowano jony jednokrotnie natadowane [M-H] 0 m/z 1072,4 oraz
m/z 1234.,4.

Przeprowadzono roéwniez fragmentacje jonu m/z 1234,4 dla BOS B. pertussis 606.
Na widmie fragmentacyjnym MALDI-TOF MS (Ryc. 64), wykonanym w trybie
reflektronu polaryzacji ujemnej zidentyfikowano glowny jon 0 m/z 655,67 ktory
odpowiada masie trojcukru HexNACAN + HexNACA + HexNAc oraz jony rdznigce si¢
0 216,2 Da (m/z 439,51 i m/z 871,99). Jest to dodatkowe potwierdzenie obecno$ci dwoch
reszt z podstawieniem grupa amidowa na weglu karbonylowym (HexNAcAN).
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Ryc. 64. Widmo fragmentacyjne MALDI-TOF MS jonu o m/z 1234,4 wykonane w trybie
reflektronu polaryzacji ujemnej z DHB jako matryca.

W celu potwierdzenia danych o monosacharydowych sktadnikach BOS

zidentyfikowanych w analizach technika spektroskopii NMR przeprowadzono analizy
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cukrowe i metylacyjne. Do dalszych badan wybrano fr. III wyizolowang z medium
pohodowlanego B. holmesii. Sktad cukrowy okreslono w oparciu o analize cukrowg
przeprowadzong z wykorzystaniem chromatografii gazowo-cieczowej (GC-MS).
Porownano czasy retencji otrzymanych lotnych pochodnych sktadnikow cukrowych-

octandw alditoli- z odpowiednimi standardami.
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Ryc. 65. Chromatogram lotnych pochodnych sktadnikow cukrowych otrzymanych
w wyniku analizy cukrowej fr. 111 B. holmesii

Na podstawie analizy czasow retencji zidentyfikowano w prébce jedynie
obecno$¢ glukozy (tr 22,29 min) oraz N-acetyloglukozaminy (tr 23,86 min). Reszty
cukrowe podstawione kwasami uronowymi i grupami amidowymi nie tworza lotnych
pochodnych, dlatego nie mozna ich zaobserwowaé¢ w klasycznej analizie cukrowej
I metylacyjnej. Identyfikacje miejsca podstawienia umozliwila interpretacja widm
masowych lotnych pochodnych sktadnikow cukrowych — czgéciowo metylowanych
octanow alditoli analizowanych przy pomocy GC-MS.
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Ryc. 66. Chromatogram lotnych pochodnych skladnikow cukrowych otrzymanych
w wyniku analizy metylacyjnej BOS B. holmesii

W badanej frakcji I1l B. holmesii na Ryc. 66 na podstawie widm masowych dla

poszczegblnych czaséw retencji zidentyfikowano:

1-0O-Ac-2,3,4,5,6-penta-O-Me-glucitol odpowiadajacy terminalnej reszcie
Glcp o tg 17,16 min (Ryc. 67)
3,5-di-O-Ac-2-N-Ac-1,4,6-tri-O-2-N-Me-glucitol odpowiadajacy 3-
podstawionej reszcie GIcpNAc o tr 19,10 min (Ryc. 68)
1,3,5-tri-O-Ac-2-N-Ac-4,6-di-O-2-N-Me-glucitol odpowiadajacy terminalne;
GlcpNAC o tr 21,81 min (Ryc. 69)

1,5,6-tri-O-Ac-2,3,4-tri-O-Me-glucitol oraz 1,4,5-tri-O-Ac-2,3,6-tri-O-Me-
glucitol odpowiadajgcy reszcie 6- podstawionej reszcie Glcp oraz 4-
podstawionej reszcie Glcp niebedacymi sktadnikiem BOS, a glukanami o tg
19,37 min (Ryc. 70)
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Ryc. 68. Widmo masowe 3,5-di-O-Ac-2-N-Ac-1,4,6-tri-O-2-N-Me-glucitolu
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Ryc. 69. Widmo masowe 1,3,5-tri-O-Ac-2-N-Ac-4,6-di-O-2-N-Me-glucitolu
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Ryc. 70. Widmo masowe 1,5,6-tri-O-Ac-2,3,4-tri-O-Me-glucitolu oraz 1,4,5-tri-O-Ac-
2,3,6-tri-O-Me-glucitolu

Przeprowadzono réwniez analizy w celu identyfikacji kwasu N-
acetyloglukuronowego (reszta B/C) metoda oparta o redukcje grup estrowych obecnych
w zmetylowanych probkach 1 M roztworem LiB(C;Hs)3sD w tetrahydrofuranie (Super-
deuteride) (Bhat i in., 1991). Otrzymane pochodne poddano hydrolizie oraz acetylacji

I analizowano przy uzyciu spektrometru masowego sprz¢zonego z chromatografem
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gazowym. W zarejestrowanych widmach nie zidentyfikowano jonow, ktore
odpowiadatyby charakterystycznym jonom fragmentacyjnym dla 4- podstawionej
GIcNACA.

Uzyskane wyniki technikami spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas
pozwolily ustali¢ strukture nowego cukrowego sktadnika ostony komorkowej bakterii
zrodzaju Bordetella zaprezentowanego na Ryc. 71. Zaproponowana nazwa tego
nieopisanego wczesniej egzooligosacharydu wytwarzanego przez wszystkie analizowane

Bordetellae to Bordetella oligosaccharide (BOS).

J

a-D-GlepNAce  OH

0 F
HO

HO a-GalpNACAN

)
AC/ CONH, H

a-GalpNAcAN

HO
Pl B/C
CONH,

on A° o 0-GlcpNAcA D/K

0

G0 ’ a/p-D-
OH / OH GlcpNAc
e &@W
L ‘ NH of
/

Ac

Ryc. 71. Zaproponowana struktura BOS bakterii z rodzaju Bordetella

7.3.2.4. Analiza serologiczna egzopolisacharydow

Wyizolowane egzopolisacharydy Bordetellae sa zupetlnie nowym potencjalnym
antygenem badanych bakterii i laboratorium jeszcze nie posiada surowic na
neoglikokoniugat, ktérego fragmentem cukrowym jest omawiany BOS. W testach
serologicznych dot blot, w zwigzku z tym, ze nie sa dostepne monoswoiste surowice,
ktore reagowatyby z BOS, do analiz wykorzystano krolicze surowice poliklonalne
dostepne w kolekcji laboratorium opisane w rozdziale ,,Materiaty i metody” (podrozdziat.
6.3.1), ktorych uzywano do analiz LPS bakterii z rodzaju Bordetella.

o anty-Vi
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anty—disach-HSA
anty—OS-PT
anty—penta-PT
e anty-penta-TTd
e anty—SM Bp 186
e anty—SM Bp miks (szczepy 186/576/606/629)
e anty-LPS P.shig 78/89
Kontrole pozytywna dla anty—glikokoniugatowych krdliczych  surowic

poliklonalnych, stanowity glikokoniugaty penta-PT, OS-PT OS-TTd, penta-TTd oraz
disach-HSA, ktorych swoistosci w uktadach homologicznych sg znane (Ryc. 14).

krolicze surowice poliklonalne zawierajace przeciwciala skierowane przeciwko:

disach- OS- penta- penta- SM SM AgVi P.shig
gatunek/ HSA PT PT TTd Bp 186 Bp miks 78/89
szczep
Bplss @ e 0 () ) o

Bp606
Bpp529
Bhol

Bb530

Bb1943

frakcja I 11 I I I 111 I 111 I 11 I I I 11 I il
EPS:

Ryc. 72. Analiza serologiczna egzopolisacharydéw (fr. 1 oraz fr. 111) bakterii z rodzaju
Bordetella z surowicami kroliczymi z kolekcji laboratorium

Z rézng intensywnoscig, wszystkie posiadane anty-glikokoniugatowe surowice
reaguja krzyzowo z analizowanymi egzopolisacharydami zaréwno fr. | jak i fr. Il
W swojej strukturze BOS i oligosacharydowe fragmenty LOS wyizolowane z B. pertussis
186 moga mie¢ wspolne epitopy i w analizowanych surowicach znajduje si¢ pewna pula
przeciwcial rozpoznajgca ten sam fragment cukrowy. We wcze$niej przeprowadzonych
badaniach wykazano, ze terminalna GIcNAc jest immunodominujacym sktadnikiem OS
B. pertussis 186 (Niedziela i in., 2005). Terminalna GlcNAc obecna jest rowniez w BOS,
dlatego zarbwno monoswoista surowica anty—disach-HSA, a takze surowice anty—penta-
PT, anty—penta-TTd, anty—OS-PT, anty—OS-TTd mogg reagowac krzyzowo z BOS.

Wedlug  doniesien literaturowych  B. pertussis  produkuje  polisacharyd
mikrokapsularny, zbudowany z kwasu N-acetylogalaktouronowego, ktéry powinien

krzyzowo reagowaé z monoswoistg surowica skierowang przeciwko antygenowi Vi.
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Uzycie surowicy anty—Vi mialo na celu sprawdzenie czy surowica rozpozna krzyzowo
analizowane egzopolisacharydy. Zaobserwowano stabe reakcje krzyzowe dla 1 1 III
frakcji. W strukturze BOS obecne sg dwie czasteczki GaINACAN, ktdére konformacyjnie
moglyby by¢ na tyle podobne do kwasu N-acetylogalaktouronowego, ze przeciwciata
krzyzowo rozpoznawalyby te reszty cukrowe.

Surowice zawierajacg poliklonalne przeciwciata skierowane przeciwko LPS
P. shigelloides 78/89 wykorzystano jako surowic¢ kontrolng. Staba krzyzowa reakcja dla
fr. I zawierajacej homopolimery glukozy, moze by¢ wynikiem obecno$ci przeciwciat
rozpoznajacych glukany. Surowica ta zostata wytworzona przez szczepienie zwierzat
pelnymi komorkami bakteryjnymi, stad ewentualna obecno$¢ glukanow i mozliwo$é
wygenerowania przeciwciatl z nimi reagujacych.

Aby mie¢ pewnos¢ co do specyficzno$ci reakeji nalezaloby zastosowaé surowice

z przeciwciatami skierowanymi przeciwko BOS skoniugowanemu np. z toksoidem tezca.

7.3.2.5. Analiza ,,kotwicy” lipidowej czasteczki BOS

BOS zostal wykryty w medium pohodowlanym, ale nie wiadomo czy jest
nietypowym egzooligosacharydem, czy tez jest w jaki$ sposob zwigzany z powierzchnig
komorki bakteryjnej. Jak juz wcze$niej wspominano, polisacharyd kapsularny moze
zosta¢ uwolniony z komodrki na skutek niestabilno$ci wigzania pomigdzy czeScig
polisacharydowa CPS, a lipidowa kotwicg (Roberts, 1996). W poprzednich rozdziatach
skupiono si¢ na analizie cukrowych antygendéw, ale na widmach NMR, oprécz sygnatow
dla reszt cukrowych, dodatkowo obserwowane sg sygnaty od grup —CH, —CH, i —CHj,
ktére moga by¢ elementami kwasow tluszczowych. Zwiazane z czasteczka oligocukru
moglyby dziata¢ jako kotwica, podobnie do lipidu A. Ze wzgledu na niewielkie réznice
W przesunig¢ciach chemicznych i ztozong mulitpletowo$¢, praktycznie nie mozna okresli¢
z jakiej liczby atomow wegla sktadalby sie taki tancuch. We frakeji I1I sygnaty od grup -
CH -CH; -CHj3 nie sa zbyt intensywne. Nie udato si¢ wyizolowa¢ frakcji, w ktorej
mozliwe byloby wskazanie na polaczenia pomigdzy systemami spinowymi BOS,
a kotwica. Na Ryc. 73 przedstawiono fragment widma dalszej frakcji V z rozdziatu
medium pohodowlanego B. holmesii, na ktérym sygnaty od ,.kwasoéw thuszczowych” sg

silniejsze, natomiast sygnaty od BOS sg §ladowe i nie utrudniajg ich obserwacji.
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Ryc. 73. Fragment widma 'H,"*C HSQC-DEPT z profilem 'H NMR fr. V z rozdzialu
chromatograficznego medium B. holmesii

Obecnos¢ przylaczonych kwasow tluszczowych tlumaczytaby dodatkowe
powtarzajgce si¢ pomiedzy gatunkami sygnaty na widmach MALDI-TOF MS w zakresie
mas 1300-1850 Da (Ryc. 62). Na chwilg pisania pracy, nie udalo si¢ jeszcze ustali¢ ich
struktury.

W kolejnych analizowanych frakcjach wzrasta liczba sygnatow od kwasow
tluszczowych, ale réwniez pojawiaja si¢ dodatkowe sygnaty pochodzace od
aminokwaséw (Gly, Ala). Dla fr. III pochodzacej z rozdzialu medium pohodowlanego
B. holmesii sygnat pochodzacy od glicyny jest bardzo intensywny (6¢ 41,3 ppm/ oy 3,92
ppm), natomiast dla fr. Il B. pertussis 186 jest praktycznie nieobserwowany. We
frakcjach 111 pomigdzy gatunkami bakterii z rodzaju Bordetella mozna zaobserwowac

sygnaty pochodzgce od réznych aminokwasow.

7.4. Nieklasyczne Bordetellae — poréwnawcza analiza egzopolisacharydow

Badania egzopolisacharydéw bakteryjnych uzupetniono o gatunki, nienalezace do
klasycznego ”klastra B. bronchiseptica”. W celach weryfikujacych czy BOS jest
produkowany przez inne gatunki bakterii z rodzaju Bordetella przeprowadzono

dodatkowe hodowle B. petrii oraz B. hinzii. Zliofilizowane pozywki po hodowli
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rozdzielano chromatograficznie na kolumnie filtracji zelowej. Zardbwno hodowle jak i
rozdziaty chromatograficzne mediéw przeprowadzono zgodnie z procedurami opisanymi
dla klasycznych Bordetellae.

Dla rozdziatu chromatograficznego medium pohodowlanego B. petrii (Ryc. 74)
zebrano nastepujgce frakcje o czasach retencji: frakcja | (tgr 40-50 min), frakcja Il (tgr 51-
69 min), frakcja 11l (tg 70-80 min), frakcja IV (tg 81-97 min), frakcja V (tg 98-130 min),
frakcja VI (tg 131-140 min) oraz frakcja VI (tr 160-180 min).

= 123460
~ 1 [M-H]"
=7
_: 107253
E 8422 lfiﬂﬁfv 182399191405
; ) 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz
] fr. VI fr. VII
| L S B R L e ) A A ) B R
0 20 40 d() 80 100 120 140 160 min

Ryc. 74. Rozdziat chromatograficzny medium pohodowlanego B. petrii rejestrowany
refraktometrycznie na kolumnie filtracji zelowej z dodatkowym widmem MALDI-TOF
MS dla frakcji 111. Widmo uzyskano w trybie reflektronu polaryzacji ujemnej z DHB jako
matryca.

Analizy identyfikujgce obecno$¢ BOS we fr. III przeprowadzono technikami
spektroskopii NMR i spektrometrii mas. W widmie MALDI-TOF MS (Ryc. 74)
zidentyfikowano gtéwny jon [M-H]  czasteczki BOS o m/z 1234,60. Obecnosé
oligosacharydu i podobienstwo sktadnikéw monosacharydowych potwierdzano
wykonujac réwniez seri¢ eksperymentow NMR.

Podobnie wyizolowano frakcje z rozdzialu chromatograficznego medium
pohodowlanego B. hinzii (Ryc. 75). Wykazuja one pewne réznice w stosunku do
poprzednich rozdziatow, frakcje I podzielono dodatkowo na frakcje Ia (tg 40-45 min) i Ib
(tr 45-50 min). Pozostate frakcje tzn.: frakcja Il (tgr 51-65 min), frakcja 111 (tgr 66-80 min),
frakcja IV (tr 81-135 min) zebrano podobnie jak w poprzednich rozdziatach, mimo braku

wyraznego szczytu dla fr. I11.
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Ryc. 75. Rozdzial chromatograficzny medium pohodowlanego B. hinzii rejestrowany
refraktometrycznie na kolumnie filtracji zelowej z dodatkowym widmem MALDI-TOF
MS dla frakcji 111. Widmo uzyskano w trybie reflektronu polaryzacji ujemnej z DHB jako
matrycag.

Pomimo prawie niewidocznego szczytu fr. IlIl dla obu przedstawionych
rozdziatow B. hinzii oraz B. petrii udalo si¢ potwierdzi¢ obecno$¢ BOS o strukturze
zgodnej z tg opisang dla klasycznych Bordetellae. U B. hinzii i B. petrii na widmach
NMR fr. 11l pojawiaja si¢ dodatkowe sygnaty, rowniez frakcja I wykazuje istotne roznice
w poréwnaniu z poprzednio analizowanymi gatunkami.

Wyizolowane frakcje analizowano serologicznie technika dot  blot,
z zastosowaniem tych samych surowic jak w podrozdziale 7.3.2.4. Anty-
glikokoniugatowe surowice, reaguja krzyzowo z analizowanymi egzopolisacharydami
zarowno fr. I, la, Ib jak i fr. 11l. Dla fr. | B. petrii obserwowane reakcje krzyzowe sa
szczegolnie intensywne, jednak bez doktadniejszych analiz tej frakcji trudno wyjasnié

przyczyng intensywnosci reakcji.

krolicze surowice poliklonalne zawierajgce przeciwciata skierowane przeciwko:

gatunek disach- OS- penta- penta- Ag Vi P.shig
HSA PT PT TTd 78/89
Bhin _ . : ‘
Ta——[b-ydM]a ' iTb SWyAlla" Tb. Tl “Ja  Tb . JI[88Ta— b SH[I[SM[a [bESSTIa
Bpet @ [ ® >
I 11 I 11 I 11 I I I 111 I 11

Ryc. 76. Analiza serologiczna egzopolisacharydow (frakcja | oraz frakcja I11) B. hinzii
oraz B. petrii z surowicami kroliczymi z kolekcji laboratorium

Surowica  anty-Vi  rowniez  reaguje  krzyzowo z  analizowanymi
egzopolisacharydami we fr. 1, la, Ib ale reakcja dla fr. Il jest praktycznie

nieobserwowana. Surowice zawierajaca poliklonalne przeciwciata skierowane przeciwko
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LPS P. shigelloides 78/89 wykorzystano jako surowic¢ kontrolng i podobnie jak dla fr. I
pozostatych gatunkow, zawierajacej dlugotancuchowe glukany, zaobserwowano staba
reakcje krzyzowa. Dla fr. III nie zaobserwowano reakcji krzyzowej. Powyzsze
obserwacje sg zgodne z analogicznymi analizami serologicznymi przeprowadzonymi dla
bakterii z klastra B. bronchiseptica.
7.5. Otrzymywanie i analiza glikokoniugatu BOS z toksoidem tezca

Kolejnym etapem badan nad BOS, byta testowa proba otrzymania jego
neoglikokoniugatu. Jako biatko no$nikowe wybrano powszechnie stosowany toksoid
tezca (Biomed, Krakow). W trakcie przechowywania preparatu TTd dochodzi do
polimeryzacji biatka i przed jego wykorzystaniem nalezy wyizolowaé jego
monomeryczng forme. Gotowy preparat toksoidu t¢zca o stgzeniu 1,64 mg/ml (2 ml)
oczyszczano w systemie HPLC na kolumnie TSKgel G3000SW w PBS (Ryc. 77).

Stezenie gltownej frakcji o czasie retencji 12-14 min zawierajacej monomeryczny
TTd po zaggszczeniu w koncentratorach wirowkowych wyniosto 2,89 mg/ml (350 pl).

Tak oczyszczony preparat biatkowy wykorzystano do koniugacji z BOS.

mAU

monomeryczna
frakcja
TTd

80 100 120 140 160 180 200 220  240min

3

Ryc. 77. Chromatograficzny rozdzial preparatu toksoidu t¢zca (Biomed, Krakéw) na

kolumnie filtracji zelowej TSK gel G3000SW, pomiar rejestrowano przy dtugosci fali
280 nm

Najpowszechniejsza, stosowang metoda glikokoniugacji jest reakcja reduktywnej
aminacji. Technika ta pozwala na koniugacje poli- i oligosacharyddw, zawierajgcych
w swojej strukturze reaktywne grupy aldehydowe, z biatkiem nosnikowym, przy
zachowaniu nienaruszonej struktury antygenu cukrowego. Celem uzyskania reaktywnych
grup aldehydowych, wicynalne grupy hydroksylowe czasteczki cukru nalezy poddaé

utlenianiu nadjodanem sodu. W BOS wicynalne grupy hydroksylowe zostaly utworzone
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po przeprowadzeniu reakcji redukcji konca redukujgcego. Schemat reakcji dla BOS
przedstawiono na Ryc. 78. Jako ,X” przedstawiono pozostate cukry. Ostatecznie
w wyniku przeprowadzonych reakcji na koncu redukujacym powstaje aldotetroza (D-
treoza), ktora w srodowisku wodnym tworzy geminalne diole zwane hydratami, ktérych
sygnaty potem mozna obserwowac¢ na widmach NMR w regionie we¢gla anomerycznego
(6c 89,7 ppm, &4 4,96 ppm).

OH CH,OH
i zredukowana
X\(’)’% reszta D/K H——T——NHAc _
utleniona
TH OH CH.OH X—O0—F—H reszta D/K
A H—————NHAc CHO
$ .\.aBH—J X—O0——H Na[()ft
E—  —
H———0H
CHO
H——0H CH,OH
H————NHAc ]
CH,0H H—T——NHAc
X—O0—+—H hydrat
X—O0———H reszty D/K
H———O0H
H———O0H
H—x—O0H
OH
CH,OH

Ryc. 78. Schemat reakcji redukcji oraz utleniania dla BOS.

Przeprowadzono analize oraz identyfikacje redukujgcego konca, preparatow BOS
B. holmesii oraz B. pertussis 186 (rozdz. 7.3.2.2). Zredukowane preparaty BOS
B. holmesii (0,75 mg) oraz B. pertussis 186 (1,75mg) z wicynalnymi grupami
hydroksylowymi, o potwierdzonej strukturze, poddano fagodnemu utlenianiu w obecnosci
0,1 M nadjodanu sodu. Utlenione oligocukry z reaktywng grupa aldehydowg oczyszczano
przy uzyciu systemu HPLC na kolumnie typu TSKgel G3000PW (Ryc. 79). Po rozdziale
odzyskano 0,23 mg utlenionego BOS B. holmesii oraz 1 mg utlenionego BOS B. pertussis
186.

Zebrane frakcje analizowano technikg spektroskopii NMR. Na Ryc. 80
przedstawiono fragment widma *H,**C HSQC-DEPT, na ktérym zidentyfikowano sygnat
o przesuni¢ciach chemicznych charakterystycznych dla hydratu reszty D/K (Tabela 19).
Na podstawie przesunie¢ chemicznych utleniony BOS zidentyfikowano we frakcji

0 czasie retencji 16-23 min. Pozostate frakcje zawieraly mate ilosci utlenionego BOS
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zanieczyszczonego zwigzkami, ktérych sygnaty pochodzace od grup -CH-, -CH; i -CH3

tworzg systemy spinowe przypominajace te od kwasoéw tluszczowych

pRIU

utl. BOS
16-23 min

Cpr —|
min

S
125 15,0

| ——

8.0

fl

Ryc. 79. Rozdziat chromatograficzny BOS B. pertussis 186 po utlenianiu 0,1 M NalO4 na
kolumnie filtracji zelowej TSK gel G3000PW (pomiar rejestrowano refraktometrycznie).

L N S L L L L L L
10,5 17,5 20,0 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5

Tabela 19. Przesunigcia chemiczne utlenionej reszty D/K

Przesuni¢cia chemiczne [ppm]

Reszta | C1 C2 C3 C4

H1 H2 H3 H4

hydrat | 89,7 | 78,8 48,4 | 62,34

D/K | 496 | 3,73 4,36 4,15
fk \ hydrat %0

reszty D/K.

Fl Los

/ 2
\q
]’f-
3¢ (ppm)

~ 100

L1

F105

50 48 46 44

'H (ppm)

Ryc. 80. Region anomeryczny widma 'H,"*C HSQC-DEPT NMR utlenionego BOS
B. pertussis 186

Utlenione preparaty BOS B. holmesii (0,23 mg) oraz BOS B. pertussis 186 (1 mg)
byty strukturalnie identyczne, dlatego zostaty potaczone i inkubowane z monomeryczng
frakcjg TTd (1 mg, 0,3 ml) w obecnosci NaBCNH3. W 0,2 M buforze boranowym o pH 9
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nadmiar molowy oligocukru do biatka wyniost ~150. Mieszaning reakcyjng po 14-
dniowej inkubacji oczyszczano w systemie HPLC na kolumnie TSKgel G3000SW
w PBS. Zebrano frakcje o czasach retencji 8-9,5 min (fr. 1), 10-11,5 min (fr. 11), 12-15,5
min (fr. 111) oraz 16-23 (fr. 1V). Postep rozdziatlu monitorowano spektrofotometrycznie
przy dhugosci fali A=280 nm oraz refraktometrycznie. Aby mozna byto zaobserwowaé
szczyty dla glikokoniugatow, ktore sg mniej intensywne niz eluowane z kolumny sole o tg

20-30 min, rozdziat rejestrowany przez refraktrometr przedstawiono w powigkszeniu.

fr. IIT

mAU

o 50 100 150 0 200 0 250 0 300 0 350 0 400 min

Ryc. 81. lIzolacja glikokoniugatu BOS-TTd zastosowaniem filtracji zelowej na kolumnie
TSK gel G3000SW. Profil chromatograficzny rejestrowano przez pomiar absorbancji
przy 280 nm

pRIU
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Ryc. 82. lzolacja glikokoniugatu BOS-TTd z zastosowaniem filtracji zelowej na
kolumnie TSK gel G3000SW. Profil chromatograficzny rejestrowano refraktometrycznie

Ze wzgledu na niewielka ilo§¢ materiatu (~180pl) i obecno$¢ nietypowych
cukrow w preparacie, nie bylo mozliwosci 0znaczenia zawarto$ci cukrow metoda
fenolowa. Wyznaczono jedynie stezenie TTd w poszczegolnych frakcjach na podstawie
warto$ci absorbancji przy dlugosci fali A= 280 nm: fr. 1-0,26 mg/ ml (180ul), fr. 11-0,86
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mg/ ml (180ul), fr. 111-2,64 mg/ ml (200ul), fr. V-1 mg/ ml (180pul). Nie pozwolito to
jednak na ustalenie stopnia podstawienia TTd przez oligocukier.

Kolumna TSK gel G3000SW jest rutynowo uzywana do oczyszczania
glikokoniugatow tj. penta-TTd i OS-TTd. Na Ryc. 83 zestawiono profile rozdziatow
chromatograficznych  glikokoniugatow penta-TTd i BOS-TTd, Kktérego masa
czgsteczkowa jest porownywalna z koniugatem penta-TTd oraz zebranej wcze$niej
monomerycznej frakcji TTd. Na przedstawionych chromatogramach glowna frakcja TTd
ma tg 12,5 min. Dla koniugatow obserwujemy przesuni¢cie w czasie retencji glownej
frakcji, dla BOS-TTd tg 12,1 min, apenta-TTd tg 11,2 min. Przesunigcie tg glownej
frakcji, dla BOS-TTd $wiadczy o tym, ze doszto do podstawienia biatka no$nikowego
przez oligocukier. Dla koniugatu penta-TTd to przesunigcie jest bardziej znaczace, CO

wskazuje na wigksze podstawienie nosnika oligocukrem.
-
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Ryc. 83. Poréwnanie profili elucji glikokoniugatéw penta-TTd (A), BOS-TTd (B) oraz
monomeryczne] frakcji TTd (C) na kolumnie filtracji zelowej, przy dlugosci fali 280 nm

Mozliwosci przeprowadzenia analiz serologicznych byly ograniczone brakiem
monoswoistej surowicy skierowanej przeciwko BOS. Nowy glikokoniugat BOS-TTd
analizowano technikami immunoenzymatycznymi wykorzystujac dostepne w kolekcji
laboratorium krélicze surowice poliklonalne opisane w rozdziale ,,Materiaty i metody”
(podrozdziat. 6.3.1):

anty—penta-PT
anty—OS-PT
anty-OS-TTd
anty—penta-TTd
anty-Vi
anty—disacharyd-HSA
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Kontrolg¢  reaktywnosci  anty—glikokoniugatowych  kroliczych  surowic
poliklonalnych, stanowity glikokoniugaty penta-PT, OS-PT OS-TTd, penta-TTd oraz
disacharyd-HSA (rozdz. 7.2.2).

W uktadzie homologicznym dla glikokoniugatu penta-TTd surowica zawierajgca
poliklonalne przeciwciala przeciwko koniugatowi penta-TTd reaguje z fr. I, I, IlI,
natomiast w uktadzie czg¢sciowo heterologicznym surowica zawierajaca poliklonalne
przeciwciata przeciwko koniugatowi penta-PT reaguje krzyzowo z fr. | i 1l rozpoznajac
fragment cukrowy. Dla fr. 11l nie zaobserwowano reakcji. Glikokoniugaty o najwickszym
podstawieniu oligocukrem zidentyfikowano we fr. I i Il. W analizach serologicznych
koniugatu BOS-TTd (Ryc. 84) przedstawiono wyniki uzyskane dla fr 1, w ktorej

podstawienie no$nika biatkowego przez oligocukier jest najwicksze.

krolicze surowice poliklonalne zawierajace przeciwciata skierowane przeciwko:

disach- penta-  penta-  OS- OS- Vi SM SM
HSA PT TTd PT TTd Bp 186  Bp miks
® ©

Ryc. 84. Dot blot glikokohiugatu BOS-TTd (fr. ) z Wybranymi'surowicami

W tescie dot blot (Ryc. 84) surowice z przeciwciatami skierowanymi przeciwko
koniugatom, w ktorych antygenem bialkowym jest toksoid tezca (anty—penta-TTd i anty—
OS-TTd) reaguja krzyzowo z glikokoniugatem BOS-TTd. Potwierdza to obecnosé¢
w badanym preparacie nosnika biatkowego (TTd). Pozostate surowice anty-
glikokoniugatowe rowniez reaguja, ale znacznie stabiej. Zawieraja przeciwciata
o swoisto$ciach innych niz TTd (no$nikiem biatkowym jest PT), a ich krzyzowa
reaktywnos¢ z BOS zwigzana jest 2z obecnoscia podobnych elementow
w rozpoznawanych oligocukrach lub ich fragmentach. Obserwowane reakcje krzyzowe
surowic anty—disach-HSA, anty—OS-PT oraz anty—penta-PT o znanych swoistosciach
moze wywotywa¢ obecna w BOS terminalna GIcNAc. Krzyzowo reaguja roOwniez
surowice zawierajgce przeciwciala poliklonalne skierowane przeciwko pelnym
komorkom bakteryjnym B. pertussis 186 i mieszaninie szczepOw. Reakcje krzyzowa
zaobserwowano takze dla surowicy anty—Vi dla powierzchniowego antygenu Vi, ktéra
rozpoznaje GalNAcA, ktory w BOS podstawiony jest dodatkowo przez grupe amidowa
na weglu karbonylowym (GalNAcAN) 1 ktory moze by¢ rozpoznawany przez pewng pule

150



WYNIKI

przeciwcial. Zaprezentowane wyniki sugerujg, ze BOS moze by¢ jednym z antygenow
powierzchniowych bakterii z rodzaju Bordetella.

Pelna analiza wlasciwo$ci antygenowych i podobienstwa do innych antygenéw
cukrowych Bordetellae wymaga przeprowadzenia immunizacji zwierzat i uzyskania
przeciwcial rozpoznajacych BOS. Uzyskanie poliklonalnych surowic z przeciwciatami

skierowanymi przeciwko BOS jest w planach.

7.6. Ustalanie absolutnej konfiguracji skladnikow cukrowych technika
spektroskopii NMR

Absolutng konfiguracj¢ sktadnikow cukrowych PS B. holmesii oraz BOS
probowano potwierdzi¢ metodg opisang przez Yorka i wsp. Jest to metoda pozwalajaca
analizowa¢ obecno$¢ poszczegdlnych reszt cukrowych w konfiguracji D i L technikg
NMR, w preparatach poli- i oligosacharydowych po ich przekonwertowaniu w pochodne
z odpowiednim chiralnym reagentem. Polisacharydy poddano hydrolizie 2 M TFA
i uzyskane monosacharydy przeprowadzono w pochodne O-(S)-2-metylomaslanu,
a nastepnie analizowano ich absolutna konfiguracje metoda spektroskopii *H NMR (York
i in.,, 1997). Jako standardy zastosowano dost¢pne monosacharydy szeregu D, ktdre
najczesciej sg sktadnikami polisacharyddw bakteryjnych p-Gal, bD-GalN, b-GalNAc, D-
GalA, p-Glc, p-GlcN, D-GIcNAc, D-GIcA oraz cukry szeregu L L-Glc, L-Rha i L-Fuc.
W swojej kolekcji laboratorium nie posiada jeszcze wszystkich standardéw, dlatego
analiza pochodnych cukrow nie moze by¢ kompletna. Do peinej analizy brakuje przede
wszystkim standardéw szeregu L. Przy odpowiednio rozbudowanej kolekcji standardow
metoda ta jest szybsza niz klasyczne analizy cukrowe i metylacyjne (maksymalnie 2 dni).
Dodatkowo probki rozpuszczone sa w deuterowanym acetonie, wigc kazde widmo
posiada wewnetrzny kalibrant (aceton-d5, 6 2,050).

Pewnym utrudnieniem w tego rodzaju analizach jest dostep do mnigj
,,popularnych” monosacharydoéw. Najczesciej identyfikowane cukry jak D-Glc, D-Gal, D-
GIcNACc czy D-GIcNAc s3 w miare tatwo dostepne, natomiast trudniej jest uzyskac L-Glc,
L-Gal, czy ich aminowane lub N-acetylowane formy. Dla nietypowych cukréw jak
GalNACAN czy GIcNACcA, nie istniejg komercyjnie dostepne standardy, dlatego nie byto
mozliwosci potwierdzenia tak nietypowych reszt w strukturze BOS. Dodatkowa
trudno$cig jest rowniez ztozono$¢ polisacharydéw. Wigksze zréznicowanie w strukturze,

powoduje naktadanie si¢ sygnatow, co komplikuje analizy.
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EPS fr. Il B.holmesii ATCC 51541
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Ryc. 85. Poréwnanie profili widm NMR w zakresie 5,5-6,5 ppm dla O-(S)-2-
metylomaslanowych pochodnych standardow cukrowych oraz PS B. holmesii
i egzopolisacharydowej fr. 1l B. holmesii. Znaki ,,°, *, ~” wskazuja ktore sygnaty ze
standardow mozna zidentyfikowac¢ w polisacharydach. Sygnaty dla standardu D-GIc ,,[ ]”
maja podobny profil do profilow polisacharydow, ale warto$ci przesunie¢ rdznig sie.
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Na Ryc. 85 zaprezentowano profile jednowymiarowych widm *H NMR
egzopolisacharydowej frakcji 11l z B. holmesii ATCC 51541, PS B. holmesii ATCC
51541 oraz wybranych standardow przeprowadzonych w pochodne O-(S)-2-
metylomaslanu.

Na podstawie poréwnywania profili widm *H NMR oraz przesunie¢ chemicznych
opisanych dla standardéw w analizowanych prébkach dla PS B. holmesii ATCC 51541
mozliwe bylo potwierdzenie obecnosci L-Rha oraz D-Gal. Stwierdzono takze obecno$é
pochodnej D-GIcN. N-acetylowane aminocukry w polisacharydach poddanych hydrolizie
stezonymi  kwasami  traca podstawienic grupa acetylowa. Dlatego profil
jednowymiarowego widma *H NMR polisacharydu, w ktérego strukturze obecny jest
HexNAc begdzie przypominal profil widma monosacharydu niepodstawionego przez
grupe acetylowa, co jest zgodne z danymi NMR wskazujacymi na obecno$¢ GIcNAc
w preparacie. W profilu widma *H NMR egzopolisacharydowej fr. 111, ktéra zawiera BOS
oraz glukany rowniez zidentyfikowano D-GIcN, ktora utracita podstawiong grupe
acetylowa na skutek hydrolizy.

Na postawie przeprowadzonych analiz technika spektroskopii NMR oraz analiz
cukrowych i metylacyjnych w obu preparatach zidentyfikowano D-Glc. Jednak na
podstawie analiz przeprowadzonych metoda opisang przez Yorka i wsp. w profilach
jednowymiarowych widm "H NMR nie udato si¢ jednoznacznie zidentyfikowaé Glc ani
w konfiguracji D, ani konfiguracji L. W profilach widm PS B. holmesii
i egzopolisacharydowej fr. III mozna zidentyfikowaé sygnaty charakterystyczne dla
standardow glukozy (Ryc. 86), ale wartosci przesuni¢¢ chemicznych tych sygnatow
r6znig si¢ zarowno w stosunku do D-GIc (A 0,005 ppm) jak i L-Glc (A 0,010 ppm).

Profile jednowymiarowych widm *H NMR dwéch standardéw D-Glc oraz L-Glc
sg podobne. Mozna je odrézni¢ i okresli¢ absolutng konfiguracj¢ na podstawie roznych
warto$ci  przesuni¢¢ chemicznych poszczegdlnych sygnatow (A 0,006 ppm).
Odpowiednio rozbudowana kolekcja standardow pozwoli szybciej ustali¢ absolutng

konfiguracje cukrow.
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EPS fr. Il B.holmesii ATCC 51541

PS B.holmesii ATCC 51541

D-Glc

L-Glc

6,4 - 6,2' | 6‘,()' - S‘,SI ' S‘,6

'H (ppm)

Ryc. 86. Porownanie profili widm NMR w zakresie 5,5-6,5 ppm dla O-(S)-2-
metylomaslanowych pochodnych PS B. holmesii ATCC 51541, egzopolisacharydowej fr.

I11 B. holmesii ATCC 51541, p-Glc oraz L-Glc
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8. DYSKUSJA

Tradycyjnie krztusiec uwazany jest za chorobe wieku dziecigcego, ktorej
czynnikiem etiologicznym jest bakteria B. pertussis. Objawem patognomonicznym jest
dhlugotrwaty kaszel przypominajacy pianie koguta wywotujacy wymioty. W cig¢zszym
przebiegu infekcja pateczka krztusca prowadzi do zapalenie pluc, zaburzen oddychania,
bezdechu i naglej $mierci szczegolnie wsrod niemowlat (Heininger, 2010). W latach 50.
ubieglego wieku w Polsce na krztusiec corocznie chorowato ok. kilkadziesigt tysiecy
dzieci. W 1950 zachorowato 22 006 dzieci, z czego 1580 zmarlo. Rok 1960 byt
rekordowy pod wzgledem zachorowan, zdiagnozowano 95968 przypadkow.
Wprowadzenie szczepionki petnokomoérkowej DTwP oraz obowigzku szczepien okazato
si¢ skuteczng metoda zapobiegania zakazeniom. Zaobserwowano znaczacy spadek
zachorowalno$ci do poziomu ok. 200 przypadkéw rocznie (Paradowska-Stankiewicz
I Augustynowicz, 2020). Obecnie pomimo powszechnosci szczepien ochronnych
obserwuje si¢ wzrost zachorowan na Kkrztusiec. Zachorowania dotycza nie tylko
najbardziej wrazliwej grupy noworodkow, ale rowniez zaszczepionych nastolatkow
I dorostych. Wprowadzenie szczepien wywotato przesunigcie wieku zachorowan.
Czesciej choruja dzieci ponizej 6 miesigca zycia, ktore nie przeszty jeszcze pelnego cyklu
szczepien (McNabb i in., 2007). Zalecane jest szczepienie kobiet w cigzy i 0sOb
Z najblizszego otoczenia noworodka, aby ograniczy¢ transmisj¢ bakterii. Krztusiec
przestal by¢ jedynie chorobg wieku dziecigcego. Jedng z przyczyn wzrostu zachorowan
jest zastgpienie szczepionki pelnokomoérkowej, szczepionkg bezkomorkowg DTaP. Okres
ochrony szczepionki bezkomorkowe;j jest krotszy, niz pelnokomaorkowej. Zachorowania
nastolatkdw i dorostych powigzane sa z czasem, ktory uplynat od ostatniej dawki
szczepionki. Dorosli, u ktorych mingt okres ochrony, sa zroédlem transmisji bakterii
I przenosza je na niemowlgta. Zamiana szczepionki DTwP na szczepionke DTaP, ma
jeszcze jeden efekt. Ograniczenie liczby antygenéw z ponad 3000 do maksymalnie 5
biatkowych antygenow pateczki krztusca wywotato u bakterii dryf antygenowy (Cherry,
2019). U szczepdw dzikich podlegajacych dryfowi zmianie ulegly zarowno struktury,
liczba jak i ilo$¢ bakteryjnych antygenow stosowanych w szczepionkach. Zaczynajg
dominowa¢ szczepy niewytwarzajace wigkszos$ci biatkowych czynnikéw wirulencji
obecnych w szczepionkach DTaP (Pawloski et al. 2014, Polak et al. 2018). Nie bez

znaczenia jest rowniez spadek akceptacji dla szczepien wsrod spoteczenstwa, co
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przektada si¢ na zmniejszenie stanu zaszczepienia populacji przeciw krztuscowi
(Paradowska-Stankiewicz i Augustynowicz, 2020).

Obecna definicja krztusca rozni si¢ od tej sprzed 70 lat. Nowoczesne metody
badawcze pozwolily zidentyfikowaé gatunki, wywolujace chorobe o identycznych
objawach, ale 0 mniejszym nasileniu, przez co moga by¢ trudniejsze w rozpoznaniu. Za
zdecydowang wiekszo$¢ zdiagnozowanych przypadkow krztusca odpowiada B. pertussis,
ale na drugie miejsce przebija si¢ B. holmesii, natomiast B. parapertussis plasuje si¢ na
trzecim miejscu. Niewielka cze$¢ przypadkoéw to zakazenia mieszane (Mir-Cros i in.,
2017; Njamkepo i in., 2011; Rodgers i in., 2013; Valero-Rello i in., 2019). B. holmesii
jest dosy¢ ciekawa bakteria poniewaz nie jest typowym przykltadem patogennych
ssaczych Bordetellae. Jest blisko spokrewniona z B. pertussis oraz B. parapertussis
(Weyant i in., 1995), ale wyewoluowala od ptasich Bordetellae (Diavatopoulos i in.,
2006). Do ludzkiego gospodarza przystosowata si¢ stosunkowo niedawno (Linz i in.,
2016). B. holmesii mogta uzyska¢ zdolno$¢ do wywolywania parakrztusca poprzez
horyzontalny transfer gendw od B. pertussis (Harvill et al. 2014). Z bakterii wywotujace;j
poczatkowo jedynie zakazenia u pacjentow immunosupresorowych, szybko zostata, druga
pod wzgledem czestosci diagnozowania, bakteria wywotujaca krztusiec. B. holmesii jest
czynnikiem etiologicznym krztu$ca, ale nie produkuje wigkszosci antygenow biatkowych
takich jak PT, FHA, PRN i FIM, ktore sg sktadnikami szczepionek DTaP. Powszechnie
dostepne szczepionki przeciwkrztuscowe nie zapewniajg ochrony przeciwko B. holmesii
(Zhang i in., 2012). Muszg zatem istnie¢ inne, jeszcze nie zidentyfikowane czynniki
wirulencji, ktore odpowiadaja za rozwdj krztusca.

WHO pod koniec lat 90. zakwalifikowata krztusiec jako jedna z nawracajacych
choréb o potencjale epidemiologicznym (WHO, 2017). Proby wprowadzenia nowych
szczepionek przeciwkrztuscowych, swiadcza o tym, ze istnieje potrzeba stworzenia takiej
szczepionki, ktora indukowataby skuteczng i dlugotrwata odpornos¢. Z jednej strony
poszukiwane sg nowe powierzchniowe antygeny biatkowe (Luu i in., 2020), a z drugiej
strony obserwuje si¢ trend odchodzenia od $ci$le zdefiniowanych szczepionek
acellularnych, w kierunku szczepionek opartych o petne komorki bakteryjne (Dias i in.,
2013; Locht i in., 2017). Skupiono si¢ na modyfikacjach, wciagz wykorzystywanej
w wielu krajach, w tym takze w Polsce, szczepionki petlnokomoérkowej. Brazylijska
szczepionka ,,Plow” po chemicznym usunigciu najbardziej reaktogennego antygenu LPS,
zachowala podobny poziom immunogennos$ci i ochrony poszczepiennej przy

jednoczesnie mniejszej reaktogennosci w poréwnaniu ze szczepionkg DTwP (Dias i in.,
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2017). Inng perspektywa, ktora ma duze szanse okazac si¢ sukcesem, wykazali si¢ Locht
I Wsp. zmieniajgc sposob podania szczepionki na donosowy i genetycznie modyfikujac
bakterie, aby obnizy¢ poziom wytwarzanych egzotoksyn (Locht i in., 2017). Jednak
w walce z krztuscem, potrzebna jest nie tylko neutralizacja egzotoksyn, ale rowniez
bakteriobojczos¢ przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom powierzchniowym.
W Australii, skupiono si¢ na udoskonaleniu szczepionki DTaP, poszukujac nowych
antygenéw  szczepionkowych. Dla  B. pertussis zidentyfikowano 22  biatka
powierzchniowe, ktére moga zosta¢ potencjalnymi sktadnikami szczepionek (Luu i in.,
2020). Przyjete rozwigzania skupiaja si¢ jedynie na ochronie przed B. pertussis, ale nie
biorg pod uwage pozostatych bakterii z rodzaju Bordetella, ktore rowniez sa czynnikami
etiologicznymi krztu$ca, a ktore jak B. holmesii nie posiadaja wspdlnych antygenow
biatkowych. Zidentyfikowanie wsp6lnych elementéw w strukturach antygenow
powierzchniowych bakterii z rodzaju Bordetella pozwolitoby na projektowanie bardziej
uniwersalnych szczepionek zdolnych do wywolania ochrony nie tylko przed infekcjami
B. pertussis.

Nasze podejscie skupia si¢ na pomijanych antygenach cukrowych. Jednym
z czynnikow wirulencji, ktory nie wchodzi w sktad szczepionki bezkomoérkowej, a jest
gtéwnym antygenem powierzchniowym, obecnym u wszystkich bakterii wywotujacych
krztusiec jest endotoksyna. LOS B. pertussis sktada si¢ z lipidu A, oligosacharydu rdzenia
oraz dystalnego trdjcukru stanowigcego jednag podjednostke oligosacharydowa (Caroff
i in., 2000). LOS B. pertussis pozbawiony jest typowego antygenu O, dlatego wspdlnych
elementow strukturalnych wsrod Bordetellae poszukiwano poczatkowo w najbardziej
stabilnym ewolucyjnie oligosacharydzie rdzenia. W pelnej formie OS B. pertussis jest
rozgatezionym dodekasacharydem o rzadko spotykanej strukturze, w Kktorej
immunodominujagcym fragmentem jest dystalny trdjcukier. W zalezno$ci od zrodia
literaturowego dystalny trojcukier traktowany jest jako pojedyncza podjednostka
antygenu O (Caroff i in., 2000) lub jako cz¢$¢ OS rdzenia (Preston i in., 2006). LOS jest
antygenem T- niezaleznym oraz dodatkowo jest toksyczny i reaktogenny, dlatego nie jest
brany pod uwage jako antygen szczepionkowy. Jednak wyizolowane z LOS
oligosacharydy nie sa toksyczne, a skoniugowane z biatkiem nos$nikowym stajg sig¢
antygenami T-zaleznymi. W przeprowadzonych wczesniej badaniach neoglikokoniugaty
oparte o oligosacharydy wyizolowane z B. pertussis 186 speiniajg kryteria sktadnikow
szczepionki przeciwkrztuscowej (Koj i in., 2015; Niedziela i in., 2005). Poniewaz

lipooligosacharyd B. pertussis jest sktadnikiem ewolucyjnie stabilnym, jego fragmenty
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oligocukrowe sg odpowiednie dla poszukiwan wspolnych antygendow szczepionkowych
wsrdd lipopolisacharydéw pozostatych bakterii z rodzaju Bordetella. Zidentyfikowanie
oraz wyizolowanie wspdlnego elementu w strukturach LPS Bordetellae byloby
pierwszym krokiem do stworzenia neoglikokoniugatu, ktory moglby zosta¢ sktadnikiem
szczepionki przeciwkrztuscowej, zapewniajgcej ochron¢ przed pozostalymi gatunkami
wywolujagcymi parakrztusiec (B. holmesii, B. parapertussis) oraz choroby uktadu
oddechowego (B. bronchiseptica). W drogach oddechowych pateczka krztusca rozwija
si¢ przez 3 tygodnie przed pojawieniem si¢ pierwszych objawow napadowego kaszlu
(WHO, 2014). Przeciwciala rozpoznajace powierzchniowe struktury szybciej
eliminowatyby bakterie z uktadu oddechowego, uniemozliwiajac jego kolonizacj¢ przez
chorobotwdrcze patogeny.

Struktury LPS dla opisanych, wybranych szczepéw klasycznych Bordetellae sg
znane i wsrdd nich mozna zaobserwowaé pewne wspoOlne elementy strukturalne.
W zaprezentowanej pracy skonfrontowano dane literaturowe dotyczace poznanych
struktur oligosacharydéw rdzenia z danymi uzyskanymi po przeprowadzeniu badan
strukturalnych LOS/ LPS dla szczep6w B. pertussis 186 i 606, B. parapertussis 529 oraz
B. bronchiseptica 530 i 1943. Dla analizowanych szczepdw pojawity si¢ niewielkie
roéznice, W stosunku do zrodet literaturowych.

Porownawcze analizy heteropolisacharydow i oligosacharydéw wyizolowanych
z LOS/ LPS przeprowadzono technikami spektroskopii NMR. LPS izolowano metoda
ekstrakcji wodno-fenolowej wedtug Westphala i Janna (Westphal i Jann, 1965).
Otrzymany LPS poddawano tagodnej hydrolizie 1,5% kwasem octowym, a produkty
reakcji rozdzielano na kolumnie filtracji zelowej. Uzyskane frakcje poli-
i oligosacharydowe analizowano rejestrujgc widma NMR. Analizy prowadzono
w tagodnych warunkach, aby zachowaé natywna strukture PS i OS i zminimalizowac
niebezpieczenstwo zmian w strukturach podczas preparacji, ale mimo wszystko
w kwasowych warunkach dochodzi do powstania roznych form Kdo. Obecno$¢ rdéznych
form Kdo powoduje, ze na widmach NMR pojawia si¢ wiece] sygnatow, poniewaz
zmienilo si¢ otoczenie bezposrednio zwigzanych reszt cukrowych, ktére majg inne
przesunig¢cia chemiczne na koncu redukujacym. Najbardziej obszerne wyniki dotyczace
struktur LPS B. bronchiseptica i B. parapertussis opisano w pracy Prestona i wsp., ktorzy
stosowali bardziej agresywne metody izolacji polisacharydow. Przeprowadzali
wielogodzinng hydrolize¢ LPS w 2% kwasie octowym, LPS poddawano réwniez
hydrolizie w kwasie fluorowodorowym przez 1 h lub 24 h oraz deaminacji (Preston i in.,
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2006). W takich warunkach moze dochodzi¢ do niekontrolowanej degradacji natywnego
PS.

Poczatkowo antygen O dla klasycznych Bordetellae zdefiniowano jako
homopolimer kwasu 2,3-diacetamido-a-L-2,3-dideoksygalaktouronowego (Di Fabio i in.,
1992). Dla B. parapertussis twierdzenie pozostaje prawdziwe, ale po przeanalizowaniu
tancucha O-swoistego dla czterech szczepow B. bronchiseptica wyrozniono 3 typy O-PS
(Buboltz i in., 2009; Preston i in., 2006; Vinogradov i in., 2010). W trakcie analiz
heteropolisacharydow B. parapertussis oraz B. bronchiseptica zidentyfikowano roéwniez
dodatkowy pentasacharydowy fragment taczacy polisacharyd O-swoisty z OS rdzenia
(Preston i in., 2006).

Dla B. bronchiseptica ustalono, ze oligosacharyd rdzenia jest dodekasacharydem
zawierajgcym dystalny trojcukier (Preston i in., 2006). Na podstawie danych
literaturowych spodziewano si¢ typowej budowy LPS dla szczepoéw B. bronchiseptica
posiadanych w kolekcji laboratorium. Brak fancucha O-swoistego okazal si¢
zaskoczeniem. Zaréwno szczep B. bronchiseptica 530 jak i B. bronchiseptica 1943 sa
szczepami szorstkimi. Wyizolowane LPS rozdzielano elektroforetycznie i inkubowano ze
swoistymi surowicami rozpoznajacymi peing strukture OS B. pertussis 186 (surowica
anty—OS-PT), jej terminalny pentasacharydowy fragment, ktérego immunodominujacym
epitopem jest dystalny trojcukier (surowice anty-penta-PT i anty—penta-TTd) oraz
terminalny dwucukrowy epitop dystalnego tréjcukru (surowica anty—disach-HSA). LPS
B. bronchiseptica 530 i 1943 w analizach serologicznych nie reaguje z surowicami anty—
penta-PT, anty—penta-TTd i anty—disach-HSA, a z surowica zawierajaca poliklonalne
przeciwciala skierowane przeciwko peitnej czasteczce OS rdzenia reaguje bardzo stabo,
co jest potwierdzeniem obecnos$ci krotkiego rdzenia i braku kluczowych reszt cukrowych
w strukturze. Poréwnujac zarejestrowane widma ‘H,*C HSQC-DEPT gtownych
oligosacharydowych frakcji do znanych struktur rdzenia szczepéw B. pertussis 186
i B. pertussis 606 ustalono, ze najmniejszy Wspolny OS rdzenia jest heptasacharydem
pozbawionym o-D-GIcpN oraz terminalnej a-D-Hepp. W analizowanych strukturach nie
zidentyfikowano rowniez dystalnego trdjcukru.

Wedlug pracy Prestona i wsp. rdzen B. parapertussis czgsciowo pozbawiony jest
a-D-GalpNA oraz terminalnej L-a-D-Hepp (Ryc. 5). Wykazali rowniez, ze dystalny
trojcukier jest zupetie nieobecny. Jako jedng z mozliwosci wskazano mutacj¢ punktowa
w genie wlbH, ktérego produkty biosyntezy odpowiedzialne sg za przylaczenie
dystalnego trojcukru do OS rdzenia. Nie zaobserwowano jednak braku genu wlbH ani
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produktéw jego biosyntezy u analizowanych szczepow B. parapertussis, wigc kwestia
przyczyny nieobecnosci dystalnego trojcukru pozostaje nierozstrzygnigta. O nieobecnosci
dystalnego trojcukru $§wiadczy réwniez brak charakterystycznego prazka A
(wolnowedrujaca forma dodekasacharydu z lipidem A) w rozdziale elektroforetycznym,
ale w pracy nie umieszczono ryciny z rozdziatu analizowanych LPS. Przeprowadzajac
hydrolize w kwasie fluorowodorowym autorzy zidentyfikowali natomiast dodatkowy
pentasacharydowy fragment, ktory taczy antygen O z a-D-GIcpN rdzenia (Preston i in.,
2006).

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych analizach heteropolisacharydu
B. parapertussis 529 réznig si¢ w stosunku do powyzszych danych literaturowych.
W analizach serologicznych krzyzowe reakcje LPS B. parapertussis 529 z surowicg
zawierajacg poliklonalne przeciwciala skierowane przeciwko pelnej strukturze OS
rdzenia B. pertussis 186 sg stabe, ale krzyzowe reakcje z surowica zawierajaca
przeciwciala  rozpoznajace terminalny  dwucukrowy epitop oraz terminalny
pentasacharydowy fragment zawierajacy dystalny trojcukier potwierdzaja obecnosé
immunodominujgcego epitopu w strukturze OS B. parapertussis 529, wbrew danym
opublikowanym przez Prestona i wsp. Na podstawie porownan zarejestrowanych widm
'H,3C HSQC-DEPT dla dwoch glownych frakeji OS B. parapertussis 529 do znanych
struktur rdzenia szczepow B. pertussis 186 i 606 zidentyfikowano dwie formy OS. Na
widmach NMR we frakcji, otg zblizonym do tg dodekasacharydu B. pertussis 186
zidentyfikowano terminalng L-a-D-Hepp, a-D-GalpNA oraz stabe sygnaty od dystalnego
tréjcukru. Na widmach NMR zarejestrowanych dla frakcji o tg odpowiadajagcemu
nonasacharydowi B. pertussis 606 rowniez zidentyfikowano terminalng L-o-D-Hepp, ale
sygnaty pochodzgce od dystalnego trojcukru oraz reszty o-D-GalpNA byty nieobecne.
Zamiast reszty o-D-GalpNA w analizowanej frakcji zidentyfikowano «o-D-GIcN.
Najwickszym zaskoczeniem w trakcie analiz LPS B. parapertussis 529 bylo
zidentyfikowanie  w strukturze  dystalnego  tréjcukru, ktéory wedlug danych
opublikowanych przez Prestona i wsp. jest nieobecny, a w jego miejscu do a-D-GIcN
przytaczony jest pentasacharydowy tacznik.

W trakcie analiz  heteropolisacharydow  B. parapertussis 529 oraz
B. bronchiseptica 530 i 1943 nie zidentyfikowano pentasacharydowego !acznika, do
ktorego, wedlug opublikowanych prac, przytaczony jest antygen O. Nie przeprowadzono
hydrolizy LPS kwasem fluorowodorowym, aby odtworzy¢é warunki pozwalajace na

identyfikacj¢  pentasacharydowego lacznika, ale tej wielkosci dodatkowy
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oligosacharydowy fragment powinien moéc zosta¢ zidentyfikowany na rozdziale
elektroforetycznym oraz na widmach NMR po przeprowadzeniu standardowych
rozdziatéw i analiz. Pewnym wyjasnieniem moze by¢ brak antygenu O u posiadanych
szczepbw B. bronchiseptica. Jednakze w LPS B. parapertussis 529, ktéra syntetyzuje
antygen O, rowniez nie zidentyfikowano lacznika, chociaz nowo zidentyfikowana
dodatkowa GIcN moze by¢ ewentualnym miejscem jego przylgczenia. Wg danych
literaturowych (Preston iin., 2006) w strukturze tacznika mozna wyrozni¢ fragment
strukturalnie podobny do dystalnego trojcukru, ktory w taczniku podstawiony jest przez
a-D-GalNAc a w dystalnym tréjcukrze przez a-D-GICNAC. Przeciwciata skierowane
przeciwko terminalnemu pentasacharydowi B. pertussis 186 moglyby krzyzowo
rozpoznawac tacznik, ktory w swojej strukturze zawiera podobny fragment. Wydaje sie¢
jednak mato prawdopodobne, aby surowica anty-glikokoniugatowa anty—disach-HSA
rozpoznajaca swoiscie dwucukrowy fragment dystalnego trojcukru w strukturze OS
reagowata nieswoiscie rozpoznajac fragment tacznika, a nie trojcukru.

Dla przeprowadzenia pelnych porownawczych analiz OS rdzenia bakterii
z rodzaju Bordetella, badania uzupetniono o B. holmesii, ktora rowniez jest czynnikiem
etiologicznym krztusca. B. holmesii charakteryzuje si¢ wzrostem arytmetycznym, ale na
bogatym medium BHI nie zaobserwowano probleméw z uzyskaniem odpowiedniego
przyrostu masy bakteryjnej. Przy zmianie medium BHI na syntetyczng pozywke Stainer-
Scholte dedykowang do produkcji szczepionek przeciwkrztu§cowych, zaobserwowano
spowolnienie wzrostu B. holmesii. Nagromadzenie odpowiedniej ilosci masy bakterii do
izolacji LPS, okazato si¢ sporym wyzwaniem. Modyfikowano zaréwno sktad pozywki jak
1 sposob zakladania hodowli, a efekty byly zadowalajagce w minimalnym stopniu.
Hodowle bakteryjne przeprowadzono na trzech rodzajach podtozy i z kazdego rodzaju
zbierano osobno mase¢ bakteryjng i przeprowadzano izolacj¢ LPS. Z konieczno$ci
wigkszo$¢ analiz przeprowadzono na niewielkiej 1iloSci materialu. Rozdziat
elektroforetyczny LPS w zalezno$ci od pozywki nieznacznie si¢ rozni, co mogltoby by¢
przyczyng watpliwosci, czy w trakcie hodowli nie doszto do niewykrytego zakazenia.
Czysto$¢ hodowli kontrolowano na biezaco, przeprowadzajac biotypowanie bakterii
technikg opartg o spektrometri¢ mas. W momencie rozpoczgcia badan nad strukturami
heteropolisacharydowych fragmentow LPS B. holmesii ATCC 51541 szczegdétowo
opisana byla jedynie struktura lipidu A (Bouchez i in., 2017). Rejestrujagc widma
MALDI-TOF MS lipidu A, weryfikowano prawidtowo przeprowadzone izolacje LPS
B. holmesii ATCC 51541. Po przeprowadzeniu porownawczych analiz OS technikami
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spektroskopii NMR i spektrometrii mas ustalono, ze struktura oligosacharydu rdzenia,
referencyjnego szczepu B. holmesii ATCC 51541 jest tozsama ze strukturg OS
B. pertussis 606. Analizy potwierdzano rowniez w reakcjach serologicznych. Surowica
zawierajaca poliklonalne przeciwciala przeciwko dwucukrowemu epitopowi (anty—
disach-HSA) nie rozpoznawata tych fragmentéw w strukturze OS rdzenia, co
wskazywalo na nieobecnos¢ w strukturze immunodominujgcego dystalnego trojcukru.
Surowice rozpoznajgce pelng czasteczke OS rdzenia (anty—OS-PT) oraz terminalny
pentasacharyd (anty—penta-PT) reagowaly krzyzowo z oligosacharydem rdzenia
B. holmesii, aczkolwiek reakcja surowicy na pentasacharydowy fragment nie byta zbyt
intensywna. Przeciwciata w surowicy anty—penta-PT rozpoznaly jedynie proksymalny
fragment pentasacharydu.

Strukture antygenu O i wielko§¢ podjednostki rowniez analizowano technikami
spektroskopii NMR i spektrometrii mas oraz potwierdzano przeprowadzajac dodatkowo
analizy chemiczne. Po raz pierwszy okreslono wielko$¢ podjednostki (876,32 Da)
tancucha O-swoistego B. holmesii ATCC 51541 oraz ustalono jego struktur¢ [—2)-o-L-
Rha-(1—6)-a-D-Glcp-(1—4)-[B-D-GlcpNAc-(1—3]a-D-Galp-(1—3)-a-D-GlcpNAc-
1-].

Wsrod OS Bordetellae zidentyfikowano heksasacharyd jako najmniejszy wspdlny
strukturalnie mianownik. W badaniach przeprowadzonych dla réznych szczepoéw E. coli
generowane przeciwciala rozpoznawaly krzyzowo oligosacharydy rdzenia szczepow
szorstkich wsrdd szczepow ghadkich (Lukasiewicz i in., 2003). Taki minimalny wspdlny
element w strukturze lipopolisacharydow Bordetellae moglby postuzy¢ do przygotowania
uniwersalnej szczepionki przeciwkrztuscowej chronigcej przed zakazeniami rdéznymi
gatunkami bakterii z rodzaju Bordetella.

Duza heterogenno$¢ struktur cukrowych, nawet pomigdzy poszczegdlnymi
szczepami, stanowi spore utrudnienie przy projektowaniu uniwersalnej koniugatowej
szczepionki opartej o polisacharydy izolowane z LPS. Do cukrowych czynnikéw
wirulencji oprécz LPS, zalicza si¢ roéwniez egzopolisacharydy oraz polisacharydy
kapsularne, ktore rowniez sa sktadnikami szczepionek. W genomach bakterii z rodzaju
Bordetella zidentyfikowano geny odpowiedzialne za syntez¢ CPS i EPS. Obecnos¢
polisacharydu kapsularnego u B. pertussis od kilkudziesigciu lat pozostaje przedmiotem
badan. Analiza genomdw réznych szczepow B. pertussis wykazuje obecnos$¢ gendw
syntezujagcych kapsuty, ale nie udalo si¢ wyizolowa¢ produktéw ich biosyntezy
I przedstawi¢  struktury poszukiwanego CPS. Wsrod klasycznych Bordetellae
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(B. pertussis, B. parapertussis i B. bronchiseptica) zidentyfikowano geny kodujace
polisacharyd kapsularny typu Il, ktéry wykazuje homologi¢ do antygenu Vi. Jednak
jedynie u B. bronchiseptica geny odpowiedzialne za biosyntez¢ polisacharydu
kapsularnego sa nienaruszone i moglyby syntetyzowa¢ CPS (Parkhill i in., 2003).
W genomach B. holmesii oraz B. hinzii réwniez wykryto geny kodujace CPS, ale
podobnie jak u klasycznych bakterii z rodzaju Bordetella, sg one niefunkcjonalne. Dla
genomu B. hinzii opisano takze geny kodujace dodatkowa kapsule oraz homopolimer
o strukturze podobnej do struktury celulozy (B-1,4-Glc) (Linz i in., 2016). Jednak
pomimo scharakteryzowania sekwencji kodujacych CPS dla Bordetellae, nie wykazano
istnienia kapsuty. W pracy Neo i wsp. przedstawiono posrednie dowody na obecno$é
polisacharydow kapsularnych. Wedtug autoréw publikacji CPS zbudowany jest tak jak
antygen Vi z homopolimeru GalNACA, a niska intensywno$¢ reakcji serologicznej
Z surowicg anty-Vi, wskazuje na krotkotancuchowy charakter polisacharydu
kapsularnego, dlatego wprowadzono dla niego nazwe ,,mikrokapsuta”. Struktura tej
mikrokapsuly nie zostala przedstawiona, Stworzono natomiast mutanty B. pertussis
z delecjg genow odpowiedzialnych za syntez¢ CPS. Na podstawie zdje¢ z transmisyjnego
mikroskopu elektronowego, barwienia bakterii na obecno$¢ CPS oraz testu
immunodetekcyjnego wykrywajacego antygen Vi z uzyciem mysiej surowicy
zawierajace] poliklonalne przeciwciala przeciwko antygenowi Vi autorzy wykazali
obecnos¢ mikrokapsuly na powierzchni bakterii (Neo i in., 2010). Aczkolwiek autorzy
artykulu sami przyznali, Ze na podstawie uzywanego przez nich testu barwigcego CPS
(opartego 0 wybielacz optyczny) nie byli w stanie odrézni¢ szczepu dzikiego
wytwarzajgcego kapsute od mutanta z delecjg, ktory jej nie wytwarza. Polisacharydy
kapsularne o tej samej strukturze, a za takie uwaza si¢ mikrokapsulg¢ i antygen Vi,
powinny mie¢ podobne funkcje. Natomiast autorzy publikacji wykazali brak zwigzku
pomiedzy typowymi funkcjami CPS jak hamowanie zabijania zalezne od dopetiacza,
a obecnoscig gendw kodujacych kapsuty. W kolejnej pracy rowniez nie przedstawiono
struktury mikrokapsuty, a ponownie skupiono si¢ na analizach genetycznych i wykazano,
ze U mutantow z delecja gendw CPS, ktore nie syntetyzujg biatek transportowych
kapsuty, dochodzi do zmniejszenia produkcji czynnikéw wirulencji i ograniczenia
adherencji bakterii (Hoo i in., 2014). W artykutach przedstawiono dowody posrednie na
obecno$¢ mikrokapsuty, brakuje natomiast analiz wyizolowanego ,,czystego” materiatu,
co wprowadza watpliwosci, czy autorom faktycznie udato si¢ wykry¢ kapsute. Podobne
watpliwosci mozna mie¢ po analizach prac dotyczacych Bps, czyli egzopolisacharydu
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ktory moze by¢ produkowany przez Kkilka bakterii z rodzaju Bordetella. Wedtug
przytoczonych publikacji Bps jest homopolimerem GIcNAc. W opublikowanych pracach
roéwniez stworzono mutanty z delecja gendéw odpowiedzialnych za synteze Bps, na
ktorych prowadzono badania, ale pomimo przedstawienia metody izolacji, nie
przedstawiono bezposrednich analiz strukturalnych wyizolowanego polisacharydu
(Conover i in., 2010, 2012). We wszystkich dotychczasowych badaniach struktura
przedstawiana jest posrednio, bez charakterystyki wyizolowanego materiatu.

Zaprezentowane w pracy wyniki stoja w pewnej kontrze do doniesien
literaturowych. W  laboratorium specjalizujemy si¢ w  analizach  struktur
heteropolisacharydowych, dlatego skupiono si¢ na izolacjach i analizach strukturalnych
polisacharydow. Nie zajmowano si¢ badaniami genetycznymi, chociaz moze warto
W przysztosci uzupelni¢ wyniki o analizy genomoéw. W syntetycznym medium
pohodowlanym, ktore nie bylo ekstrahowane ani traktowane enzymatycznie tak jak przy
omodwionych analizach Bps, wykryto dtugotancuchowe egzopolisacharydy oraz znacznie
krotszy egzooligosacharyd. Analizowane bakterie z klastra B. bronchiseptica produkuja
dwa rodzaje glukandw o prostej homopolimerowej strukturze [—4)-0-D-Glcp-(1—]
i [—6)-a-D-Glcp-(1—]. Pewnym zaskoczeniem okazato si¢ odkrycie w medium
pohodowlanym oligosacharydu o dosy¢ skomplikowanej strukturze, nie przypominajacej
swojag budowa ani homopolimerowego Bps (GICNAC), ani mikrokapsuly (GalNAcA).
Strukture nowoodkrytego oligosacharydu zdefiniowano na podstawie analiz
przeprowadzonych technikami spektroskopii NMR, spektrometrii mas oraz klasycznymi
analizami chemicznymi. Strukture zdefiniowano jako heksasacharyd a-GIcpNAc-(1—4)-
a-GalpNACAN-(1—4)-[B-Glcp-(1—3)-a-GalpNACAN-(1—4)-a-GlcpNACA-(1—3)-o/B-
GlcpNAc.

Dla scharakteryzowanego oligosacharydu wprowadzono nazwe BOS (Bordetella
oligosaccharide) ze wzgledu na zdecydowang odmienno$¢ od hipotetycznych struktur
Bps i mikrokapsuly oraz jego obecno$¢ w mediach pohodowlanych u wszystkich
analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella, w tym takze u gatunkow nienalezacych do
klasycznych Bordetellae (B. hinzii oraz B. petrii).

BOS zdefiniowano jako heksasacharyd o masie 1235,5 Da. Na widmach MALDI-
TOF MS zidentyfikowano glowny, dominujgcy jon [M-H] 0 m/z 1234,5 co sugeruje, ze
wyizolowany BOS jest krotkim oligosacharydem. Jednak czas retencji frakcji, w ktorej
zostal zidentyfikowany pokrywa si¢ z czasami retencji dla polisacharydéw o masach

w zakresie 2000- 3000 Da, co wskazuje, ze BOS moze mie¢ wigkszg mase, a wiec
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i bardziej zroznicowang strukture niz poczatkowo sadzono. W wyniku dalszych analiz
widm masowych zidentyfikowano czgsteczke BOS w formie dimeru. Jednak nie udato si¢
ustali¢ w jaki sposob dwie czasteczki bylyby ze soba potaczone. Przeprowadzone analizy
chemiczne oraz analizy widm NMR pozwolily zidentyfikowa¢ w BOS wolny redukujacy
koniec, ktorego sygnaty od protonu anomerycznego nie wykazywaty korelacji do innego
systemu spinowego. Wolny koniec redukujgcy mogiby by¢ potgczony labilnym
wigzaniem z lipidowa kotwica podobnie jak u polisacharydow kapsularnych opisywanych
w literaturze (Cooper i in., 2015). We frakcji zawierajacej BOS zidentyfikowano sygnaty
pochodzace od grup -CH, -CH, i -CHs; tworzacych ztozone systemy spinowe
przypominajace te od kwasow tluszczowych, ktore mogltyby peni¢ role kotwicy dla
czasteczki, ale nie udato si¢ jeszcze ustali¢ ich struktury, ani typu wigzania jakim
potaczone sg z BOS.

Struktura BOS zostata opisana, ale rownie waznym elementem kolejnych analiz
jest poznanie jego antygenowych wiasciwosci, oraz ustalenie czy jest to nietypowy
egzooligosacharyd produkowany przez Bordetellae, czy tez moze jest to oligosacharyd
kapsularny zwigzany z powierzchnig komorki bakteryjnej. Krzyzowe reakcje
poliklonalnych surowic na petne komorki bakterii B. pertussis (anty—-SM Bp 186 i anty—
SM Bp miks) z BOS sugeruja, ze moze by¢ on zwigzany z zewnetrzng btong ostony
komoérkowej. Na zarejestrowanych zdjeciach B. holmesii ATCC 51541 (Ryc. 13 D)
Zhodowli ptynnej zaobserwowano bakterie w skupisku, potaczone ze sobg
zewnatrzkomorkowsa substancjg Sluzowa, co jest typowe dla bakterii wytwarzajacych
polisacharydy kapsularne. Z drugiej strony BOS zostat jednak wyizolowany z medium
pohodowlanego, wigc mozliwe, ze jako egzooligosacharyd bierze udzial w tworzeniu
biofilmu.

BOS jest zupelnie nowym odkryciem i laboratorium nie posiada swoistej
surowicy go rozpoznajacej. W przeprowadzonych w pracy analizach serologicznych,
BOS reaguje krzyzowo z surowicami anty-glikokoniugatowymi anty—penta-PT, anty—OS-
PT oraz anty-disach-HSA. Przyczyng tych krzyzowych reakcji moze by¢ obecno$é
w jego strukturze terminalnej GIcNAc, ktéora w OS B. pertussis 186, jest
immunodominujagcym epitopem rozpoznawanym przez przeciwciala z surowic anty-
glikokoniugatowych. Pewna pula przeciwcial surowic anty-glikokoniugatowych moze
krzyzowo rozpoznawac terminalng N-acetylowang glukozamine w strukturach BOS i OS.
W ramach wstepnych przygotowan do dalszych badan podjgto testowa probe stworzenia
glikokoniugatu BOS z biatkiem nosnikowym. Po aktywacji konca redukujacego BOS
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przeprowadzono jego koniugacj¢ z toksoidem tezca. [lo$¢ wyizolowanego materiatu nie
pozwolita na ocenienie stopnia podstawienia biatka przez oligocukier. Posiadane
surowice anty—penta-TTd i anty—OS-TTd rozpoznaly no$nik biatkowy, ale ze wzgledu na
brak monoswoistej surowicy anty-BOS nie mozna bylo potwierdzi¢ obecnosci
oligocukru w koniugacie. Posrednim potwierdzeniem obecnosci BOS w preparacie byly
reakcje krzyzowe wykorzystanych surowic anty-glikokoniugatowych (anty—disach-HSA,
anty—penta-PT oraz anty—OS-PT), ktdére nie rozpoznaja biatka nosnikowego. Kolejnym
krokiem w badaniach bedzie immunizacja zwierzat i analiza reaktywno$ci surowic
i wlasciwosci ochronnych przeciwciat anty—BOS-TTd.

Skuteczna szczepionka przeciwkrztuScowa powinna indukowaé odpornosé
funkcjonalng w postaci neutralizacji toksyny, blokowania adherencji bakterii, opsonizaciji,
aktywacji komplementu i zabijania bakterii. Niewystarczajaca skuteczno$¢ obecnie
stosowanych szczepionek przeciwkrztuscowych wynika z tego, ze ich sktadniki nie
wywotuja pelnej odpowiedzi immunologicznej. Rozwigzaniem jest zastosowanie
sktadnika powierzchniowego komorki bakteryjnej. Wowczas generowane przeciwciata
0 aktywnosci bakteriobdjczej rozpoznajg struktury powierzchniowe bakterii, z udzialem
dopetniacza atakujg btone zewngtrzng wykazujac aktywno$¢ bakteriobdjcza. Prowadzi to
do eliminacji bakterii z drog oddechowych. Duza heterogenno$¢ struktur cukrowych,
nawet pomiedzy poszczegdlnymi szczepami, stanowi spore utrudnienie przy
projektowaniu uniwersalnej koniugatowej szczepionki opartej o polisacharydy izolowane
zLPS. Wicksza homogenicznoscia charakteryzuje si¢ nowoodkryty Bordetella
oligosaccharide (BOS), dzigki temu ma potencjat aby zosta¢ uniwersalnym antygenem
szczepionkowym dla bakterii z rodzaju Bordetella. BOS zostal wykryty w medium
pohodowlanym, ale dotychczas przeprowadzone badania wskazujg raczej na jego
kapsularny charakter. Ustalenie jego przyporzadkowania do EPS lub CPS jest istotng
kwestig, natomiast jezeli nie jest on oligosacharydem kapsularnym, to istnieje mozliwos$¢,
ze jako wydzielany egzooligosacharyd bierze udzial w tworzeniu biofilmu.

Wsrod struktur cukrowych bakterii z rodzaju Bordetella zidentyfikowano wspdlne
elementy, ktére moglyby zosta¢ potencjalnymi szczepionkowymi antygenami
przeciwkrztuscowymi. Zarowno heksasacharydowy fragment OS izolowany z LPS jak
i nowoodkryty BOS mogg zosta¢ sktadnikami szczepionki glikokniugatowej generujacej
powstanie przeciwciatl bakteriobojczych, zapewniajacych dlugotrwala ochrong przed
zakazeniem réznymi Bordetellae, w tym takze zakazeniami mieszanymi. Glikokoniugaty

oparte o oligosacharydowe fragmenty izolowane z LOS B. pertussis 186 generuja
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powstanie bakteriobdjczych przeciwcial (Koj i in., 2015). BOS jest jednak duza
niewiadomg 1 potrzebne sg dodatkowe badania w celu ustalenia czy jest zwigzany
z powierzchnig bakterii oraz czy wytworzony glikokoniugat ma wiasciwosci antygenowe
I bedzie indukowal powstawanie swoistych przeciwcial. Nawet jezeli przeciwciala
skierowane przeciwko BOS nie bgda mialy witasciwosci bakteriobdjczych to z drugiej
strony mogg hamowa¢ adherencj¢ i zapobiega¢ kolonizacji bakterii w drogach
oddechowych gospodarza. Niezaleznie od rodzaju wytworzonych przeciwciat
glikokoniugatowa szczepionka oparta o BOS chronitaby przed transmisjg i zakazeniami
bakteriami wywolujacymi krztusiec i chorobami uktadu oddechowego wywotanymi przez

bakterie z rodzaju Bordetella.
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9. WNIOSKI

1. Weryfikacja struktur OS rdzenia dla B. pertussis 186 i 606, B. parapertussis 529,
B. bronchiseptica 530 i 1943 wykazala, ze podstawowy schemat struktury
oligosacharydu rdzenia jest zachowany u wszystkich rozpatrywanych gatunkéw
nalezacych do klasycznych Bordetellae.

a) Minimalny OS rdzenia dla Bordetellae zdefiniowano jako heksasacharyd, w ktorego
sktad wchodza reszty cukrowe: Kdo, 3,4-L-a-D-Hepp, 2,7-L-a-D-Hepp, a-D-GIcpN, a-
D-GIcpA oraz B-D-Glcp. Minimalny OS w pelnej strukturze OS B. pertussis 186
zaznaczono kolorem na Ryc. 87.

a—-D-GlepNAc a-D- (y]cpN

L- o  a-D-GlepA
on B-L-Fucp2NAc4NMe o
o o o-D- (mleA coon
HO Eq\ m
NHAc () 0 H,C
I]()
B-D-Manp2NAc3NAcA .m/” y ”"Ho L-a-D-Hepp
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n L-a-D-Hepp
HO HO 0-D-GlepN PL
L-a-D-Hepp B-D- Gl(_p
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Ryc. 87. Pelna struktura OS B. pertussis 186 z zaznaczong kolorem minimalng strukturg
OS rdzenia zidentyfikowang u wszystkich analizowanych szczep6w Bordetellae

b) OS rdzenia B. pertussis 606 jest nonasacharydem. B-D-Glcp minimalnego OS rdzenia
W pozycji 4 jest podstawiona przez L-a-D-Hepp-(1—4)-a-D-GlcpN-(1—, a w pozycji 6
przez a-D-GalpNA.

c) Oligosacharyd B. pertussis 186 jest dodekasacharydem. a-D-GIcpN w pozycji 6 jest
dodatkowo podstawiona przez dystalny trojcukier ztozony z o-D-GIcpNAc, B-D-
Manp2NACc3NACA oraz B-L-Fucp2NAc4NMe.

d) B. bronchiseptica 530 i B. bronchiseptica 1943 zidentyfikowano jako szczepy
szorstkie, ktorych LPS pozbawiony jest fancucha O-swoistego. p-D-Glcp minimalnego
OS rdzenia w pozycji 6 jest podstawiona przez a-D-GalpNA. Podstawienie -D-Glcp
w pozycji 4 przez L-oa-D-Hepp-(1—4)-a-D-GlcpN-(1—, jest niekompletne. Szczepy
B. bronchiseptica 530 i 1943, nie sa typowymi przedstawicielami swojego gatunku,

poniewaz nie wytwarzajag antygenu O. Na powierzchni ekspresjonujg LOS
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ograniczony do heptasacharydu w niewielkim stopniu i niestechiometrycznie
podstawiony przez a-D-GIcpN i L-a-D-Hepp.

B. parapertussis 529 jest szczepem gltadkim. W strukturze OS rdzenia wyr6zniono
dwie gtéwne formy. Dominujacy minimalny oligosacharyd B. parapertussis 529 to
oktasacharyd. B-D-Glcp heksasacharydowego rdzenia podstawiona jest w pozycji 4
przez L-o-D-Hepp-(1—4)-a-D-GlcpN-(1—, a w pozycji 6 przez GlcpN. W drugiej
formie B-D-Glcp minimalnego OS jest podstawiona w pozycji 6 przez o-D-GalpNA.
Zidentyfikowano takze dodatkowag forme OS B. parapertussis 529, w ktdrej OS jest
podstawiony w niewielkim stopniu dystalnym trojcukrem.

Oligosacharyd rdzenia B. holmesii ATCC 51541 jest nonasacharydem podobnie jak
OS B. pertussis 606 i zidentyfikowana struktura OS dla tych bakterii jest identyczna.

. Zidentyfikowany heksasacharydowy fragment OS jest najbardziej konserwatywnym

regionem w czesci cukrowej LPS. Podstawowa struktura jest zachowana pomiedzy
wszystkimi analizowanymi bakteriami z rodzaju Bordetella, w tym takze u nieopisanej
wczesniej B. holmesii ATCC 51541. Heksasacharyd moze zosta¢ sktadnikiem nowej
glikokoniugatowej szczepionki, indukujacej wytworzenie przeciwcial o szerokim

spektrum dziatania, neutralizujacych bakterie z rodzaju Bordetella.

. Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, ze B. holmesii ATCC 51541 jest

szczepem gladkim. Antygen O B. holmesii ATCC 51541 zbudowany jest
z pentasacharydowych podjednostek. W sktad podjednostki wchodza: 2-B-L-ramnoza,
6-a-D-glukoza, B-D-N-acetyloglukozamina, 3,4-o-D-galaktoza oraz  3-a-D-N-
acetylogalaktozamina. Strukturg ustalonej podjednostki przedstawiono ponize;.
—2)-a—L-Rhap-(1= 6)-a-D-Glep-(1— 4)701-DéGalp—( 1— 3)-a-D-GlepNAc-(1—

}

1
B-D-GlepNAc

Ryc. 88. Podjednostka PS B. holmesii ATCC 51541

4.

Kwasowe warunki, w ktorych sg przeprowadzane rozdzialy i analizy oligosacharydow
izolowanych z LPS, powoduja utworzenie wielu pochodnych Kdo (zaobserwowano
formy furanozowe 4,7-anhydro) na koncu redukujgcym analizowanych OS. Obecnos¢
strukturalnych wariantéw Kdo oraz dodatkowa niestechiometryczna fosforylacja 2,7-
L-D-Hepp zmienia otoczenie sasiadujacych cukrow sprawiajac, ze na widmach NMR
obserwowane jest wiece] sygnalow, co utrudnia interpretacje widm 1 ustalenie

struktury.
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5. Gatunki wywolujace krztusiec o ‘tagodniejszych objawach (B. parapertussis
i B. holmesii) nie ekspresjonujg na swojej powierzchni OS zwierajgcego dystalny
tréjcukier.

6. Surowice uzyskane w wyniku immunizacji koniugatami opartymi o terminalne
fragmenty OS, nie rozpoznaja wewngtrznego wspolnego heksasacharydowego regionu
OS rdzenia Bordetellae, zwtaszcza w przypadku szczepow szorstkich. Takze surowice
zawierajace poliklonalne przeciwciala przeciwko pelnym komdrkom bakteryjnym nie
rozpoznaja najkrotszych OS rdzenia wérod Bordetellae.

7. W  projektowaniu  koniugatow  indukujacych  powstawanie  przeciwciat
przeciwkrztuscowych istotne jest, aby neoglikokoniugat zawierat oligosacharydowy
fragment wspdlny dla wszystkich analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella.
Minimalny OS z no$nikiem biatkowym moglby stanowi¢ nowy sktadnik zapewniajacy
krzyzowa reaktywnos¢.

8. Bakterie z rodzaju Bordetella wytwarzaja egzopolisacharydy o prostej
homopolimerowej strukturze [—4)-a-D-Glcp-(1—] i [—6)-a-D-Glcp-(1—].

9. Wyizolowano oraz ustalono struktur¢ nowego, nicopisanego wczesniej sktadnika
cukrowego typu EPS/CPS. Ze wzgledu na oligosacharydowy charakter wprowadzono
nowe okreslenie glikanu wykrytego poczatkowo u B. holmesii, a pozniej u wszystkich
analizowanych bakterii z rodzaju Bordetella. Zaproponowano nazwe BOS (Bordetella
oligosaccharide), ktora pozostaje w konwencji nazewnictwa innych polisacharydéw
opisywanych dla Bordetellae.
0—GlepNAc-(1—> 4)—a-GalpNAcAN-(1 = 4)fa-(}al;3NAcAN-(l—> 4)-0a-GlepNACA-(1 = 3)-a/B-GlepNAc

|
B-Dl-Glcp

Ryc. 89. BOS Bordetella oligosaccharide

a) W sktad BOS wchodza reszty cukrowe jak: a-N-acetyloglukozamina (a-GlcpNAC), B-
glukoza (B-Glcp), 4-podstawiony 2-acetamido-2-deoksy-galaktouronoamid (4-a-
GalpNACAN), 3,4-podstawiony 2-acetamido-2-deoksy-galaktouronoamid (3,4-a-
GalpNACAN), 4-podstawiony kwas 2-acetamido-2-deoksy-glukuronowy (4-a-
GIcpNACA) oraz 3-podstawiona N-acetyloglukozamina w konfiguracji o i B (3-a/B-
GlcpNAC).

b) llos¢ BOS izolowanego z medium jest zmienna w zaleznosci od gatunku, szczepu,

a nawet warunkéw hodowli.
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c) Funkcja BOS nie jest znana. Jedynie na zasadzie analogii do funkcji innych
egzopolisacharydow i polisacharydow kapsularnych mozna zasugerowac¢ udziat BOS
w adherencji bakterii do komdrek gospodarza i w tworzeniu biofilmu.

d) Na widmach NMR zarejestrowanych dla frakcji zawierajacej BOS zidentyfikowano
dodatkowe sygnaty -CH, -CH; i -CH3 mogace pochodzi¢ od kwasoéw tluszczowych.
Ich struktura nie zostala jeszcze ustalona, ale wydaje si¢, ze moga one funkcjonowaé
jako element kotwiczacy BOS w zewng¢trznej blonie ostony komorkowej bakterii. Nie
ustalono réwniez miejsca podstawienia kwasow ttuszczowych w czasteczce BOS. Na
ewentualne miejsce przytaczenia wskazuje obecnos¢ GlcpNAc w konfiguracji a i  na
koncu redukujacym.

10. Surowice zawierajace poliklonalne przeciwciata skierowane przeciwko pelnym
komorkom bakteryjnym B. pertussis oraz surowica anty-Vi, ktéra wg danych
literaturowych, rozpoznaje GaINACA w strukturze mikrokapsuty, reaguja krzyzowo
z BOS. Reakcje te potwierdzaja przypuszczenia, ze BOS moze by¢ pewng forma
otoczki.

11. Zastosowane w trakcie realizacji badan techniki spektroskopii NMR pozwolity na:

a) Szybka analiz¢ pordwnawcza preparatbw OS i BOS uzyskanych z roéznych bakterii
z rodzaju Bordetella z wykorzystaniem sygnatdw strukturalnych grup reporterowych
w widmach jednowymiarowych H i *'P.

b) Analiz¢ ograniczonej zmiennosci Strukturalnej w obrebie OS rdzenia na podstawie
danych uzyskanych w eksperymentach dwuwymiarowych, ze wskazaniem
uniwersalnej dla badanych szczepdw i gatunkow struktury minimalnej.

c) Identyfikacje nietypowych reszt GaINAcA oraz ich form amidowych (GalINACAN)
w strukturze BOS.
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Tabela S 1. Tabela wartosci przesunigé chemicznych 'H,**C dla OS analizowanych
bakterii z rodzaju Bordetella. Widma zarejestrowano w D,O w temp. 298 K i
skalibrowano na sygnal HOD

Symbol ) 2 3 7a | 8a
literowy Reszta Bakteria | Atom| 1 (3 | (3¢0) 4 5 6a 6b) | (7b) 8b
Kdo 4,7-anhKdof Bp186 | 'H 3,11 14,39 [4,02 | 4,14 | 3,89 |3,66 3,60
Kdo 4,7-anhKdof Bpl86 | “°C 203,2| 42,8 |77,4 83,7 | 75,4 | 83,6 | 61,1
Kdo 4,7-anhKdof Bp606 | 'H 3,12 14,38 [4,02 | 4,13 | 3,89 |3,66 3,60
Kdo 4,7-anhKdof Bp606 | °C 203,1| 42,9 |77,4 83,7 | 75,4 | 83,6 | 61,1
Kdo 4,7-anhKdof Bb530 | 'H 4,35 4,00 | 4,15 | 3,89 |3,64 3,58
Kdo 4,7-anhKdof Bb530 | °C 201,7 77,2 1834 | 75,4 | 83,6 | 61,2
Kdo 4,7-anhKdof Bb1943 | 'H 3,12 14,35 |4,00 4,14 | 3,88 |3,63 /3,57
Kdo 4,7-anhKdof Bb1943 | *C 42,8 77,3 1833|753 | 83,7 | 61,1
Kdo 4,7-anhKdof Bpp529 | 'H 4,39 4,02 | 4,15 | 3,89

Kdo 4,7-anhKdof Bpp529 | ®°C 77,3845 | 757 | 83,8

Kdo 4,7-anhKdof Bhol | H 3,12 14,39 [4,02 | 4,14 | 3,89 |3,66 3,60
Kdo 4,7-anhKdof Bhol | ©C 202,9 42,8 |77,4 1838 | 75,4 | 83,7 | 61,1
Kdo' 4,7-anhKdof" Bp186 | 'H 3,11 |4,51 |4,12 | 4,08 | 3,74 | 3,67 3,58
Kdo' 4,7-anhKdof' Bp186 | “°C 203,2| 38,9 75,7 |80,1 | 74,7 | 84,8 | 61,7
Kdo' 4,7-anhKdof' Bp606 | 'H 3,11 |4,50 |4,12 | 4,08 | 3,74 | 3,67 3,58
Kdo' 4,7-anhKdof" Bp606 | “°C 203,3| 39,1 75,7 [80,2 | 74,7 | 84,8 | 61,8
Kdo' 4,7-anhKdof' Bb530 | 'H 4,51 |4,12 | 4,08 | 3,73 |3,67 3,58
Kdo' 4,7-anhKdof' Bb530 | °C 201,7 7551798 | 74,6 | 84,7 61,8
Kdo' 4,7-anhKdof' Bb1943 | 'H 3,10 |4,51 |4,11 | 4,07 | 3,73 | 3,66 |3,57
Kdo' 4,7-anhKdof' Bb1943 | *C 38,9 75,6 |79,8 | 74,6 | 84,7 | 61,8
Kdo' 4,7-anhKdof' Bpp529 | H 4,51 4,12 | 4,09 | 3,74 | 3,65 3,58
Kdo' 4,7-anhKdof' Bpp529 | *C 75,6 1804 | 74,7 | 84,7 | 617
Kdo' 4,7-anhKdof" Bhol | 'H 3,09 14,51 [4,12 | 4,08 | 3,74 | 3,67 3,58
Kdo' 4,7-anhKdof Bhol | ©C 203,2| 38,8 |75,8 80,2 | 74,7 | 84,8 61,8

A 4-0-D-GlcpN Bp186 | 'H [5,45 | 3,26 | 3,87 |3,56 (3,86 | 3,98 | 3,73

A 4-0-D-GlcpN Bp186 | °C |97,4 | 54,3 | 68,7 |78,3 (705 | 67,0

A 4-a-D-GlcpN Bp606 | 'H [5,47 | 3,31 | 3,94 [3,63 [3,73 | 3,78 | 3,73

A 4-a-D-GlcpN Bp606 | “°C [97,4 | 545 | 70,3 |74,9 |71,9 | 60,5

A 4-0-D-GlcpN Bb530 | 'H

189




MATERIALY DODATKOWE

A 4-0-D-GlcpN Bb530 | “C

A 4-0-D-GlcpN Bb1943 | 'H

A 4-0-D-GlcpN Bb1943 | B°C

A 4-0-D-GlcpN | Bpp529 | 'H 5,34 | 3,00 | 3,65 (3,38 3,61 | 3,79 | 3,71
A 4-0-D-GlcpN Bpp529 | °C 98,9 | 54,8 | 73,0 |69,6 |73,8 | 60,2

A 4-0-D-GlcpN Bhol | 'H | 548|333 | 3,94 3,63 (3,74 | 3,78 | 3,73
A 4-0-D-GlcpN Bhol | BC 97,3 | 54,5 | 70,3 74,9 |71,9 | 60,5

B 2,7-L-a-D-Hepp | Bp186 | 'H |538 | 3,91 | 3,90 [3,85 (3,45 | 4,18 | 3,71
B 2,7-L-a-D-Hepp | Bp186 | *C 99,7 | 79,6 | 70,5 66,6 |72,2 | 68,0 | 70,3
B 2,7-L-0-D-Hepp | Bp606 | 'H |5538 | 3,86 | 3,90 3,84 3,46 | 4,18 | 3,70
B 2,7-L-0-D-Hepp | Bp606 | *C 99,7 | 79,9 | 70,5 66,6 72,2 | 68,0 | 70,3
B 2,7-L-0-D-Hepp | Bb530 | 'H [5,40 | 4,01 | 3,96 [4,35 (3,62 | 4,24 | 3,74
B 2,7-L-0-D-Hepp | Bb530 | *C [99,7 | 79,7 | 69,7 71,2 71,4 | 67,8 | 69,1
B 2,7-L-0-D-Hepp | Bb1943 | *H [5,40 | 3,95 | 3,91 [4,10 [3,62 | 4,20 | 3,74
B 2,7-L-a-D-Hepp | Bb1943 | *C |99,8 | 80,0 | 70,2 [68,9 |71,4 | 67,9 | 69,4
B 2,7-L-0-D-Hepp | Bpp529 | 'H |526 | 4,21 | 4,06 4,31 3,60 | 4,28 | 3,72
B 2,7-L-0-D-Hepp | Bpp529 | *C |100,4| 77,1 | 70,8 70,1 71,7 | 67,8 | 69,2
B 2,7-L-0-D-Hepp Bhol | 'H [539 | 3,85 3,91 (3,84 345 4,17 | 3,70
B 2,7-L-0-D-Hepp Bhol | **C [99,7 | 79,8 | 70,4 66,5 (72,1 | 67,9 | 70,3
C L-0-D-Hepp Bpl186 | 'H [4,84 | 3,97 | 3,77 [3,78 [3,63 | 3,92 | 3,62
C L-0-D-Hepp Bp186 | °C [103,1] 70,1 | 70,5 |66,0 [72,2 | 68,4 | 62,5
C L-0-D-Hepp Bp606 | 'H |527 | 3,96 | 3,64 13,78 13,55 | 3,90 | 3,65 | 3,62
C L-0-D-Hepp Bp606 | °C [101,2| 70,1 | 70,3 |65,8 [72,5 | 68,5 | 62,5
C L-a-D-Hepp Bb530 | 'H 5,30 | 3,95 | 3,73 13,87 [3,53 | 4,00 | 3,60
C L-a-D-Hepp Bb530 | *C |100,4| 70,6 | 71,8 |65,3 |72,5 | 68,2 | 62,4
C L-0-D-Hepp Bb1943 | 'H |529 | 3,95 | 3,71 (3,86 13,53 | 3,98 | 3,60
C L-a-D-Hepp Bb1943 | ®C 1100,3| 70,4 | 72,0 |65,2 |72,5 | 68,1 | 62,4
C L-a-D-Hepp Bpp529 | 'H

C L-a-D-Hepp Bpp529 | *C

C L-0-D-Hepp Bhol | 'H [5,27 | 3,96 | 3,74 13,81 354 | 3,94 | 3,62
C L-0-D-Hepp Bhol | *C [101,2] 70,1 | 70,5 65,9 72,5 | 685 | 62,7
D a-D-GalpNA Bpl86 | 'H |5,16 | 3,47 | 4,03 [4,18 4,29

D a-D-GalpNA Bp186 | °C 94,3 | 50,5 | 66,7 69,7 72,3 |174,6

D a-D-GalpNA Bp606 | 'H 5,16 | 3,44 | 4,03 |4,15 4,33

D o-D-GalpNA Bp606 | °C |94,5 | 50,5 | 66,7 |69,7 72,3 |175,1

D a-D-GalpNA Bb530 | 'H [5,22 | 3,49 | 4,07 4,23 4,52
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D o-D-GalpNA Bb530 | *C [94,9 | 50,3 | 66,1 [69,1 [71,3 |172,9

D a-D-GalpNA | Bb1943 | 'H [520 | 3,47 | 4,06 4,21 [4,50

D o-D-GalpNA Bb1943 | ®C 94,8 | 50,3 | 66,2 |69,2 |71,3 [173,3

D o-D-GalpNA Bpp529 | 'H

D o-D-GalpNA Bpp529 | “°C

D a-D-GalpNA Bhol | 'H [5,17 | 3,47 | 4,04 |4,16 4,33

D o-D-GalpNA Bhol | ®C 94,4 | 50,5 | 66,7 69,7 |72,3 |175,1

E a-D-GlcpN Bp186 | 'H 511 | 3,26 | 3,86 3,44 (3,69 | 3,78 | 3,72

E a-D-GlcpN Bp186 | °C [96,0 | 54,2 | 69,8 69,4 72,2 | 60,2

E a-D-GlcpN Bp606 | 'H [5,12 | 3,28 | 3,85 (3,45 (3,70 | 3,78 | 3,72

E -D-GlcpN Bp606 | °C 96,0 | 54,1 | 69,8 |69,4 |72,2 | 60,2

E a-D-GlcpN Bb530 | 'H [5,13 | 3,26 | 3,84 (3,42 3,66 | 3,78 | 3,72

E a-D-GlcpN Bb530 | ®C [95,5 | 54,1 | 69,8 |69,4 |72,0 | 60,2

E -D-GlcpN Bb1943 | 'H |512 | 3,26 | 3,82 |3,43 [3,67 | 3,77 | 3,72

E a-D-GlcpN Bb1943 | ®C |955 | 54,1 | 69,9 69,3 |72,2 | 60,2

E -D-GlcpN Bpp529 | 'H |50 | 3,11 | 3,78 [3,40 [4,01 | 3,81 | 3,72

E a-D-GlcpN Bpp529 | C 96,3 | 54,3 | 70,9 69,6 |73,7 | 60,3

E -D-GlcpN Bhol | W [512 | 3,28 | 3,86 3,44 (3,70 | 3,78 | 3,72

E a-D-GlcpN Bhol | C [96,0 | 54,1 | 69,8 69,4 |72,2 | 60,2

F 3,4-L-0-D-Hepp | Bp186 | 'H [5,07 | 3,91 | 3,88 |4,17 |3,52 | 3,96 | 3,67 |3,65
F 3,4-L-0-D-Hepp | Bp186 | **C [97,7 | 73,3 | 79,7 72,1 71,3 | 689 | 62,8

F 3,4-L-0-D-Hepp | Bp606 | 'H [5,07 | 3,90 | 3,84 [4,23 13,54 | 3,95 | 3,67 |3,65
F 3,4-L-0-D-Hepp | Bp606 | *C [97,7 | 73,5 | 79,9 71,7 |71,3 | 689 | 62,7

F 3,4-L-a-D-Hepp | Bb530 | 'H [5,07 | 3,89 | 3,97 4,17 [3,65 | 3,98 | 3,67 3,63
F 3,4-L-a-D-Hepp | Bb530 | ®C 97,5 | 74,8 | 79,8 | 72,5 |71,4 | 68,2 | 62,6

F 3,4-L-u-D-Hepp | Bb1943 | 'H |507 | 3,87 | 3,97 4,17 |3,65 | 3,96 | 3,66 3,63
F 3,4-L-0-D-Hepp | Bb1943 | *C 1975 | 745 | 79,9 |72,4 |71,4 | 68,1 | 62,6

F 3,4-L-u-D-Hepp | Bpp529 | 'H [5,05 | 3,91 | 4,18 [4,03 [3,53 | 4,10 | 3,65 | 3,61
F 3,4-1-a-D-Hepp | Bpp529 | °C 98,3 | 70,4 | 77,8 |74,4 |71,4 | 68,0 | 62,7

F 3,4-L-0-D-Hepp Bhol | 'H [5,07 | 3,90 | 3,84 14,23 1353 | 3,93 | 3,67 |3,65
F 3,4-L-0-D-Hepp Bhol | C [97,8 | 73,3 | 76,7 71,7 |71,4 | 689 | 62,7

H 0-D-GlcpA Bpl186 | 'H |4,97 | 3,52 | 3,67 |3,39 (4,03

H 0-D-GlcpA Bp186 | °C [1009 72,0 | 71,5 (72,2 |73,8

H 0-D-GlcpA Bp606 | 'H 4,97 | 352 | 3,69 3,39 4,04

H a-D-GIcpA Bp606 | °C |101,0| 71,9 | 71,6 |72,3 |73,8 |176,6

H 0-D-GlcpA Bb530 | 'H [4,97 | 3,53 | 3,73 |3,47 4,27
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H a-D-GIcpA Bb530 | *C [100,9] 71,6 | 72,6 |71,6 [71,8 |173,5
H 0-D-GlcpA Bb1943 | 'H 14,94 | 352 | 3,68 |3,47 |4,25
H a-D-GIcpA Bb1943 | ®C 1100,9| 71,6 | 72,5 |71,5 |71,8 [173,3
H 0-D-GlcpA Bpp529 | 'H 5,10 | 3,48 | 3,75 |3,37 |4,00
H 0-D-GIcpA Bpp529 | *C 1100,3| 72,1 | 72,7 |72,5 |73,7 |176,4
H 0-D-GlcpA Bhol | 'H [4,99 | 3,52 | 3,68 |3,39 4,03
H a-D-GlcpA Bhol | ®C [101,0/ 71,9 | 71,6 |72,3 |73,8 |176,6
[ 0-D-GlcpA Bp186 | 'H [4,94 | 3,51 | 3,66 3,38 4,02
[ a-D-GIcpA Bp186 | °C [101,0| 72,1 | 71,5 |72,2 |73,9 |176,6
[ 0-D-GlcpA Bp606 | 'H [4,96 | 3,51 | 3,67 [3,37 4,01
[ 0-D-GlcpA Bp606 | °C [101,1] 72,1 | 71,5 |72,2 |73,8 |176,7
[ 0-D-GlcpA Bb530 | 'H [4,94 | 352 | 3,72 (3,46 4,24
[ 0-D-GlcpA Bb530 | °C [100,9| 71,7 | 72,4 [71,7 |71,8 |174,2
[ 0-D-GlcpA Bb1943 | 'H 14,92 | 3,52 | 3,68 |3,46 4,23
[ 0-D-GlcpA Bb1943 | C |100,9] 71,7 | 72,4 [71,6 71,9 [173,7
[ 0-D-GlcpA Bpp529 | 'H 5,04 | 3,48 | 3,75 |3,37 |4,00
[ 0-D-GlcpA Bpp529 | °C |100,5] 72,1 | 72,7 [72,5 |73,7 | 176,4
[ a-D-GlcpA Bhol | 'H [4,95 | 3,52 | 3,67 |3,38 4,01
[ 0-D-GlcpA Bhol | BC [101,2| 72,1 | 71,6 |72,2 |73,9 |176,7
J 4,6-p-D-Glcp Bp186 | 'H [4,38 | 3,28 | 3,55 [3,40 (3,68 | 3,75 | 3,89
J 4,6-p-D-Glcp Bp186 | “C [101,7| 73,4 | 76,2 [79,0 |72,9 | 66,9
J 4,6-p-D-Glcp Bp606 | 'H [4,39 | 3,27 | 3,56 |3,44 (3,67 | 3,76 | 3,89
J 4,6-p-D-Glcp Bp606 & °C [101,4| 73,4 | 76,4 |78,9 |72,9 | 67,2
J 4,6-p-D-Glcp Bb530 | 'H [4,39 | 3,24 | 3,37 |354 (3,21 | 3,81 | 3,88
J 4,6-p-D-Glcp Bb530 | “°C |102,4| 73,4 | 75,9 |74,5 70,3 | 67,7
J 4,6-p-D-Glcp Bb1943 | 'H 14,38 | 3,22 | 3,37 |3,53 |3,21 | 3,79 | 3,87
J 4,6-B-D-Glcp Bb1943 | B®C |102,2| 73,4 | 75,9 |74,6 |70,3 | 67,7
J 4,6-p-D-Glcp Bpp529 | 'H 14,36 | 3,31 | 3,60 3,43 [3,67 | 3,95 | 3,79
J 4,6-p-D-Glcp Bpp529 | *C 103,00 73,0 | 76,3 |79,2 |71,3 | 66,3
J 4,6-p-D-Glcp Bhol | W [4,40 | 3,27 | 3,55 3,44 13,66 | 3,76 | 3,89
J 4,6-p-D-Glcp Bhol | ®C |101,4 73,4 |76,4 79,0730 67,3
Lo, ;N[;DéNAA Bpl86 | 'H 4,96 | 421 | 4,18 3,81 3,86
anp c C
L \ 24|<|[:D§,NAA Bp186 | °C |99,6 | 51,4 | 53,1 78,5 70,4 |174,7
anp c C
M . 23l;|[:L;1NM Bp186 | 'H |4,49 | 3,66 | 4,08 |3,67 |3,95 | 1,36
ucp C e
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MATERIALY DODATKOWE

M 3-p-L- Bp186 | *C |100,6 50,7 | 78,1 |62,2 |67,7 | 16,4
Fucp2NAc4NMe

N o-D-GlcpNAC Bp186 | 'H [5,02 | 3,73 | 3,59 3,39 [3,62 | 3,73 | 3,68

N 0-D-GlcpNAC Bp186 | °C [96,6 | 53,4 | 70,4 69,4 |71,7 | 59,8

E' a-D-GlcpN Bb530 | 'H |5,15 | 3,30 | 3,86 |3,42 (3,69

E' 0-D-GlcpN Bb530 | °C |953 | 54,1 | 69,9 (69,4 72,2

E' a-D-GlcpN Bb1943 | 'H |54 | 3,30 | 3,84 |3,41 |3,66

E' a-D-GlcpN Bb1943 | BC 1952 | 54,1 | 69,9 69,4 722

S a-D-GlcpN Bpp529 | 'H 4,90 | 2,67 | 3,71 3,28 3,63 |3,78 |3,71

S 0-D-GlcpN Bpp529 | *C 96,6 | 54,9 | 72,6 |70,1 |71,6 | 60,5

EtN Bp186 | 'H [3,16 | 3,97

EtN Bp186 | “°C |40,2 | 61,0

EtN Bp606 | 'H |3,13

EtN Bp606 | °C |40,5

EtN Bb530 | 'H [3,17 | 3,99

EtN Bb530 | °C [40,1 | 61,4

EtN Bb1943 | H 3,16 | 3,99

EtN Bb1943 | °C 40,0 | 61,4

EtN' Bp606 | 'H |3,18

EtN' Bp606 | °C [39,8

EtN' Bb530 | 'H [3,19 | 4,09

EtN' Bb530 | “C [39,9 | 62,2

EtN' Bb1943 | 'H 3,18 | 4,08

EtN' Bb1943 | “C /39,9 | 62,2
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