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WYKAZ SKROTOW

ACN - acetylonitryl

ACOG — Amerykanskie Kolegium Potoznikow i Ginekologéw, ang. American College
of Obstetrician and Gynecologists

AP — biatko pomocnicze, ang. ancillary protein

ATCC — Amerykanska Kolekcja Hodowli Komorkowych, ang. American Type Culture
Collection

BibA — immunogenna adhezyna bakteryjna, ang. group B Streptococcus immunogenic
bacterial adhesin

BHI — infuzja z mézgu i serca, ang. brain heart infusion

B-h/c — B hemolizyna/cytolizyna, ang. f-hemolysin/cytolysin

BP — biatko szkieletowe, ang. backbone protein

BSA — surowicza albumina wotowa, ang. bovine serum albumin

CDC - Centra Kontroli i Prewencji Chorob, ang. Centers for Disease Control and
Prevention

CPS - otoczkowy wielocukier C, ang. capsular polysaccharide

cfb — gen kodujacy czynnik CAMP

CspA — preoteaza serynowa, ang. cold shock protein A

CylE — cytolizyna E, ang. cytolysin E

DIC — diisopropylkarbodiimid

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

DSMZ - Niemiecka Kolekcja Mikroorganizméw i Kultur Komoérkowych, niem.
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

EDTA — kwas wersenowy, ang, ethylenediaminetetraacetic acid

EF-Tu — czynnik elongacji Tu, ang. elongation factor Tu

ELISA — test immunoenzymatyczny, ang. enzyme-linked immunosorbent assay

EOD - zakazenie o wczesnym poczatku, ang. early onset disease

Et20 — eter dietylowy

Fmoc -  fluorenylometyloksykarbonylowa  grupa  zabezpieczajaca,  ang.
fluorenylmethyloxycarbonyl protecting group

FsbA — biatko A wigzace fibronektyne, ang. S. agalactiae fibrinogen-binding protein
FsbB — biatko B wigzace fibronektyne, ang. S. agalactiae fibrinogen-binding protein



GAPDH - dehydrogenaza 3-fosforanowa gliceraldehydu, ang. glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase

GAS - paciorkowce grupy A, ang. group A Streptococci

GBS - paciorkowce grupy B, ang. group B streptococci

HBTU — heksafluorofosforanu 2-(-1-benzotriazolo) 1,1,3,3-tetrametylo-uronianu

hCG — ludzka gonadotropina kosmoéwkowa, ang. human chorionic gonadotropin
HMBA — zywica 10-[(3-hydroksy-4-metoksybenzylideno)]-9(10H-antracenonowa, ang.
10-[(3-Hydroxy-4-methoxybenzylidene)]-9(10H)-anthracenone resin

HMPA — zywica triamid heksametylofosforowa, ang. hexamethylphosphoramide resin
HoAt — 1-hydroksy-7-azabenzotriazol

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa, ang. high-performance liquid
chromatography

Hsp — bialka szoku cieplnego, ang. Heat-shock protein

lagA — gen zwigzany z inwazja, ang. invasion associated gene

IAP — okotoporodowa profilaktyka antybiotykowa, ang. intrapartum antibiotics
prophylaxis

IF — immunofluorescencja, ang. immunofluorescence

IIFT — immunofluorescencja posrednia, ang. indirect immunofluorescence

IMLSB - indukcyjny fenotyp opornosci na makrolidy — linkozamidy — streptograminy
B, ang. inductive macrolide-lincosamide-streptogramin B (MLSB) resistance

IMP — monofosforan inozyny, ang. inosine monophosphate

IMPDH — dehydrogenaza 5’-monofosforanu inozyny, ang. irnosine 5’-monophosphate
dehydrogenase

KCN - cyjanek potasu

KMLSB - konstytutywny fenotyp opornosci na makrolidy — linkozamidy —
streptograminy B, ang. constitutive macrolide-lincosamide-streptogramin B (MLSB)
resistance

LA — aglutynacja lateksowa, ang. latex agglutination

LC — chromatografia cieczowa, ang. liquid chromatography

Lmb — biatko wigzace laminine, ang. laminin binding protein

LOD - zakazenie o poznym poczatku, ang. late onset disease

M — fenotyp opornos¢ na makrolidy, ang. M phenotype



MALDI-ToF — desorpcja laserowa i jonizacja wspomagana matrycg i analizatorem
czasu przelotu, ang. matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry

MHC - gtowny uktad zgodnos$ci tkankowej, ang. major histocompatibility complex
MtaR — regulator transportu metioniny, ang. regulator of methionine transport

NAAT - testy amplifikacji kwasu nukleinowego, ang. nucleic acid amplification tests
NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, ang. nicotinamide adenine dinucleotide
NBT - bfekit nitrotetrazolowy, ang. nitroblue tetrazolium

PBP 1a — biatko wigzace penicyling, ang. penicillin-binding protein

PBST — sol fizjologiczna buforowana fosforanem z Tween 20, ang. phosphate buffered
saline with Tween 20

PCR — tancuchowa reakcja polimerazy, ang. polymerase chain reaction

PG — grupa zabezpieczajaca, ang. protecting group

PVDF — polifluorek winylidenu, ang. polyvinylidene fluoride

RNA — kwas rybonukleinowy, ang. ribonucleic acid

SASRIN - superwrazliwa na kwas zywica, ang. super acid sensitive resin

ScpA — peptydaza C5a dla Streptococcus pyogenes, ang. streptococcal peptidase Cba
(group A)

ScpB — peptydaza C5a dla Streptococcus agalactiae, ang. streptococcal peptidase C5a
(group B)

SDS - siarczan dodecylu sodu, ang. sodium dodecyl sulfate

SLS - laurylosiarczan sodu, ang. sodium laureth sulfate

SodA — dysmutaza ponadtlenowa, ang. superoxide dismutase

SPPS — synteza peptydow w fazie statej, ang. solid-phase peptides synthesis

SPS — synteza peptydow w roztworze, ang. solution phase peptides synthesis

Srr — biatka powtdrzeniowe bogate w seryng, ang. serine-rich repeat protein

ST — typ sekwencyjny, ang. sequence type

tBu/tBoc — grupa zabezpieczajaca tert-butyloksykarbonylowa, ang. tert-
butyloxycarbonyl protecting group

TBS-T — sdl fizjologiczna buforowana Tris z Tween 20, ang. tris buffered saline with
Tween 20

TFA — kwas trifluorooctowy, ang. trifluoroacetic acid

TSB — bulion tryptonowo-sojowy, ang. tryptic soy agar

UTI — zakazenie uktadu moczowego, ang. urinary tracts infection



WHO - Swiatowa Ogranizacja Zdrowia, ang. World Health Organisation
XMP — monofosforan ksantozyny, ang. xanthosine monophosphate
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1. WSTEP

1.1. Przeslanki do przeprowadzenia badan

Streptococcus agalactiae (ang. group B streptococci, GBS), bedacy
oportunistycznym patogenem, kolonizujacym drogi rodne 1 przewdd pokarmowy kobiet
cigzarnych, stanowi czynnik etiologiczny zakazen na oddziatach neonatologicznych.
Bakteria ta moze w trakcie porodu przechodzi¢ z matki na dziecko, wywolujac
u noworodka zagrazajace zyciu zakazenia, takie jak zapalenie opon moézgowo-
rdzeniowych, zapalenie pluc czy sepsa [155]. Nosicielstwo GBS wsrod polskich
cigzarnych kobiet wynosi okoto 30%, z kolei ryzyko transmisji patogenu w trakcie
porodu osigga az 70% [195]. W celu zmniejszenia tego zjawiska amerykanska
organizacja CDC (ang. Centers for Disease Control and Prevention) w 1996 roku
opracowala wytyczne, zgodnie z ktorymi kobiety miedzy 35 a 37 tygodniem cigzy
poddawane sg badaniom przesiewowym w Kkierunku nosicielstwa GBS. W razie
dodatniego wyniku posiewu wymazu pobranego z pochwy i odbytu wdrazana jest tzw.
okotoporodowa profilaktyka antybiotykowa (ang. intrapartum antibiotics prophylaxis,
IAP), co z kolei przyczynia si¢ do pogltebienia globalnego problemu, jakim jest rosnagca
oporno$¢ bakterii na dziatanie antybiotykow [202]. W celu zminimalizowania tego
niekorzystnego zjawiska naukowcy prowadza liczne badania zwiazane z opracowaniem
alternatywnych metod walki z tym paciorkowcem, miedzy innymi poprzez detekcje
immunogennych bialek 1 ich epitopow, ktére moglyby stanowi¢ komponent

innowacyjnej podjednostkowej szczepionki przeciwko GBS.

1. 2. Rodzaj Streptococcus

Rodzaj Streptococcus obejmuje kilkadziesigt Gram-dodatnich wzglednie
beztlenowych gatunkow bakterii kolonizujacych zaréwno ludzi, jak 1 zwierzgta. Te
niewielkie (0,5-1 um) ziarenkowce nosza nazweg paciorkowcow, z uwagi na
charakterystyczny, liniowy sposob podziatow komorek, w wyniku ktorych powstaja
struktury przypominajace tancuszki (paciorki). Paciorkowce chorobotworcze, takie jak
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae czy Streptococcus pneumoniae,

stanowig Istotny czynnik etiologiczny zakazen u cztowieka, w tym m. in.: zakazenia
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gardla, zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych, czy zapalenia ptuc, a w skrajnych

przypadkach moga takze doprowadzi¢ do rozwoju sepsy.

Paciorkowce kolonizujgce ludzi, w oparciu o filogenetyczne badania

wykorzystujace analizy rRNA, kwalifikuje sie do nastepujacych grup:

)

)

1)
V)
V)

VI)

Paciorkowce ropotwoércze (ang. pyogenic group), a wsréd niej gatunki

Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae

subsp. equisimilis czy Streptococcus equi subsp. zooepidemicus,

Grupa Bovis wraz z nalezacymi do niej gatunkami S. gallolyticus subsp.

gallolyticus, S. infantarius, S. lutetiensis czy S. pasterurianus,
Grupa Mitis, do ktorej naleza m.in. S. mitis, S. pneumoniae i S. infantis,

Grupa Mutans z gatunkami S. mutans, S. sobrinus i S. ratti,

Grupa Salivarius zawierajaca gatunki S. salivarius i S. vestibularis,

Grupa Anginosus obejmujgca gatunki S. anginosus, S. intermedius, S.

constelatus subsp. constelatus czy S. constelatus subsp. pharyngis [183].

Paciorkowce kwalifikuje si¢ rowniez na podstawie sposobu, w jaki hemolizuja

erytrocyty na statym podlozu agarowym wzbogaconym krwig. Na tej podstawie gatunki

mozna podzieli¢ na trzy grupy [Tabela 1]:

Tabela 1 Typy hemolizy wystgpujace u paciorkowcOw obserwowane na agarowym

podtozu z 5% dodatkiem krwi baraniej.

Typ hemolizy Opis zmiany na plytce Gatunek paciorkowca -
przyklad
o hemoliza e czeSciowy rozpad erytrocytow Streptococcus pneumoniae

e zazielenienie podloza wokot

wyhodowanych kolonii

B hemoliza e calkowity rozpad erytrocytow Streptococcus pyogenes

e przezroczyste podtoze wokot Streptococcus agalactiae
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wyhodowanych kolonii

v hemoliza e brak zmian na podtozu Streptococcus salivarius

hodowlanym (brak hemolizy)

Paciorkowce B hemolizujace identyfikowane sg na podstawie serologicznej
metody opracowanej w latach trzydziestych XX wieku przez Profesor Rebecce
Lancefield [110]. Sposéb ten, wykorzystujacy roznice W budowie otoczkowego
wielocukru C (ang. capsular polysaccharide, CPS), pozwolil na wyodrebnienie ponad
20 grup serologicznych, z czego najwigksze znaczenie kliniczne majg paciorkowce
nalezace do grupy A, do ktorej nalezy S. pyogenes oraz streptokoki z grupy B,
obejmujacej S. agalactiae [183].

1. 2. 1. Gatunek Streptococcus agalactiae

Paciorkowiec bezmleczno$ci (tac. Streptococcus agalactiae) nalezy do Gram-
dodatnich, B-hemolizujacych ziarniakow. Wedtug klasyfikacji Lancefield zaliczany jest
do serologicznej grupy B, stad tez w literaturze wystepuje rowniez pod skrotem GBS

(ang. group B streptococci).

Streptococcus agalactiae jest oportunistycznym patogenem, stanowigcym
fizjologiczng flor¢ cztowieka, ktory kolonizuje jame ustng, drogi rodne oraz dolny
odcinek przewodu pokarmowego. Bakteria ta stanowi jednak istotne zagrozenie przede
wszystkim dla noworodkow, wywotujgc zagrazajace zyciu zakazenia, ale takze dla os6b

po 65 roku zycia czy pacjentéw z niedoborami odpornosci [45].

W latach trzydziestych XX wieku Streptococcus agalactiae traktowany byt jako
istotny problem weterynaryjny, poniewaz wywotywal zapalenie wymion u krow (fac.
mastitis) [90]. Pierwszy S$miertelny przypadek zakazenia Streptococcus agalactiae
u ludzi opisany zostat w 1938 roku przez Fry’a [59], ale dopiero w latach
sze$c¢dziesigtych XX wieku odnotowano kilka powaznych zakazen u noworodkow [77].
Od lat siedemdziesigtych zachorowalno$¢ i $miertelnos¢ z powodu GBS wsrod
niemowlat rosta i stanowita istotny problem kliniczny zaréwno w Stanach

Zjednoczonych, jak i w Europie.
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1. 3. Nosicielstwo i chorobotworczos¢ Streptococcus agalactiae

Nosicielstwo Streptococcus agalactiae wsrod kobiet cigzarnych stanowi istotny
czynnik ryzyka powaznych zakazen u noworodkow, ktore moga ulec kolonizacji
w czasie porodu [69, 78, 117]. Odsetek nosicielstwa wérod Europejek jest bardzo
zroznicowany, a kolonizacja moze mie¢ charakter ciggly, przejsciowy lub nawracajacy.
W Grecji 6,6% populacji cigzarnych kobiet jest nosicielkami S. agalactiae, w Hiszpanii
7%, w Wielkiej Brytanii 14%, w Niemczech 16%, w Czechach 30%, a w Danii az 36%.
W Polsce, w zalezno$ci od regionu, zastosowanej metodyki diagnostycznej i wielko$ci
badanej populacji, czestosé¢ ta waha si¢ od 8% w Polsce centralnej i péinocnej do 27%
w potnocno-zachodnim rejonie kraju [27]. W wojewodztwie matopolskim prawie co

trzecia cigzarna kobieta (28%) jest nosicielkg tego paciorkowca [26, 27].

Ryzyko kolonizacji noworodka przez S. agalactiae w nastepstwie wertykalne;
transmisji w czasie porodu sitami natury wynosi az 70%. Z kolei czgsto$¢ zachorowan
wsérod niemowlat dotyczy 0,34-0,37 na 1000 zywo urodzonych dzieci [100, 202].
Zakazenia noworodkow paciorkowcem bezmlecznosci moga mie¢ wczesny (ang. early-

onset disease, EOD) lub p6zny poczatek (ang. late-onset disease, LOD).

1. 3. 1. Zakazenia noworodkow o wczesnym poczatku

Zakazenia o wczesnym poczatku (ang. early-onset disease, EOD), ktore
wystepuja W pierwszym tygodniu zycia, objawiaja si¢ migdzy innymi niewydolnoscia
oddechowa i przyjmuja najczesciej postaé sepsy i zapalenia ptuc. Rzadziej prowadza do
zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych. Pierwsze objawy, takie jak niewydolnos¢
oddechowa, bezdech czy poczatkowe symptomy sepsy, pojawiaja si¢ juz w pierwszych
24-48 godzinach zycia. Smiertelnos¢ w przypadku weczesnych zakazen utrzymuje sie
obecnie na poziomie 4-6%, podczas gdy w latach siedemdziesigtychtych umierato co
drugie dziecko [7, 202]. Jak wynika z danych epidemiologicznych, przedwczesny porod
dziesigciokrotnie zwigksza ryzyko $mierci noworodka (wskaznik $miertelnosci dla
noworodkow urodzonych przed 33 tygodniem cigzy wynosi 20-30%, podczas gdy dla
dzieci urodzonych terminowo odsetek ten spada do 2-3%) [144, 163].

Do zakazen o wczesnym poczatku dochodzi w trakcie transmisji wertykalnej,

kiedy Streptococcus agalactiae przenosi si¢ z pochwy do ptynu owodniowego
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podczasprzemieszczania si¢ dziecka przez drogi rodne skolonizowanej matki, lub tez
w nastgpstwie pekniecia bton ptodowych. Niemniej jednak, GBS moze roéwniez
zainfekowa¢ btony nieuszkodzone [202]. Streptococcus agalactiae po przedostaniu si¢
do ptuc ptodu moze wywota¢ sepse, natomiast u niemowlat urodzonych sitami natury
przez matki bedace nosicielkami najczesciej dochodzi do kolonizacji przewodu

pokarmowego i drég oddechowych, a dzieci pozostaja zdrowe (Ryc. 1).

Wsrod czynnikow ryzyka wystgpienia zakazenia o wezesnym poczatku nalezy
wymieni¢ miedzy innymi: wiek cigzowy ponizej 37 tygodnia, pegkniecie bton
ptodowych utrzymujace si¢ przez dtuzszy okres (>18 godzin) [140, 164], bakteriuria,
zakazenie wewnatrzowodniowe, mtody wiek matki, niski poziom przeciwciat anty-GBS
ciezarnej, a takze inwazyjne zakazenie Streptococcus agalactiae w poprzednich cigzach
[202].
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GBS in a commensal state

® GBS in an invasive state

Ryc. 1. Kolejne etapy kolonizacji noworodka S. agalactiae. Legenda: A) GBS
kolonizujacy pochwy i/lub dolnego odcinka przewodu pokarmowego (flora
fizjologiczna); B) bezobjawowa kolonizacja macicy cigzarnej (nosicielstwo GBS);
C) transmisja paciorkowca do drog oddechowych noworodka w macicy lub w trakcie
porodu; D) zapalenie pluc wywotane przez GBS; E) sepsa i zapalenie wsierdzia
w nastepstwie przedostania si¢ Streptococcus agalactiae do naczyn krwiono$nych;
F) zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych w nastepstwie pokonania przez S. agalctiae
bariery krew-moézg [151].
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1. 3. 2. Zakazenia noworodkow o péznym poczatku

Zakazenia o pdznym poczatku (ang. late-onset disease, LOD) moga wystgpi¢ od
7 dnia do 3 miesigca zycia, przyjmujgc najczesciej posta¢ zapalenia Opon mozgowo-
rdzeniowych (tac. meningitis) i sepsy [42]. Patogeneza poznych zakazen nie zostata tak
dobrze poznana jak w przypadku zakazen o wczesnym poczatku, a czesto zrodio
zakazenia u niemowlecia jest niejasne. Drobnoustrdj moze przechodzi¢ od matki na

dziecko przez bezposredni kontakt lub pochodzi¢ ze srodowiska szpitalnego [11].

1. 3. 3. Okoloporodowa profilaktyka antybiotykowa

W zwigzku z wysoka $miertelno$cia niemowlat zwigzang z zakazeniami
wywotanymi przez GBS, w 1996 roku Amerykanskie Kolegium Potoznikow
i Ginekologow (ang. American College Obstetricians and Gynecologists, ACOG) wraz
z Centrami Kontroli i Prewencji Choréb (ang. Centers for Disease Control and
Prevention, CDC), a rok po6zniej takze Amerykanska Akademia Pedriatrii (ang.
American Academy of Pediactrics, AAP) opracowaly wytyczne, majace na celu
zminimalizowanie tego niebezpiecznego zjawiska. Wytyczne CDC aktualizowano
w roku 2002 [162], a nastepnie w 2010 roku do wersji, ktora obowigzuje do dzis [202].
Kraje Unii Europejskiej, podazajac za przyktadem Stanow Zjednoczonych, sukcesywnie
zaczely opracowywac wlasne rekomendacje, poczawszy od Wloch w 1996 roku, przez
Hiszpanig¢ (1996 rok, aktualizacja w 2003 roku), Francje (2001 rok) i Niemcy (1996
rok, aktualizacja w 2008 roku). Belgia i Wielka Brytania opracowaly swoje wytyczne
w 2003 roku, Szwajcaria w 2007 roku, Czechy za§ w 2008 roku [155]. Polskie, obecnie
obowiagzujace rekomendacje opracowane zostaty w 2008 roku przez zespot specjalistow

Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego [100].

Zgodnie z wytycznymi niniejszych rekomendacji, kobieta pomiedzy 35 a 37
tygodniem  cigzy  powinna  zosta¢  poddana  przesiewowemu  badaniu
mikrobiologicznemu w kierunku obecnosci Streptococcus agalactiae. W tym celu
pobierane sg dwa wymazy przy uzyciu dwoch jatowych wymazowek, jeden
z przedsionka pochwy, drugi z odbytnicy, po pokonaniu oporu zwieracza odbytu.
Pobrany material umieszcza si¢ w osobnych namnazajgco-réznicujacych poditozach
transportowych dedykowanych GBS, takich jak podtoze Stuarta czy Amies [202],

I dostarcza do laboratorium mikrobiologicznego. Nastgpnie, wymazowki usuwa si¢

17



z podtoza transportowego i inkubuje w ptynnym wybioérczym podtozu hodowlanym, na
przyktad Todd-Hewitta z dodatkiem gentamycyny (8 pg/ml) i kwasu nalidyksowego
(15 pg/ml) lub kolistyny (10 ug/ml) i kwasu nalidyksowego (15 ug/ml). Hodowla
prowadzona jest przez 18-24 godzin w temperaturze 35-37°C, po czym materiat
przesiewany jest na stale podloze agarowe z dodatkiem 5% krwi baraniej (Colombia
agar).

Wstepna identyfikacja GBS obejmuje analiz¢ materiatu wyhodowanego na
plytce opartg na poszukiwaniu kolonii z waskg strefg B-hemolizy. Czasami hemoliza
jest trudna do zauwazenia, dlatego kolonie o morfologii typowej dla Streptococcus
agalactiae poddawane sg dalszym testom, obejmujagcym m.in. test lateksowy, test
CAMP, szeregi biochemiczne typu API, czy metody molekularne takie jak technika
PCR.

Dodatkowo, w laboratorium wykonywane sg takze badania majace na celu
zbadanie opornosci  wyizolowanych szczepéw  Streptococcus agalactiae na
erytromycyne i klindamycyne wraz z okresleniem fenotypu MLSg przy zastosowaniu
metody dyfuzyjno-krazkowe;j.

W razie stwierdzenia nosicielstwa GBS, okreslanego przy zastosowaniu metod
hodowlanych [202], wdrazana jest okotoporodowa profilaktyka antybiotykowa (ang.
intrapartum antibiotics prophylaxis, IAP), ktora w trakcie porodu zalecana jest
kobietom, u ktorych wykazano nosicielstwo S. agalactiae lub tym cigzarnym, u ktorych

stwierdza si¢ dodatkowe czynniki ryzyka zakazen GBS, tj:

= Wynik posiewu bakteriologicznego byt ujemny, ale w poprzednich cigzach

cigzarnej doszto do okotoporodowego zakazenia GBS,

=  Wynik posiewu bakteriologicznego pobranego z pochwy i odbytu byt ujemny,

ale we wczesniejszym etapie cigzy S. agalactiae wykryto w moczu,

*  Wynik posiewu bakteriologicznego jest nieznany, lecz mingto ponad 18 godzin

od peknigcia blon ptodowych,

=  Wynik posiewu bakteriologicznego jest nieznany, ale temperatura ciata kobiety

jest podwyzszona (>38°C).
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Zalecane jest wdrozenie antybiotykoterapii zaraz po przyjeciu pacjentki do
szpitala. Algorytm postepowania ujmuje dozylne podanie penicyliny G w pierwszej
dawce 5 mln jednostek, a nastepnie, w czterogodzinnych odst¢pach podawanie 2,5 min
jednostek az do zakonczenia porodu. Alternatywnie podaje si¢ ampicyling w dozylnej
dawce 2 g i, analogicznie, co cztery godziny 1 g leku [100].

Jesli pacjentka deklaruje alergi¢ na penicyling, na ktora, jak podaja dane
literaturowe, uczulonych moze by¢ az 10% spoteczenstwa [64], algorytm postgpowania
ulega zmianie 1 uwzglednia on, w przypadku szczepdéw niereprezentujagcych fenotypu
MLSg, dozylne podanie erytromycyny w dawce 500 mg co 6 godzin lub klindamycyny
w dozylnej dawce 900 mg co 8 godzin az do zakonczenia porodu. Jesli natomiast
wyizolowano szczep o fenotypie MLSg, zaleca si¢ podawanie co 12 godzin
1 g wankomycyny. W przypadku braku wiedzy dotyczacej fenotypu oporno$ci Szczepu
wyizolowanego od pacjentki uczulonej na penicyling podaje si¢ cefalosporyne lub

wankomycyng [100].

Z Kkolei dzieci urodzone przez kobiety bedace nosicielkami, u ktorych
zastosowano okotoporodowa profilaktyke antybiotykowa, powinny zosta¢ poddane
obserwacji przez co najmniej dobe. W razie wystapienia objawow zakazenia noworodek
powinien zosta¢ poddany pelnej diagnostyce w kierunku obecnos$ci Streptococcus
agalactiae, obejmujacej mikrobiologiczne badanie krwi, pelna morfologi¢
z uwzglednieniem okre$lenia liczby biatych krwinek i ptytek krwi oraz punkcji
ledzwiowej w celu pobrania ptynu moézgowo-rdzeniowego. W razie wystapienia
zaburzen oddechowych wykonuje si¢ takze badanie RTG [202]. Réwnoczesnie zaleca
si¢ wdrozenie empirycznej terapii antybiotykowej, ktora moze zosta¢ zmodyfikowana
na postawie obserwacji stanu Kklinicznego noworodka lub wynikow badan

bakteriologicznych [202].

Jesli u noworodka nie wystagpity objawy zakazenia, lecz u matki doszto do
zakazenia blon ptodowych, zaleca si¢ diagnostyke w kierunku GBS ograniczong do
bakteriologicznego badania krwi oraz pelnej morfologii wykonanej w ciagu 6-12 godzin
od narodzin, z uwzglgdnieniem okreslenia liczby leukocytow i trombocytéw oraz
wdrozenie antybiotykoterapii. W razie gdy matka nie kwalifikowata si¢ do
wprowadzenia okotoporodowej profilaktyki antybiotykowej, dziecko poddawane jest

rutynowej obserwacji i, w razie wystgpienia objawdéw sepsy, wdrazana jest peina

19



diagnostyka. Jesli za§ matka na > 4 godziny przed porodem otrzymala dozylnie
odpowiedni antybiotyk, dziecko poddawane jest obserwacji na minimum 48 godzin,
podobnie jak w przypadku pekniecia bton ptodowych po 37 tygodniu cigzy, trwajgcego
ponizej 18 godzin. W razie pgknigcia bton ptodowych przed 37 tygodniem cigzy, lub

gdy od pekniecia bton plodowych mingto > 18 godzin, zalecane jest wdrozenie

podstawowej diagnostyki i obserwacja dziecka przez co najmniej 18 godzin [3].

W zwigzku z powszechnym stosowaniem antybiotykéw, co wymuszane jest
miedzy innymi przez wytyczne okotoporodowej profilaktyki —antybiotykoweyj,
w ostatnich latach odnotowuje si¢ znaczny wzrost liczby szczepéw opornych na
dziatanie coraz wigkszej liczby antybiotykéw. To z kolei indukuje problemy

terapeutyczne zwigzane ze zmniejszajacymi si¢ zasobami lekow przeciwbakteryjnych.

1. 3. 4. Chorobotwérczos¢ Streptococcus agalactiae w pozostalych
grupach pacjentow

W ostatnich latach zacz¢to odnotowywaé coraz czgstsze przypadki zakazen
o etiologii S. agalactiae u dorostych pacjentow. Problem ten szczegodlnie zauwazalny
jest w wysoko rozwinietych i bogatych spoteczenstwach, gdzie dane Kkrajowych
systemow monitorowania chorob zakaznych we wszystkich grupach wiekowych sg
rzetelnie analizowane [13, 109, 131, 144, 173]. Na przyktad w Stanach Zjednoczonych
od roku 1999 do roku 2007 liczba przypadkow zakazen u dorostych (mediana wieku 63
lata) wywotanych przez S. agalactiae wzrosta az o 100% [173]. Zakazenia wywotane
przez tego paciorkowca dotycza najczesciej tkanek migkkich i skory. Niemniej jednak,
nierzadko odnotowuje si¢ sepse¢, zapalenia ptuc, zakazenia kos$ci 1 stawdw, zakazenia
uktadu moczowego, zapalenie opon mozgowo rdzeniowych czy tez zapalenie wsierdzia
[52].

Wsrod kluczowych czynnikoéw ryzyka zakazen wywotanych przez Streptococcus
agalactiae u dorostych najczesciej wymienia si¢ cukrzyce (20% w Kanadzie, do >40%
w Stanach Zjednoczonych). Jednakze, zakazenia o etiologii GBS czesto
wspottowarzysza takim chorobom jak: otylos¢, choroby nerek, nowotwory,
niewydolno$¢ serca, miazdzycowa choroba sercowo-naczyniowa czy niedobory

odpornosci. Istotnym czynnikiem ryzyka jest takze wiek. Dane z Europy, ze Stanow
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Zjednoczonych oraz z Tajlandii wskazuja, iz czestos¢ zakazen o etiologii S. agalactiae

jest najwyzsza w grupie wiekowej > 65 lat [13, 16, 109, 173].

1. 4. Immunologia ciazy i noworodka — zagadnienia wybrane

Szczepionki podawane dzieciom w pierwszych miesigcach zycia moga zapewnic
im ochron¢ przed powaznymi chorobami na wiele lat. Jednakze nabycie odpornosci
poszczepienne] wymaga czasu, dlatego tez przeciwciata przekazywane przez matke
w trakcie cigzy pelnig kluczowg role w biernej ochronie noworodka przed
zagrazajacymi zyciu chorobami. Warto zatem podkresli¢, ze szczepionki podawane

matce zapewniaja ochrong nie tylko jej, ale i noworodkowi [57].

Jak wynika z danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health
Organisation, WHO), prawie 2,4 miliona dzieci ponizej 5 roku zycia zmarto z powodu
choréb zakaznych, z czego najbardziej narazone sg noworodki [50]. W pierwszych
miesigcach zycia dziecka odporno$¢ zapewniajg przeciwciala nabyte przeztozyskowo
W czasie cigzy, a takze te przekazywane z mlekiem matki w nast¢pstwie karmienia

piersig [57].

Jedyna klasa immunoglobulin zdolng do przejscia przez tozysko sa przeciwciala
IgG. Aby jednak dosta¢ si¢ do krwioobiegu ptodu, musza pokonaé szereg barier
anatomicznych, jakie stanowig warstwa syncytiotrofoblastow 1  warStwa
cytotrofoblastow, nastgpnie migruja przez kosmoéwke, aby ostatecznie dotrze¢ do
$wiatla naczyn srodbtonka krwiono$nych [193]. Kluczowa role w przeztozyskowym
transferze przeciwcial IgG odgrywa noworodkowy receptor Fc (ang. Fc neonatal
receptor, FCRn) [102, 144]. Receptor ten zwigzany jest z gtdwnym uktadem zgodnosci
tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC) klasy I, a wsrod jego funkcji
nalezy wymieni¢ zachowanie homeostazy przeciwcial 1gG oraz pokonywanie bariery,
jaka stanowig spolaryzowane $ciany komoérek nabtonkowych [81, 156, 172]. Badania
wykazuja, ze ekspresja receptora FcRn w komodrkach syncytiotrofoblastarnych jest
kluczowym czynnikiem wplywajacym na przenoszenie przeciwcial IgG przez tozysko.
FcRn znajduja si¢ w cytozolu, gdzie w lekko kwasowym $rodowisku wigza fragment Fc
przeciwcial  IgG.  Matczyne IgG  ulegaja  endocytozie do  komorek
syncytiotrofoblastycznych. W endosomach o obnizonym pH dochodzi do zwigzania

IgG przez receptory FCRn, ktore nastepnie przemieszczaja si¢ do blony podstawowej
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komorki, gdzie w wyniku zmiany pH na neutralne IgG uwalniane sg do $wiatla
kosmkoéw tozyskowych. Niemniej jednak, dokladny mechanizm transportu IgG nie

zostal jeszcze doktadnie poznany [113, 120, 156].

Przeztozyskowy transfer matczynych przeciwcial IgG rozpoczyna si¢ juz
W pierwszym trymestrze cigzy. Niewielkie stgzenia IgG w krwi pepowinowej
wykrywane juz sa migdzy 8 a 10 tygodniem cigzy, podczas gdy najwigksze stezenie
osiggane jest w trzecim trymestrze cigzy, co moze by¢ zwigzane z wigckszym polem
powierzchni wychwytu przeciwciat z krwi. Miedzy 37 a 40 tygodniem cigzy st¢zenie
matczynych przeciwcial w krwi pgpowinowej moze przewyzsza¢ ich stezenie we krwi
matki, a stan ten moze si¢ utrzymywa¢ az do momentu porodu [49, 57, 92, 128, 171,
185]. Efektywnos¢ transferu przeciwciat przez tozysko jest zréznicowana i uzalezniona
od tego, przeciwko jakiemu patogenowi sa one skierowane, na przyktad dla GBS
wynosi ona 70% [8]. Ponadto, stezenie matczynych przeciwciat przenoszonych do krwi
pepowinowej jest zalezne od stanu zdrowia kobiety. Czynniki takie jak
hipergammoglobulinemia, patologie tozyska, malaria, a takze zakazenie np. wirusem
HIV, skutkujg znacznym obnizeniem liczby przekazywanych przeciwciat skierowanych
przeciwko miedzy innymi: Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae,

Hemophilus influenza, Bordetella pertussis czy wirusowi odry [1, 57].

Czas utrzymywania si¢ matczynych przeciwcial we krwi noworodka jest rozny,
na przyktad przeciwciata skierowane przeciwko krztuScowi nie sa wykrywalne juz
u czteromiesigcznych niemowlat, podczas gdy immunoglobuliny IgG przeciwko odrze
obecne sg we krwi do roku. Przyczyny tych roznic nie zostaty jednak jeszcze doktadnie

poznane [138, 186, 201].

Schemat przeztozyskowego przechodzenia matczynych przeciwcial ochronnych

IgG na ptdod przedstawiono na Rycinie 2.
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Ryc. 2. Schemat przezlozyskowego transferu przeciwciat IgG. Zrodlo: Malek i wsp.
[127] zmodyfikowane przez autora.

1. 5. Czynniki wirulencji Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae, bedacy oportunistycznym patogenem, posiada szereg

czynnikow wirulencji determinujgcych jego chorobotworczosé.

e Otoczkowy polisacharyd C

Jednym z najlepiej poznanych czynnikéw wirulencji, bedacy jednoczesnie
wazng cechg diagnostyczna, jest otoczkowy, bogaty w kwas sjalowy, wielocukier C
(ang. capsular polysaccharide, CPS). Umozliwia on adherencj¢ do nabtonka, a takze
chroni komoérki bakteryjne, zarowno przed szkodliwym dziataniem $rodowiska, jak
i ukfadem immunologicznym gospodarza, poprzez miedzy innymi maskowanie
zewnatrzkomorkowych bakteryjnych determinant antygenowych [80], upodabnianie si¢
(mimikr¢) do antygendéw gospodarza [70, 199] czy tez interferencje z ukladem

dopetiacza [33, 46, 93].

Na podstawie réznic w budowie tego polisacharydu wyodr¢bniono dziesie¢

serotypow: Ia, Ib, 11-1X a ich dystrybucja w obrebie szczepéw GBS uzalezniona jest od
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wielu czynnikdw. Wsrdd nich mozna wymieni¢ rodzaj zakazenia, wiek i ras¢ pacjenta
a takze szerokos¢ geograficzng. W populacji europejskiej i péinocnoamerykanskiej
dominujg serotypy la, Il i V, podczas gdy w Azji najczesciej izolowane sg szczepy
nalezace do serotypow VI i VIII [158]. W Polsce 70% szczepow GBS izolowanych od
nosicielek i niemowlat reprezentuje serotypy la, Il lub V [25]. Sepsa u niemowlat
z zakazeniami o wczesnym poczatku wywolywana jest najczeSciej przez szczepy
o serotypach Il (60%), V (22%) oraz la (10%). Z kolei zakazenia o p6znym poczatku
powodowane sg przede wszystkim przez serotyp IIl. U dorostych natomiast dominujg
serotypy V (42%) i 11l (25%). W zwiazku z powyzszym, serotyp Il traktowany jest
jako klinicznie istotny, poniewaz reprezentujace go szczepy dominujg wsérdd zakazen
u noworodkow — zaréwno tych o wczesnym, jak i 0 poznym poczatku. Z Kolei serotyp

V zwigzany jest z opornoscig na makrolidy [121, 143, 147].

e Bialka z rodziny Alp

Do rodziny Alp zalicza si¢ nastepujace biatka: aC, Alp 1 (epsilon), Alp2, Alp3,
Alp4 oraz Rib, ktére kodowane sa przez geny: bca, alpl, alp2, alp3, alp4, i rib.
Whasciwosci biatek Alp okreslono na podstawie analizy sekwencji poszczegdlnych
genow alp. Bialka te sktadaja si¢ z glownej domeny, petnigcej funkcje peptydu
sygnatowego, regionu N-konca, obszarow repetytywnych (ang. repeat area),
charakteryzujacych si¢ licznymi tandemowo rozmieszczonymi powtorzeniami, Oraz
regionu C-konca [60, 104, 122, 124]. Ponadto, biatka te sg silnymi immunogenami.
Sekwencje poszczegdlnych bialek stanowigcych rodzine Alp wykazuja wysokie
podobienstwo sekwencji, co moze prowadzi¢ do krzyzowych reakcji pomigdzy nimi,
a tym samym indukowa¢ odporno$¢ krzyzowa. Jest to istotne szczegodlnie w kontekscie

potencjalnej szczepionki [178].

Te zakotwiczone, na powierzchni komorki, biatka odgrywaja istotng role
w wirulencji S. agalactiae poprzez wspomaganie przylegania komoérek bakteryjnych do
komorek gospodarza. Z kolei biatko aC posredniczy w inwazji GBS komorek
nablonkowych szyjki macicy poprzez interakcje z glikozaminoglikanem obecnym
w komorce gospodarza [12]. Jak podajg dane literaturowe, mutacje wplywajace na
zmiany w strukturze glikozaminoglikanu skutkuja zmniejszeniem udziatu S. agalactiae

w inwazji komorek nabtonkowych.
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Jak wynika z licznych badan, ktérych wyniki przedstawiono w dostepnej

literaturze, istnieje zalezno$¢ we wspotwystepowaniu poszczegdlnych serotypow

1 biatek Alp. Biatko Rib zwigzane jest z serotypem III, biatko epsilon z serotypem Ia,

z kolei serotyp V najcze¢sciej identyfikowany jest przy wspotobecnos$ci biatka Alp3 [24,

35, 142].

Poza wielocukrem C i bialkami z rodziny Alp istnieje szereg czynnikow

wirulencji, z ktérych wybrane opisano w Tabeli 2.

Tabela 2 Najwazniejsze czynniki wirulencji Streptococcus agalactiae wraz z opisem

sposobu ich patogennego dziatania [151].

Czynnik wirulencji

Sposéb dzialania

Toksyny tworzace pory (ang. pore-forming toxins)

B-hemolizyna/cytolizyna

e Wspomaga inwazj¢ komoérek gospodarza i inicjuje ich lize

(B-hic, CylE) e Zaburza czynnoSci serca 1 watroby
o  Wywoluyje reakcje zapalne i apoptoze komorek
CAMP factor (Cfb) e Tworzy pory w $cianie komorkowej gospodarza

o Wigze si¢ z biatkami zakotwiczonymi w GPI

Otoczkowy polisacharyd C
(CPS)

e Zapobiega rozpoznawaniu bakterii poprzez molekularne
nasladowanie powierzchniowych glikokoniugatow
wystepujacych na powierzchni komorki gospodarza

e Maskuje prozapalne komponenty $ciany komorkowej

Dysmutaza ponadtlenkowa
(SodA)

e (Odpowiada za neutralizacj¢ toksycznego dla bakterii

nadtlenku i tlenu singletowego

Pigment

(ramnopolienowy)

e Odpowiada za neutralizacje toksycznego dla bakterii

nadtlenku i tlenu singletowego

Peptydaza C5a (ScpB)

e Zapobiega rekrutacji neutrofili w wyniku rozszczepienia
dopehiacza C5a
e Wspomaga adherencje w wyniku wigzania si¢

z fibronektyng macierzy zewnatrzkomorkowe;j

Proteaza serynowa (CspA)

e Rozszczepia fibronektyne i chemokiny

e Zaburza rekrutacje neutrofili i fagocytoze bakterii

Oporno$¢é na ampicyline

Alanylacja kwasu lipo-

teichowego

e Zmniejsza ujemny tadunek na powierzchni komorki,

odpycha AMP
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Biatko la
penicyliny (PBP1a)

wigzace

Wspomaga opornos¢ na ampicyliny poprzez nieznany

mechanizm

Pili e \Wspomaga opornos¢ na ampicyliny poprzez nieznany
mechanizm
e Wspomaga adherencje bakterii do komorki gospodarza
Adherencja do komorek gospodarza i inwazja
Biatko A wigzace e \Wspomaga adherencj¢ bakterii do komoérek gospodarza
fibronektyne (FbsA) poprzez wigzanie sie do fibronektyny macierzy
zewnatrzkomorkowej
Biatko B wigzace e Wspomaga przedostawanie si¢ bakterii do wnetrza
fibronektyne (FbsB) komorki gospodarza

Biatko wigzace lamining
(Lmb)

Wspomaga adherencje bakterii do komoérek gospodarza

poprzez wiagzanie si¢ do lamininy macierzy

zewnatrzkomorkowej
Biatka powtdrzeniowe e Srr 1 —wspomaga adherencje bakterii do ludzkiej
bogate w seryng (Srr) keratyny i komoérek nabtonka (HEp2)
e Srr 2 —zwigksza zjadliwos¢ S. agalactiae
Immunogenna  adhezyna e Wspomaga adherencj¢ bakterii do komorek gospodarza i
bakteryjna (BibA) wigze regulatorowe biatko dopetniacza
Biatko aC e Wspomaga adherencj¢ bakterii do komoérek nabtonka

Gen zwiazany z inwazjg

(lagA)

Odgrywa wazna role w pokonywaniu bariery krew-moézg

w wyniku btonowego kotwiczenia kwasu lipoteichowego

Inne czynniki zjadliwosci

Liaza hialuronianu

Rozszczepia hialuron i sprzyja ekspansji GBS w trakcie

zakazenia

Regulator transportu

metioniny (MtaR)

Odgrywa istotna rolg przy pobieraniu i transporcie

metioniny

Legenda: GPI -

glikolipid  glikozylofosfatydyloinozytol

odpowiadajacy za

potranslacyjng modyfikacj¢ biatek; AMP — ampicyliny.
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1. 6. Immunogenne bialka Streptococcus agalactiae

1. 6. 1. Bialka z rodziny Alp

Jak wspomniano we wczesniejszym rozdziale, te chimeryczne lecz stabilne
biatka nalezace do rodziny Alp, poza tym, ze wymieniane wsrod czynnikow wirulencji,

opisywane sg w literaturze w aspekcie ich immunogennosci.

Alpha C (aC) jest biatkiem o masie 103 kDa, ktore kodowane jest przez gen bca.
Sktada si¢ ono z dziewigCiu 82-aminokwasowych powtdrzen tandemowych oraz
motywu LPXTG (Leu-Pro-dowolny aminokwas-Thr-Gly) [104, 122, 189]. Ponadto,
charakteryzuje sigono odpornoscig na dziatanie trypsyny, co wykorzystywane jest w ich
identyfikacji wsrdéd szczepéw GBS [122]. Jak podaje literatura, alpha C najczegsciej
wspotwystepuje z serotypami Ia, Ib, II, bardzo rzadko z serotypem V, natomiast nigdy
nie jest identyfikowane wsrod izolatow reprezentujacych serotyp III [122]. oC
uczestniczy w patogenezie GBS, co potwierdzaja badania prowadzone na mysim
modelu, w ktorych wykazano, ze delecja genu kodujacego to biatko przyczynita si¢ do
obnizenia wirulencji GBS u tych zwierzat [118]. Mechanizm patogenezy, jak zostato
wspomniane w poprzednim rozdziale, opiera si¢ na jego oddzialywaniu
z glikozaminoglikanem, stanowigcym element komorki gospodarza, i wnika do
cytolozu komorek eukarotycznych poprzez aktynozalezny mechanizm. To z kolei
umozliwia bakterii pokonanie bariery, jaka stanowig komorki nablonkowe,
i w rezultacie doprowadzi¢ do zakazenia [12]. Poza swojga rolg odgrywang
w patogenezie Alpha C wykazuje takze wlasciwosci immunogenne. Co wigcej, zostato
ono opisane jako pierwsze biatko GBS wykazujgce swoj antygenowy charakter. a, wraz
z biatkiem B, kodowanym przez gen bac, tworzy tak zwany antygen c, ktory wykryty
zostal w obecno$ci surowicy przeciwko catej komorce bakteryjnej [72, 171]. Juz
w 1985 roku dwojka badaczy, Bevanger i Naess, udowodnita, ze oczyszczone biatko a
wyizolowane z paciorkowcowej komoérki wywoluje odpowiedZ immunologiczng
I chroni myszy przed infekcjami wywotanymi przez GBS [15]. Ich wyniki
potwierdzone zostaty sze$¢ lat pozniej w toku badan prowadzonych na biatku

rekombinowanym [134], jak rowniez w licznych pdzniejszych pracach [104, 106, 118].

Kolejnym powierzchniowym biatkiem z rodziny Alp, znanym ze swojej

immunogennej funkcji, jest biatko Rib. Jest ono podobne do aC, a ich podobienstwa
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wykazane zostaly w nastgpstwie poroéwnania ze sobg tych dwoch, oczyszczonych,
bialek oraz w wyniku analizy ich N-koncowych sekwencji. Ponadto, podobnie jak
biatko Alpha C, Rib wykorzystane zostato jako wzorzec do markera wielkosci prazkow
w metodzie Western blot. Dodatkowo, obydwa biatka odporne sg na dziatanie trypsyny.
Co ciekawe, nie wykazuja one reakcji krzyzowych pomigdzy sobg. Rib jest duzym
bialkiem powierzchniowym zwigzanym przede wszystkim z serotypem III, ale takze
mozliwym do identyfikacji wérod izolatdow nalezacych do serotypu II i V [180]. Biatko
Rib sklada si¢ z dwunastu 79-aminokwasowych powtérzen tandemowych, motywu
LPXTG oraz 174-aminokwasowej sekwencji na N-koncu (Ryc. 3). Sekwencje
repetytywne biatka Rib i Alpha C sg identyczne na poziomie nukleotydéw. Natomiast
na poziomie aminokwasow podobienstwo w rejonie powtorzen tandemowych wynosi
47%, za$ w rejonie N-konca az 61%, co wskazuje na ich wysoka powtarzalnos§é
sekwencji. Ponadto, biatko Rib przez wzglad na swoja immunogenno$¢ rozpatrywane
jest przez naukowcow jako dobry kandydat na sktadnik szczepionki przeciwko
zakazeniom wywotanym przez GBS [135, 194]. Badania nad biatkowg SzCzepionka
sktadajaca si¢ z N-koncowych domen biatek Rib i Alpha C (GBS-NN) dotarly do
pierwszej fazy badan klinicznych [71].

Do rodziny biatek Alp nalezy réwniez biatko Alp3, wystepujace w literaturze
takze pod nazwa R28. W przeciwienstwie do dwdéch powyzej opisanych cztonkow
rodziny Alp, jest to niewielkie bialko o masie czasteczkowej rzedu 68 kDa [190].
Sktada si¢ ono, podobnie jak wigkszos¢ powierzchniowych bialek bakterii Gram-
dodatnich, z regionu C-koncowego z motywem LPXTG, obszaru tandemowego oraz
fragmentu nierepetytywnego N-konca z 56 aminokwasowa sekwencja sygnatowa (Ryc.
3) [179]. Po raz pierwszy Alp3 zidentyfikowano dla szczepu nalezacego do gatunku
Streptococcus  pyogenes [111], jednakze, najprawdopodobniej w  wyniku
horyzontalnego transferu genéw, gen alp3, kodujacy to biatko, zostal wiaczony do
proteomu Streptococcus agalactiae, a biatka te s3 w 98% takie same [179].
Zastosowanie  odpowiednich  technik  molekularnych  umozliwito  okreslenie
przynalezno$ci tego biatka do rodziny Alp. Wykazano, ze region repetytywny jest
w 95% identyczny z bialkiem Rib. Z kolei konserwatywny region na N-koncu jest
dwukrotnie dtuzszy niz w przypadku Rib i Alpha C [111]. Biatko Alp3 najcze¢sciej
identyfikowane jest w izolatach Streptococcus agalactiae nalezacych do serotypow V

1 VIII, a biatka produkowane przez te szczepy, poza liczba sekwencji repetytywnych, sa
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identyczne [5, 99, 104, 105]. Alp3, podobnie jak pozostate biatka Alp, jest jednym
z czynnikow wirulencji, wykazujacym powinowactwo do komorek szyjki macicy.
W przypadku infekcji o etiologii S. pyogenes jest ono wigzane z wywolywaniem
$miertelnych gorgczek potogowych [179]. Ponadto, Alp3 jest takze silnym
Immunogenem wykazujacym reaktywnos$¢ krzyzowa zaré6wno wobec biatka Rib, jak
I R28 S. pyogenes, co wynika z ich duzego podobienstwa [178, 179]. Eksperymenty
oparte na immunizacji myszy biatkiem Alp3 daty obiecujace wyniki, a tym samym

pozwolily na rozpatrywanie go w konteks$cie komponentu szczepionki [125, 179, 206].

Biatkiem bedacym w 2/3 identycznym z Alp3 jest biatko Alp2. Nie wystgpuje
ono tak powszechne jak pozostale biatka nalezace do rodziny Alp i zwigzane jest
najczesciej z serotypami la, III i V [63, 99, 104]. Cecha wyr6zniajaca Alp2 na tle
innych biatek Alp jest fakt posiadania przez nie dwoch typow powtorzen tandemowych.
Pierwszy z nich odpowiada nierepetytywnemu odcinkowi biatka R28, wspdlnemu
z biatkiem P i sklada si¢ z jednego lub dwoch powtorzen [63, 104, 179]. Natomiast
drugi typ tandemowych powtdrzen ulokowany jest w odcinku C-koncowym
1 przypomina powtdrzenia charakterystyczne dla pozostatych biatek z rodziny Alp,
ktore w zaleznosci od szczepu Streptococcus agalactiae wystepuja w liczbie od 2 do 4
powtorzen [63, 104]. Dodatkowo, region C-koncowy podobny jest do fragmentow
repetytywnych typowych dla biatka Alpha C, a to wskazuje na wigksza zlozono$¢
budowy Alp2 w poréwnaniu z pozostatymi przedstawicielami tej rodziny [179]. Biatko
to charakteryzuje si¢ takze immunogennoscig i, co cickawe, nie wykazuje krzyzowych

reakcji z Rib pomimo ich duzego podobienstwa [106].

Najstabiej poznanym przedstawicielem rodziny Alp jest biatko epsilon (Alpl),
ktore przez wiele lat uznawane bylo za immunologicznie identyczne jak Alpha C.
W 2004 roku, w wyniku sekwencjonowania wykazano, ze Alpl jest wariantem mozaiki
biatka aC [103]. W zwigzku z duzym podobienstwem tych biatek, a co za tym idzie,
czestym wystepowaniem reakcji krzyzowych pomigdzy nimi, dtugo uwazano, ze biatko
Alpha C dominuje wsrod szczepoéw reprezentujacych serotyp la [122], podczas gdy to
wlasnie epsilon zwigzany jest z tym serotypem. Co jest jednak najistotniejsze, Alpl
wykazuje wilasciwo$ci immunogenne, co kwalifikuje je jako kolejny potencjalny

sktadnik szczepionki przeciwko zakazeniom GBS [103].
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1. 6. 2. Peptydaza C5a

Paciorkowcowa  peptydaza  Cba  jest  enzymatycznym biatkiem
powierzchniowym, nalezagcym do proteaz serynowych, ktore odpowiada za inaktywacje
jednego ze sktadnikow ludzkiego dopetniacza, produktu rozpadu konwertazy C5, C5a
[95, 196]. Uwaza sig¢, ze wirulencja tego biatka jest wynikiemzakiocania rekrutacji
neutrofili, co w rezultacie prowadzi do zmniejszenia reakcji zapalnej wywolywane;j
w zakazanej tkance [75, 157]. Peptydaza C5a po raz pierwszy opisana zostata dla
gatunku Streptococcus pyogenes, jednak dalsze badania wykazaly obecnos$¢ tego
enzymu takze u szczepow Streptococcus agalactiae. Analiza sekwencji obydwu biatek
wykazala ich az 95% podobienstw0o, €O jest nastgpstwem horyzontalnego transferu
genow pomigdzy oboma gatunkami. Dlatego tez, w celu ich rozréznienia, stosowane
jest nastepujace nazewnictwo: peptydaza C5a dla gatunku Streptococcus pyogenes,
nalezacego do serologicznej grupy A, nosi nazwe ScpA, podczas gdy analogicznie dla
Streptococcus agalactiae reprezentatywnego dla grupy B, biatko to opisywane jest jako
ScpB [19, 20, 31, 177, 196, 197]. Co ciekawe, gen scpB wystepuje wszystkich
»ludzkich” szczepach GBS, podczas gdy w puli szczepow pochodzacych od krow
obejmuje jedynie pojedyncze przypadki [39, 58]. Ponadto, proteazy otoczek
komoérkowych zwigzanych z ScpB, charakteryzujace si¢ wielodomenows struktura, sa
wspélne takze dla bakterii kwasu mlekowego [54, 169]. Rola peptydazy Cb5a
w patogenezie zostata juz dobrze opisana, co jest jednak warte podkres$lenia, to fakt, Zze
w przeciwienstwie do znanych skutkow wywotywanych u ludzi, zjawisko hamowania
rekrutacji neutrofili w wyniku dziatania enzymu ScpB przez mysie C5a nie
wystepowato. Ta nieoczywista obserwacja powinna zosta¢ uwzgledniona w doborze
odpowiedniego modelu do badan nad szczepionka przeciwko GBS, ktorej
komponentem bedzie peptydaza C5a [18, 21, 122]. Dodatkowg funkcja peptydazy C5a
jest wigzanie fibrynogenu, co moze wspomagaé¢ adherencje bakterii do komorek
nabtonkowych i $rodbtonkowych [62, 122]. Jednakze, badania prowadzone na
zmutowanych komorkach bakteryjnych pozbawionych ScpB wykazywatly tylko
cze$ciowe obnizenie zdolno$ci wigzania fibrynogenu w poréwnaniu z niezmutowanymi
szczepami. Moze to wynika¢ z faktu, Zze paciorkowce grupy B posiadajg inne biatka
wykazujace zdolno$¢ wigzania fibrynogenu [184]. Ponadto, podobnie jak ScpA, ScpB
wykazuje takze silne wlasciwosci immunogenne. Z uwagi na konserwatywno$¢ tego

biatka oraz jego lokalizacje na powierzchni komorki bakteryjnej jest ono uwazane za
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dobrego kandydata do szczepionki. Co wigcej, ze wzgledu na duze sekwencyjne
podobienstwo pomigdzy ScpA i ScpB szczepionka taka mogtaby jednoczesnie chronié
przed zakazeniami wywolanymi przez Streptococcus pyogenes i Streptococcus
agalactiae [84]. Prace badawcze wykorzystujgce hiperimmunizowang surowicg kroliczg
wskazywatly aktywno$¢ opsonizacyjng z mysimi makrofagami oraz pelng krwia ludzka
[29]. Z kolei myszy immunizowane oczyszczonym biatkiem ScpB, ktore nastepnie
droga przeznosowg zakazane byly szczepami Streptococcus agalactiae, wykazywaty
wyzszy Kklirens bakterii z ptuc [30]. Sugeruje si¢ takze, ze przeciwciata skierowane
przeciwko antygenowi ScpB moga chroni¢ przed zakazeniami poprzez zaburzanie

wigzania fibrynogenu [29].

1. 6. 3. Bialko B

Bialko B, w literaturze wystgpujace réwniez pod nazwa biatko B, jak juz
wczesniej wspomniano, wspolnie z biatkiem aC nalezagcym do rodziny Alp, stanowig
elementy antygenu C. Biatka te, mimo iz kodowane sa przez geny zlokalizowane blisko
siebie na chromosomie, nie sg blisko spokrewnione [38, 104]. Ponadto, biatko B
wykazuje homologie z biatkiem Alp3 [179]. Analiza sekwencji biatka B wykazala, ze
sktada si¢ ono z 37-aminokwasowej sekwencji sygnatowej oraz kotwiczacego motywu
LPXTG stanowiacego fragment odcinka C. Dodatkowo, na C-koficu znajduje si¢ bogaty
w proling unikatowy region XPZ, ktory rozni si¢ dtugoscia pomiedzy poszczegdlnymi
szczepami [4]. Cecha wyrdzniajacg to biatko na tle wigkszo$ci powierzchniowych
bialek reprezentatywnych dla Gram-dodatnich ziarniakéw jest brak dhugich
repetytywnych sekwencji tandemowych [14]. Ponadto biatko B, w przeciwienstwie do
Alpha C, jest wrazliwe na dziatanie trypsyny. Zwigzane jest przede wszystkim
z serotypem Ib, niemniej jednak, identyfikowane jest rowniez na powierzchni izolatow
Streptococcus agalactiae reprezentujacych serotypy la, 1l i V [5, 99, 180, 182]. Co
ciekawe, biatko B czegsto wspolwystepuje z bialkiem A, podczas gdy A nierzadko
wystepuje pojedynczo [122]. Mimo iz wirulencyjny charakter tego biatka nie zostat
jeszcze doktadnie opisany, hipotetyzuje si¢, ze, ze wzgledu na jego zdolnos¢ wigzania
elementow ludzkiego ukladu odpornosciowego, moze by¢ on takze zwigzany
z wirulencja [137]. Ponadto, biatko B wykazuje powinowactwo do dwoch sktadnikow
ludzkiego uktadu immunologicznego: fragmentu Fc przeciwcial IgA oraz czynnika H

regulujacego alternatywna droge aktywacji uktadu dopetiacza, przez co jego dziatanie
gulujgceg ywng droge aktywac) p p Jeg
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kierowane jest przeciwko zakazajacemu patogenowi, a nie ludzkim komoérkom czy
tkankom. Fakt ten moze sugerowac istotng rolg tego biatka w wywotywaniu odpornos$ci
[122, 205]. W literaturze dostepne sa dane wskazujgce biatko B jako dobrego kandydata
na szczepionke przeciwko GBS. W eksperymencie opartym na aktywnej immunizacji
biatkiem B cigzarnych myszy wykazano, ze u oseskéw po kontakcie ze szczepami GBS
posiadajacymi biatko B nie rozwingta si¢ infekcja [124]. Ponadto, wykazano, ze
przeciwciata anty-p klasy IgG mogg przechodzi¢ przez tozysko, co moze wskazywac na
mozliwos¢ przekazania odpornos$ci z matki na dziecko, a tym samym zapewniaé

ochrong przed zakazeniem wywotywanym przez GBS [56].

1. 6. 4. Bialko Lmb

Biatko wigzace lamining (ang. laminin-binding protein, Lmb) jest, eksponowang
na powierzchni komorki wigkszosci szczepow Streptococcus agalactiae, lipoproteing,
uczestniczaca w kolonizacji i inwazji uszkodzonych komoérek nabtonkowych [176].
Analiza sekwencji tego biatka wyizolowanego z GBS wykazata bardzo bliskie
pokrewienstwo z Lmb Streptococcus pyogenes, nie tylko pomig¢dzy gatunkami, ale
i szczepami w obrebie danego gatunku [47, 176]. Z kolei gen Imb znajduje si¢ na tym
samym krotkim chromosomalnym odcinku co gen scp, kodujacy peptydaze C5a. Mimo
to, nie wykazuja one homologii, co moze $wiadczy¢ o fakcie przeniesienia tego
fragmentu chromosomu obejmujgcego obydwa geny w wyniku horyzontalnego
transferu genow [47, 58]. Ponadto, ze wzgledu na swojg konserwatywno$¢ oraz
lokalizacje w obrebie komorki bakteryjnej, wykazuje potencjal immunogenny i moze

by¢ rozpatrywane jako potencjalny element szczepionki [86, 191].

1. 6. 5. Bialko Sip

Powierzchniowe immunogenne biatko Sip (ang. Surface immunogenic protein)
jest niewielka czasteczka o masie ok. 45 kDa, ktora zidentyfikowana zostata
w nastgpstwie analizy immunologicznej biblioteki genomowej [22]. Biatko to,
reprezentowane przez kazdy =z dziewieciu serotypow, cechuje si¢ wysoka
konserwatywnos$cig [22, 153]. Jego sekwencja sktada si¢ z 25-aminokwasowego
peptydu sygnatowego znajdujacego si¢ na N-koncu biatka. W odroznieniu od
pozostalych opisywanych w tym rozdziale protein, Sip nie posiada kotwiczacego
motywu LPXTG [22]. Sip jest biatkiem eksponowanym na powierzchni komorki,
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jednak jego mechanizm kotwiczenia nie jest znany. Co prawda, jego rola nie zostala
poznana, jednak przez wzglad na swoja konserwatywnos$¢ Sip rozpatrywane jest jako
dobry kandydat w kontekscie szczepionki [22, 130, 153].

1. 6. 6. Bialko BibA

BibA jest immunogeniczng adhezyng bakteryjng charakterystyczng dla
paciorkowcoéOw grupy B (ang. group B Streptococcus immunogenic bacterial adhesin),
wykazujacg antyfagocytarne wiasciwosci. Strukturalnie biatko sktada si¢ z N-koncowe;j
domeny bogatej w liczne a-helisy, z regionu bogatego w proling oraz motywu LPXTG.
BibA specyficznie wigze si¢ z jednym z regulatoréow szlaku ludzkiego dopetniacza —
biatkiem wiazacym C4. Jak wynika z badan, delecja genu bibA przyczynia si¢ do
znacznego zmniejszenia przezywalnosci Streptococcus agalactiae w ludzkiej krwi, jak
réwniez zmniejsza zdolno$¢ ochrony komorek bakteryjnych przez opsofagocytoza. Jak
sama nazwa bialka wskazuje, posiada ono zdolno$¢ adhezji do ludzkich komoérek
nabtonkowych szyjki macicy oraz ptuc,. Zostato to udowodnione w badaniach opartych
na zmutowanych szczepach z knockout’em genu bibA. Ponadto, ekspresja biatka BibA
przyczynia si¢ do wzrostu wirulencji. BibA jest tez silnym immunogenem,
a przeciwciata klasy 1gG skierowane przeciwko temu biatku wykryto w surowicy
ludzkiej pochodzacej od zdrowych osob [160]. Ze wzgledu na konserwatywnos¢ biatka
BibA oraz jego immunogenno$¢, naukowcy hipotetyzujg, ze podobnie jak opisane
powyzej biatka moze by¢ ono rozwazane jako czynnik immunizujacy, mogacy chroni¢

przez chorobami wywotanymi przez GBS.

s N ¥ ;

C
D fr s

Ryc. 3. Schemat budowy biatek z rodziny Alp z uwzglednieniem jego poszczegdlnych
odcinkow. Legenda: S — czasteczka sygnatowa, N — N-koniec biatka, R — region
repetytywny, C — C-koniec biatka, ID — regiony immunodominujace, Strzatka — koniec

N-koncowego regionu przejsciowego w biatkach Alp2 i Alp3 [125].
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1. 7. Metody identyfikacji bakterii z gatunku Streptococcus agalactiae

1.7. 1. Metody hodowlane

Podstawowa 1 najbardziej klasyczng metoda stosowang w identyfikacji
Streptococcus agalactiae jest hodowla materiatu, najczesciej zebranego w formie
wymazu. Hodowlg prowadzi si¢ nie tylko w celu bezposredniego rozpoznania patogenu
na podlozu, ale takze, aby namnozy¢ materiat do dalszych, bardziej szczegotowych

analiz, opierajacych si¢ na metodach molekularnych czy spektrometrycznych.

Najbardziej podstawowym podlozem hodowlanym stosowanym w diagnostyce
GBS sa podtoza agarowe Colombia agar z dodatkiem krwi baraniej, jednakze, jak
podaja dane literaturowe, nawet 50% uzyskanych wynikow badan przesiewowych
cigzarnych kobiet w kierunku nosicielstwa GBS jest falszywie ujemnych. Dlatego tez,
CDC zaleca stosowanie wzbogaconego podtoza Todd-Hewitta z dodatkiem
antybiotykow w dwoch wariantach: (I) gentamycyny w stezeniu 8 ug/ml z kwasem
nalidyksowym w stezeniu 15 pg/ml lub (1) lub kolistyny w stezeniu 10 pg/ml
z kwasem nalidyksowym w st¢zeniu 15 ug/ml [53]. Niektore dostepne na rynku podioza
przeznaczone do hodowli GBS nie zawierajg w swoim sktadzie krwi, ktéra przyczynia
si¢ do zwiekszenia odzysku bakterii w badanym materiale, a tym samym minimalizuje

ryzyko uzyskania fatszywie ujemnych wynikoéw [202].

Do identyfikacji S. agalactiae stosowane sg takze wybidrczo-roznicujace
podtoza wzbogacone w chromogenne substraty, ktore w wyniku reakcji

biochemicznych specyficznie barwig kolonie paciorkowcow B-hemolizujacych (Ryc. 4).
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Ryc. 4. Podloze chromogenne chromID® Strepto B do hodowli i identyfikacji

Streptococcus agalactiae. Zrodto: www.biomerieux.pl

1. 7. 2. Metody molekularne

W ostatnich latach coraz wigkszg popularnoscia w  diagnostyce
mikrobiologicznej ciesza si¢ metody molekularne. Znajduja one zastosowanie nie tylko
w identyfikacji gatunku, ale réwniez pozwalajg na charakterystyke profilu opornosci

oraz na badanie obecnosci poszczegdlnych czynnikow wirulencji.

Najbardziej klasyczng metoda stosowang w badaniach molekularnych jest
reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), ktéra polega na
tworzeniu wielu kopii fragmentu DNA, kodujacego dany gen. Odcinek nici DNA
determinowany jest przez par¢ starterOw (primeréw), a dzieki obecno$ci polimerazy
i mieszaniny nukleotydow: adeniny, guaniny, tyminy oraz cytozyny tworzona jest
komplementarna do matrycy ni¢. Etapy denaturacji nici, hybrydyzacji starterow
i elongacji powtarzaja si¢ cyklicznie — w rezultacie powstaje wiele par kopii badanego
fragmentu genu. Przy 40 cyklach mozna uzyska¢ nawet 2%° produktu reakcji

amplifikacji.

Nastepnie amplikon, czyli produkt reakcji PCR, pod wptywem dziatania

napiecia elektrycznego, poddawany jest rozdziatowi elektroforetycznemu na zelu
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agarozowym. Dodatek np. bromku etydyny do zelu pozwala na uwidocznienie prazkoéw
wyeksponowanych na dzialanie promieni UV, a tym samym umozliwia interpretacje

uzyskanych wynikow.

W diagnostyce nosicielstwa i zakazeh GBS u kobiet ci¢zarnych takze
wykorzystuje si¢ metody molekularne. CDC w swoich wytycznych z 2010 roku
dopuszcza wykorzystywanie testow amplifikacji kwasu nukleinowego (ang. nucleic
acid amplification tests, NAAT), jednak zwraca uwage na ich r6ézng i niezbyt wysoka
czutos¢  (62,5%-98,5%) czy  specyficznos¢  (64,5%-99,6%),  wynikajaca
z bezposredniego wykonania badania z pomini¢ciem hodowli na wzbogaconym
podtozu. Preinkubacja na wzbogaconym podtozu znacznie podnosi czuto$é pozniejsze;j
amplifikacji [17, 66, 202]. Wydtuza to wprawdzie czas catej procedury diagnostycznej,

lecz dzigki temu uzyskiwany wynik jest bardziej wiarygodny.

1. 7. 3. Metody serologiczne

Alternatywa dla powyzszych metod sg techniki serologiczne. Opierajg si¢ one na
zdolnosci do tworzenia specyficznych kompleksow pomigdzy przeciwciatami

I antygenami. Ze wzgledu na badany analit, metody serologiczne dzieli si¢ na:

1) Bezposrednie, dzigki ktorym przy uzyciu zdefiniowanych i wysoce
specyficznych przeciwciat identyfikuje si¢ antygeny obecne w badanym
materiale biologicznym. Zastosowanie tych metod jest zasadne szczegélnie na
poczatku zakazenia, kiedy stezenie antygendéw w ustroju jest wysokie, a tym

samym ryzyko uzyskania fatszywie ujemnego wyniku jest stosunkowo niskie.

2) Posrednie, ktore poprzez zastosowanie znanych antygenow pozwalaja na
detekcje przeciwcial obecnych przede wszystkim we krwi, ale rowniez
wystepujacych w plynie mézgowo-rdzeniowym. Przeciwciata te rozpoznawane
sg przez znakowane drugorzedowe przeciwciala. W zwigzku z tym, ze
przeciwciala pojawiajg sie w pozniejszych etapach zakazenia, metody posrednie
wykorzystywane sg dopiero po kilku dniach, a nawet tygodniach, od momentu

zakazenia.

36



Wisrdd najczesciej stosowanych metod serologicznych wymienia si¢ przede wszystkim:

a) Western blot (immunoblotting) — jest to metoda stuzgca do wykrywania

zarowno bialek (antygendéw), jak i przeciwciat. Procedura wykrywania biatek

sktada si¢ z czterech etapow:

1)

1)

1)

V)

Izolacji biatek, w trakcie ktorej uwalniane sg one z komorek, a nast¢pnie

oczyszczane.

Elektroforezy na zelu poliakrylamidowym z dodatkiem detergentu
siarczanu dodecylu sodu (ang. sodium dodecyl sulfate, SDS, syn. sodium
lauryl sulfate, SLS), majacego na celu nadanie tadunku czgsteczce
biatka, maskujacego tym samym jej wlasny tadunek. Dzieki temu,
homogenat biatek komérkowych pod wpltywem napiecia elektrycznego

rozdziela si¢ wedlug mas czgsteczkowych poszczegolnych protein.

Elektrotrasferu biatek z zelu poliakrylamidowego na nitrocelulozowsg lub

poliwinylowg (ang. polyvinylidene fluoride, PVDF) membrang
w nastepstwie dziatania napigcia elektrycznego. Po zakonczonym
transferze sprawdza si¢ jego wydajnos¢, barwigc membrang
odpowiednim barwnikiem, na przyktad kwasowym roztworem Ponceau

S. Jest to reakcja odwracalna.

Immunodetekcji, ktora poprzedzona jest blokowaniem wolnych miejsc

wigzgcych na membranie. W tym celu stosuje si¢ roztwory kazeiny,
albuminy bydlgcej, zelatyny, a czasami samego detergentu Tween-20.
Sam  proces immunodetekcji polega na  inkubacji  bialek
immobilizowanych na membranie z przeciwciatami. Je$li badane sg
biatka, wykorzystuje si¢ znane, znakowane, na przyktad enzymatycznie,
przeciwciala. Z kolei detekcja przeciwcial prowadzona jest przy
zastosowaniu zdefiniowanych biatek, specyficznie rozpoznawanych
przez badane przeciwciala (przeciwciata pierwszorzedowe), do ktorych
przytaczaja si¢ drugorzedowe przeciwciata skoniugowane najczesciej
z enzymami. Znakowanie przeciwcial, peroksydaza chrzanowa lub

alkaliczng fosfataza, pozwala na stwierdzenie zaj$cia reakcji, a tym
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samym na potwierdzenie lub wykluczenie obecnosci danych bialek czy

przeciwciat [148].

Western blot w komercyjnych testach diagnostycznych wykorzystywany
jest rowniez do wykrywania przeciwcial. W tej odmianie zdefiniowane,
immobilizowane na membranie antygeny reprezentatywne dla danego patogenu
inkubuje si¢ z badang surowicg. Jesli w badanej probce znajduja si¢
przeciwciata, zwigza si¢ one z antygenami na membranie, a dodanie
w kolejnym etapie przeciwcial drugorzedowych sprzezonych z odpowiednim
wskaznikiem pozwoli na zwizualizowanie reakcji, a tym samym potwierdzi lub

wykluczy zakazenie/nosicielstwo [148].

b) Testy immunochromatograficzne ciesza si¢ coraz wigksza popularnoscia
w diagnostyce, poniewaz w krotkim czasie dostarczaja informacji z gotowym
wynikiem. Ponadto, sa proste w przeprowadzeniu, dlatego tez mogg zostaé
wykonane nie tylko przez lekarza czy towarzyszacy personel medyczny, ale
réwniez samodzielnie przez pacjenta. Najbardziej znanym testem tego rodzaju
jest kasetkowy test cigzy, ktory pozwala na wykrywanie obecnosci ludzkiej
gonadotropiny kosmowkowej (ang. human chorionic gonadotropin, hCG)
w moczu lub w §linie. Technologia tej metody oparta jest na przemieszczaniu si¢
znakowanego analitu przez membran¢ optaszczong przeciwcialami. Po
umieszczeniu na tescie probki badanej, antygeny tacza si¢ ze specyficznymi
przeciwciatami, znakowanymi na przyktad koloidalnym ztotem, i w wyniku
dziatania sit kapilarnych przemieszczaja si¢ po membranie. Jesli w badane;j
probee znajdujg si¢ antygeny rozpoznawane przez przytwierdzone do fazy stalej
przeciwciala pierwszorzgdowe (linia testowa), powstaje trwaly barwny
kompleks. Niezwigzane z analitem znakowane przeciwciala wigza sie
z przeciwciatami drugorzedowymi (linia kontrolna), rowniez tworzac barwny
kompleks, co tym samym potwierdza poprawne przeprowadzenie testu (brak
paska na linii kontrolnej $wiadczy o blednie wykonanym tescie). Nadmiar
reagentow  (kompleks antygen-przeciwcialo  znakowane, przeciwciala
znakowane bez antygenu) przemieszcza si¢ do konca membrany (Ryc. 5) Za
pomocag niniejszej metody mozna wykrywaé zarOwno antygeny, jak

| przeciwciata.
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5. Schemat dziatania testu immunochromatograficznego do wykrywania

antygenow. Zrodto: http://imagenesmy.com zmodyfikowane przez autora.

c)

d)

Testy immunofluorescencyjne (IF), podobnie jak wyzej opisane metody,
pozwalaja na wykrywanie zardwno przeciwcial, jak 1 antygenow, przy
zastosowaniu przeciwcial pierwszo- lub drugorzedowych znakowanych
barwnikiem fluorescencyjnym. Efekt utworzenia si¢ kompleksu, a tym samym
uzyskanie potwierdzenia wyniku dodatniego, mozna obserwowa¢ pod

mikroskopem fluorescenyjnym.

Testy immunoenzymatyczne (ang. enzyme-linked immunosorbent assay;
ELISA), sa szeroko znanymi w diagnostyce testami, pozwalajacymi na detekcje
zarowno antygenoéw (np. biatek), jak i przeciwcial. W najbardziej klasycznej
odmianie tego testu metoda dziatania oparta jest na wigzaniu przeciwciat
znajdujacych si¢ w badanej surowicy z immobilizowanymi w fazie stalej
antygenami. Efekt wizualizowany jest poprzez reakcje odpowiedniego substratu
z enzymem skoniugowanym z przeciwciatami. Faz¢ stalg stanowig dotki
96-dotkowej ptytki polistyrenowej, ktora dzigki odpowiedniej modyfikacji
przystosowana jest do tworzenia niekowalencyjnych wigzan z rdéznymi
czasteczkami. Efektem reakcji jest barwny roztwor, ktoérego gestos¢ optyczna,
wyrazana jako absorbancja, jest proporcjonalna do stezenia badanego analitu.
Bezsprzeczng zaleta testow ELISA jest to, ze daja one mozliwos$¢ rozrdznienia

klas przeciwciat, przede wszystkim IgG od IgM, co jest niezwykle istotne
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w przypadku diagnostyki na przyktad toksoplazmozy czy rézyczki u ci¢zarnych

kobiet. Test ELISA dostepny jest w kilku odmianach:

Test ELISA bezposredni (ang. direct ELISA) — jest najprostsza
odmiang testow immunoenzymatycznych. Wykorzystuje si¢ go do
oznaczania st¢zenia biatka w badanej probce biologicznej. Jego
mechanizm polega na przylaczaniu si¢ znakowanych enzymatycznie
przeciwcial do biatek, ktore immobilizowane sa uprzednio do fazy statej
(Ryc. 6A). Istotnym ograniczeniem tej metody jest jej niska czuto$¢
i specyficznos¢ — w sytuacji, gdy w badanej probce znajduje si¢
mieszanina kilku bialtek, istnieje duze ryzyko uzyskania fatszywych

wynikow w nastepstwie zachodzenia reakcji krzyzowych.

Test ELISA posredni — jest najbardziej powszechng odmiang testu
ELISA (Ryc. 6B). Przy jej zastosowaniu mozna wykrywaé zar6wno
przeciwciala, jak i antygeny. System detekcyjny w wykrywaniu
antygenow stanowig dwa przeciwciata (pierwszorzedowe
i drugorzedowe skoniugowane ze znacznikiem). Z kolei do wykrywania
przeciwcial w badanej probce stosuje si¢ specyficzne, zdefiniowane
I przytwierdzone do ptytki antygeny oraz przeciwciala detekcyjne
sprzezone z odpowiednim znacznikiem. Metoda ta jest zdecydowanie

bardziej czula w porownaniu z bezposrednim testem ELISA.

ELISA kanapkowa (ang. sandwich ELISA) — czyli test podwdjnego
wigzania, co oznacza, Ze antygen wigzany jest przez dwa rodzaje
przeciwcial: wychwytujace 1 detekcyjne, ktore rozpoznaja rdzne jego
determinanty. Dzigki temu, czulo$¢ reakcji jest znacznie wyzsza niz
w przypadku testu bezposredniego. Do specyficznego i zdefiniowanego
przeciwciala wychwytujacego, ktore przytwierdzone jest do fazy statej
(dotka ptytki), przytacza si¢ badany antygen. Nastepnie, do powstalego
kompleksu dotacza si¢ kolejne przeciwcialo — detekcyjne, znakowane
odpowiednim enzymem (Ryc. 6C). Czasami, w celu jeszcze wigkszego
podniesienia czulo$ci, stosuje si¢ przeciwciata detekcyjne pozbawione

znacznika, a ten skoniugowany jest z drugorzedowymi przeciwciatami,
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ktore w kolejnym etapie wigza si¢ specyficznie z przeciwciatami

pierwszorzgdowymi (detekcyjnymi) (Ryc. 6D).

IV. Konkurencyjny test ELISA (syn. kompetytywny test ELISA, ang.
competitive ELISA, cELISA) — w tej odmianie testu mozna wykrywaé
zarowno przeciwciata, jak 1 antygeny. Jezeli detekcja obejmuje
przeciwciala, to faze stalg stanowig specyficzne antygeny, natomiast
czynnikiem detekcyjnym jest badana surowica zawierajaca przeciwciata
oraz roztwor przeciwciat znakowanych, ktore rywalizujag o miejsce
wigzania na antygenie. Z kolei w te$cie dedykowanym antygenom
przeciwciatlo immobilizowane jest do fazy stalej, podczas gdy badany
antygen konkuruje o miejsce wigzace przeciwciata ze znakowanym
antygenem (Ryc. 6E). W  kompetytywnym tescie ELISA,
w przeciwienstwie do wymienionych powyzej metod, st¢zenie badanej

probki jest odwrotnie proporcjonalne do zmierzonej absorbancji [148].

e) Odczyn lateksowy (syn. test aglutynacji lateksowej; ang. latex agglutination,
LA), stosowany jest do oznaczania antygenéw w badanej probce. W metodzie
tej wykorzystywane sg kuleczki lateksowe optaszczone monoklonalnymi
przeciwcialami, specyficznie rozpoznajacymi badany antygen. Gdy przeciwciata
rozpoznaja antygen, tworza si¢ widoczne gotym okiem agregaty. Test ten
wykorzystywany jest rowniez w identyfikacji paciorkowcdéw na podstawie ich

grupy serologicznej [204].
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Ryc. 6. Typy testow ELISA. Legenda: A) Test bezposredni; B) Test posredni; C) Test
,kanapkowy” do detekcji antygenéw przez dwa rodzaje przeciwciatl (znakowanych
detekcyjnych i wychwytujacych; D) Test ,,kanapkowy” wykrywajacy antygeny przez
trzy rodzaje przeciwciata (wychwytujace, detekcyjne, znakowane przeciwciata
drugorzedowe); E) Kompetytywny test ELISA [148].

W diagnostyce nosicielstwa GBS dominuja metody hodowlane, poniewaz
charakteryzuja si¢ one wysoka czuto$cig. Niemniej jednak, ich istotnym ograniczeniem
jest dugi czas oczekiwania na wyniki (ponad 48 godzin), co stanowi istotny problem,
szczegolnie w przypadku przedwczesnych porodow (przed 35-37 tygodniem cigzy), gdy
wyniki badan przesiewowych sg nieznane. Dlatego tez, naukowcy prowadza sg liczne
badania dazace do opracowania szybkiego, czulego i wysoce specyficznego testu
diagnostycznego do identyfikacji zakazen i nosicielstwa GBS. Obecnie najlepiej
prognozujaca alternatywa dla metod hodowlanych sa testy immunoenzymatyczne,
w ktorych markery stanowig immunogenne biatka bakteryjne i/lub ich epitopy. Wsrod
ich zalet nalezy wymieni¢ krotszy czas oczekiwania na wyniki, latwo$¢ w interpretacji

oraz mozliwos¢ rozrdznienia trwajaceg0 zakazenia od nosicielstwa.

1. 8. Synteza peptydow

Doktadna charakterystyka immunogennych biatek bakteryjnych, mogacych
znalez¢ zastosowanie w wakcynologii lub jako markery zakazen w innowacyjnych

testach immunodiagnostycznych, wymaga zidentyfikowania i scharakteryzowania
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wysoce specyficznych determinant antygenowych, czyli krotkich — sekwencji

aminokwasowych rozpoznawanych przez przeciwciala ochronne.

W tym celu wybrane biatko poddawane jest analizie bioinformatycznej, ktora,
wykorzystujgc odpowiednie narzgdzia analityczne, pozwala na wytypowanie w obrebie

biatka najbardziej prawdopodobnych epitopow wigzacych.

Zarowno bialka, jak i peptydy, mozna uzyskac¢ na drodze technik rekombinacji
DNA, izolacji z ich naturalnego srodowiska, chemicznej syntezy lub kombinacji tych
metod [67, 94].

W naturze wystepuje dwadziescia aminokwasow, ktore Stanowig podstawowy
element peptydow i biatek. Chemiczng syntez¢ peptydéw mozna prowadzi¢ w dwojaki
sposob. Pierwsza metoda opiera si¢ na fazie stalej, drugi sposob wykorzystuje synteze¢
w roztworze. Niemniej jednak, obie metody opieraja si¢ na tych samych podstawowych
zasadach [82]. Kluczowa rdznica dotyczy natury grupy zabezpieczajacej (ang.
protecting group, PG) grupe karboksylowg pierwszego aminokwasu. Jesli grupe
zabezpieczajaca stanowi nierozpuszczalna zywica, metoda nosi nazwe syntezy
peptydow w fazie statej (ang. solid phase peptides synthesis, SPPS). Analogicznie, gdy
grupa zabezpieczajgca rozpuszczona jest w roztworze reakcyjnym, metoda definiowana
jest jako synteza peptydow w roztworze (ang. solution phase peptide synthesis, SPS)

[187]. Schemat chemicznej syntezy przedstawiono na Rycinie 7.

Pierwsze proby chemicznej syntezy podjete zostaty w 1982 roku przez Theodora
Curtiusa, ktory jako pierwszy zsyntetyzowal N-zabezpieczony dipeptyd, w wyniku
reakcji soli srebra glicyny z chlorkiem benzoilu [36]. Dziewigtnascie lat pozniej,
w 1901 roku, Emil Fisher i Ernest Fourneau, w wyniku hydrolizy diketopiperazyny
glicyny, stworzyli pierwszy tripeptyd [55], a rok pdzniej, na 14 spotkaniu niemieckich
naukowcoéw i lekarzy w Karlsbadzie, Fisher po raz pierwszy wprowadzil termin
‘peptyd’ [65, 94, 181]. Pierwsza synteza peptydow w fazie stalej, ktorg Stanowita
nitropolistyrenowa zywica chlorometylowana [133], przeprowadzona zostata w 1963
roku przez Roberta Bruce’a Merrifielda, za co z reszta prawie dwadzieécia lat pozniej
otrzymal nagrode Nobla [82]. Kolejnym przetomem w historii syntezy peptydow byto
wprowadzenie w 1970 przez Hana i Carpino grupy 9-fluorenylometoksykarbonylowej

(Fmoc) jako nowej labilnej zabezpieczajacej grupy amin [28], ktora dzigki swojej
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ortogonalnosci wobec wielu grup =zabezpieczajacych przyczynita si¢ do
upowszechnienia strategii syntezy Fmoc/tBu. PodejScie to jest obecnie najczesciej

wykorzystywane w syntezie w fazie state;j.
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Ryc. 7. Schemat chemicznej syntezy peptydow. Legenda: (1) aminokwas
z zabezpieczong grupa aminowa (N-koniec); (2) aminokwas z zabezpieczong grupg
karboksylowg (C-koniec); (3) zabezpieczony dipeptyd powstaty poprzez sprzeganie; (4)
dipeptyd z usuni¢tg grupg zabezpieczajacag na N-koncu (PG2); (5) kolejny aminokwas z
grupa zabezpieczajacg na N-koncu; (6) zabezpieczony tripeptyd powstaty poprzez
sprzeganie dipeptydu i aminokwasu, ktéry po deprotekcji, czyli reakcji usuniecia grup
zabezpieczajacych; (7) tripeptyd pozbawiony grupy zabezpieczajacej (PG2); (8)
pozadany peptyd z zabezpieczonymi grupami; (9) pozadany peptyd z usunigtymi
grupami zabezpieczajacymi Zrodto: Jaradat i wsp. [82] zmodyfikowane przez autora.

1. 8. 1. Synteza na zywicy metoda Fmoc

Synteza na nos$niku statym (STTS) prowadzona od C-konca do N-konca jest
szeroko stosowang technika w chemii i1 biochemii. Proces moze by¢ prowadzony
automatycznie w syntetyzatorze peptydowym lub manualnie, cho¢ przy mniejszej
wydajnoséci. Automatyzacja procesu pozwala na wyprodukowanie oligopeptydow,
a nawet niewielkich biatek. Metoda ta wymaga jednak przytwierdzenia pierwszego

aminokwasu poprzez grup¢ karboksylowa do statego nosnika, czyli zywicy.
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W strategii Fmoc najczesciej wykorzystywang zywica jest zywica Wanga (Ryc.
8). Niemniej jednak, w literaturze wymieniane sg takze, migdzy innymi, Zywica
SASRIN (ang. super acid sensitive resin), zywica HMBA (ang. 4-Hydroxymethyl-
benzoylaminomethyl resin), zywica HMPA (ang. 2-(4-Hydroxymethyl-phenoxy)-
acetylaminomethyl resin), zywica HAL (ang. hypersensitive acid-labile resin) czy

zywica fenylohydrazynowa.

Kiedy pierwszy aminokwas przylaczy si¢ do zywicy, kolejne aminokwasy,
w sposOb zaprezentowany na Rycinie 7, sg dobudowywane, a lancuch peptydow
wydhluza si¢ od C-konca do N-konca, az do momentu uzyskania pozadanego produktu.
Po zakonczeniu procesu gotowy peptyd odlaczany jest od zywicy poprzez dodanie
wysoko stezonego kwasu trifluorooctowego (TFA), a nastgpnie analizowany przy

zastosowaniu na przyktad metod chromatografii mas [6].

Strategia syntezy SPPS od N-konca, wymagajaca zwigzania si¢ aminokwasu
z zywicg poprzez grupe aminowa jest takze stosowana w biochemii. Po raz pierwszy
opisana zostala w latach sze$¢dziesigtych przez Roberta Lewisa Letsingera [115, 116]
i czesto wystepuje pod nazwa odwrotnej syntezy w fazie stalej (ang. reverse/inverse
solid phase peptide synthesis) [82]. Niemniej jednak, nie cieszy si¢ ona takg
popularno$cig jak synteza od C-konca, co moze wynika¢ z jej ograniczen, wsrdd
ktorych wymienia si¢ przede wszystkim potencjalne ryzyko racemizacji, czyli tworzenia
si¢ enancjomerow oraz mozliwo$¢ powstania diketopiperazyny na kazdym z etapow

reakcji [76].

Ryc. 8. Schemat chemicznej struktury zywicy Wanga [82].

45



1. 8. 2. Synteza na polietylenowych pinach metoda Pepscan

Inng odmiang syntezy peptydow zwiazanych z faza stala jest metoda Pepscan
(ang. multiple peptides synthesis) opracowana przez Mario Geysena w 1984 roku [61].
Od metod opisanych powyzej roézni si¢ ona przede wszystkim tym, ze peptydy
syntetyzowane s3 na polietylenowych pinach, do ktorych sg one permanentnie
przytwierdzone (Ryc. 9). Technika ta znajduje swoje zastosowanie szczegolnie
w mapowaniu epitopow w obrebie limfocytow B, na przyktad w tescie ELISA [136].
Poczatkowo metoda pozwalala na syntetyzowanie krotkich, ponizej dziesigcio-
aminokwasowych peptydow, obecnie mozna generowac produkty sktadajace si¢ nawet

z 20 czasteczek [200].

Technika Pepscan umozliwia jednoczesng syntez¢ wielu krotkich peptydow
jednoczesnie, co nie tylko redukuje koszty, ale takze pozwala zaoszczedzié czas.
Ponadto, przeprowadzenie procedury syntezy nie wymaga kosztownego sprzetu
(syntetyzatorow), ktory niezbedny jest w pozostatych metodach, a opiera si¢ jedynie

aparaturze dostepnej w wiekszosci laboratoriow.

Synteza od kilku do kilkudziesigciu peptydow jednoczesnie prowadzona jest na
pinach umieszczonych w osobnych dotkach ptytki 96-dotkowej. W celu uniknigcia
polimeryzacji i reakcji ubocznych w reakcji wykorzystuje si¢ aminokwasy
z zabezpieczonymi grupami bocznymi, przy czym przed kazdym sprzg¢ganiem nalezy
odbezpieczy¢ aminowa grupe funkcyjna, aby umozliwi¢ przylaczanie si¢ kolejnych
aminokwasOw. Najcze$ciej grupe zabezpieczajacg stanowi Fmoc (ang. 9-

fluorenylmethyloxycarbonyl protecting group) oraz t-Boc (ang. t-butoxycarbonyl) [154].
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Ryc. 9. Polietylenowe piny stosowane do syntezy peptydow metoda Pepscan
przytwierdzone do ptytki.

1. 9. Immunoprofilaktyka zakazen

W zwiagzku z rosngcym w ostatnich dekadach globalnym problemem, jakim jest
opornos¢ bakterii na antybiotyki, przed naukowcami stoi ogromne wyzwanie:
opracowanie alternatywnej metody walki z GBS, na skutek ktorej odsetek nosicielstwa
1 zakazen o etiologii tego paciorkowca zostanie zredukowany albo wrecz zostang one
wyeliminowane. Szansy na skuteczng walke z GBS upatruje Si¢ w rozwoju
innowacyjnych szczepionek sktadajacych si¢ z immunogennych biatek lub peptydoéw
(epitopow) bakteryjnych.

Pierwsza szczepionka opracowana zostata w 1798 roku przez Edwarda Jennera,
ktory zauwazyt, ze wirus krowianki posiada zdolno$¢ eradykacji ospy u ludzi [83, 124].
Od tamtej pory opracowano wiele szczepionek, dzigki ktorym zmniejszyta si¢ czestosé
wystepowania epidemii, ktére w przesztosci dziesigtkowaty populacje na catym
$wiecie. Obowiazek szczepien narzucony przez Ministerstwa Zdrowia w wielu krajach
przyczynit si¢ do znacznego spadku czgstosci wystepowania takich chordb jak: btonica,
tezec, polio, odra, $winka czy rozyczka. Szacuje si¢, ze spadek ten w Stanach

Zjednoczonych i Europie Zachodniej wynosi nawet 99% [68, 175].
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Wsrdd rodzajow szczepionek wymienia si¢ miedzy innymi:
e Szczepionki polisacharydowe sktadajace si¢ z immunogennych wielocukrow,

e Szczepionki atenuowane skladajace si¢ z calych komodrek bakteryjnych

pozbawionych zjadliwosci,
e Szczepionek peptydowych sktadajacych si¢ z immunogennych bialek,

e Szczepionek podjednostkowych (peptydowych) skladajacych si¢ z samych

determinant antygenowych.

Pierwsze badania nad polisacharydowa szczepionka przeciwko GBS podjete
zostaly juz w latach siedemdziesigtych ubieglego wieku [9], kiedy to Baker i Kasper
wykazali, ze stezenie przeciwcial skierowanych przeciwko serotypowi Il jest duzo
nizsze U matek, u ktérych dzieci wystapito zakazenie o wczesnym badz pdéznym
poczatku w poréownaniu do kobiet, ktorych dzieci urodzity si¢ zdrowe. Badania te
doszly do pierwszej fazy badan klinicznych, jednakze w toku dalszych prac nie
potwierdzono ich wysokiej immunogennos$ci. Jest to istotne ograniczenie szczepionek
polisacharydowych. Dodatkowo, szczepionki polisacharydowe charakteryzuja si¢

serotypowa zaleznos$cig, a co za tym idzie, nie sg uniwersalne.

Rozwigzanie dla niniejszych ograniczen moglaby stanowi¢ szczepionka
peptydowa sktadajaca si¢ z immunogennych biatek GBS. Komponenty biatkowe takiej
szczepionki powinny charakteryzowac si¢ wysoka specyficznoscia i konserwatywnos$cia
[139]. Dlatego tez, naukowcy na catym $wiecie prowadzg liczne badania majgce na celu
identyfikacje immunogennych biatek S. agalactiae wraz z ich epitopami, ktore mogtyby
stanowi¢ komponent rekombinowanej podjednostkowej szczepionki przeciwko temu

patogenowi.

Wprowadzenie okotoporodowej profilaktyki antybiotykowej wsrdod kobiet
ciezarnych przyczynito si¢ wprawdzie do obnizenia czgstos$ci zakazen perinatalnych, ale
nie wyeliminowalo calkowicie tego zjawiska. Ma to znaczenie szczegdlnie
w kontekscie zakazen o poznym poczatku [139]. Ponadto, powszechne stosowanie
antybiotykow skutkuje pogl¢bianiem sie¢ ogdlnoswiatowego problemu, jakim jest

sukcesywny wzrost opornosci bakterii na dziatanie lekow, co w rezultacie prowadzi do
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obnizenia skutecznos$ci prowadzonej terapii. Dodatkowo, nie rozwigzuje to problemu
w Kkrajach rozwijajacych si¢. Wynika to przede wszystkim z utrudnionego dostepu
ci¢zarnych do przesiewowych badan w kierunku nosicielstwa GBS, ograniczonego

dostepu do antybiotykdw, a takze wysokiego odsetka kobiet rodzacych w domu [13].

Istotng role w wakcynologii odegrat w ostatnich dekadach rozwdj technik
molekularnych, a takze doktadne poznanie genomu bakteryjnego. Przyczynito si¢ to do
rozwoju tak zwanej wakcynologii opartej na genomie (ang. genome-based vaccinology),
ktora umozliwita identyfikacj¢ potencjalnych kandydatow do biatkowej szczepionki
przeciwko GBS. W oparciu 0 niniejsza metodologic wytypowano konserwatywne
sekwencje kodujace elementy powierzchniowych biatek pili. Zidentyfikowane geny
znajdujg si¢ na dwoch wyspach, a ich rolg jest kodowanie motywu LPXTG, biatka
szkieletowego (ang. backbone protein, BP), czyli glownej podjednostki pili, biatek
pomocniczych AP1 i AP2 (ang. ancillary protein, AP) oraz synteza genow sortazy
odpowiadajacej za budowanie pili. W toku badan prowadzonych na modelu mysim
obserwowano, ze BP i AP1 wykazuja zdolno$¢ inicjowania syntezy przeciwcial, ktore
w wyniku aktywnej immunizacji matki chronig jej potomstwo przed zakazeniami GBS
[96, 129]. Badania nad bialkami pili znajdujg si¢ obecnie na tak zaawansowanym

poziomie, ze weszly do fazy badan przedklinicznych [71].

Badania nad szczepionka skladajaca si¢ z polaczonych konserwatywnych
i chimerycznych biatek Alfa C i Rib nalezacych do rodziny Alp (GBS-NN) dotarty do
pierwszej fazy badan klinicznych, a co za tym idzie, rozpatrywane sg jako powazni
kandydaci do potencjalnej szczepionki [122]. Szczepionka ta, z uwagi na duzg czestos¢
wystepowania tych dwoch biatek w populacji moze indukowaé ochrong przed 95%
izolatbw GBS [96]. Wsrdd pozostatych opisywanych w literaturze immunogennych
bialek GBS, jako potencjalnych kandydatow do szczepionki, mozna wymienic:
adhezyne BibA, biatko wigzace fibrynogen FsbA, immunogenne biatko
powierzchniowe Sip, biatko wigzace lamining Lmb, peptydaze C5a [37, 44, 86, 151,
161, 166]. Ponadto, w wyniku badan prowadzonych przez Katedr¢ Mikrobiologii UJ
CM we wspolpracy naukowej z Instytutem Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu zidentyfikowano cztery immunogenne biatka GBS, a wsrod nich enolaze
(47,4 kDa), dehydrogenaze aldehydowa (50,6 kDa) oraz dwa nieopisywane wczesniej

w kontekscie immunogennosci Streptococcus agalactiae trigger factor (47 kDa) oraz
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czynnik elongacji Tu (44 kDa) [23]. Wyniki tych badan zainicjowaty ide¢ dalszych

prac, ktorych czgs¢ wynikow opisana zostata w niniejszej rozprawie.

Obecnie coraz wigcej badan wakcynologicznych skupia si¢ na detekcji $cisle
zdefiniowanych komponentow. Antygenami wchodzacymi w sklad tego typu
szczepionek sa najczeSciej bakteryjne immunogenne biatka, ich krotkie peptydy
zawierajgce determinanty antygenowe (epitopy), czyli fragmenty biatka rozpoznawane

przez antygeny, oraz receptory mogace indukowa¢ odpowiedz immunologiczng.
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2. CEL PRACY

Celem glownym niniejszej pracy byta identyfikacja, charakterystyka oraz
chemiczna synteza epitopéw wybranych immunogennych bialek Streptococcus
agalactiae (GBS) rozpoznawanych przez ludzkie przeciwciata ochronne obecne we
krwi pepowinowej, ktore w przysztoSci moglyby stanowi¢ komponent szczepionki lub
znalez¢ zastosowanie jako marker zakazen i/lub nosicielstwa GBS w innowacyjnych

testach immunodiagnostycznych.

Cele szczegolowe niniejszej pracy zakladaty:

1. Detekcj¢ immunoreaktywnych biatek GBS z wykorzystaniem przeciwcial surowicy

krwi pgpowinowej metodg immunoblottingu oraz okreslenie ich masy czasteczkowe;j.

2. Identyfikacj¢ bialek immunoreaktywnych oraz bioinformatyczng analize

potencjalnych epitopdw wigzacych przeciwciata.

3. Chemiczng syntez¢ peptydéw z wykorzystaniem techniki Pepscan (ang. multipin
peptides synthesis), w tym:

a) Synteze wszystkich peptydow wytypowanych w analizie bioinformatycznej jako
potencjalne determinanty antygenowe w celu wyodregbnienia tych, ktore wysoce

specyficznie wigzg si¢ z przeciwciatami krwi pgpowinowe.
b) Modyfikacje poprzez skracanie i podstawianie.

4. Okreslenie specyficznosci zsyntetyzowanych epitopdw przy pomocy testu

immunoenzymatycznego z przeciwcialami obecnymi w surowicy krwi pgpowinowe;j.

5. Synteze epitopéw na zywicach oraz okre$lenie ich specyficzno$ci wobec surowic
krwi pepowinowej i1 zylnej pochodzacej od nosicielek GBS, pacjentow z infekcja
0 etiologii GBS, pacjentow niebedacych nosicielami GBS.

6. Oceng reaktywnosci pojedynczych epitopow w poréwnaniu do rekombinowanego

biatka na przyktadzie czynnika elongacji Tu.
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3. MATERIALY

Niniejsze badania prowadzone byly w ramach projektu badawczego OPUS
,,Charakterystyka immunogennych biatek Streptococcus agalactiae wraz z identyfikacja
epitopu rozpoznawanego przez przeciwciala ochronne krwi pepowinowej”
finansowanego ze  $rodkow  Narodowego Centrum  Nauki (nr UMO-
2013/09/B/NZ6/00801), realizowanego pod kierownictwem dr hab. Moniki Brzychczy-
Wioch. Projekt prowadzony byl w ramach wspotpracy naukowej z zespolem
badawczym Prof. Andrzeja Gamiana z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
Panstwowej Akademii Nauk we Wroclawiu w oparciu o umowe nr
DO/UJ/UIP/10/2014. Niniejszy projekt badawczy uzyskal zgode Szpitala
Uniwersyteckiego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum (nr umowy DN-
0710-8-79/13) oraz Komisji Bioetycznej (KBET/153/B/2012) na prowadzenie badan.

Badania te byly kontynuacja dwoch wcezesniejszych projektow. Pierwszy,
finansowany ze $rodkow Ministerstwa Nauki i Informatyzacji (3PO5SE 08425),
pt. ,.Znaczenie kolonizacji paciorkowcem grupy B (paciorkowiec bezmlecznosci,
Streptococcus agalactiae) jako czynnika ryzyka zakazen matek i noworodkow”
realizowany byt w latach 2003-2006 pod kierownictwem dr hab. Doroty Pawlik.
W toku prowadzonych prac zebrano i scharakteryzowano szczepy GBS pochodzace
z zakazen i nosicielstwa. Drugi grant, o tytule ,,Charakterystyka izolatow Streptococcus
agalactiae pochodzacych z inwazyjnych zakazen i1 od nosicieli oraz analiza
immunoreaktywnych antygenow biatkowych obecnych na ich powierzchni”
(nr NN401042337) finansowany byt ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w latach 2009-2012 i zrealizowany zostal we wspoipracy z zespotem
badawczym Prof. Andrzeja Gamiana z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN we Wroctawiu pod kierownictwem dr hab. Moniki Brzychczy-Wtoch. W ramach
tego projektu sposrod 60 zréznicowanych genetycznie szczepdw GBS wytypowano 4
konserwatywne immunogenne biatka, ktore specyficznie reagowaty z surowicami krwi
zylnych pochodzacych od pacjentéw z zakazeniem o etiologii GBS oraz od kobiet
ciezarnych bedacych nosicielkami Streptococcus agalactiae, a wsrdd nich: enolazg
(47,4 kDa), dehydrogenaze¢ aldehydowa (50,6 kDa), trigger factor (47 kDa) oraz
czynnik elongacji Tu (44 kDa) [23]. Natomiast na bazie projektu OPUS (nr UMO-
2013/09/B/NZ6/00801), stanowigcego podstawe niniejszej rozprawy, w toku badan
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prowadzonych na poszerzonej puli szczepow (n=180) zidentyfikowano dwa dodatkowe
biatka: dehydrogenaze 5’-monofosforanu inozyny i chaperon GroEL, ktére wraz
z enolazag 1 czynnikiem elongacji Tu, wytypowanymi w ramach projektu nr
NN401042337, wybrano do dalszych badan majacych na celu detekcje specyficznych
epitopow. W niniejszej pracy opisano dehydrogenazg 5’-monofosforanu inozyny,
chaperon GroEL oraz enolaze, natomiast wyniki badan obejmujacych detekcje epitopow
czynnika elongacji Tu stanowily podstawe pracy magisterskiej Marceliny Pyclik
z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu pt.
,ldentyfikacja epitopu czynnika elongacji Tu izolowanego ze Streptococcus agalactiae

z wykorzystaniem ludzkich przeciwciat krwi pepowinowej.”.

W ramach projektu nr UMO-2013/09/B/NZ6/00801, stanowiacego podstawe
niniejszej rozprawy, powstaty dwie publikacje ,,Epitope Mapping of Streptococcus
agalactiae Elongation Factor Tu Protein Recognized by Human Sera.” autorstwa
Marceliny Pyclik, Sabiny Gorskiej, Ewy Brzozowskiej, Anny Dobrut, Jarostawa
Ciekota, Andrzeja Gamiana i Moniki Brzychczy-Wtoch (Front Microbiol. 2018 Feb
6;9:125. doi: 10.3389/fmicb.2018.00125. eCollection 2018.) oraz ,,Epitopes of
Immunoreactive  Proteins of  Streptococcus Agalactiae:  Enolase, Inosine
5'-Monophosphate Dehydrogenase and Molecular Chaperone GroEL.” autorstwa Anny
Dobrut, Ewy Brzozowskiej, Sabiny Gorskiej, Marceliny Pyclik, Andrzeja Gamiana,
Malgorzaty Bulandy, Elzbiety Majewskiej oraz Moniki Brzychczy-Wtoch (Front Cell
Infect Microbiol. 2018 Oct 2;8:349. doi: 10.3389/fcimb.2018.00349. eCollection 2018),
w ktorych opisano wyniki badan obejmujacych mapowanie i charakterystyke czterech
immunogennych biatek GBS, a ws$réd nich czynnika elongacji Tu, enolazy,
dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny oraz chaperonu GroEL. Wyniki
przedstawione w publikacji ,,Epitopes of Immunoreactive Proteins of Streptococcus
Agalactiae: Enolase, Inosine 5'-Monophosphate Dehydrogenase and Molecular
Chaperone GroEL.” stanowig czgs¢ wynikow opisanych w niniejszej rozprawie
doktorskiej, a zgody wspotautorow na wykorzystanie wynikow zataczono na koncu

pracy.

Ponadto, wyniki badan podstawowych uzyskane w ramach powyzszych
projektow stanowig podstawe kolejnego, wdrozeniowego projektu ,,Innowacyjny test

diagnostyczny do wykrywania zakazen Streptococcus agalactiae i nosicielstwa wsrod
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ciezarnych” (DZP/TANGO2/395/2016) kierowanego przez dr. hab. Monike Brzychczy-
Wioch, ktory uzyskat finansowanie z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju w ramach
konkursu TANGO?2.

Uzyskane wyniki objete zostalty dwoma zgloszeniami patentowymi: krajowym
»lest diagnostyczny do wykrywania zakazen i/lub nosicielstwa Streptococcus
agalactiae wykorzystujacy wyselekcjonowane markery polipeptydowe.” (P. 424214)
autorstwa dr hab. Moniki Brzychczy-Witoch (UJ CM), dr hab., prof. PAN Sabiny
Gorskiej (IITD PAN), dr hab. Ewy Brzozowskiej (IITD PAN), prof. dr hab. Andrzeja
Gamiana (II'TD PAN) oraz mgr Anny Dobrut (UJ CM) i europejskim pt. ,,Diagnostic
test” (PCT/PL2019/050002) autorstwa dr hab. Moniki Brzychczy-Wtoch (UJ CM),
dr hab., prof. PAN Sabiny Gorskiej (IITD PAN), dr hab. Ewy Brzozowskiej (IITD
PAN), prof. dr hab. Andrzeja Gamiana (IITD PAN) oraz mgr Anny Dobrut (UJ CM).

3.1. Grupa badana

Badaniem objeto 34 pacjentki (Tabela 3) Oddziatu Klinicznego Potoznictwa
1 Perinatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie bedace w fizjologicznej cigzy,
ktore zakwalifikowano do dwdch grup:
A. Grupa badana — kobiety ze zdiagnozowang kolonizacjg S. agalactiae pochwy
i/lub odbytu (n=20)

B. Grupa kontrolna — kobiety nieskolonizowane S. agalactiae (n=14)

Kryteria wlaczenia:

o kobiety w trzecim trymestrze ciazy
o wiek powyzej 18 lat 1 ponizej 40 lat
e cigza fizjologiczna

e pisemna zgoda na udziat w badaniu

Kryteria wvylaczenia:

e wiek ponizej 18 roku zycia
o wiek powyzej 40 roku zycia
e cigza zagrozona

e przedwczesny pordd

e obnizona odpornos¢
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o brak pisemnej zgody na udzial w badaniu

Wymazy z przedsionka pochwy i odbytnicy (po pokonaniu oporu zwieracza
odbytu) pobierano przy uzyciu dwoch jalowych wymazowek, ktore na podlozu
transportowym Amies dostarczano do Katedry Mikrobiologii UJ CM. Zebrany materiat
umieszczano w 2 ml wzbogaconego, ptynnego podtoza hodowlanego Todd-Hewitta
(Oxoid), a nastepnie preinkubowano w 37°C w warunkach tlenowych przez 18 godzin.
Po tym czasie 100 pl hodowli przenoszono na podtoze Colombia Blood Agar z 5%
dodatkiem krwi baraniej (Oxoid) i hodowano w 37°C w warunkach tlenowych przez 18
godzin. Kolonie o morfologii S. agalactiae poddawano identyfikacji z wykorzystaniem
testu lateksowego Slidex (BioMérieux), potwierdzajacego przynalezno$¢ do grupy B,

oraz szeregoéw biochemicznych takich jak API Strep® (BioMérieux).

34 probki krwi pepowinowych (ok. 50 ml) pobierano od ci¢zarnych po
zakonczeniu porodu. Probki krwi trzymano przez noc w lodéwce do momentu
wytworzenia si¢ skrzepu. Nastepnie, surowic¢ odciggano do sterylnych probowek przy
pomocy szklanej pipety i wirowano przez 5 minut celem odzielenia pozostatych
w probcee erytrocytow. Klarowny nadsacz porozdzielano do sterylnych probowek typu
Eppendorf i przechowywano w temperaturze -70°C. Kwalifikacji surowic na GBS-
dodatnie (surowice badane) i GBS-ujemne (surowice kontrolne) dokonano w oparciu
0 wyniki posiewu oraz o wyniki immunoblottingu prowadzonego w obecnosci

immunogennych biatek GBS (Tabela 3).

Ponadto, w badaniach wykorzystano takze probki krwi zylnej pobranej od
pacjentek z nosicielstwem GBS oraz od noworodkéw z sepsa o etiologii GBS, ktére

zebrane zostaty w ramach wczesniejszego projektu (nr NN401042337) (Tabela 4).
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Tabela 3 Zestawienie surowic 34 krwi pepowinowych pochodzacych od pacjentek

bedacych nosicielkami GBS i niebedacych nosicielkami GBS.

Surowice GBS-dodatnie

Lp Nazwa | Ciaza | Porod | CC/PSN | Tydzien Antybiotyk Choroby towarzyszace

surowicy

1 1/KP | I b.d. 41 ampicylina 2g, -

wankomycyna

2 2/KP 1 Il CcC 38+5 podejrzenie makrosomii

3 3/IKP | I b.d. 40+5 cukrzyca G/B leczona dietg i
insuling

4 4/KP [ I PSN 38 tarfazolin 2g infekcja drég moczowych,

5 5/KP 1 I b.d. 38+3 ampicylina 1g hypotropfia ptodu, anemia,
cholestaza cigzowa

6 6/KP | I PSN 37+3 ampicylinalgi | -

wankomycyna

7 8/KP 1 Il CcC 36+6 tarfazolin 29 astma oskrzelowa

8 10/KP 1 Il CcC 39+2 tarfazolin 29 -

9 14/KP | I b.d. 3745 ampicylina 29 -

10 15/KP v Il PSN 38+4 ampicylina 2g Hashimoto

11 16/KP 1 I PSN 37+2 ampicylina 2g -

12 18/KP | I 40+5 amoxiclar1,2g | -

13 19/KP I I CcC 39 biofazolin 1 g -

14 20/KP 1 I b.d. 39 podejrzenie 1. rozyczkowej,
niedoczynnos¢ tarczycy,
nadcisnienie w ciazy

15 21/KP I I b.d. 39+2 ampicylina 29 -

16 22/KP Il Il CcC 39+6 klindamycyna niedoczynno$¢ tarczycy

600 mg

17 25/KP | I b.d. 38 amplicylina 2g -

18 26/KP 1 Il b.d. 41+1 amplicylina 29 -

19 27/IKP 1 I b.d. 39+6 amplicylina 29 cukrzyca G/B, na diecie

20 30/KP | I cC 39+1 wymaz pobrany | -

przed podaniem

antybiotyku

Surowice GBS-ujemne
Lp | Nazwa | Cigza | Poréd | CC/PSN | Tydzien Antybiotyk Choroby towarzyszace
surowicy
1 7/IKP [ I PSN 40 Brak -
2 9/KP 1 Il CcC 38+4 tarfazolin 29 -
3 11/KP I Il CcC 35 tarfazolin 2g HPV dodatnia
4 12/KP | I PSN 40+3 ampicylina 2g -
5 13/KP [ I CC 39 tarfazolin 1g cholestaza ciazowa
6 17/KP Il Il PSN 38+4 Brak cukrzyca G/A, Hashimoto
7 23/KP | I CcC 38+3 tarfazolin 2g niedomykalno$¢ zastawki
aortalnej u matki

8 24/KP Il I b.d. 38+2 tarfazolin 2g -
9 28/KP 1 1 b.d. 39 Brak -

10 29/KP 1 Il b.d. 39 Brak zastdj w lewej nerce plodu

11 31/KP I I b.d. 39+5 Brak ch.von Villebranda typ 2B

12 32/KP | I b.d. 40 ampicylina 2g -

13 33/KP [ I b.d. 41 biofazolin 2g cukrzyca G/A, na diecie

14 34/KP Il | b.d. 41 Brak
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Legenda: KP — krew pepowinowa; CC — cesarskie cigcie; PSN - porod sitami natury;
b.d. — brak danych.

Tabela 4 Zestawienie surowic krwi zylnych wykorzystanych w  tescie

Immunoenzymatycznym.

Lp | Nazwa | Nosicielstwo | Nosicielstwo | Nosicielstwo | Polég Zakazenie/
szczepu | GBS | GBS 11l GBS 111 Nosicielstwo | nosicielstwo GBS

trymestr trymestr trymestr GBS

1 GBS 2a ND ND ND ND zakazenie

2 42/p + + + + nosicielstwo

3 23/3 - - + b.d. nosicielstwo

4 9/3 + + - b.d. nosicielstwo

5 16/3 - - - b.d. brak

Legenda: ND — nie dotyczy; b.d. — brak danych.
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4. METODY

4. 1. Izolacja immunogennych bialek Streptococcus agalactiae

Wyboru silnie immunogennych biatek GBS dokonano przy uzyciu techniki
immunoblottingu. 180 izolatéw Klinicznych Streptococcus agalactiae, zréznicowanych
genetycznie, reprezentujacych rozne serotypy i geny kodujace biatka Alp, a takze
pochodzace z réznych typoéw zakazen, hodowano na podlozu BHI [ang. brain-heart
infusion broth; (Biocorp)] przez 24 godziny w 37°C w warunkach tlenowych. Po
zakonczeniu inkubacji stezenie bakterii doprowadzano do ggstosci optycznej Agoo=1,0
I wirowano przez 20 minut z predkoscig 3312 g na minutg. Nastepnie, nadsgcz
usuwano, a osad zawieszono w 0,1 M Tris-HCI (Merck) zawierajacym rozne stgzenia
siarczanu dodecyl sodu [ang. sodium dodecyl sulfate, SDS; (Sigma-Aldrich)] (1-2%)
lub bezposrednio w buforze do elektroforezy, zgodnie ze zmodyfikowana procedura
Heilmanna [74]. Modyfikacja polegata na pominigciu etapu gotowania, co miato na celu
zachowanie natywnej struktury badanych biatek. W kolejnym etapie probki poddawano
trzykrotnej sonifikacji przez 5 minut i wirowano w roztworze soli fizjologicznej
buforowanej fosforanem [ang. phosphate buffered saline, PBS; (Thermo Fisher)]

z predkoscig 13 248 g na minute.

Precypitacje biatek prowadzono przy uzyciu 3 objetosci 95% roztworu alkoholu
etylowego (POCH) i inkubowano przez noc w 4°C. Po zakonczeniu inkubacji zawiesing
biatek wirowano przez 1 minutg z predkoscig 12 000 rpm, a osad zawieszono w wodzie.
Stezenie mierzono na podstawie oznaczenia BCA (ang. bicinchoninic acid assay) [174].
Ta barwna reakcja biuretowa oparta byla na kwasie bicinchoninowym, ktory
w $rodowisku alkalicznym tworzy stabilny kompleks z jonami miedzi. Stezenie
intensywnie purpurowego barwnika byto proporcjonalne do st¢zenia biatka w badane;j
probcee [174].

4. 2. Elektroforetyczny rozdzial bialek

10 pg homogenatu bialek nanoszono na poliakrylamidowy zel o gradientowym
stezeniu: 5%, 7,5%, 10%, 12.5% [23, 107]. Elektroforeze¢ SDS-PAGE prowadzono

w aparacie Prep Cell Model 491 (Bio-Rad). Skuteczno$¢ reakcji oceniano poprzez
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wybarwianie barwnikiem Coomassie Brilliant Blue (Serva). Nastepnie biatka
poddawano transferowi na membran¢ Immobilon-P (Merck Milipore) i prowadzono

reakcj¢ immunoblottingu.

4. 3. Immunoblotting

Oceny zdolnosci biatek Streptococcus agalactiae do specyficznego wigzania

przeciwcial GBS-dodatnich dokonano przy zastosowaniu metody immunoblottingu.

W pierwszym etapie, przy uzyciu 1% roztworu albuminy surowicy bydlecej
BSA [ang. bovine serum albumin (Thermo Fisher Scientific)] rozcienczonej w soli
fizjologicznej buforowanej fosforanem (Thermo Fisher), przez 1 godzing blokowano
wolne miejsca wigzace na membranie. Niezwigzane czasteczki odptukiwano trzykrotnie
w buforze pluczacym PBS z dodatkiem 0,25% Tween-20 [PBS-T (Sigma-Aldrich)].
Nastepnie, przez 2 godziny inkubowano zwigzane z membrang biatka z surowicami,
zar6wno GBS-dodatnimi, jak i GBS-ujemnymi, w stezeniu 1:300 w 37°C. Po tym
czasie trzykrotnie ptukano membrany w buforze PBS-T. Inkubacja z drugorzedowymi
kozimi anty-ludzkimi przeciwciatami IgG skoniugowanymi z alkaliczng fosfatazg
(Sigma-Aldrich) w stgzeniu 1:5000 prowadzona byla przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Po trzykrotnym odptukaniu w PBS-T niezwiagzanych przeciwciat, reakcje
wizualizowano poprzez umieszczenie membrany na 5 sekund w roztworze sktadajacym
si¢ z blekitu nitrotetrazolowego [ang. nitroblue tetrazolium, NBT (Roth)], fosforanu
5-bromo-4-chloro-3-indolilu [ang. 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate, BCIP (Roth)],
oraz MgCl. (POCh) [23, 40].

Prazki, ktore silnie reagowaly z surowica GBS-dodatnig, a ich reaktywnos¢
z surowica GBS-ujemng byta znikoma, a takze charakteryzowaly si¢ wysoka
konserwatywnoscig, wycinano z zelu i poddawano proteolitycznemu trawieniu trypsyna
(Roche). Uzyskana w ten sposob mieszanina peptydéw rozdzielana byta przy pomocy
chromatografii cieczowej (ang. liquid chromatography, LC), a masy poszczegdélnych
sekwencji mierzone byly przy wykorzystaniu techniki spektrometrii mas (spektrometr
LC-MS/MS Orbitrap; Thermo). Identyfikacji biatek dokonano na podstawie
poréwnawczej analizy ich mas (NCBI, UniProt databases) w opraciu o bazg¢ MASCOT

(http://www.matrixscience.com/) i analizy statystyczne.
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4. 4. Analiza bioinformatyczna

Do analizy bioinformatycznej wybrano 3 szczepy kliniczne Streptococcus
agalactiae, ktore roznity sie pomiedzy sobg zarowno genetycznie (prezentowaty rozne
serotypy, posiadaly rézne geny kodujace biatka Alp, prezentowaly rdzne typy
sekwencyjne), jak i pod katem pochodzenia (Tabela 4). Co jednak byto najistotniejsze,
to fakt, ze kazdy z nich reprezentowat konserwatywne i uniwersalne dla gatunku biatka,

ktore miaty zostac objete analizg.

Analiza bioinformatyczna wykonana zostata przez firme¢ Vita In Silica sp. z o. o.
i obejmowala przewidywanie drugorz¢dowej struktury biatek, regionéw petli (ang. loop
regions), zagrzebania aminokwasow w wyniku ich hydrofobowosci oraz ich

nieuporzadkowania przy uzyciu metaserwera Genesilico (https://genesilico.pl/meta2).

Tréjwymiarowe modele biatek opracowane zostaty na podstawie struktur krystalicznych
biatek wzorcowych, a nalozenie na nie regionéw z petlami wraz z uwzglednieniem
nieuporzadkowania aminokwaséw umozliwito wskazanie najbardziej prawdopodobnej
lokalizacji potencjalnych epitopéw. Ponadto, identyfikacja ich umiejscowienia na
biatku dokonana zostala przy pomocy serwera Antibody Epitope Prediction

(http://tools.immuneepitope.org/).

Przewidywanie sekwencji potencjalnych epitopéw w obrebie poszczegdlnych

biatek przeprowadzone zostato w oparciu o nastepujace narzedzia predykcyjne:

1) Przewidywanie dostepnosci powierzchniowej Eminiego (ang. Emini Surface
Accessibility Prediction) [48].

Metodyka ta oparta jest na zalozeniu, zgodnie z ktorym aminokwasy
0 powierzchni powyzej 20 A, wyeksponowanej w strone rozpuszczalnika, sa
kwalifikowane jako powierzchniowo dostepne, a predykcja obejmuje sekwencje

> 6 aminokwasowe.

2) Antygenowos¢ Kolaskara i Tongaonkara (ang. Kolaskar & Tongaonkar
Antigenicity) [97].

Metoda ta wykorzystuje wilasciwosci fizykochemiczne, zgodnie z ktorymi

hydrofobowe aminokwasy, takie jak leucyna, cysteina i walina, znajdujace si¢
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3)

4)

na powierzchni biatka, z duzym prawdopodobienstwem wchodza w sktad

sekwencji antygenowej.

Przewidywanie liniowych epitopow metoda BepiPred Larsena (ang.
Bepipred Linear Epitope Prediction) [112].

Metoda ta oparta jest na polaczeniu ukrytego modelu Markowa (ang. Hidden
Markov Models, HMM) i metodzie skali sktonnosci Parkera oparta na zaleznosci

pomiedzy hydrofobowoscig a antygenowoscia.

Przewidywanie epitopéw na limfocytach B metoda BCPREDS [2] (ang. B-

cell epitopes prediction).

Serwer BCPREDS oparty jest na systemie tzw. jader fancuchowych (ang. string
kernels), ktory w oparciu o analiz¢ sekwencji aminokwasow stanowigcych

bogatg baze danych przewiduje najbardziej prawdopodobne 20-aminokwasowe

epitopy.

Sekwencje aminokwasowe sktadajace si¢ z co najmniej 6 aminokwasow, ktore

wytypowane zostaly przez co najmniej dwie metody przewidywania, wybrano do

dalszej analizy.

Tabela 4 Charakterystyka szczepow GBS wybranych do analizy bioinformatycznej

majacej na celu wytypowanie potencjalnych epitopéw w obrebie ich biatek.

Numer | Serotyp | Gen Fenotyp Typ Pacjent
szczepu Alp opornosci sekwencyjny
D-129 i rib brak ST 170 dorosty z UTI*
1736/08 \Y/ alp2 KMLSg ST1 noworodek z UTI*
13793/08 \ alp3 k MLSg ST1 noworodek z UTI*

Legenda: *UTI — zakazenia uktadu moczowego (ang. urinary tracts infection).
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4, 5. Synteza peptydow na polietylenowych pinach metoda Pepscan
Synteza peptydow wytypowanych w oparciu o analiz¢ bioinformatyczng jako

potencjalne epitopy, prowadzona byta wedtug zmodyfikowanej procedury Geysena [40,
61, 148].

W metodzie wykorzystano polietylenowe piny [NCP Block of 96 hydroxy
propyl methacrylate pins (MIMOTOPES)]. Na pojedynczym pinie prowadzona byta
synteza jednego peptydu poprzez przytaczanie kolejnych aminokwaséw od C-konca do

N-konca. Stezenia poszczegolnych aminokwaséw przedstawione zostaty w Tabeli 5.

Przylaczenie kazdego z aminokwasow poprzedzone bylo deprotekcja pindow
w 20% roztworze piperydyny (Merck) rozcienczonej w N,N’-dimetyloformamidzie
(DMF) (Merck KGaA)], prowadzong w szalce Petriego przez 1 godzing. Po tym czasie
piny odptukiwano przez 2 minuty w DMF i czterokrotnie przez 2 minuty metanolu

(Krak-Chem sp. z 0. 0.), a nastgpnie suszono 30 minut pod wyciagiem.

Sprzeganie, czyli acylacja aminokwasow, poprzedzane byto zanurzeniem pindéw
na 5 minut w 150 pl/dotek w DMF. Nastepnie piny przektadano do nowych dotkow
wypetnionych mieszaning reakcyjna, w sktad ktorej wchodzity:

= 65 mM 1-hydroksy-7-azabenzotriazolu [HOAt (Sigma-Aldrich)],
= 60 mM diisopropylcarbodiimidu [DIC (Merck KGaA)],
= 10 mM bromofenolu blue (Sigma-Aldrich),

* 60 mM aminokwasow rozcienczonych w 50 ul DMF.

Reakcja prowadzona byla w szczelnie zamknigtym naczyniu w temperaturze pokojowe;j

(ok. 22°C) w dwoch wariantach: dziennym przez 6 godzin lub nocnym.

Po zakonczonym etapie aminoacylacji piny ptukano. Jesli synteza byla
kontynuowana, piny zanurzano w alkoholu etylowym na 5 minut, a nastepnie suszono
i zanurzano na 5 minut w DMF, po czym rozpoczynano etap syntezy kolejnego
aminokwaséw poprzez godzinng deprotekcje w PIP. Po jej zakonczeniu piny ptukano
trzykrotnie w metanolu, nastgpnie w przez 2 minuty w DMF, ponownie 4 razy przez
3 minuty w alkoholu metylowym, suszono przez 30 minut pod wyciaggiem
i rozpoczynano sprzeganie kolejnego aminokwasu. Natomiast, gdy syntezg przerywano

w zwigzku z uzyskaniem pozadanego peptydu, piny ptukano przez 5 minut w metanolu,
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SuSzono przez 5 minut, nastgpnie zanurzano na 5 minut w DMF, a na koniec dwukrotnie
przez 2 minuty ptukano w metanolu. Wszystkie plukania prowadzone byly na szalkach

Petriego.

Ostatnim etapem syntezy byta N-acylacja gotowego produktu. Piny ptukano
przez 5 minut w alkoholu metylowym w szalce Petriego, suszono je przez 5 minut,
a nastgpnie ptukano przez 5 minut w DMF i umieszczano w 2,5 ml mieszaninie
acylujacej sktadajacej si¢ z:

= 3 pl/dotek 3% bezwodnika octowego (Chempur),
= 0,5 pl/dotek 0,5% N,N-diizopropyloetyloamina (Sigma-Aldrich),
= 96,5 ul/dotek N,N’-dimetyloformamidu.

Do kazdego z dotkéow polietylenowej plytki dodawano po 100 pl mieszaniny,
nastgpnie umieszczano w nich piny i inkubowano przez 90 minut, plukano przez 10

minut w alkoholu metylowym i suszono pod wyciagiem przez 15 minut.

W Kkolejnym etapie przygotowywano roztwor, ktorego rolg byto odblokowanie
grup bocznych tancuchow. W tym celu przyrzadzono 30 ml mieszaniny o nastepujacym
sktadzie:

» 750 pul 2,5% anizolu (Sigma-Aldrich),
= 750 ul 2,5% 1,2-ditioetanu (Sigma-Aldrich),
= 28 500 pl kwasu trifluorooctowego (Sigma-Adrich).

Mieszaning przygotowywano godzing przed rozpoczeciem reakcji, przy
zachowaniu szczegolnej ostroznos$ci, w trzech parach rgkawiczek. Inkubacja trwata 3
godziny. Po tym czasie piny odptukiwano w metanolu przez 10 minut i przez 1 godzing
inkubowano w 30 ml roztworu kwasu octowego, w sktad ktérego wchodzito:

= 150 pul 0,5% kwasu octowego (Poch),
= 14925 pul alkoholu metylowego,
= 14925 pul wody MiliQ.

Na koniec piny plukano dwukrotnie przez 2 minuty w alkoholu metylowym
I suszono przez noc pod wyciagiem. Nastepnego dnia piny umieszczano w buforze do
dysrupcji o pH=7,2, sktadajagcym si¢ z 1% siarczanu dodecylu sodu (Sigma-Aldrich),
2% 2-merkaptoetanolu (Thermo Fisher) i 0,1 M Na2PO4 dwunastokrotnie uwodnionego.
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Bufor o temperaturze 60°C wraz z pinami umieszczano w sonifikatorze (Branson 2210
DTH Ultrasonic Cleaner) i sonifikowano przez 10 minut. Nastepnie piny plukano przez
2 minuty w wodzie MiliQ o temperaturze 60°C i, na koniec, przez 5 minut ptukano

w metanolu o takiej samej temperaturze. Po zakonczeniu dysrupcji  piny

wykorzystywano do dalszych eksperymentoéw. Po zakonczonych eksperymentach piny

przechowywano w 4°C w szczelnie zamknigtych pojemnikach z zelem krzemionkowym

(ang. silica gel).

Zmapowane epitopy poddawano modyfikacjom polegajagcym na:

a) skracaniu od N-konca i C-konca w celu zidentyfikowania najkrotszej wysoce

immunogennej sekwencji aminokwasoweyj,

b) podstawianiu kolejnych aminokwasow w sekwencji alaning lub glicyna w celu

zbadania wptywu poszczegolnych aminokwasoéw na reaktywnos¢ peptydu,

) podstawianie kolejnych aminokwaséow w sekwencji aminokwasem, ktory

w poprzedniej modyfikacji (podpunkt b) wykazywat istotny wplyw na zmiane

reaktywnos$ci w danym peptydzie.

Tabela 5 Wykaz aminokwasow uzytych do syntezy peptydow metoda Pepscan.

Nazwa Skrot | Forma aminokwasu | Masa molowa | Masa jednej porcji
[g/mol] aminokwasu [mg]
Alanina A Fmoc-Ala-OH 311,3 1,8678
Cysteina C Fmoc-Cys(Pbf)-OH 585,7 3,5142
Kwas asparginowy D Fmoc-Asp(OtBu)-OH 4115 2,469
Kwas glutaminowy E Fmoc-Glu(OtBu)-OH 425,5 2,553
Fenyloalanina F Fmoc-Phe-OH 387,4 2,3244
Glicyna G Fmoc-Gly-OH 297,3 1,7838
Histydyna H Fmoc-His(Trt)-OH 619,7 3,7182
Izoleucyna I Fmoc-lle-OH 353,4 2,1204
Lizyna K Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 2,811
Leucyna L Fmoc-Leu-OH 353,4 2,1204
Metionina M Fmoc-Met-OH 3715 2,229
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Aspargina N Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,7 3,5802
Prolina P Fmoc-Pro-OH 337,4 2,0244
Glutamina Q Fmoc-GIn(Trt)-OH 610,7 3,6642
Arginina R Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,8 3,8928
Seryna S Fmoc-Ser(tBu)-OH 383,4 2,3004
Treonina T Fmoc-Thr(tBu)-OH 397,5 2,385
Walina \Y Fmoc-Val-OH 339,4 2,0364
Tryptofan W | Fmoc-Trp(Boc)-OH 526,6 3,1596
Tyrozyna Y Fmoc-Tyr(tBu)-OH 459,5 2,757

Legenda: Fmoc — grupa fluorenylmetyloksycarbonylowa; Pbf — grupa 2,2,4,6,7-
pentametyldihydrobenzofuran-5-sulfonylowa; OtBu — ester 5-tert-butylu; Trt — grupa

trytylowa; Boc — grupa tert-butyloksycarbonylowa; tBu — grupa tetrabutylowa.

4, 6. Test immunoenzymatyczny do charakterystyki peptydow
immobilizowanych na pinach

Wszystkie zsyntetyzowane peptydy badano w teScie immunoenzymatycznym
w celu detekcji epitopow wigzacych przeciwciala. Test prowadzony byt na
polistyrenowych ptytkach (Thermo Fisher), a wszystkie wykorzystywane odczynniki

doprowadzane byty do temperatury pokojowej, celem uniknigcia szoku termicznego.

Procedure rozpoczynano rownowazeniem pinow w buforze TBS-T (ang. tris
buffered saline-Tween 20) na kotysce (BioSan). Nastepnie, przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej blokowano wolne miejsca wigzace na pinach 1% roztworem
BSA w TBS-T w objetosci 200 ul/dotek. Inkubacje ze 150 pl/dotek surowicy krwi
pepowinowej rozcienczonej w buforze TBS-T w stosunku 1:1000 prowadzono przez
2 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie niezwigzane przeciwciata
odptukiwano trzykrotnie po 5 minut w buforze TBS-T na kotysce. Inkubacja ze 150
ul/dotek drugorzedowymi anty-ludzkimi kozimi przeciwciatami IgG, skoniugowanymi
z alkaliczng fosfatazg (Sigma-Aldrich), rozcienczonymi w buforze TBS-T w stosunku
1:10 000, prowadzona byta przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Niezwigzany
koniugat usuwano poprzez trzykrotne ptlukanie przez 5 minut na kotysce w buforze

TBS-T. W ostatnim etapie do kazdego z dotkow dodawano po 200 ul substratu pNPP
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[p-Nitrophenyl Phosphate AP Yellow (Sigma-Aldrich)] i inkubowano przez 30 minut.
Odczyt absorbancji przy dlugosci fali $wiatta rownej 405 nm prowadzono w programie

geneb na aparacie PowerWave XS (BioTek).

Po zakonczonym odczycie gestosci optycznej kazdego z roztwordw, piny
poddawano dysrupcji celem oczyszczenia ich ze wszystkich reagentow, ktore zwigzaty

si¢ w danym tescie. Pozwolilo to na ich powtdrne wykorzystanie w kolejnych testach.

4. 7. Synteza peptydow na zywicy metoda Fmoc

Wytypowane przy zastosowaniu metody Pepscan epitopy syntetyzowano na
zywicy Wanga metoda Fmoc. Pozwolito to na uzyskanie duzych ilosci peptydow,
ktérymi mozna bylo oplaszczy¢ dotki ptytki 96-dotkowej 1 wykorzystaé jako antygen
rozpoznajacy przeciwciala anty-GBS w diagnostyce zakazen i/lub nosicielstwa

Streptococcus agalactiae.

Synteza prowadzona byla w plastikowych strzykawkach wypelionych zywica
(Merck Millipore), potaczonych z gumowa rurka z plastikowym zaworem (Becton

Dickinson), przez ktorg zlewano niezwigzane reagenty (Ryc. 10).

Aminokwasy Fmoc, wykorzystane w syntezie na zywicy, byly takie same jak

w przypadku syntezy na pinach.

Pierwszym etapem reakcji byta godzinna inkubacja 200 miligraméw zywicy
Wanga w 2 mililitrach 5,5’-dimetyloformamidu na kotysce (BioSan). Po tym czasie
DMF zlewano i przylagczano pierwszy aminokwas (0,5 mmol, 5 eq.), ktory
rozpuszczono w mieszaninie reakcyjnej sktadajacej sig z:

* 62,4 ul diisopropylcarbodiimidu,

» 60,7 pl 1-hydroksy-7-azabenzotriazolu,

*= 69,6 ul N,N-diizopropyloetyloaminy [DIPEA (Sigma-Aldrich)],
= 1807 ul N,N’-dimetyloformamidu.

Mieszanina preinkubowana byla przez 2 minuty, a nastgpnie nanoszono j3 na
zywic¢ Wanga i trzymano przez 3 godziny na kotysce. Nastgpnie, niezwigzane reagenty
odplukiwano czterokrotnie 2 mililitrami DMF 1 cztery razy 2 mililitrami

dichlorometanu [DCM (Sigma-Aldrich)]. Wydajno$¢ reakcji oceniano przy
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zastosowaniu testu Kaisera indykujacego dostepno$¢ wolnych grup aminowych. Krople
zywicy umieszczano w probowce typu Eppendorf i dodawano dwie krople roztworu
podgrzanego do 100°C, w sktad ktorego wchodzity nastepujace odczynniki:

= fenol (Sigma-Aldrich) rozcienczony w butanolu (Sigma-Aldrich),

* ninhydryna (Sigma-Aldrich) rozcienczona w butanolu,

= cyjanek potasu [KCN(Sigma-Aldrich)] rozcienczony w piperydynie (Merck).

Brunatne zabarwienie roztworu wskazywalo na brak wolnych grup aminowych, co

swiadczyto o catkowitym wysyceniu czasteczek zywicy aminokwasem.

Kolejny etap syntezy polegal na deprotekcji pierwszego aminokwasu (Fmoc-
AA1) poprzez inkubacj¢ zywicy z 2 mililitrami 20% roztworu piperydyny rozcienczonej
w DMF przez 5 minut. Nastgpnie zywice ptukano dwukrotnie dwoma mililitrami DMF,
i calg procedure deprotekcji powtarzano jeszcze raz. Skuteczno$¢ deprotekcji grup
aminowych oceniano w tescie Kaisera, jednakze w tym przypadku kolor niebieski
stanowil wynik pozytywny, gdyz swiadczyt o catkowitym uwolnieniu grup aminowych.
Pozwolito to na syntezg kolejnych aminokwaséw Fmoc, rozcienczonych w mieszaninie
o sktadzie identycznym jak podczas przylaczania pierwszego aminokwasu. W celu
podniesienia wydajnos$ci syntezy testowano takze mieszaning sktadajaca si¢ z:
= 76,765 mg hydroksybenzotriazolu [HOBt (Sigma-Aldrich)],
= 185,83 mg heksafluorofosforanu 2-(-1-benzotriazolo) 1,1,3,3-tetrametylo-
uronianu [HBTU (Sigma-Aldrich)],
= 174 ul (10 eq) N,N-diizopropyloetyloamina [DIPEA (Sigma-Aldrich)],

rozcienczonych w 2 mililitrach DMF.

Syntez¢ poszczegodlnych aminokwaséw prowadzono od 6 do 36 godzin,
w zaleznoSci od ich wilasciwosci. Po kazdym etapie sprzegania wydajnos$¢ reakcji
oceniano w tescie Kaisera. Bragzowe zabarwienie roztworu $wiadczylo o zwigzaniu

wszystkich grup aminowych, a tym samym o wysokiej wydajnosci reakcji.

Po zsyntetyzowaniu pozadanego peptydu byl on odlaczany od nos$nika.
Procedura odcigcia opierala si¢ na: dwugodzinnej inkubacji w 1,5 ml roztworu kwasu
trifluorooctowego w wodzie w stosunku 95:5 (przy jednoczesnej kontroli zabarwienia
zywicy), zlaniu mieszaniny i ponownej inkubacji w roztworze kwasu TFA/H>O (95:5)

przez 2 godziny. Po ponownym zlaniu roztworu wytragcano peptydy w zimnym eterze
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dietylowym [Et2O (Sigma-Aldrich)]. Precypitacja prowadzona byta w lodowce do 24
godzin. Po wytraceniu si¢ klaczkow roztwor wirowano w 4°C przez 30 minut przy
predkosci 4000 obrotow na minutg¢ w wirowce MPW. Pelet zbierano i zawieszano

w wodzie MiliQ. W razie potrzeby wirowanie powtarzano.

Zsyntetyzowane peptydy suszono w wyparce rotacyjnej (Rotavapor)
zrdbwnowazonej roztworem zasady az do calkowitego wysuszenia peptydu, nastepnie

liofilizowano (Labconco) i przechowywano w temperaturze -20°C.

- Strzykawka
_Kuleczki zywicy

Filtr
" Naktadka

Ryc. 10. Model strzykawki wykorzystany w prowadzeniu manualnej syntezy SPPS

z uzyciem zywicy Wanga.

4, 8. Desorpcja laserowa i jonizacja wspomagana matryca
I analizatorem czasu przelotu

Masg¢ zsyntetyzowanych peptydow okreslano przy pomocy spektrometrii mas
metoda desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej matryca i analizatorem czasu
przelotu, czyli MALDI-ToF (ang. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-

Flight Mass Spectrometry).

W tym celu na godzing przed testem przygotowywano matryce, w skiad ktorej

w przeliczeniu na 1 mililitr wchodzito:
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= 10 mg/ml kwasu cynamonowego (Sigma-Aldrich),
= 800 pl acetylonitrylu [ACN (Sigma-Aldrich)],

» 10 ul kwasu trifluorooctowego (Sigma-Aldrich),

= 190 pl wody MiliQ.

Na ptytke nanoszono 10 pl mieszaniny peptydéw z matrycg w stosunku 1:1,
przy czym minimalne stezenie peptydu wynositlo 1 ng/ml. Mieszaning nakladano po
1 ul i czekano, az wyschnie. Czynno$¢ powtarzano az do nalozenia catej probki (Rycina
11). Ptytke¢ umieszczano w aparacie MALDI Biotyper System (Bruker), a wynik

W postaci pikow analizowano w programie flexControl.

| A TAVASAVAWAWA . Lea oo .

\.

.

.
G
~
~
-
P
~
-
P
r
r
r

Ryc. 11. Ptytka z matryca do analizy metoda MALDI-ToF. Zrodlo: http:/pe-

iith.vlabs.ac.in

4. 9. Biotynylacja peptydéw

W celu umozliwienia lepszego wigzania peptydow do dna ptytki titracyjnej
poddawano je reakcji biotynylacji. Powstaly kompleks wigzal si¢ nastgpnie ze

streptawidyng (Thermo Fisher).

Zliofilizowane peptydy rozpuszczano w 1 mililitrze PBS (Thermo Fisher). 10
mM roztwor biotyny [Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Fisher)] uzyskano w nastepstwie
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rozpuszczenia 6 miligramow biatka w 1 mililitrze dejonizowanej wody. Nastgpnie, do
kazdego z peptydow dodano biotyne w ilosci wyliczonej wedlug wzoru zamieszczonego
w procedurze producenta:

mg peptydu  mmol peptydu  20mmol biotyny

mL peptydu x X X = mmol biotyny
mL peptydu  mg peptydu mmol peptydu

Na podstawie uzyskanego wyniku liczono, jaka obje¢to$¢ 10 mM Sulfo-NHS-SS-

Biotyny nalezato doda¢ do reakcji. Wartos¢ t¢ obliczono wedlug wzoru:

607mg ><IOOOHL
mmol biotyny  6.0mg

mmol biotyny X = uL biotyny

W powyzszym réwnaniu 607 mg oznacza mas¢ molowa biotyny, 1000 puL
odzwierciedla obje¢tos¢ wody, w ktorej zawieszono 6,0 mg Sulfo-NHS-SS-Biotyny

celem uzyskania 10 mM roztworu.

Stezenia peptydow okre§lono poprzez pomiar absorbancji w aparacie NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific). Inkubacj¢ z biotyng prowadzono przez 30 minut
w temperaturze pokojowej (ok. 22°C), po czym ptukano trzykrotnie zimnym PBS
(Thermo Fisher) o pH=8,0 w celu usuni¢cia niezwigzanych czgsteczek biotyny.

Skuteczno$¢ biotynylacji oceniano poprzez pomiar mas technikg MALDI-ToF.

4. 10. Test immunoenzymatyczny z wuzyciem biotynylowanych
peptydow syntetyzowanych na zywicy

Badanie immunoreaktywnosci biotynylowanych peptydow, ktore syntetyzowane
byly w fazie stalej, prowadzone byto w tescie immunoenzymatycznym na 96-dotkowe;j
ptytce Nunc MaxiSorp (Thermo Fisher). Dno ptytki optaszczano 100 ul/dotek
streptawidyny (Thermo Fisher), rozcienczonej w buforze weglanowym (Sigma-Aldrich)
o pH=9,6 w stezeniu 1 pg/ml, przez 1 godzine z wytrzasaniem w aparacie StatFax-2200
(Awareness Technologu Inc.) w temperaturze 37°C. Niezwigzane biatko odptukiwano
trzykrotnie 300 pl/dotek buforu pluczacego PBS-T [so6l fizjologiczna buforowana
fosforanem z Tween 20 (Sigma-Aldrich)]. Inkubacje ze 100 ul/dotek biotynylowanych
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peptydow o stezeniu 1 pg/ml rozcienczonych w buforze weglanowym prowadzono
przez 30 minut na wytrzgsarce w temperaturze pokojowej, po czym ptytke trzykrotnie
ptukano 300 pl/dotek PBS-T. Wolne miejsca wigzace na ptytce blokowano 300 pl/dotek
1% surowicy bydlgcej BSA rozcienczonej w PBS-T przez godzinng inkubacje
w temperaturze 37°C z wytrzasaniem. Po tym czasie roztwor usuwano, a w dotkach
umieszczano po 100 pl badanej surowicy ludzkiej rozcienczonej w buforze PBS-T
w stosunku 1:100 i inkubowano przez godzine w temperaturze 37°C. Niezwigzane
przeciwciata odptukiwano trzykrotnic 300 pl/dotek buforem pluczacym PBS-T.
Nastepnie, do kazdego z dotkow dodano po 100 pl kozich antyludzkich przeciwciat IgG
skoniugowanych z peroksydaza chrzanowa (Bio-Rad) rozcienczonych w PBS-T
w stosunku 1:10 000 i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C. Po 30
minutach przygotowano roztwor substratu dla peroksydazy chrzanowej — 3,3',5,5'-
tetrametylobenzydyny [TMB (Becton Dickinson)] poprzez wymieszanie w proporcjach
1:1 reagentow A i B, ktore przez pot godziny preinkubowano w ciemno$ci. Po
zakonczeniu inkubacji niezwigzane drugorzgdowe przeciwciala odptlukiwano
pigciokrotnie 300 pl buforu pluczacego PBS-T. Nastepnie dodawano 200 pl/dotek TMB
i przez 30 minut inkubowano w ciemnosci. Na koniec, w celu zatrzymania reakcji,
dodawano 50 pl/dotek roztworu Stop Solution (Sigma-Aldrich) i odczytywano wynik
eksperymentu poprzez pomiar absorbancji mierzonej przy dhugosci fali rownej 450 nm
w aparacie Sunrise (Tecan). Kontrole ujemng stanowit dotek bez peptydow (K1) oraz

bez surowicy badanej (K2).

4. 11. Analiza statystyczna

W celu okreslenia istotnych roznic w reaktywnosci pomiedzy spulowanymi
surowicami  GBS-dodatnimi i spulowanymi  surowicami  GBS-ujemnymi,
potwierdzajacych specyficzno$¢ wytypowanych epitopéw, wykonano: test t Studenta
dla prob niezaleznych, test wielokrotnych poréwnan Dunnetta oraz jednoczynnikowa
analize wariancji w schemacie miedzygrupowym. Oceny specyficzno$ci wytypowanych
epitopow wobec pojedynczych surowic GBS-dodatnich i GBS-ujemnych dokonano
przy uzyciu testu U Manna-Whitney’a. Wybidrczos¢ epitopow wobec surowic krwi
zylnych pochodzacych z zakazen, nosicielstwa i od kobiet cigzarnych niebedacych
nosicielkami oceniono przy zastosowaniu testu ANOVA oraz testow post-hoc

Tamhane’a i Browna-Forsytha. Istotnos¢ roznic w reaktywnosci pomiedzy biatkiem EF-
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Tu a jego epitopem oceniono przy zastosowaniu testu U Manna-Whitneya. Poziom

istotnosci statystycznej wynosit 0=0,05.

Ponadto, efektywno$¢ modyfikacji peptydéw na pinach wyrazono w postaci
procentowego wzrostu reaktywnosci, gdzie absorbancja sekwencji wyjSciowe]

traktowana byta jako 100%, a odsetek wzrostu wyliczono wedtug wzoru:
A,
x- 42 x100%
1

Legenda: x — wzrost absorbancji po modyfikacji, A2 — absorbancja zmodyfikowanego

peptydu, A1 — absorbancja wyjsciowego peptydu.
Ostateczny wynik (x’) wyliczono zgodnie ze wzorem:

bJ

x ' =x-1
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5. WYNIKI

5. 1. Wyniki detekcji immunogennych bialek GBS przy zastosowaniu
immunoblottingu.

Dzi¢gki zastosowaniu metody Heilmanna wytypowano przynajmniej sze$¢
immunogennych  bialek  Streptococcus agalactiae  specyficznie  reagujgcych
z przeciwcialami anty-GBS. Wystepowaly one u wigkszosci badanych izolatéw, co
$wiadczylo o konserwatywnosci tych bialek, a ich masy czasteczkowe miescily si¢
w granicach 45-57 kDa [23, 149]. Trzy z nich: enolaza (47,5 kDa), dehydrogenaza
5’-monofosforanu inozyny (ang. inosine 5’-monophosphate dehydrogenase, IMPDH)
(53 kDa), biatko opiekuncze GroEL (ang. molecular chaperone GroEL) (57 kDa)
opisane zostaly w niniejszej pracy [40]. Przyktadowy wynik detekcji immunogennych

biatek przedstawiono na Ryc. 12.

LMW 19 2% GBS?

974

66,2

Il

5 —

k)

Ryc. 12. Przyktadowy wynik detekcji trzech immunogennych biatek Streptococcus
agalactiae: enolazy o masie 45 kDa (***), dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny

0 masie 53 kDa (**) oraz chaperonu GroEL o masie czasteczkowej 57 kDa (*)
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rozdzielonych metoda SDS-PAGE, a nast¢pnie identyfikowanej w bazie Mascot.
Legenda: LMW — marker do identyfikacji biatek o matych masach czasteczkowych
[ang. low molecular masses, LMW (GE Healthcare Life Sciences)]; 19 — izolat GBS
2337/08 wyizolowany od noworodka z wymazu z jamy ustnej; 25 — izolat GBS CM/47
wyizolowany z krwi od noworodka z sepsa (EOD); GBS 2 — izolat GBS wyizolowany z

wymazu z pochwy od kobiety w trzecim trymestrze ciagzy.

Wybrane i wstepnie scharakteryzowane biatka trzech reprezentatywnych

szczepoOw poddane zostaty analizie bioinformatyczne;.

5. 2. Wyniki analizy bioinformatycznej

W ramach prowadzonej analizy bioinformatycznej majacej na celu predykcje
sekwencji aminokwasowych potencjalnych epitopéw oraz ich lokalizacje w obrebie
poszczegolnych bialek wytypowano 32 peptydy w obrebie enolazy (Tabela 11), 36
sekwencji dla dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny (Tabela 12) oraz 41

najbardziej prawdopodobnych epitopow dla biatka opieckunczego GroEL (Tabela 13).

Peptydy te, poza metodami predykcyjnymi opisanymi w metodyce, wybrane
zostaly w oparciu o przewidywanie struktury 3D analizowanych biatek, regionow petli

oraz hydrofobowos$ci aminokwasoéw w ich obrgbie.

Enolaza

Pierwszym z wybranych do analizy immunogennych biatek GBS byta enolaza o
masie czasteczkowej 45 kDa skladajaca si¢ z 432 aminokwaséw, ktérych sekwencje
przedstawiono na Ryc. 13 (numer identyfikacyjny w bazie NCBI Blast dla biatek:
Qi[77173617). Dla niniejszego bialka okreslono takze strukture Il-rzedowa (Ryc. 14)

oraz hydrofobowos¢ poszczegdlnych aminokwasow (Ryc. 15).

1 ITDVYAREVL DSRGNPTLEV EVYTESGAFG RGMVXSGAST  GEHEAVELRD GDKSRYGGLG
61 TQKAVDNVNN  VIAEAIIGYD VRDQQAIDRA MIALDGTPNK GKLGANAILG VSIAVARAAA
121 DYLEVPLYSY LGGFNTKVLP TPMMNIINGG SHSDAPIAFQ EFMIMPVGAP TFKEALRWGA
181 EVFHALKKIL KERGLETAVG  DEGGFAPKFE GTEDGVETIL KAIEAAGYEA GENGIMIGFD
241 CASSEFYDAE RKVYDYSKFE  GEGGAVRTAA  EQIDYLEELV NKYPITIED GMDENDWDG
301 WKALTERLGG RVQLVGDDFF VTNTDYLARG  IKEEAANSILI KVNQIGTLTE TFEAIEMAKE
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361 AGYTAVVSHR  SGETEDSTIA DIAVATNAGQ IKTGSLSRTD RIAKYNQLLR IEDQLGEVAQ
421 YKGIKSFYNL KK

Ryc. 13. Sekwencja aminokwasowa biatka enolaza dla gatunku Streptococcus

agalactiae.

ITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVXSGASTGEHEAVELRDGDKSRYGGLGTQKAVDNVNNVIAEAIIGYDVRDQQA

--EEEEEEEE------ EFEEEEEE-—--E-EEEE-——---——-— EEEEE-—--———--——- HHHHHHHHHHHHHHHHH- - - ~HHHHH

Ryc. 14. Struktura drugorzedowa enolazy GBS przewidziana na podstawie analizy

sekwencji aminokwasowej. Legenda: ,,E” — 3-harmonijki, ,,H” — a-helisy, ,,-”” — petle.

ITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVXSGASTGEHEAVELRDGDKSRYGGLGTQKAVDNVNNVIAEAIIGYDVRDQQAID
---B-BBBBBBB-BBBBBBBBBBB---BBBBBBB-—---—-———--— BB-B-----—- BBB-BBB-BB--B---BB--B--B-B-----B-
RAMIALDGTPNKGKLGANAILGVSIAVARAAADYLEVPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNIINGGSHSDAPIAFQEFMIMPVGAPTFKEAL
-BBB-B-----——- BBB-BBBBBBBBBB-BBB--B-B-BB-BB--B-B--B-BBBBBBB-—---- BB---B-B--BBBBBB-B--B—BB
RWGAEVFHALKKILKERGLETAVGDEGGFAPKFEGTEDGVETILKAIEAAGYEAGENGIMIGFDCASSEFYDAERKVYDYSKFEGEGG
-BBB-BB-BB--BB----B---BB---BBB--B-———-— BB-BBB-BB--B-B-----BBBBBBBBBB--BB----B-B-B-—-—-———-—
AVRTAAEQIDYLEELVNKYPIITIEDGMDENDWDGWKALTERLGGRVQLVGDDFFVTNTDYLARGIKEEAANSILIKVNQIGTLTETF
--B----BB-BB--BB--B-BB-B---B----B-BB--BB--B---B-BBB--BBBB-B--B--BB---BB-BBBB-B--B--B—-BB
EAIEMAKEAGYTAVVSHRSGETEDSTIADIAVATNAGQIKTGSLSRTDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAQYKGIKSFYNLKK

-BB-BB----BBBBBBB------- B-BBBB-BBB-B--B----B-----B--B--BB-B---B---B-B-B--BB--B--

Ryc. 15. Wyniki analizy hydrofobowosci poszczegélnych aminokwasow w sekwencji
biatka enolaza GBS. Legenda: ,,B” — aminokwasy, ktorych reszty skierowane sg do
wnetrza biatka (ang. buried — zagrzebany); ,,-” — aminokwasy, ktorych reszty

wystawione sg na zewnatrz biatka, w strong¢ rozpuszczalnika.

W oparciu o narzgdzia predykcyjne Eminiego, Kolaskara i Tongaonkara,
Larsena oraz serwera BCPREDS, jako potencjalne epitopy enolazy wytypowano
kolejno 9 peptydoéw (Tabela 6), 18 peptydow (Tabela 7), 21 sekwencji (Tabela 8) 1 7
peptydow (Tabela 9).
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Tabela 6 Peptydy enolazy wytypowane jako potencjalne epitopy w oparciu o metode

predykcji Eminiego.

Nr | Pozycja Pozycja Peptyd Liczba
poczatkowa | koncowa aminokwasow

1 48 o4 RDGDKSR 7
2 |79 86 DVRDQQAI 8
3 |95 100 GTPNKG 6
4 206 211 PKFEGT 6
5 |243 259 SEFYDAERKVYDYSKFE 17
6 |290 297 GMDENDWD 8
7 (328 333 GIKEEA 6
8 |369 376 RSGETEDS 8
9 |393 406 GSLSRTDRIAKYNQ 14

Tabela 7 Peptydy enolazy wytypowane jako potencjalne epitopy w oparciu o metode

predykcji Kolaskara i Tongaonkara.

Al pozggi/lzf)iva lfoon'zgl(fvjvil FEEE amihtﬁfv?iséw
1 4 12 VYAREVLDS 9
2 17 25 TLEVEVYTE 9
3 64 83 VDNVNNVIAEAIIGYDVRDQ 20
4 104 131 ANAILGVS II:A%Q(IT_QAADY LEVP 28
5 135 140 TKVLPT 6
6 153 160 DAPIAFQE 8
7 163 169 IMPVGAP 7
8 178 188 GAEVFHALKKI 11
9 216 222 ETILKAI 7

10 237 245 GFDCASSEF 9

11 249 256 ERKVYDYS 8

12 271 286 QIDYLEELVNKYPIT 16
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13 308 317 GRVQLVGDDF 10
14 335 344 NSILIKVNQI 10
15 362 369 YTAVVSHR 8
16 378 386 IADIAVATN 9
17 404 411 YNQLLRIE 8
18 414 424 LGEVAQYKGIK 11

Tabela 8 Sekwencje aminokwasowe enolazy wytypowane przy uzyciu metody

Bepipred.

Mg polzgzzgi/lg)avlva kPoc;’lzgtfvjvil SEPEE amill;(l)(l:(zvli'):séw
1 10 18 LDSRGNPTL 9
2 23 29 YTESGAF 7
3 34 65 VSGAS\TSEEE‘?'\\Q/EI,&T/%GDKSR 30
4 80 85 VRDQQA 6
5 94 102 DGTPNKGKL 9
6 137 138 VL 2
7 148 156 GGSHSDAPI 9
8 168 171 APTF 4
9 194 215 LETAVGDEGG\I;APKFEGTEDG 99
10 224 231 AAGYEAGE 8
11 243 243 S 1
12 245 247 FYD 3
13 250 253 RKVY 4
14 257 270 KFEGEGGAVRTAAE 14
15 289 299 DGMDENDWDGW 11
16 301 301 A 1
17 330 333 KEEA 4
18 359 361 EAG 3

77




19 368 378 HRSGETEDSTI 11
20 386 397 NAGQIKTGSLSR 12
21 415 416 GE 2

Tabela 9 Peptydy enolazy wytypowane jako potencjalne epitopy przy uzyciu serwera

BCPREDS.
Pozycja Peptyd Wynik

11 DSRGNPTLEVEVYTESGAFG 0.961

36 SGASTGEHEAVELRDGDKSR 0.932

88 DRAMIALDGTPNKGKLGANA 0.822

157 IAFQEFMIMPVGAPTFKEAL 0.966

196 ETAVGDEGGFAPKFEGTEDG 0.97

249 AERKVYDYSKFEGEGGAVRT 0.968

285 IITIEDGMDENDWDGWKALT 0.882
1 ITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVXSGASTGEHEAVEL RBGDRSRYGGLGTOKAVDNVNNVIAEAL IGY BURDOOR
2 1o RS - o NN S o~ FGRGMVX SGAS TGEHEAVELRDGDKSRY GGLGTOK A NN e Rne 0
3 ITDVYAREVEDSRENPTLEVEVETESCAEGRGMUXSCASTCEHEAVEIRDGDKORY GGLGTORAVDNVNNY IAEAT I GY DFRDOOA
4 ITDVYAREVLDSRGNPTLEVEVYTESGAFGRGMVXSGASTGEHEAVELRDGDKSRYGGLGTQKAVDNVNNVIAEAIIGYDVRDOOA

Sw N e Sw N e Sw N e

Sw NN

EprAMIALDEEBNREK LGANAILGVSIAVARAAADY LEVPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNI INGGSHSDAPIAFQEFMIMPVGAPTF

rorauTALDGTENK K ol - [ - 1715 S N NN -

IDRAMIALBGTPNKGREGANAILGVSIAVARAAADYLEVPLY SYLGGFNTKVLPTPMMN I INGGSHSDAPTAFQOEFMIMPVGAPTE
IDRAMIALDGTPNKGKLGANAILGVSIAVARAAADYLEVPLYSYLGGFNTKVLPTPMMNI INGGSHSDAPIAFQEFMIMPVGAPTE

KEALRWGAEVFHALKKILKERGLETAVGDEGGFABREBGHE DGVET I LKATIEAAGYEAGENG IMIGFDCAS FHED ARV USR

KEALRV SNSRI | < £ R GLETAVGDEGGFAPKFEGTEDGV IINRN= 2 2 GYEAGENG IM I Do v D ERENns <

KEALRWGAEVFHALKKILKERGLETAVGDEGGFAPKFEGTEDGVETILKAIEAAGYEAGENGIMIGEDCAS SEFYDAE-DYSI
KEALRWGAEVFHALKKILKERGLETAVGDEGGFAPKFEGTEDGVETILKATIEAAGYEAGENGIMIGEFDCASSEFYDAERKVYDYSK

BEGEGGAVRTAAEQIDYLEELVNKYPI ITIEDEMDENDMBGWKALTERLGGRVQLVGDDFFVTNTDY LARSIREEBAN S I LIKVNQ

FEGEGGAVRTAAFE SR | © DG DENDWDGWKALTERL G RNOBMEE D FVTNTDY LARGIKEEAA NENg
FEGEGCAVRTAAEO T DYLEELVNKYPT IT I EDEMDENDWDGWK AT TERLGGRVOLVGDDFFVTNT DY LARG T KEBAANS T L TKVNQ

FEGEGGAVRTAAEQIDYLEELVNKYPIITIEDGMDENDWDGWKALTERLGGRVQLVGDDFFVTNTDYLARGIKEEAANSILIKVNQ

IGTLTETFEAIEMAKEAGYTAVVS HRSGEIEDE T I ADI AVATNAGQIKTGSLSRTDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAQYKGIKSFYNL

EcTLTETFEATEMAKEAGENNSER S GE TE DS TMDIWIN ~ GO I K TGS LSRT DR I AK o » O HEENONReS s - v N 1

IGTLTETFEAIEMAKEAGYTAVVSHRSCETEDSTIADI AVATNACOIREGS SR TDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAQYKGIKSFYNL
IGTLTETFEAIEMAKEAGYTAVVSHRSGETEDSTIADIAVATNAGQIKTGSLSRTDRIAKYNQLLRIEDQLGEVAQYKGIKSFYNL
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Ryc. 16. Zbiorcze wyniki predykcji w potencjalnych epitopow dla enolazy GBS.
Legenda: Kolorem liliowym (1) oznaczono potencjalne epitopy wytypowane wedtug
procedury Eminiego [48], kolorem czerwonym (2) mozliwe determinanty antygenowe
przewidziane wedlug metodyki Kolaskara i Tongaonkara [97], na zielono (3)
zaznaczono immunogenne sekwencje wytypowane przez Larsena [112], z kolei kolorem
z6ttym (4) oznaczono najbardziej prawdopodobne epitopy przewidziane za
posrednictwem serwera BCPERDS [2].

Dodatkowo, wykonano model biatka 3D na podstawie struktury krystalicznej
1w6t oktamerycznej enolazy Streptococcus pneumoniae. Na Rycinie 17 kolorem z6ttym

oznaczono potencjalne epitopy.

Ryc. 17. Model 3D biatka enolaza dla Streptococcus pneumoniae z zaznaczonymi na

z6tto potencjalnymi epitopami wigzacymi.
Analiza wynikdéw zestawionych na Ryc. 16 umozliwita wybranie 32 peptyddéw

0 sekwencjach od szesciu do szesnastu aminokwasow, ktore wytypowane zostaty przez

co najmniej dwie techniki predykcyjne i wymienione zostaty w Tabeli 10.
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Tabela 10 Lista wszystkich 32 sekwencji aminokwasowych dla biatka enolaza

poddanych syntezie na pinach metoda Pepscan, ktore wybrane zostaly w oparciu

o wyniki analizy bioinformatycznej.

Numer Sekwencja aminokwasowa Numer | Sekwencja aminokwasowa
peptydu peptydu
1 *VYAREVLDSRGNPTY 17 2’GFDCASSEFYD?*®
2 YTLEVEVYTESGAFG® 18 283SEFYDAERKVYDYS?®
3 3\VSGASTGEHEAVELR* 19 BTKFEGEGGAVRTAAE?™
4 “RDGDKSRYGGLGTQ®! 20 2IQIDYLEELVNKYP?8
5 S1QKAVDNVNNVIAEA™ 21 284 ITIEDGMDENDWD?¥'
6 “IIGYDVRDQQAI®® 22 2BGWKALT30®
7 BDRAMIALDGTPNKG!™ 23 SBGRVQLVGDDF3!
8 102K GANAILGVSIAVAL® 24 SBGIKEEAA3
9 WRAAADYLEVPLYSYLG!S! 25 3BANSILIKVNQIPE#
10 1BTKVLPTHO 26 SEAGYTAVVSHR®
11 148GSHSDAPIAFQEF6! 27 $8HRSGETEDSTI®™®
12 2MIMPVGAPTFKEAL!? 28 S8 ADIAVATN3
13 IBAEVFHALKK88 29 3ONAGQIKTGSLSR®?
14 19 ETAVGDEGGFAPK?Y 30 38GSLSRTDRIAKYNQ?%®
15 28FEGTEDGVETILKAI 222 31 404YNQLLRIE*!
16 2AAAGYEAGE®! 32 4 GEVAQYKGIK*#

Dehydrogenaza 5°-monofosforanu inozyny

Kolejnym immunogennym biatkiem Streptococcus agalactiae wybranych do

analizy

immunogennych bialek GBS byla dehydrogenaza 5’-monofosforanu

bioinformatycznej w

kierunku

detekcji

potencjalnych  epitopow

inozyny

(IMPDH) o masie czgsteczkowej 53 kDa, sktadajgca si¢ z 493 aminokwasow, ktorych

sekwencje przedstawiono na Rycinie 18 (numer identyfikacyjny w bazie NCBI Blast

dla biatek: gi|445995589). Dla niniejszego biatka okreslono takze strukture ll-rzedowa

(Ryc. 19) oraz hydrofobowos¢ poszczegolnych aminokwasow (Ryc. 20).
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1 MSNWDTKFLK ~ KGFTFDDVLL  IPAESHVLPN ~ EVDMNTKLAD  NLTLNIPIT AAMDTVTDSK
61  MAIAIARAGG  LGIIHKNMSI VDQAEEVRKV  KRSENGVIID PFFLTPDNTV SEAEELMQNY
121 RISGVPIVET IENRKLVGII TNRDMRFISD  YKQLISEHMT SQNLVTAPIG TDLETAERIL
181 HEHRIEKLPL  VDDEGRLSGL ITIKDIEKVI EFPKAAKDEF GRLLVAGAVG  VTSDTFERAE
241 ALFEAGADAI  VIDTAHGHSA  GVLRKIAEIR  AHFPNRTLIA GNIATAEGAR  ALYDAGVDVV
301 KVGIGPGSIC TTRVVAGVGV PQITAIYDAA  AVAREYGKTI IADGGIKYSG DIVKALAAGG
361 NAVMLGSMFA GTDEAPGETE  IFQGRKFKTY  RGMGSIAAMK  KGSSDRYFQG  SVNEANKLVP
421 EGIEGRVAYK  GSVADIVFQM  LGGIRSGMGY  VGAANIKELH DNAQFVEMSG  AGLKESHPHD
481 VQITNEAPNY  SVH

Ryc. 18. Sekwencja aminokwasowa bialka IMPDH dla gatunku Streptococcus
agalactiae.

MSNWDTKFLKKGFTFDDVLLIPAESHVLPNEVDMNTKLADNLTLNIPIITAAMDTVTDSKMAIAIARAGGLGIIHKNMSIVDQAEEVR
————— HHHHH-------EEEE------------EEEEE---EEE---EEE------HHHHHHHHHHHH---EEEE----HHHHHHHHH

HHH----—- EE---E----—- HHHHHHHHHH-—---— EEEE-—--- EEEEEEE----——--——--~- HHH------~- EEE--——- HHHH
ERILHEHRIEKLPLVDDEGRLSGLITIKDIEKVIEFPKAAKDEFGRLLVAGAVGVTSDTFERAEALFEAGADAIVIDTAHGHSAGVLR
HHHHHHH----- EEE---—- EEFEEEEHHHHHHHH----——--——~ EEEEEEE---—- HHHHHHHHHHH---EEEEE-—---— HHHHH
KIAEIRAHFPNRTLIAGNIATAEGARALYDAGVDVVKVGIGPGSICTTRVVAGVGVPQITAIYDAAAVAREYGKTIIADGGIKYSGDI
HHHHHHHH----EEEE——-—— HHHHHHHHHH---EEEE---——--——~ EEE--—--- HHHHHHHHHHHHHH---EEEE---——--- HH
VKALAAGGNAVMLGSMFAGTDEAPGETEIFQGRKFKTYRGMGS IAAMKKGS SDRYFQGSVNEANKLVPEGIEGRVAYKGSVADIVFQM
HHHHHH---EEEE--HH--——--——~ EEEE----EEE----—- HHHHH-——==——===—=-~ Hemmmmmmm o HHHHHHHH
LGGIRSGMGYVGAANIKELHDNAQFVEMSGAGLKESHPHDVQITNEAPNYSVH

H--HH-—=-——=--— HHHHHH---EEEE-———--——---— EEEE-—---——-~

Ryc. 19. Struktura drugorzedowa IMPDH GBS przewidziana na podstawie analizy
sekwencji aminokwasowej. Legenda: ,,E” — B-harmonijki, ,,H” — a-helisy, ,,-” — p¢tle.

MSNWDTKFLKKGFTFDDVLLIPAESHVLPNEVDMNTKLADNLTLNIPIITAAMDTVTDSKMAIAIARAGGLGIIHKNMSIV
DQAEEVR
---B---BB--BBBBBBBBBBB--B-BBB--B-B-B-BB--B-BBBBBBBBBBBBBBBB-BBBBBBB-BBBBBBB--B-B--BB--B-
KVKRSENGVIIDPFFLTPDNTVSEAEELMONYRISGVPIVETLENRKLVGIITNRDMRFISDYKQLISEHMTSONLVTAPIGTDLETA
-B--BB-BBB-BBB-B---B-B--B--BB--B-BBBBBBB-—----- BBBBBB-BBBBB----—-—- B--BBB---BBBB---B-B—B-
ERILHEHRIEKLPLVDDEGRLSGLITIKDIEKVIEFPKAAKDEFGRLLVAGAVGVTSDTFERAEALFEAGADAIVIDTAHGHSAGVLR
--BB--B-B--BBBBB----B-BBBBB-BB--B--BB-BB-B--BBBBBBBBBBBB--B--BB-BBB-B-BBBBBBBBBBBBB--BB-
KIAEIRAHFPNRTLIAGNIATAEGARALYDAGVDVVKVGIGPGSICTTRVVAGVGVPQITAIYDAAAVAREYGKTIIADGGIKYSGDI
BB--BB--B--B-BBBBBBBBB-BB-BBB-BBB-BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB-BB---—-BBBBBBBBB-BBBBB
VKALAAGGNAVMLGSMFAGTDEAPGETEIFQGRKFKTYRGMGS IAAMKKGSSDRYFQGSVNEANKLVPEGIEGRVAYKGSVADIVFQM
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBB-BBB-B-BBB-———----— BBBBBBB-BB---B-BBBBB-----—-— BBBBB-BBBBBBB-B-BB-BBBBB
LGGIRSGMGYVGAANIKELHDNAQFVEMSGAGLKESHPHDVQITNEAPNYSVH
BBBBBBBBBBBBB--B--B---B-BBBBB-B-B-B-BBB-B-BB-BBBBB-—--

Ryc. 20. Wyniki analizy hydrofobowosci poszczegolnych aminokwasow w sekwencji

biatka IMPDH GBS. Legenda: ,,-” zaznaczono aminokwasy, ktorych reszty wystawione
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sg na zewngtrzng cze$¢ biatka; ,,B” — aminokwasy zagrzebane (ang. buried), czyli takie,

ktorych reszty skierowane sg do wngtrza biatka.

W oparciu o narz¢dzia predykcyjne Eminiego, Kolaskara i Tongaonkara,

Larsena oraz serwera BCPREDS, jako potencjalne epitopy IMPDH wytypowano
kolejno 12 peptydow (Tabela 11), 20 peptydéw (Tabela 12), 24 sekwencji (Tabela 13)
i 7 peptydow (Tabela 14).

Tabela 11 Peptydy dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny wytypowane jako

potencjalne epitopy przy uzyciu metody predykcji Eminiego.

Nr| Pozycja Pozycja Peptyd Liczba
poczatkowa | koncowa aminokwasow

1 30 39 NEVDMNTKLA 10

2 83 94 QAEEVRKVKRSE 12

3 105 121 TPDNTVSEAEELMQNYR 17

4 130 135 TLENRK 6

5 148 154 ISDYKQL 7

6 213 220 PKAAKDEF 8

7 234 239 DTFERA 6

8 372 378 TDEAPGE 7

9 383 392 QGRKFKTYRG 10
10 399 408 MKKGSSDRYF 10
11 457 462 KELHDN 6

12 473 479 LKESHPH 7
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Tabela 12 Peptydy dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny wytypowane jako

potencjalne epitopy przy uzyciu metody predykcji Kolaskara i Tongaonkara.

Nr Pozycja Pozycja Peptyd Liczba
poczatkowa | koncowa aminokwasow
1 15 31 FDDVLLIPAESHVLPNE 17
2 44 51 LNIPIITA 8
3 96 105 GVIIDPFFLT 10
4 122 130 ISGVPIVET 9
5 149 157 SDYKQLISE 9
6 162 168 QNLVTAP 7
7 178 183 RILHEH 6
8 185 192 IEKLPLVD 8
9 198 204 SGLITIK 7
10 206 213 IEKVIEFP 8
11 221 234 GRLLVAGAVGVTSD 14
12 239 245 AEALFEA 7
13 248 255 DAIVIDTA 8
14 257 266 GHSAGVLRKI 10
ARALYDAGVDVVKVGIGPGSIC
15 289 335 TTRVVAGVGVPQITAIYDAAAV 47
ARE
16 349 357 SGDIVKALA 9
17 415 422 ANKLVPEG 8
18 425 441 GRVAYKGSVADIVFQML 17
19 448 454 MGYVGAA 7
20 462 468 NAQFVEM 7
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Tabela 13 Sekwencje aminokwasowe dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny

wytypowane przy uzyciu metody Bepipred.

AlS polzgzzgi/lg)avlva kpoci’lzgtfvjva; Fee amill;(l)(l:(zvegséw
1 1 3 MSN 3
2 26 29 HVLP 4
3 32 34 VDM 3
4 37 37 K 1
5 54 58 DTVTD 5
6 85 93 EEVRKVKRS 9
7 104 104 L 1
8 107 113 DNTVSEA 7
9 115 115 E 1

10 168 174 PIGTDLE 7

11 190 196 LVDDEGR 7

12 214 218 KAAKD 5

13 230 237 GVTSDTFE 8

14 256 258 HGH 3

15 284 291 ATAEGARA 8

16 304 309 IGPGSI 6

17 320 321 VP 2

18 332 335 VARE 4

19 341 341 I 1

20 345 348 GIKY 4

21 358 358 A 1

22 370 382 AGTDEAPGETEIF 13

23 400 426 KKGSSDR;(E(?EZ\QN EANKLV 97

24 428 429 AY 2
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Tabela 14 Peptydy dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny wytypowane jako
potencjalne epitopy przy uzyciu serwera BCPREDS.

Pozycja Peptyd Wynik
69 GGLGIIHKNMSIVDQAEEVR 0.987
100 DPFFLTPDNTVSEAEELMQN 0.91
297 VDVVKVGIGPGSICTTRVVA 0.983
370 AGTDEAPGETEIFQGRKFKT 0.835
410 GSVNEANKLVPEGIEGRVAY 0.988
436 IVFQMLGGIRSGMGYVGAAN 0.848
474 KESHPHDVQITNEAPNYSVH 0.787

MSNWDTKFLKKGFTFDDVLLIPAESHVL P ENDMMIRA DNL TLNI PT I TAAMDTVTDSKMATATARAGGLGT THKNMS IVD{PHESE

MSNWDTKFLKKGE T e/ 0MN TK LA DN T A A MD TV TDSKMATATARAGGLGI THKNMS IVDQAEE

MSNWDTKFLKKGFTFDDVLLI PAESHVBENEVDMNTKLADNLTLNI PI I TAAMBEVEDSKMATATARAGGLGI THKNMS IVDOAER

Sw NN

MSNWDTKFLKKGFTFDDVLLIPAESHVLPNEVDMNTKLADNLTLNIPIITAAMDTVTDSKMAIAIARAGGLGIIHKNMSIVDQAEE

RRERSE o1 1orrr (DS A EoNyR 1 SCVP I VEMEENRRL VG 1 I TNRDMRF HEDMRON I SEHMT SOQNLVTAPIGTD
VRKVKRSEN{SN DS P DN TV SEAEELMON Y RSISNISHNN | F NRK LVG I I TNRDMRF I S Noumen - T S [N T G T D

RRVRRSENGVIIDPFFLT PBNEVOBAEELMONYRI SGVPIVETLENRKLVGI ITNRDMRF I SDYKQLI SEHMT SQNLVTABEGHED

Sw N

VRKVKRSENGVIIDPFFLTPDNTVSEAEELMONYRISGVPIVETLENRKLVGIITNRDMRFISDYKQLISEHMTSQNLVTAPIGTD

LETAERILHEHRIEKLPLVDDEGRLSGLITIKDIEKVIEFPRARRDEEGRLLVAGAVGY TS PlBERAEALFEAGADATVIDTAHGH

v S~ S - SN - - E -~ S - - N - B

EETAERILHEHRIEKLPEVDDEGRLSGLITIKDIEKVIEF PRARKDE FGRLLVAGAVEVESDEEERAEALFEAGADATVIDTAHGH
LETAERILHEHRIEKLPLVDDEGRLSGLITIKDIEKVIEFPKAAKDEFGRLLVAGAVGVTSDTFERAEALFEAGADAIVIDTAHGH

Sw NN

SAGVLRKIAEIRAHFPNRTLIAGNIATAEGARALYDAGVDVVKVGIGPGSICTTRVVAGVGVPQITAIYDAAAVAREYGKTIIADG

BESNERE = 1 RAHF PNRTLIAGN I ATAE GRS OMRNE - GV PO I TAT Y DAAAVAREYGKTI IADG

SAGVLRKIAETIRAHFPNRTLIAGNIETABGARALYDAGVDVVKVGEGPGSHCTTRVVAGVGVPQITATYDARAVAREYGKTIIADG
SAGVLRKIAEIRAHFPNRTLIAGNIATAEGARALYDAGVDVVKVGIGPGSICTTRVVAGVGVPQITAIYDAAAVAREYGKTIIADG

Sw NN

GIKYSGDIVKALAAGGNAVMLGSMFAGHDEABGHTE I FOCRRERINRGGS I 22 MRRCSSDRMEOG S VNEANKLVPEGIEGRVAYK

GIKYEEBINEE . GGNAVMLGSMFAGTDEAPGETE I FQGRKFKTYRGMGS IAAMKKGS SDRY FQGS VNE [NiNEe | - ERER

(BB 50T vkA LA GGNAVML G- EGEBRBGEIEEE 0GRk P TYRGYGS 122 RS SRYOSNEANKEVEEGTEaR ¢

GIKYSGDIVKALAAGGNAVMLGSMFAGTDEAPGETEIFQGRKFKTYRGMGSTAAMKKGSSDRY FQGSVNEANKLVPEGIEGRVAYK

Sw N

GSVADIVFQMLGGIRSGMGYVGAAN I REBEBNAOFVEMSGAGHRESHBEDYVO I TNEAPNY SVH

SN T R s CHEENERA N 1 <= L DR s G2 GLKESHPHDVQITNEAPNY SVH

GSVADIVFQMLGGIRSGMGYVGAANIKELHDNAQFVEMSGAGLKESHPHDVQITNEAPNYSVH

Sw N

GSVADIVFQMLGGIRSGMGYVGAANIKELHDNAQFVEMSGAGLKESHPHDVQITNEAPNY SVH

Ryc. 21. Zbiorcze wyniki predykcji w potencjalnych epitopow dla dehydrogenazy
5’-monofosforanu inozyny GBS. Legenda: Kolorem liliowym (1) oznaczono

potencjalne epitopy wytypowane wedlug procedury Eminiego [48], kolorem
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czerwonym (2) mozliwe determinanty antygenowe przewidziane wedlug metodyki
Kolaskara i Tongaonkara [97], na zielono (3) zaznaczono immunogenne sekwencje
wytypowane przez Larsena [112], z kolei kolorem zo6ttym (4) oznaczono najbardziej

prawdopodobne epitopy przewidziane za posrednictwem serwera BCPERDS [2].

Ponadto, na podstawie modelu 3D dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny
1ZFJ) dla Streptococcus pyogenes (EC 1.1.1.205) dokonano predykcji epitopow

powierzchniowych tego biatka, ktore na Rycinie 22. zaznaczono kolorem zottym.

Ryc. 22. Model 3D dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny dla Streptococcus
pyogenes z zaznaczonymi kolorem zottym  prawdopodobnymi  epitopami

powierzchniowymi.
Analiza wynikow zestawionych na Ryc. 21 umozliwita wybranie 36 peptydow

o sekwencjach od szesciu do szesnastu aminokwasow, ktore wytypowane zostaty przez

co najmniej dwie techniki predykcyjne (Tabela 15).
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Tabela 15 Lista wszystkich 36 sekwencji

aminokwasowych dehydrogenazy

5’-monofosforanu inozyny poddanych syntezie na pinach metoda Pepscan, ktore

wybrane zostalty w oparciu o wyniki analizy bioinformatyczne;j.

Numer | Sekwencja aminokwasowa | Numer Sekwencja aminokwasowa
peptydu peptydu
1 'MSNWDTKFLKKGFT* 19 Z9AEALFEA?®
2 EDDVLLIPAESHVLP? 20 28DAIVIDTAZ
3 SNEVDMNTKLA® 21 Z8HGHSAGVLRK 2%
4 “LNIPIITAAMDTVTD®® 22 ZAATAEGARALYDAGVD?®
5 GGLGIIHKNMSIVD?#? 23 29V VKVGIGPGSICTTR?®
6 83QAEEVRKVKRSEN® 24 $VVAGVGVPQITAIYD?®?®
7 GVIIDPFFLT 25 SIOAAAVAREYGKTIIR4
8 104 TPDNTVSEAEELMQ™® 26 $5GIKYSGDIVKALAA®!
9 USNYRISGVPIVET®? 27 S0 AGTDEAPGETEIF3®
10 LO0TLENRK®® 28 32QGRKFKTYRG3%?
11 1481SDYKQLISE! 29 $9MKKGSSDRYFQGSVN*?
12 12QNLVTAPIGTDLE?®® 30 A4EANKLVPEGIE*?
13 1BRILHEH!®S 31 45GRVAYKGSVAD*®
14 I)EKLPLVDDEGR? 32 43BVFQMLGGIR*®
15 18SGLITIK? 33 HSGMGYVGAAN*®
16 28| EKVIEFPKAAKDEF?13 34 “STKELHDNAQFVEM*68
17 22IGRLLVAGAVG?? 35 4B KESHPHDVQIT#84
18 20GVTSDTFERA?® 36 48SNEAPNYSVH*®

Chaperon GroEL

Trzecim immunogennym biatkiem GBS opisywanym w niniejszej pracy jest

540-aminokwasowe biatko opiekuncze GroEL (ang. molecular chaperone GroEL),

ktorego masa czasteczkowa wynosi 57 kDa (gi|446952722). Analiza bioinformatyczna

umozliwita, poza okresleniem sekwencji poszczegolnych aminokwaséw w biatku (Ryc.

87




23),

Charakterystyke struktury drugorzedowej (Ryc.

poszczegbdlnych aminokwasow (Ryc. 25).

24) oraz hydrofobowosci

1 MAKDIKFSAD  ARSAMVRGVD ILADTVKVTL GPKGRNVVLE  KAFGSPLITN DGVTIAKEIE
61 LEDHFENMGA  KLVSEVASKT NDIAGDGTTT ATVLTQAIVR EGLKNVTAGA  NPIGIRRGIE
121 TAVSAAIEEL KEIAQPVSGK EAIAQVAAVS SRSEKVGEY]I SEAMERVGND  GVITIEESRG
181 METELEVVEG MQFDRGYLSQ YMVTDNEKMV  SELENPYILI TDKKISNIQE ILPLLEEVLK
241  TNRPLLIIAD DVDGEALPTL VLNKIRGTFN VVAVKAPGFG  DRRKAMLEDI AILTGGTVVT
301 EDLGLDLKDA TMQVLGQSAK VTVDKDSTVI VEGAGDSSAI ANRVAIIKSQ MEATTSDFDR
361 EKLQERLAKL AGGVAVIKVG  AATETELKEM KLRIEDALNA TRAAVEEGIV SGGGTALVNV
421 IEKVAALKLN GDEETGRNIV LRALEEPVRQ IAYNAGYEGS VIIERLKQSE IGTGFNAANG
481 EWVDMVTTGI IDPVKVTRSA LQONAASVASL ILTTEAVVAN KPEPEAPTAP AMDPSMMGGF

Ryc. 23. Sekwencja aminokwasowa biatka opiekunczego GroEL dla gatunku

Streptococcus agalactiae.

MAKDIKFSADARSAMVRGVDILADTVKVTLGPKGRNVVLEKAFGSPLITNDGVTIAKEIELEDHFENMGAKLVSEVASKTNDIAGDGT

TTATVLTQAIVREGLKNVTAGANPIGIRRGIETAVSAAVEELKEIAQPVSGKEAIAQVAAVSSRSEKVGEYISEAMERVGNDGVITIE
HHHHHHHHHHHHHHHHHHH----HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH------ HHHHHHHH-E----HHHHHHHHHHHHHH----EEEEE
ESRGMETELEVVEGMQFDRGYLSQYMVTDNEKMVSELENPYILITDKKISNIQEILPLLEEVLKTNRPLLIIADDVDGEALPTLVLNK
——————— EEEEE----—-——-----—--E----—---EEEE---EEEEE------HHHHHHHHHHHHHH---EEEEEE---HHHHHHHHHHH
IRGTFNVVAVKAPGFGDRRKAMLEDIAILTGGTVVTEDLGLDLKDATMQVLGQSAKVTVDKDSTVIVEGAGDSSAIANRVAIIKSQME
H---EEEEEEE----- HHHHHHHHHHHHH---EEEE-H-------—- HHH----- EEEEE---EEEEE----HHHHHHHHHHHHHHHH
ATTSDFDREKLQERLAKLAGGVAVIKVGAATETELKEMKLRIEDALNATRAAVEEGIVSGGGTALVNVIEKVAALKLNGDEETGRNIV

H----HHHHHHHHHHHHHH--EEEEEE----HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-—-———— HHHHHHHHHHHHH----- HHHHHHHH

LRALEEPVRQIAYNAGYEGSVIIERLKQSEIGTGFNAANGEWVDMVTTGIIDPVKVTRSALONAASVASLILTTEAVVANKPEPEAPT
HHHHHHHHHHHHHH----- HHHHHHHHH-----—-————-—-—— HHHHHH------ HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH---—-—-—----—
APAMDPSMMGGF

Ryc. 24. Struktura drugorzedowa biatka opiekunczego GroEL GBS przewidziana na
podstawie analizy sekwencji aminokwasowej. Legenda: ,,E” — B-harmonijki, ,,H” — a-

helisy, ,,-” — petle.

MAKDIKFSADARSAMVRGVDILADTVKVTLGPKGRNVVLEKAFGSPLITNDGVTIAKEIELEDHFENMGAKLVSEVASKTNDIAGDGT
-B--B-B---BB--B--BB--BB-BB-BBBB--BBBBBBB--B-BB-BB--BBBBB--B-B---B-BBBB-BB-BBB--B-B-BBBBB
TTATVLTQAIVREGLKNVTAGANPIGIRRGIETAVSAAVEELKEIAQPVSGKEAIAQVAAVSSRSEKVGEYISEAMERVGNDGVITIE
BBBBBBBBBBB-BBB-BBBBBBBBBBB--BB--BB--BB--B---B--B-----BBBBBBBBB----BB-BBB-BB--B---BBBBBB
ESRGMETELEVVEGMQFDRGYLSQYMVTDNEKMVSELENPYILITDKKISNIQEILPLLEEVLKTNRPLLIIADDVDGEALPTLVLNK

88



-B----B-B-BBBBBBBBBBBBBBBBBB----B-B-B--BBBBBBB--B--B--BB-BBB-BB----- BBBBBBBB-B-BBBBBBBB-
IRGTFNVVAVKAPGFGDRRKAMLEDIAILTGGTVVTEDLGLDLKDATMQVLGQSAKVTVDKDSTVIVEGAGDSSAIANRVAIIKSQME
B--BB-BBBBBBB---—-- B--BB-BBBBBB-B-BBB--B---B--B-B--B--B--B-B----BBBBBB--——-—--- B--BB--B--BB-
ATTSDFDREKLQERLAKLAGGVAVIKVGAATETELKEMKLRIEDALNATRAAVEEGIVSGGGTALVNVIEKVAALKLNGDEETGRNIV
-B---B----B--BBB-BB-BBBBBBBBBBBB--B----— BB-BBBBBB-BBB--BBBBBBBBBBB-BB-BB--B--—-——--— BBB-BB
LRALEEPVRQIAYNAGYEGSVIIERLKQSEIGTGFNAANGEWVDMVTTGIIDPVKVTRSALONAASVASLILTTEAVVANKPEPEAPT
B-BB-BBB-BBB-BB---BBBBB--B----—-— BBBBB----BB-BB-BBBBBB--BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB--—-—-———-—

APAMDPSMMGGF
___B ________

Ryc. 25. Wyniki analizy hydrofobowos$ci poszczegolnych aminokwaséw w sekwencji
biatka opickunczego GroEL. Legenda: B — aminokwasy, ktorych reszty zwrocone sg do

wnetrza biatka; ,,-” — aminokwasy, ktorych reszty skierowane sg na zewnatrz biatka.

W oparciu o narzedzia predykcyjne Eminiego, Kolaskara i Tongaonkara,
Larsena oraz serwera BCPREDS, jako potencjalne epitopy chaperonu GroEL
wytypowano kolejno 12 peptydow (Tabela 16), 24 peptydow (Tabela 17), 32 sekwencji
(Tabela 18) 1 12 peptydow (Tabela 19).

Tabela 16 Peptydy chaperonu GroEL wytypowane jako potencjalne epitopy przy

uzyciu metody predykcji Eminiego.

N polzgf})t/lgf)iva 15)01'122/(3; PP amill;(l)cl:(zvszséw
1 59 65 IELEDHF 7
2 76 81 VASKTN 6
3 151 156 SRSEKV 6
4 176 181 EESRGM 6
5 201 209 YMVTDNEKM 9
6 238 243 VLKTNR 6
7 279 286 FGDRRKAM 8
8 349 367 SQMEATTSDFDREKLQERL 19
9 383 393 TETELKEMKLR 11
10 430 436 NGDEETG 7
11 465 470 RLKQSE 6
12 520 527 NKPEPEAP 8
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Tabela 17 Peptydy chaperonu GroEL wytypowane jako potencjalne epitopy przy

uzyciu metody predykcji Kolaskara i Tongaonkara.

AlS polzg;)t/lgzva lz)oﬁzzlgvil Fee amiII:(I)(l:(ngzséw
1 16 31 VRGVDILADTVKVTLG 16
2 35 42 RNVVLEKA 8
3 70 77 AKLVSEVA 8
4 91 101 ATVLTQAIVRE 11
5 120 130 ETAVSAAVEEL 11
6 132 140 EIAQPVSGK 9
7 143 153 IAQVAAVSSRS 11
8 185 190 LEVVEG 6
9 195 202 RGYLSQYM 8

10 215 222 NPYILITD 8

11 228 238 IQEILPLLEEV 11

12 241 251 TNRPLLIIADD 11

13 257 264 LPTLVLNK 8

14 268 277 TFNVVAVKAP 10

15 288 302 EDIAILTGGTVVTED 15

16 312 324 MQVLGQSAKVTVD 13

17 326 333 DSTVIVEG 8

18 341 348 ANRVAIIK 8
19 364 382 QERLAKLAGA(\SVAVIKVGA 19

20 415 429 TALVNVIEKVAALKL 15

21 438 454 NIVLRALEEPVRQIAYN 17

22 458 466 EGSVIIERL 9

23 491 499 IDPVKVTRS 9

24 501 521 LQ NAASVAﬁ| LKI LTTEAVVA 21

90



Tabela 18 Sekwencje aminokwasowe chaperonu GroEL wytypowane przy uzyciu

metody Bepipred.

AlS polzgzzgi/lg)avlva 15)01'122/3; FHLE amill;(l)(l:(zvegséw
1 8 8 S 1
2 10 10 D 1
3 29 35 TLGPKGR 7
4 47 50 LITN 4
5 53 54 VT 2
6 77 91 ASKTNDIAGDGTTTA 15
7 105 114 NVTAGANPIG 10
8 124 124 S 1
9 134 142 AQPVSGKEA 9
10 149 158 VSSRSEKVGE 10
11 165 170 ERVGND 6
12 172 173 VI 2
13 178 182 SRGME 5
14 208 210 KMV 3
15 251 256 DVDGEA 6
16 276 282 APGFGDR 7
17 298 300 VVT 3
18 320 326 KVTVDKD 7
19 328 330 TVI 3

20 332 340 EGAGDSSAI 9

21 351 361 MEATTSDFDRE 11
22 381 387 AATETEL 7
23 399 399 N 1
24 403 405 AAV 3
25 408 415 GIVSGGGT 8
26 430 436 NGDEETG 7
27 449 449 R 1
28 454 458 NAGYE 5
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29 469 481 SEIGTGFNAANGE 13
30 495 496 KV 2
31 502 502 Q 1
30 517 537 VVAN KPEI;I:AAI\;TAPAM DP 91

Tabela 19 Peptydy chaperonu GroEL wytypowane jako potencjalne epitopy przy

uzyciu serwera BCPREDS.

Pozycja Peptyd Wynik
27 KVTLGPKGRNVVLEKAFGSP 0.911
73 VSEVASKTNDIAGDGTTTAT 0.998
105 NVTAGANPIGIRRGIETAVS 0.797

178 SRGMETELEVVEGMQFDRGY | 0.993
199 SQYMVTDNEKMVSELENPYI 0.739
267 GTFNVVAVKAPGFGDRRKAM | 0.999

320 KVTVDKDSTVIVEGAGDSSA 0.884
351 MEATTSDFDREKLQERLAKL 0.99
443 ALEEPVRQIAYNAGYEGSVI 0.751
464 ERLKQSEIGTGFNAANGEWV 0.982
485 MVTTGIIDPVKVTRSALQNA 0.848
516 AVVANKPEPEAPTAPAMDPS 1

Zestawienie powyzej przedstawionych wynikéw analiz (Ryc. 26) stanowito

podstawe do wybrania 41 peptydow (Tabela 20) o dtugosciach 6-16 aminokwasoéw

wytypowanych przez co najmniej dwie metody predykcyjne, ktore wykazywaty cechy

antygenowos$ci 1 z duzym prawdopodobienstwem mogly stanowi epitopy wiazace

ludzkie przeciwciata anty-GBS.

1
2
3
4

MAKDIKFSADARSAMVRGVDILADTVKVTLGPKGRNVVLEKAFGSPLITNDGVT I AKE EBEDEEENMGAK LY SEMSREND I AGD

MAKDIKFSADARSAMRCHIDISDIEaNGE - - GRSNMINSA - G S PL I TNDGVT I AKE I ELEDHFENMG MRBMISEN S K TND I AGD

MAKDIKFSADARSAMVRGVDILADTVKVIILGPKGRNVVLEKAFGSPLITNDGVTIAKEIELEDHFENMGAKLVSEVASKTNDIAGD
MAKDIKFSADARSAMVRGVDILADTVKVTLGPKGRNVVLEKAFGSPLITNDGVTIAKEIELEDHFENMGAKLVSEVASKTNDIAGD

GTTTATVLTQAIVREGLKNVTAGANPIGIRRGIETAVSAAVEELKEIAQ PVSGKEAIAQVAAVS-GEY ISEAMERVGNDGV

GTTTENEEEENRE - <NV TAGANP I GIRRG I N < BOEEEE - ~ BOVEEEERE - <V GE Y I SEAMERVGNDGV

GTTTATVLTQAIVREGLKNVTAGANPIGIRRGIETAVSAAVEELKEIAQPVSCKEAIAQVAAVSSRSEKVGEY I SEAMERVGNDGV
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Sw NN Sw NN Sw NN Sw N

Sw NN

GTTTATVLTQAIVREGLKNVTAGANPIGIRRGIETAVSAAVEELKEIAQPVSGKEATIAQVAAVSSRSEKVGEYISEAMERVGNDGV

1T IEESRENE TELEVVEGMQFDRGY LS O MVERDNERY vV SELENPY ILI TDKK I SNIQEILPLLEE fBRENRPLL I IADDVDGEALP

rr1ezsrove = SN0 oS o v - N << - N I = I

ITIEESREGMETELEVVEGMOFDRGYLSQYMVTDNEKMVSELENPY ILI TDKKISNIQEILPLLEEVLKTNRPLLI I ADPVDGEAL P
ITIEESRGMETELEVVEGMOFDRGYLSQYMVTDNEKMVSELENPYILITDKKISNIQEILPLLEEVLKTNRPLLI IADDVDGEALP

TLVLNKIRGTFNVVAVKAPGHEDRRRANLEDIAILTGGTVVTEDLGLDLKDATMOVLGQSAKVTVDKDSTVIVEGAGDS SATANRV

IR = R - <+ N . S SN - < > - N
TLVLNKIRGTFNVVAVKEBPEEGDRRKAMLEDIAILTGGTVVTEDLGLDLKDATMOVLGOSARVEVDRDS TV I VECACDSSALANRY

TLVLNKIRGTFNVVAVKAPGFGDRRKAMLEDIAILTGGTVVTEDLGLDLKDATMQVLGQSAKVTVDKDSTVIVEGAGDSSAIANRV

AT TK OSSP DRSO K L.AGGVAV I KVGAX I SNREMIIER | EDALNATRAAVEEGIVSGGGTALVNVIEKVAALKLE
BER s 0VEATTSDFDREK L RGO T = TE LKEMK LR 1 EDALNATRAAVEEG I VS GGG R
AT IKSOMEATTSDEDREK LOERLAKLAGGVAVIKVCARTEIBUKEMKLRIEDALNATRAAVEEGEVSGGGEA L VNV IEKVAALKLE

AIIKSQMEATTSDFDREKLQERLAKLAGGVAVIKVGAATETELKEMKLRIEDALNATRAAVEEGIVSGGGTALVNVIEKVAALKLN

EBEEEERN I VLRALEEPVRQIAYNAGYEGSVI I ERBKOSHE I GTGFNAANGEWVDMVTTGI I DPVKVTRSALQNAASVASLILTTEA

corzTor R ;- M 05+ G TG NAANGE WDy TG
BBEETGRNIVLRALEEPVRQIAYNAGYEGSVI IERLKOBEICICENAANGEWYVDMVTTGI I DPVKVTRSALQNAASVASLILTTEA
GDEETGRNIVLRALEEPVRQIAYNAGYEGSVIIERLKQSEIGTGFNAANGEWVDMVTTGI IDPVKVTRSALONAASVASLILTTEA

vvANRBEBERE T2 PAMDP SMMGGF

B -r- P2 PTAPAMDPSMMGGE

VVANKPEPEAPTAPAMDPSMMGGE

VVANKPEPEAPTAPAMDPSMMGGF

Ryc. 26. Zbiorcze wyniki predykcji w potencjalnych epitopoéw dla biatka opiekunczego

GBS. Legenda: Kolorem liliowym (1) oznaczono potencjalne epitopy wytypowane

wedtug procedury Eminiego [48], kolorem czerwonym (2) mozliwe determinanty

antygenowe przewidziane wedtug metodyki Kolaskara i Tongaonkara [97], na zielono

(3) zaznaczono immunogenne sekwencje wytypowane przez Larsena [112], z kolei

kolorem zo6ttym (4) oznaczono najbardziej prawdopodobne epitopy przewidziane za

posrednictwem serwera BCPERDS [2].

Rozmieszczenie epitopdw prognozowano takze w oparciu o trojwymiarowy

model biatka GroEL (Ryc. 27), ktory stworzono na podstawie struktury krystalicznej

3RTK opracowanej dla Mycobacterium tuberculosis.
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Ryc. 27. Trojwymiarowy model biatka opiekunczego GroEL dla Mycobacterium

tuberculosis z zaznaczonymi na zo6tto potencjalnymi epitopami wigzacymi przeciwciata.

Tabela 20 Lista wszystkich 41 sekwencji aminokwasowych biatka opickunczego

GroEL poddanych syntezie na pinach metodg Pepscan, ktore wybrane zostaty w oparciu

0 wynik analizy bioinformatycznej.

Numer | Sekwencja aminokwasowa Numer Sekwencja aminokwasowa
peptydu peptydu

1 ®VVRGVDILADTVKVZ 22 ZBEDIAILTGGTVVTED®?

2 TLGPKGRNVVLEKA* 23 S2MQVLGQSAKVTVDKD3%®

3 “KAFGSPLITN® 24 $8DSTVIVEGAGDSSAI

4 SVTIAKEIELEDHF® 25 BIANRVAIIK34®

5 OAKLVSEVASKTNS! 26 39SQMEATTSDFDRE?®!

6 2DIAGDGTTTAT® 27 2K LQERLAKLA®

7 IATVLTQAIVRE! 28 SIIAGGVAVIKVGAA®®?

8 1®NVTAGANPIGIH® 29 BIAATETELKEMKLR3?

9 U RRGIETAVSAAVEEL®? 30 “BSAAVEEGIVSGGGT*®

10 12E| AQPVSGKEA#2 31 BTALVNVIEKVAALKL*?®

11 BIAQVAAVSSRSEKVGE!® 32 4ONGDEETG*®

12 1SERVGND? 33 “8NIVLRALEEPVRQIA%?
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13 | "*VITIEESRGME'® 34 | ®*AYNAGYEGSVIIERL%®
14 | "¥TELEVVEGMQFDRGY*’ 35 | *ERLKQSE*"®

15 | **LSQYMVTDNEKMV?Y 36 | *““SEIGTGFNAANGEWV*
16 | #SELENPYILITD?? 37 | ®*MVTTGIIDPVKV*%®

17 | #PIQEILPLLEEV?%® 38 | “*KVTRSALQNA®

18 | #*VLKTNRPLLIIADD*! 39 | “LONAASVASLILTTE™
19 | ®'DVDGEALPTLVLNK?* 40 | *®AVVANKPEPEAP®>

20 | ®’GTFNVVAVKAPG?"® 41 | “’PTAPAMDPSMM>¥

21 | “®APGFGDRRKAM?®

5. 3. Wyniki mapowania epitopow
» Enolaza

W wyniku detekcji epitopéw, prowadzonej dzigki zastosowaniu metody
Pepscan, oraz prowadzonych w jej nastgpstwie testéw immunoenzymatycznych (Ryc.
28) z zastosowaniem spulowanych probek surowic krwi pepowinowej: 6/KP, 8/KP,
10/KP, 14/KP, 15/KP i 16/KP, wybrano najbardziej reaktywne peptydy. Wybor
mieszaniny kilku surowic GBS-dodatnich do mapowania epitopéw w obrgbie danego
biatka podyktowany zostal przez fakt ograniczen, jakie niosg za sobag peptydy
immobilizowane na polietylenowych pinach. Jak wynika z wytycznych producenta,
liczba testow ELISA wykonanych dla jednego pina nie powinna przekracza¢ 10 reakcji.
Dlatego tez, aby przebada¢ jak najwigksza ilos¢ surowic, na podstawie ktérych mozliwe

byto wiarygodne wytypowanie potencjalnych epitopow, surowice zostaty spulowane.

2 sposrod 32 badanych sekwencji: ¥DRAMIALDGTPNKG! (peptyd 7)
i 'RAAADYLEVPLYSYLG™! (peptyd 9) wykazywaty najwyzsza absorbancje, a w
trzykrotnym powtorzeniu charakteryzowaty si¢ matym odchyleniem standardowym, w
przeciwienstwie do silnie reagujacego peptydu 1 o sekwencji “VYAREVLDSRGNPTY,
ktorego odchylenie standardowe byto tak duze, ze podj¢to decyzje o nieuwzglednieniu
go w dalszych analizach. Wyniki mapowania epitopéw wytypowanych w ramach

analizy bioinformatycznej dla enolazy przedstawiono na Ryc. 29.
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Ryc. 28. Przyktadowe zdjecie 96-dotkowej plytki, w ktorej prowadzono
immunoenzymatyczng detekcj¢ immunogennych epitopow wsrodd 36 peptydow enolazy
na pinach z uzyciem koniugatu antyludzkich przeciwciat skoniugowanych

z peroksydaza chrzanowa.

» Dehydrogenaza 5’-monofosforanu inozyny

Synteza 36 peptydow, ktore wybrane zostaly w oparciu o wyniki analizy
bioinformatycznej jako potencjalne epitopy dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny,
pozwolita na wybranie dwdch najbardziej prawdopodobnych epitopow. Pierwszym
z nich byt peptyd 23 o sekwencji 2VVKVGIGPGSICTTR?®, drugim z kolei — peptyd
28, ktorego sekwencja byta nastepujaca: *2QGRKFKTYRG3%, Decyzja o odrzuceniu
z dalszych analiz peptydu 13 (*®RILHEH) podyktowana zostata faktem, iz jest on
najkrotszy  sposréd  tych  trzech  najbardziej immunogennych  sekwencji
aminokwasowych. Reaktywnos$ci poszczegolnych peptydow w obrebia biatka IMPDH

przedstawiona zostata na Ryc. 30.
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= Bialko opiekuncze GroEL

41 peptydow wytypowanych na podstawie analizy bioinformatycznej jako
potencjalne epitopy syntetyzowano na pinach metoda Pepscan, a ich reaktywnos¢, tak
jak w przypadku pozostatych biatek, oceniano w teScie immunoenzymatycznym
z wykorzystaniem surowicy krwi pepowinowej. Uzyskane wyniki byly mniej oczywiste
w poroéwnaniu z tymi, ktore otrzymano dla enolazy i IMPDH, gdyz wedtug przyjetego
kryterium kwalifikacji, jakim byla warto$¢ absorbancji >2,0, az 9 peptydow powinno
zosta¢ wybranych do dalszych badan. Dlatego tez, w wyborze najbardziej
prawdopodobnych epitopéw natozono na siebie wyniki analiz bioinformatycznych
I uzyskane w testach ELISA dane empiryczne. W rezultacie wybrano siedem: peptyd 3
o sekwencji ““KAFGSPLITN®®, peptyd 27 o sekwencji **KLQERLAKLA3", peptyd 28
0  sekwencji SIIAGGVAVIKVGAA®?, peptyd 29 o  sekwengji
BIAATETELKEMKLR®®:, peptyd 37 (**MVTTGIIDPVKV*®),  peptyd 38
(“®KVTRSALQNA®) oraz peptyd 39 skladajacy sie =z nastgpujacych
I QNAASVASLILTTE®S, z czego w dwoch przypadkach kryterium wyboru trzech
znajdujacych si¢ obok siebie peptydow wynikalo z faktu pokrywania sie¢
poszczegblnych epitopdéw. Elementem laczacym peptyd 27 i peptyd 28 byla alanina
w pozycji 371, z kolei peptydy 28 i 29 taczyly dwie alaniny w pozycjach 381 i 382.
Peptyd 29, mimo relatywnie niskiej reaktywnosci, zostalt wybrany do dalszych badan,
gdyz zatozono, ze istnieje mozliwos¢, iz determinanta antygenowa obejmuje obie te
sekwencje. Analogiczna sytuacja miata miejsce w przypadku obszaru biatka
obejmujacego sekwencje aminokwasowe w pozycjach od 485 do 515, w obrebie
ktorych znajdowaty sie: peptyd 37, peptyd 38 oraz peptyd 39. Naktadaty si¢ one kolejno
aminokwasami: lizyng i waling w pozycjach 495-496 oraz odcinkiem Leu-GIn-Asn-Ala
w pozycjach 501-504. Jak si¢ Okazalo w dalszych analizach, z wyjatkiem epitopu
bedacego pochodng peptydu 29, ktéry dwoma alaninami obejmowat fragment wspolny
z peptydem 28, zatozenie to nie znalazto pokrycia w wynikach uzyskanych w efekcie
prowadzonych eksperymentow. Z kolei peptydy 21 i 22 nie zostaty wybrane ze wzgledu
na duze odchylenie standardowe i stanowity alternatywe w przypadku, gdyby sposrod
tej, 1 tak duzej, puli potencjalnych epitopéw nie udato si¢ wybra¢ przynajmniej jednego,
specyficznie reagujgcego z pojedynczymi surowicami. Wtedy to one zostatyby
wlaczone do dalszych badan. Absorbancje wszystkich 41 peptydow przedstawione

zostaty na Rycinie 31.
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potencjalne epitopy dla chaperonu GroEL

Ryc. 31. Immunoreaktywno$¢ 41 peptydow chaperonu GroEL Streptococcus agalactiae wytypowanych w oparciu o wyniki analizy

bioinformatycznej, ktdra oceniona zostata w tescie immunoenzymatycznym z uzyciem spulowanych surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP,

14/KP, 15/KP, 16,KP).
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5. 4. Modyfikacja peptydow poprzez skracanie

11 najbardziej immunogennych peptydow reprezentatywnych dla trzech
badanych biatek, wybranych w toku mapowania epitopéw przy zastosowaniu metody
Pepscan, poddano zmodyfikowanej syntezie, polegajacej na odcinaniu kolejnych
aminokwasow zarowno z N-konca, jak i C-konca. Celem tej modyfikacji byla
identyfikacja najkrotszej sekwencji aminokwasowej wysoce reagujacej z surowica
ludzka, w ktorej obecne sg przeciwciata anty-GBS. Etap ten realizowany byl takze na

pinach, a uzyskane wyniki opisane zostaty ponize;j.

= Enolaza

Na podstawie analizy wynikow uzyskanych w efekcie skracania peptydu numer
7 o sekwencji %DRAMIALDGTPNKG!® zaobserwowano, ze jego pochodna
pozbawiona kwasu asparginowego (Asp, D), argininy (Arg, R) i alaniny (Ala, A) od
C-konca wykazata 87% wzrost immunoreaktywno$ci w poréwnaniu z sekwencja

wyjsciowa.

Z kolei skracanie peptydu 9 (**’'RAAADYLEVPLYSYLG?) nie wptyneto na
wzrost immunoreaktywnosci, dlatego niezmodyfikowany peptyd uznano za drugi

najbardziej prawdopodobny epitop wiazacy biatko enolazg GBS.

Absorbancje poszczegdlnych skracanych peptydow wraz z odchyleniami

standardowymi przedstawiono na Rycinie 32 i Rycinie 33.
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modyfikowane pochodne peptydu 7 enolazy

Ryc. 32. Immunoreaktywnos¢ pochodnych peptydu #DRAMIALDGTPNKG!® (peptyd

7) enolazy Streptococcus agalactiae modyfikowanych poprzez odcinanie kolejnych
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aminokwasow od N-konca i C-konca wobec spulowanych surowic GBS-dodatnich
(6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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modyfikowane pochodne peptydu 9 enolazy

Ryc. 33. Immunoreaktywno$é¢ pochodnych peptydu RAAADYLEVPLYSYLG®!
enolazy Streptococcus agalactiae modyfikowanych poprzez odcinanie kolejnych
aminokwasow z C-konca wobec spulowanych surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP,
14/KP, 15/KP, 16/KP).

* Dehydrogenaza 5’-monofosforanu inozyny

Analiza wynikow uzyskanych w nastgpstwie skracania peptydu 23 biatka
IMPDH o  sekwencji  *°VVKVGIGPGSICTTR®®  wykazala  wzrost
immunoreaktywnos$ci jego pochodnej, skroconej o dwie treoniny (Thr, T) i argining
(Arg, R) na N-koncu o 29%, dlatego tez zostata ona wybrana jako pierwsza najbardziej
prawdopodobna determinanta antygenowa dla dehydrogenazy 5’-monofosforanu

inozyny Streptococcus agalactiae.

Z kolei modyfikacja drugiego potencjalnego epitopu dla IMPDH, peptydu 28,
o sekwencji *¥2QGRKFKTYRG?®? oparta na odcigciu glutaminy (Gln, Q) i glicyny
(Gly, G) przyczynila si¢ do wzrostu immunoreaktywno$ci wobec badanych surowic az

0 47%, dlatego tez ta sekwencja zostata wybrana do dalszych badan.
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Reaktywno$¢ wszystkich pochodnych peptydu 23 (n=24) i peptydu 28 (n=14)
przedstawiona zostala w formie wartosci absorbancji wraz z odchyleniami

standardowymi na Rycinie 34 i Rycinie 35.
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modyfikowane pochodne peptydu 23 dehydrogenazy 5'-monofosforanu inozyny

Ryc. 34. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 2*VVKVGIGPGSICTTR?!
dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny Streptococcus agalactiae modyfikowanych
poprzez odcinanie kolejnych aminokwaséw z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

1,6

14 —

1,2 l L i
N S e
i 0'8 S | S | | | S | S S [
=
2
8 06— [— —] o 1 ] o
9
£ 04 S ] (SN Y IR )

02 ] e e

0

6 & Q& N S S O N R SN S CRNN Y
I I I AN P G R N N
& & & & & F° & & & & &~
&@ & & ¢ & &«

modyfikowane pochodne peptydu 28 dehydrogenazy 5'-monofosforanu inozyny

Ryc. 35. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu *¥2QGRKFKTYRG3%
dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny Streptococcus agalactiae modyfikowanych
poprzez odcinanie kolejnych aminokwaséw z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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= Chaperon GroEL

W wyniku odcinania kolejnych aminokwasow z peptydu 3 o sekwencji
“KAFGSPLITN®® wykazano, ze usuniecie z C-kofica lizyny (Lys, K) oraz alaniny (Ala,
A) przyczynito si¢ do 45% wzrostu reaktywnosci wobec surowic GBS-dodatnich,
dlatego tez pochodna ta zostala uznana za najbardziej prawdopodobny epitop, dzieki

czemu uwzgledniono ja w dalszych badaniach (Ryc. 36).

Z kolei skrocenie peptydu 27 (*KLQERLAKLA®™) o sekwencje Arg-Leu-Ala-
Lys-Leu-Ala spowodowato wzrost reaktywnos$ci pochodnej tego peptydu o 35%
w porownaniu z sekwencja wyjSciows, totez zostala ona uznana za najbardziej
prawdopodobng determinant¢ antygenowa, a tym samym uwzgledniona w kolejnych
etapach projektu. Immunoreaktywno$¢ wszystkich pochodnych peptydu 27 wobec
spulowanych surowic GBS-dodatnich z probek krwi pgpowinowych przedstawiona

zostata na Rycinie 37.

Analiza modyfikacji wprowadzonych w peptydzie 28
(" AGGVAVIKVGAA®®?) wykazata, ze eliminacja sekwencji Val-lle-Lys-Val-Gly-
Ala-Ala wptyn¢ta na az 52% wzrost immunoreaktywnosci wobec przeciwcial krwi
pepowinowej w poréwnaniu z dtuzszym potencjalnym epitopem wyjsciowym. Stad tez
to wlasnie on zostal wybrany do dalszych badan jako najsilniej wiazaca sekwencja.
Wartosci absorbancji wszystkich pochodnych w obrgbie peptydy 28 przedstawione
zostaty na Rycinie 38.

W przypadku kolejnego potencjalnego epitopu, czyli peptydu 29 o sekwencji
BIAATETELKEMKLR3®, ktory rowniez zostat poddany modyfikacji poprzez
skracanie, wykazano, ze odlgczenie od niego szeregu aminokwaséw Glu-Leu-Lys-Glu-
Met-Lys-Leu-Arg zaowocowato wzrostem immunoreaktywnosci o 45% w poréwnaniu
do czasteczki wyjsciowej. Dzieki temu, ze lepiej spetniat swoje cele, zostat wybrany do

dalszych badan (Ryc. 39).

Z kolei w przypadku peptydu 37 o sekwencji *®*MVTTGIIDPVKV*% usuniecie
tylko jednego aminokwasu, jakim byta walina (Val, V) na N-koncu spowodowato az
90% wzrost immunoreaktywnos$ci (Ryc. 40), co tez wptynelo na wytypowanie wiasnie

tej pochodnej jako najbardziej prawdopodobnego wariantu tego epitopu wigzacego.
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Podobng prawidtowos$¢ odnotowano w przypadku kolejnego badanego peptydu,
czyli “®*KVTRSALQNA>* (peptyd 38). Mimo iz wzrost immunoreaktywnosci
w stosunku do peptydu wyjsciowego byl zdecydowanie nizszy niz w przypadku
peptydu 37, gdyz wynidst on 30%, to usuniecie jednego aminokwasu — lizyny na C-
koncu — spowodowalo najwickszy wzrost absorbancji w poréwnaniu zaréwno

z sekwencja wyjsciows, jak i jej pochodnymi (Ryc. 41).

Natomiast analiza modyfikacji wprowadzonych w peptydzie 39 wykazata, ze
odciecie od wyjsciowej sekwencji °!LQNAASVASLILTTE®® fragmentu biatka
sktadajacego si¢ z leucyny, glutaminy, asparginy oraz dwoéch alanin od C-konica
przyczynito si¢ do podniesienia immunoreaktywno$ci o ponad 1/5 w stosunku do
sekwencji wyjsciowej. To podyktowato decyzje o wyborze tej pochodnej do dalszych
badan (Ryc. 42).
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modyfikowane pochodne peptydu 3 chaperonu GroEL

Ryc. 36. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 3 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji “KAFGSPLITN® uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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Absorbancja (Azgsnm)

modyfikowane pochodne peptydu 27 chaperonu GroEL

Ryc. 37. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 27 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji 32KLQERLAKLA3®™! uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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modyfikowane pochodne peptydu 28 chaperonu GroEL

Ryc. 38. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 28 biatka opieckunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji 3*AGGVAVIKVGAA®® uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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modyfikowane pochodne peptydu 29 chaperonu GroEL

Ryc. 39. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 29 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji 'AATETELKEMKLR3® uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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modyfikowane pochodne peptydu 37 chaperonu GroEL

Ryc. 40. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 37 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji “®*MVTTGIIDPVKV*% uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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modyfikowane pochodne peptydu 38 chaperonu GroEL

Ryc. 41. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 38 biatka opieckunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji “°KVTRSALQNA®* uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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modyfikowane pochodne peptydu 39 chaperonu GroEL

Ryc. 42. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 39 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae 0 sekwencji  'LQNAASVASLILTTE® uzyskanych
w wyniku skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec
spulowanych surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Wybrane epitopy (n=11) badano w obecnosci spulowanych surowic krwi
pepowinowej podchodzacych od pacjentek niebedgcych nosicielkami Streptococcus

agalactiae (kontrola ujemna), a tym samym stanowily indykator specyficznosci
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analizowanych peptydow. Wyniki $rednich wartosci absorbancji wobec surowic GBS-
dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP) oraz GBS-ujemnych (12/KP, 13/KP,
24/KP, 28/KP, 29/KP) wraz z odchyleniem standardowym 1 istotno$cig statystyczng dla

kazdego z epitopow przedstawione zostaty w Tabeli 21.

Tabela 21 Badanie specyficznosci epitopéw enolazy, dehydrogenazy 5’-monofosforanu

inozyny oraz chaperonu GroEL Streptococcus agalactiae.

Bialko Peptyd A405nm A405nm Warto$é
(GBS+) (GBS+) p
[M+SD] [M=SD]
MIALDGTPNKG 2,056+0,50 |0,54+£0,49 | 0,002
Enolaza RAAADYLEVPLYSYLG 1,81 +£0,41 | 0,05+0,05 |0,103
VVKVGIGPGSIC 1,87+0,30 |0,54+0,36 |0,001
IMPDH RKFKTYRG 1,40+ 0,04 |2,42+0,16 | 0,004
SVASLILTTE 1,50+0,01 |0,32+0,10 | 0,001
FGSPLITN 1,69+0,12 | 0,83+0,50 |0,110
Chaperon MVTTGIIDPVK 1,93 £0,30 | 0,65+0,54 | 0,004
GroEL AGGVA 1,82+0,11 |0,78+0,21 | 0,024
KLQE 1,72+ 0,05 | 0,66 +£0,03 | 0,002
AATET 1,92+0,28 |0,31+0,13 | <0,001
VTRSALQNA 1,63 +£0,26 |0,33+0,06 | 0,080

Legenda: A405nm (GBS+) [M£SD] — s$rednia warto$¢ absorbancji dla surowic GBS-
dodatnich; A405nm (GBS-) [M£SD] — érednia warto$¢ absorbancji dla surowic GBS-

ujemnych; p — istotnos¢ statystyczna wyliczona przy uzyciu testu t studenta.

5. 5. Wyniki oceny specyficznosci wybranych epitopow

Wybranych 8 epitopéw reprezentatywnych dla trzech immunogennych biatek
Streptococcus agalactiae, ktore zidentyfikowane zostaly w immunoenzymatycznym
teScie w obecnosci wezesniej opisanych spulowanych surowic krwi pgpowinowej GBS-
dodatnich, poddano weryfikacji ich specyficznosci. Dokonano jej dzigki badaniu
reaktywnosci kazdego z peptydow przy uzyciu dziesieciu pojedynczych probek surowic

krwi pepowinowych pozyskanych od kobiet bedacych nosicielkami GBS (GBS-
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dodatnich), a wigc: 1/KP, 2/KP, 3/KP, 4/KP, 5/KP, 6/KP, 8/KP, 10/KP, 14/KP, 15/KP,
oraz pieciu probek GBS-ujemnych: 12/KP, 13/KP, 24/KP, 28/KP, 29/KP, Kktore
stanowily kontrole negatywng, potwierdzajaca specyficznos¢ badanych sekwencii.
Wykazano, ze poza peptydem RKFKTYRG wszystkie badane epitopy wykazywaty
istotng specyficznos$¢ (p<0,001), rozumiang jako wysoka reaktywno$¢ wobec surowic
GBS-dodatnich przy jednoczesnej niskiej reaktywnosci wobec probek kontrolnych
GBS-ujemnych (Ryc. 43).
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Ryc. 43. Selektywno$§¢ wybranych epitopow okreslana w obecnosci pojedynczych
surowic GBS+ (n=10) i GBS- (n=5) krwi pegpowinowej wyrazona jako S$rednia
absorbancja z trzech pomiarow dla wszystkich badanych surowic GBS+ i GBS- wraz
z odchyleniami standardowymi. Legenda: * — istotno$¢ statystyczna p>0,001 obliczona

przy uzyciu testy t-studenta.

5. 6. Modyfikacja peptydow poprzez podstawianie aminokwasow
alaning i/lub glicyng

Kolejng wprowadzong modyfikacja bylo podstawianie aminokwaséw
w sekwencji wybranych epitopow alaning lub glicyna ze wzgledu na ich niewielkie
rozmiary. Jako zasade podstawiania przyjeto, ze jezeli w sktad danego peptydu wchodzi
alanina, wszystkie aminokwasy zamieniane sg kolejno na glicyne. Jesli peptyd sktadat
si¢ z glicyny, wszystkie aminokwasy podstawiano alaning. Miato to na celu wykazanie
istotnosci kazdego aminokwasu stanowiacego epitop w reaktywnosci z przeciwciatami

anty-GBS. W wyniku analizy uzyskanych wynikéw wykazano, ze tylko modyfikacja
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jednego z epitopow chaperonu GroEL “®*MVTTGIIDPVK*®, pochodnej peptydu 37,
polegajaca na zamianie waliny w pozycji 486 na alaning, wplywata na 84% wzrost

immunoreaktywnosci wobec surowic GBS-dodatnich (Ryc. 44).

25

o
[

Absorbancja A405 [nm)]
-

o
n

§ § & &g & &

modyfikowane pochodne peptydu MVTTGIIDPVK
Ryc. 44. Immunoreaktywnos$¢ pochodnych peptydu 37 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji “®*MVTTGIIDPVK?*® uzyskanych w wyniku
modyfikacji, polegajacych na podstawianiu kolejnych aminokwaséw analing wobec

spulowanych surowic GBS-dodatnich.

5. 7. Wykorzystanie epitopéow immunogennych bialek GBS jako

markerow zakazen i/lub nosicielstwa w teScie immunoenzymatycznym

Wybrane i scharakteryzowane epitopy wigzace przeciwciata anty-GBS, Ktore
syntetyzowane byly na pinach, syntetyzowano nastepnie na zywicach. Miato to na celu
pozyskanie duzych ilosci wolnych peptydow mogacych znalezé zastosowanie
w dalszych analizach i modyfikacjach, np. ich biotynylowaniu. Mozliwosci tej nie
dawaty peptydy permanentnie immobilizowane do polietylenowego nosnika. Ponadto,
mimo iz metoda Pepscan jest dobrg metodg pozwalajacg na mapowanie epitopow w puli
wielu peptydow, jej istotnym ograniczeniem jest maksymalna liczba eksperymentow
opartych na tescie ELISA, ktora zgodnie z wytycznymi producenta, nie powinna

przekracza¢ dziesigciu reakcji dla jednego pina.

Pierwsze proby syntezy peptydéw na zywicach metoda Fmoc podjeto

w warunkach laboratoryjnych. W zwigzku z tym, ze czystos¢ produktu oceniana przy
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zastosowaniu techniki MALDI-ToF nie byla zadowalajaca, co miatoby przetozenie na
czasochlonno$¢ i1 kosztochtonno$¢ podjeto decyzje o zleceniu syntezy firmie Novazym
Polska. Dodatkowo, w celu podniesienia reaktywnos$ci epitopéw i powtarzalnosci
wynikow peptydy biotynylowano, a wydajno$¢ koniugacji oceniano przy uzyciu

metody MALDI-ToF.

Wybrane epitopy: FGSPLITN (chaperon GroEL), VVKVGIGPGSIC (IMPDH)
oraz MIALDGTPNKG (enolaza) wykorzystano w tescie immunoenzymatycznym,
majgcym na celu wykazanie roznic w reaktywnosci wobec surowic krwi zylnych
pobranych od pacjentow o znanym stanie Klinicznym. Ws$rod pobranego materiatu
znajdowata si¢ surowica uzyskana od pacjentki z trwajacym zapaleniem powig¢zi
o etiologii Streptococcus agalactiae (GBS 2a), pacjentki bedacej nosicielkga GBS przez
caly okres trwania cigzy i w potogu (42/p), pacjentki skolonizowanej Streptococcus
agalactiae w trzecim trymestrze cigzy (23/3), pacjentki z wykrytg obecno$cig GBS
w pierwszym i drugim trymestrze cigzy (9/3) a takze od kobiety nieb¢dacej nosicielka
przez caty okres trwania cigzy (16/3).

Jak przedstawiono na Rycinie 45, najwigksza reaktywno$¢ dla wszystkich
badanych peptydow odnotowano w przypadku pacjentki z trwajagcym zakazeniem [GBS
2a (2)], a takze u nosicielki skolonizowanej Streptococcus agalactiae przez caty okres
cigzy i w potogu [42/p (++++)]. Ponadto, wykazano, ze w poréwnaniu z probkg pobrang
od ciezarnej bedacej nosicielka przez pierwszy dwa trymestry 9/3 [(++-)], wigksze
stezenie przeciwcial wystepowato w surowicy kobiety skolonizowanej w trzecim
trymestrze [(23/3 (--+)], chociaz réznice te nie byly znaczgce. Najstabiej reagowata
natomiast surowica pobrana od pacjentki niebedacej nosicielka GBS [16/3 (- - -)].
Istotne statystycznie roznice w reaktywnosci odnotowano pomiedzy surowicami: GBS
2a (pochodzaca z zakazenia) i 16/3 (brak nosicielstwa) oraz miedzy surowicg 42/p
(pochodzaca od pacjentki skolonizowanej GBS przez calg cigzg¢ 1 w potogu) a surowicg
16/3 (pochodzacg od ciezarnej niebedacej nosicielkg). Ponadto, dla peptydow
FGSPLITN i MIALDGTPNKG istotne statystycznie roznice wystgpowaty pomiedzy
surowicami z zakazenia i nosicielstwa przez caly okres cigzy a surowica 9/3,

pochodzaca od pacjentki skolonizowanej GBS przez pierwsze dwa trymestry cigzy.
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5. 8. Poréwnanie reaktywnosci bialka czynnik elongacji Tu i jego
epitopow

W projekcie badawczym stanowigcym podstawe niniejszej pracy badawczej
badano takze epitopy immunogennego biatka zidentyfikowanego jako czynnik elongacji
Tu (ang. elongation factor Tu, EF-Tu) [149]. W ramach tej rozprawy poréwnywano
immunoreaktywno$¢  zidentyfikowanych,  scharakteryzowanych i  chemicznie
zsyntetyzowanych, przy uzyciu analogicznych do opisanych w niniejszej pracy metod,
trzech epitopéw czynnika elongacji Tu z calym, rekombinowanym biatkiem, ktore

zsyntetyzowane zostalo przez firm¢ PureBiologics.

Jak pokazano na Rycinie 46, immunoreaktywno$¢ epitopu biatka EF-Tu
0 sekwencji jest KPGSINPHTKF wobec spulowanych surowic GBS-dodatnich byta
istotnie wyzsza (p=0,000). Wzrost ten wyniost az 183%. Dla pozostatych dwoch
epitopéw o sekwencjach TVLARRLP i HTKF reaktywno$¢ rowniez byla wyzsza niz

w przypadku biatka, jednak ro6znice te byty mniejsze.
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Ryc. 46. Wykres porownujacy immunoreaktywno$¢ czynnika elongacji Tu (EF-Tu)
Streptococcus agalactiae z reaktywnoscia jednego z jego epitopow (KPGSINPHTKEF)
w obecno$ci mieszaniny surowic krwi pepowinowych GBS+ (6/KP, 8/KP, 10/KP,
14/KP, 15/KP, 16/KP) i GBS- (12/KP, 13/KP, 24/KP, 28/KP, 29/KP) oceniana w tescie

immunoenzymatycznym. Legenda: * — istotno$¢ statystyczna (p>0,05).
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6. DYSKUSJA

Paciorkowce nalezace do serologicznej grupy B wciaz stanowig istotny problem
neonatologiczny, mimo korzystnego efektu wynikajgcego z wprowadzenia
okotoporodowej profilaktyki antybiotykowej na zmniejszenie zachorowalnoS$ci
i $miertelnosci wsréd niemowlat. Problem szczegélnie dotyczy zakazen o poznym
poczatku. Ponadto, powszechne stosowanie antybiotykéw bezposrednio przyczynia si¢
do rozwoju niekorzystnego, globalnego zjawiska, jakim jest wzrost opornosci bakterii
na antybiotyki [119]. Brak skutecznej antybiotykoterapii indukuje problem przede
wszystkim w grupie o0sob dorostych, a w szczegdélnosci pacjentow z niedoborami
odpornosci czy 0sob po 65 roku, u ktérych czgstos¢ zakazen wywotanych przez

Streptococcus agalactiae jest wysoka [45].

Celem niniejszych badan byta identyfikacja, charakterystyka i chemiczna
synteza epitopéw immunogennych biatek Streptococcus agalactiae rozpoznawanych

przez przeciwciala ochronne krwi pgpowinowe;.

Pierwszym ze zidentyfikowanych immunogennych biatek byla dimeryczna
enolaza o masie czasteczkowej 45 kDa. Biatko to jest glikolitycznym enzymem
katalizujacym przedostatni etap glikolizy, czyli reakcj¢ dehydratacji 2-fosfoglicerynianu
do fosfoenolopirogronianu [205]. Enolaza wystepuje u wielu gatunkow bakterii
i odgrywa istotng role¢ w patogenezie wigzac plazminogen na powierzchni komorki
gospodarza [142]. Ponadto, biatko to w literaturze opisywane jest rowniez w kontekscie
swojej immunogennosci [84, 132, 150], co zostalo wykazane w niniejszej rozprawie.
Niemniej jednak, do tej pory niewiele wiadomo na temat jego determinant

antygenowych.

W oparciu o wyniki analizy bioinformatycznej, ktorej gtéwnym zatozeniem byto
wytypowanie potencjalnych epitopéw wiazacych ludzkie przeciwciala anty-GBS,
wybrano 32 peptydy, sktadajace si¢ z 6-16 aminokwasow, ktore nastepnie
syntetyzowano  metoda  Pepscan. Ich  reaktywno$¢ badano w  tescie
immunoenzymatycznym — najpierw z wykorzystaniem spulowanych surowic Kkrwi
pepowinowej, a nastepnie wybrane epitopy poddawano reakcji z pojedynczymi
surowicami, zarowno GBS-dodatnimi, jak i GBS-ujemnymi, co pozwolilo na

wykazanie ich specyficznosci.
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Sposrod wszystkich 57 potencjalnych epitopow dwa wykazywaly najwyzsza
reaktywno$¢ wobec surowic GBS-dodatnich, przy jednoczesnie niskiej absorbancji
odnotowywanej w obecno$ci surowic GBS-ujemnych. Byly nimi: peptyd 7 o sekwencji
IMIALDGTPNKG! oraz peptyd 9 '''RAAADYLEVPLYSYLG™ i to wiasnie one

zostaty zakwalifikowane jako epitopy reprezentatywne dla tego biatka.

Jak wynika z dostepnych danych literaturowych, epitopy te zostaty opisane po
raz pierwszy — nie tylko w kontekscie gatunku Streptococcus agalactiae. Badania nad
epitopami dwoch homologoéw ludzkiej enolazy, a 1 B, prowadzone przez Pietkiewicz
1 wspotpracownikow przy wykorzystaniu metody Syntezy na pinach wykazaty obecnosé
dwoch epitopdéw o nastepujacych sekwencjach: 2°2PDDPSRYISPDQ?”® oraz
198VIKEKYGKDATN?, 7 czego pierwszy epitop reagowat z surowicg anty- a-enolaza,
natomiast drugi z surowicg zawierajaca przeciwciata skierowane przeciwko B-enolazie
[145]. Z kolei Arz i wspolpracownicy, opierajac si¢ o technike phage display, wykazali
silne  powinowactwo epitopu ludzkiej enolazy *’DLDFKSPDDPSRY ISP?"
zlokalizowanej na zewngetrznej petli biatka do monoklonalnych przeciwciat 9C12 [188],
za$ zespot badawczy pod kierownictwem Kolberga opisal w 2006 roku epitop wiazacy
przeciwciata skierowane przeciwko enolazie Streptococcus pneumoniae o sekwencji
®DKSRYGGLG® [98]. Zespot chinskich badaczy pod kierownictwem Wanga
zidentyfikowat az 10 epitopéw enolazy dla przywry z gatunku Clonorchis sinensis
[192]. Woyniki eksperymentow polegajacych na immunizacji myszy epitopem
4EWGWS!®  enolazy Plasmodium falciparum prowadzonych przez Dutta
i wspotpracownikow zaowocowaly wnioskiem 0 zakwalifikowaniu go jako dobrego
kandydata do szczepionki [43]. Ochronng role enolazy, stanowigcej komponent
szczepionki podawanej rybom z gatunku Nile tilapia przeciwko zakazeniom
wywotanym przez Streptococcus iniae, wykazatl takze zespot amerykanskich badaczy
pod kierownictwem LaFrenza [108]. Obiecujagce sg rowniez wyniki badan,
prowadzonych przez hinduskich badaczy pod przewodnictwem Joshiego, nad epitopami
sze$ciu immunogennych biatek Leishmania, w tym tez enolazy, zar6wno na modelu
zwierzgcym (chomik), jak 1 na populacji ludzkiej. Wykazano w nich istotng role
sekwencji LYRYIAGLAGTKDIR? w stymulowaniu uktadu immunologicznego w
ochronie przed $miertelng chorobg, jaka jest leiszmanioza trzewna wywotana przez

Leishmania donovani [87].
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Mimo wnikliwie prowadzonego przegladu dostepnej literatury, nie znaleziono
podobnych badan do tych opisywanych w tej rozprawie, a tym samym epitopow
enolazy Streptococcus agalactiae o takiej samej sekwencji, co $wiadczy o unikatowoS$ci

1 innowacyjnosci prowadzonych badan.

Drugim opisywanym w niniejszej pracy biatkiem byta dehydrogenaza
5’-monofosforanu inozyny (IMPDH, dehydrogenaza IMP), bedaca tetramerem
purynowym o masie czasteczkowej 53 kDa. Biatko to wystepuje u wszystkich
organizmow i petni kluczowg role w syntezie de novo nukleotydéw guaninowych — jest
zatem prekursorem w tworzeniu zarowno DNA, jak i RNA [34, 73], a przez to, ze
uczestniczy w proliferacji komorek, stanowi cel wielu lekow o charakterze
antybakteryjnym czy antywirusowym. IMPDH znajduje takze zastosowanie w terapiach
antynowotworowych, jak rowniez w leczeniu chorob autoimmunologicznych [73, 88,
152, 168]. Biatko to jest rowniez zaangazowane w syntez¢ glikoprotein, transfer energii,
transdukcje sygnatu w komorkach oraz kataliz¢ NAD-zaleznej (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide) oksydacji monofosforanu inozyny (IMP) do monofosforanu
ksantozyny (XMP). Jest przy tym silnie immunogenne, co zostalo wykazane takze

W niniejszej pracy.

W oparciu o wyniki analizy bioinformatycznej wybrano 36 potencjalnych
epitopow dla dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny, w sktad ktorych wchodzity
sekwencje skltadajace si¢ od 6 do 15 aminokwasow. Mapowanie najbardziej
reaktywnych peptydéw wykonano w oparciu o syntez¢ metodg Pepscan i test ELISA
z wykorzystaniem spulowanych probek surowic krwi pepowinowych, w efekcie czego
wytypowano dwa potencjalne epitopy: 2*VVKVGIGPGSICTTR®"® (peptyd 23) oraz
$2QGRKFKTYRG*? (peptyd 28). W toku prowadzonych analiz, obejmujacych
modyfikacje poprzez skracanie i podstawianie oraz badanie specyficznosci, wykazano,
ze pochodna peptydu 28 o sekwencji RKFKTYRG reagowala réwnie wysoko
w obecnosci zarowno surowic dodatnich, jak i ujemnych, co stwarzalo ryzyko
uzyskania wynikow falszywie dodatnich, zatem podjeto decyzje 0 wykluczeniu jej
z dalszych badan. W zwiazku z tym, dla dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny
sposrod przebadanych tacznie 88 sekwencji aminokwasowych wybrano tylko jeden
epitop VVKVGIGPGSIC. Co wigcej, analiza tego peptydu w bazie NCBI BLAST
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wykazata, ze sekwencja VVKVGIGPGSIC byta reprezentatywna tylko dla jednego
biatka i byto nim wtasnie IMPDH.

Mimo iz w literaturze dehydrogenaza 5’-monofosforanu inozyny opisywana jest
przez badaczy bardzo czgsto, to o jej immunogennosci wcigz niewiele wiadomo.
Badania nad immunogennoscig tego biatka dla Candida albicans prowadzit zespot
hiszpanskich badaczy pod kierownictwem Pitarch. Celem tych badan bylo wytypowanie
immunogennych biatek Candida albicans, ktorych detekcje prowadzono w nastgpstwie
zainfekowania myszy drozdzakiem. W rezultacie wykryto 31 immunogennych bialek,
z czego jednym z nich byla dehydrogenaza 5’-monofosforanu inozyny wraz z jej
epitopem wiazacym o sekwencji SFETSKATS™Y i, co ciekawe, wiekszoéé z tych biatek,
wlacznie z IMPDH, wykryto réwniez w obecno$ci surowicy ludzkiej pochodzacej od
pacjentow ze zdiagnozowana kandydoza [146]. Antygenowo$¢ dehydrogenazy
5’-monofosforanu inozyny Candida albicans zostala wykazana po raz pierwszy w 1997
w wyniku molekularnych badan nad ekspresja genu kodujacego dehydrogenazg IMP
przez Kohlera i jego wspotpracownikow [101]. Niemiecki zespdt badawczy pod
kierownictwem Seeliga, ktory analiza objat pacjentéw z wirusowym zapaleniem
watroby typu C, skupil swoje badania na detekcji przeciwciat anty-IMPDH.
Wykorzystanie metody immunofluorescencji (ang. indirect immunofluorescence, I1FT)
posredniej pozwolilo badaczom na wykrycie zalezno$ci pomiedzy stgzeniem
przeciwciat anty-IMPDH a nosicielstwem RNA-HCV [165]. Z kolei Duan
I wspotpracownicy prowadzili badania nad immunogennoscig dehydrogenazy
5’-monofosforanu inozyny dla gatunku Streptococcus suis reprezentujgcego serotyp II
poprzez immunizacj¢ §win, a uzyskane wyniki potwierdzity ich hipotezg, ze cecha ta
charakteryzuje IMPDH [41]. Niewielka ilo$¢ publikacji zwigzanych z antygenowym
charakterem tego konserwatywnego biatka oraz brak prac dedykowanych gatunkowi
Streptococcus  agalactiae  w  kontekscie  jego  immunogennosci  $wiadczy
o innowacyjno$ci odkrycia opisanego w niniejszej rozprawie. Co wiecej, analiza
wykrytego epitopu w bazie NCBI Blast wykazata, ze byt on komplementarny tylko dla
jednego biatka: dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny. Fakt ten eliminuje,
przynajmniej na poziomie badan in silico, ryzyko wystgpienia reakcji krzyzowych, co

jest niezwykle istotne w konteks$cie potencjalnego testu immunodiagnostycznego.
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Trzecim biatkiem, ktore dzigki zastosowaniu metody immunoblottingu
zidentyfikowane zostato jako silnie immunogenne, byto biatko opiekuncze GroEL.
Biatko to, jako przedstawiciel rodziny chaperonin, nalezy do grupy biatek szoku
cieplnego (ang. heat shock proteins, Hsp). Stanowi ono zatem kluczowy element
w faldowaniu si¢ innych bialek, a co za tym idzie — jest wspodlne dla wszystkich bakterii
[159]. GroEL ma struktur¢ tetradekameru o podwojnym pierscieniu, sktadajacym sig
z siedmiu podjednostek wystepujacych zaréwno w konfiguracji cis, jak i trans, co
umozliwia formowanie beczkowatych struktur z hydrofilowymi wglebieniami. Biatko
to bardzo czgsto wystgpuje w kompleksie z innym chaperonem — GroES. Ponadto, ze
wzgledu na pelniong przez GroEL w komorkach bakteryjnych rolg, wykazuje ono duze
podobienstwo do ludzkiego Hsp60 — zarowno strukturalne, jak i funkcjonalne [79], a co
za tym idzie, podobnie jak biatka szoku cieplnego, wykazuje cechy immunogennosci
[89, 170]. Niemniej jednak, tak jak w przypadku dehydrogenazy 5’-monofosforanu
inozyny, chaperon GroEL nie byt do tej pory opisywany w literaturze w kontekscie

immunogennego biatka reprezentatywnego dla gatunku Streptococcus agalactiae.

W toku prowadzonych prac badawczych wykazano, ze paciorkowcowy
chaperon GroEL reagowat specyficznie z surowicami GBS-dodatnimi pochodzacymi
zarowno od pacjentek z trwajacym zakazeniem, jak i od nosicielek. W wyniku analizy
bioinformatycznej, obejmujacej przede wszystkim predykcje potencjalnych epitopow
przy wykorzystaniu metodyki Eminiego [48], Kolaskara i Tongaonkara [97], Larsena
[112] oraz bazy BCPREDS [2], wytypowano 41 potencjalnych epitopéw sktadajacych
si¢ z sekwencji 6-16 aminokwasowych. Epitopy mapowano poprzez synteze¢ na pinach
metoda Pepscan, a rezultaty oceniano w teScie ELISA z uzyciem spulowanych surowic
GBS-dodatnich pochodzacych od ciezarnych nosicielek z potwierdzong kolonizacja
paciorkowcem pochwy i/lub odbytu pod koniec trzeciego trymestru cigzy. Wybor
najsilniej reagujacych peptydéow nie byt tak prosty i jednoznaczny jak w przypadku
dwoch pozostatych biatek, lecz ostatecznie, sposrod 194 przebadanych sekwencji
wybrano 7 epitopéw, ktore najsilniej reagowaly w obecnos$ci surowic zawierajacych
przeciwciala anty-GBS, i ktore jednoczesnie wykazywaly istotnie nizsza (p>0,05)
immunoreaktywno$¢ wobec surowic GBS-ujemnych pochodzacych od pacjentek
niebedgcych nosicielkami Streptococcus agalactiae w trzecim trymestrze cigzy.
Wyjatek stanowily epitopy FGSPLITN i VTRSALQNA, dla ktoérych wartosci p

wynosity kolejno 0,110 i 0,08, a ktére mimo to nie zostaly odrzucone z powodu
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wysokiej immunoreaktywnosci wobec przeciwcial anty-GBS. Najdluzszy epitop
(MVTTGIIDPVK) sktadat si¢ z 11 aminokwasow, natomiast najkrotszy, KLQE,
zawieral w swojej sekwencji tylko 4 czgsteczki. Wprawdzie, zgodnie z danymi
literaturowymi, aby uzna¢ peptyd za epitop, powinien on sktada¢ si¢ przynajmniej z 5
aminokwasow [10], jednakze ze wzgledu na wysokg immunoreaktywno$é

1 specyficzno$¢ takze ta sekwencja zostala uwzgledniona w dalszych badaniach.

Jak wynika z analizy danych literaturowych, do tej pory nie byly prowadzone
badania nad epitopami chaperonu GroEL w kontek$cie gatunku Streptococcus
agalactiae. Dostepne sg natomiast prace dedykowane innym gatunkom. Jednym
z przyktadow sg badania malezyjskiej grupy badawczej, ktora skupita si¢ na detekcji
determinant antygenowych biatka opiekunczego GroEL dla Salmonelli typhi. W toku
prowadzonych prac, opartych takze na syntezie peptydéw na polietylenowych pinach,
wykryla ona trzy epitopy o sekwencjach EGQDRGYSY, YSYNKETGE
I GKGTEEKEK. Detekcja niniejszych epitopéw prowadzona byta zarbwno w obecnosci
przeciwcial monoklonalnych, jak i1 surowic pochodzacych od pacjentow z durem
brzusznym [141]. Z kolei w pracy Valentino i wspotpracownikow opisano detekcje
epitopow immunogennych biatek Francisella tularensis, w tym tez chaperonu GroEL
0 sekwencji SVVVNQVKANQGNYG, dla ktorej wykazano silne wlasciwosci
immunogenne. Antygenowos$¢ chaperonu GroEL wykazana zostala takze w pracy
naukowej autorstwa grupy badawczej Eylesa, ktora za cel obrata detekcje antygenow
reprezentatywnych dla Francisella tularensis [52]. Zespot japonskich badaczy pod
kierownictwem Hiroshiego Maedy skupil swoje badania na detekcji epitopow
reprezentatywnych dla chaperonu GroEL bakterii nalezgcej do gatunku Porphyromonas
gingivalis, stanowigcej istotny problem w chorobach przyzgbia. Sposrod 84
syntetycznych peptydow wybrane zostaly epitopy, ktore charakteryzowaty si¢ wysokim
potencjatem do krzyzowych reakcji z ludzkim biatkiem szoku cieplnego Hsp60 [126].
W Dbadaniach Sekhavatiego i wspotpracownikow, obejmujacych predykceje i detekcje
determinant antygenowych reprezentatywnych dla bakterii z gatunku Brucella
melitensis, stanowiacych istotny czynnik ryzyka powaznych chordb zwierzat
domowych, sposrod 18 potencjalnych epitopow zidentyfikowano 4 silnie immunogenne
sekwencje aminokwasowe: ®ISANSDETVGK!®, "IVKVAAVKAPGFGDRR?®,
®IQQIEDSTSDYD®*!  oraz  3®TEVEMKEKRAR®®  [167]. W  kontekscie

immunogennos$ci biatka chaperon GroEL Streptococcus pneumoniae obiecujace sa
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wyniki przedstawione w pracy Khana i wspotpracownikow, ktorzy immunizowali
myszy roztworem zawierajacym niniejsze biatko. Rezultaty te pozwalaja na rozwazanie
chaperonu GroEL, wraz z jego epitopami, jako potencjalnego komponentu szczepionki
przeciwko zakazeniom bakteryjnym [91]. Podobne wnioski wyciagneli cztonkowie
brazylijskiego zespolu badawczego pracujacego nad immunoreaktywnoscig biatek
szoku cieplnego w obecnosci surowic pochodzacych od pacjentéw z zakazeniami
o etiologii Streptococcus pyogenes. W pracy autorstwa Lemosa i wspotpracownikow
wysnuto wniosek, ze biatko indukuje odpowiedZz immunologiczng wobec zakazen
paciorkowcowych [114]. Z kolei badania nad immunogenno$cig rekombinowanego
biatka GroEL Streptococcus sanguinis i jego epitopoéw wobec przeciwcial klasy IgA,
prowadzone na grupie 100 pacjentow z chorobg Behgeta, zwigzang z uktadem
krwionosnym, wykazaty 77% skuteczno$¢ w detekcji przeciwciat skierowanych
przeciwko badanemu paciorkowcowi. Co ciekawe, w grupie kontrolnej przeciwciala te
wykryto az u 30% [32]. Udowodniona immunoreaktywnos¢ biatka opiekunczego
GroEL oraz réznorodno$¢ wytypowanych epitopéw, wskazuja na ich selektywnos¢
gatunkowa. Analiza specyficznosci gatunkowej zidentyfikowanych w niniejszych
badaniach epitopéw w bazie NCBI BLAST wykazata, ze wszystkie peptydy, poza
peptydem 28, ktory zidentyfikowany zostal takze w  obrgbie  liazy
adenylobursztynianowej, reprezentowaty tylko biatko opiekuncze GroEL. To uprawnia
do rozpatrywania ich jako dobrych kandydatow do gatunkowo specyficznych testow
diagnostycznych bez ryzyka uzyskania wynikoéw fatszywie dodatnich.

Przeprowadzone modyfikacje peptydow oparte na podstawianiu kolejnych
aminokwaséw w sekwencjach alaning i/lub glicyng przyczynily si¢ do wzrostu
absorbancji tylko w przypadku zamiany waliny w pozycji 486 na alaning w obr¢bie
epitopu “®MVTTGIIDPVKV*. W pozostatych przypadkach absorbancja nie ulegta
istotnej zmianie. Wynik ten nie byl oczywisty, gdyz przewidywano, ze podstawienie
kolejnych aminokwaséw alaniny lub glicyny spowoduje spadek absorbancji, tak jak
w przypadku badan prowadzonych przez Pietkiewicz i wspotpracownikow, w ktorych
to zamiana kwasu glutaminowego na alaning w sekwencji ®VIKEKYGKDATN?%

przyczynita si¢ do catkowitego spadku immunoreaktywnos$ci [145].

W tescie immunoenzymatyCznym z wykorzystaniem wybranych epitopow

badano takze ich reaktywno$¢ wobec surowic krwi zylnych. Znajac status kazdej
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z uwzglednionych surowic badanych pochodzacych zarowno z zakazen, jak
i nosicielstwa, oraz probek kontrolnych, majacych na celu wykazanie specyficznosci
epitopow (surowice GBS-ujemne), uzyskane wyniki byly zgodne z zalozeniami.
Ponadto, wykazano, ze surowice pochodzgce od pacjentek skolonizowanych
Streptococcus agalactiae tylko w trzecim trymestrze wykazywatly nizszg reaktywno$é
niz u kobiet bedacych nosicielkami w pierwszych dwoch trymestrach. Obserwacja ta,
potwierdzona na wickszej ilosci probek moze dostarczy¢ cennych informacji
zwigzanych z dynamikg utrzymywania si¢ przeciwciat IgG w krwi. Opisane powyzej
wyniki, przy uwzglednieniu faktu zaobserwowania wyzszej absorbancji epitopow niz
catego badanego biatka, sugeruja, ze wytypowane epitopy moga znalez¢ zastosowanie
jako markery w innowacyjnych testach diagnostycznych do wykrywania zakazen i/lub
nosicielstwa Streptococcus agalactiae. Obecnie brakuje metody serologicznej, ktora
skrocitaby obowigzujaca procedure diagnostyczng oparta na klasycznych metodach
hodowlanych, a w rezultacie umozliwitaby lekarzom na szybsze podejmowanie decyzji
odno$nie wdrozenia okotoporodowej profilaktyki antybiotykowej tylko w sytuacjach,
gdy jest to konieczne. Na rynku dostgpne sa wprawdzie szybkie kasetkowe testy
immunochromatograficzne, jednak ich czulo$¢ nie pozwala na wykrycie nosicielstwa,
gdyz wykrycie paciorkowcoOw w wymazach z pochwy i odbytu mozliwe jest przy
liczebnosci bakterii powyzej 1 x 10° CFU/ml. Szybki i czuty test immunodiagnostyczny
nie tylko przyczynitby si¢ do zmniejszenia z ryzyka zakazen perinatalnych, ale rowniez
zminimalizowaltby prawdopodobienstwo podania antybiotyku w sytuacji, gdy nie jest
on potrzebny. To z kolei stanowitoby czynnik zaradczy w minimalizowaniu
rozpowszechniania si¢ niekorzystnego zjawiska, jakim jest rosnaca oporno$¢ na

antybiotyki.

Ponadto, wytypowane epitopy moglyby w przysztosci zosta¢ wykorzystane
w badaniach nad innowacyjng szczepionka podjednostkows, ktora chronitaby przed
zakazeniami Streptococcus agalactiae i mogtaby by¢ podawana osobom stanowigcym
tak zwanag grupe ryzyka, obejmujaca kobiety w cigzy, osoby starsze czy pacjentow
z niedoborami odpornosci. Szczepionka ta moglaby przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia
nosicielstwa GBS w populacji, a by¢ moze takze do calkowitego wyeliminowania tej
bakterii. Niemniej jednak, nie ulega watpliwosci, ze dalsze badania, zaro6wno

w kontekscie testu diagnostycznego, jak i szczepionki, muszg zosta¢ podjete.
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/. PODSUMOWANIE

W niniejszych badaniach za cel postawiono identyfikacjg, charakterystyke oraz
chemiczng synteze epitopow 4 immunogennych bialek Streptococcus agalactiae
specyficznie rozpoznawanych przez przeciwciata ochronne krwi pepowinowej. Sposrod
266 sekwencji aminokwasowych 10 peptydow  wykazywalo najwigksza
immunogennos$¢ 1 specyficznos¢, dlatego tez zostaly zakwalifikowane jako epitopy.
Moga one znalez¢ zastosowanie jako antygenowe markery zakazen o etiologii GBS lub

jako komponenty innowacyjnej szczepionki przeciwko tej bakterii.

Szybka detekcja nosicielstwa 1 zakazen o etiologii Streptococcus agalactiae,
oparta na czulych, specyficznych i powszechnie dostgpnych metodach, moglaby
poprawi¢ jako$¢ diagnostyki bakteriologicznej i korzystnie wptyna¢ na sytuacje
epidemiologiczng zwigzang z tym patogenem. Obecnie w badaniach przesiewowych
kobiet cigzarnych w kierunku GBS wykorzystywane sa metody hodowlane, ktore
charakteryzuja si¢ wysoka czulo$cig i powtarzalnoscia. Jednakze, ze wzgledu na dhugi
czas oczekiwania na wynik, niejednokrotnie istnieje potrzeba wdrozenia
okotoporodowej profilaktyki antybiotykowej przed uzyskaniem wilasciwej diagnozy.
Sytuacja taka ma miejsce najczesciej w przypadku przedwczesnego porodu, zanim
kobieta obje¢ta zostanie badaniem przesiewowym w kierunku nosicielstwa GBS, co
niesie za soba ryzyko przyjecia przez nig antybiotyku, ktéry w rzeczywistosci jest
niepotrzebny. OdpowiedZ na powyzszy problem moglby stanowi¢ szybki, czuty
I specyficzny test, ktorego wykonanie nie wymagatoby uzycia kosztownej aparatury,
bedacej poza zasiegiem wigkszosci placowek diagnostycznych w kraju. Uzyskany

dzieki niemu wynik umozliwitby lekarzowi szybsze podjecie wtasciwej diagnozy.

Majac na uwadze ciagla ,,walke zbrojen” pomigdzy bakteriami i1 ludzkoscia
reprezentowang w tym przypadku przez naukowcow, w ktorej to patogeny w chwili
obecnej znajdujg si¢ na zdecydowanie dominujgcej pozycji, uwaza si¢, ze doskonalg
alternatywe dla lekow przeciwbakteryjnych moglaby stanowi¢ profilaktyka przy
zastosowaniu szczepionki przeciwko zakazeniom Streptococcus agalactiae. Podanie jej
kobietom planujacym cigz¢ mogloby zapewni¢ ochrong zarowno matce, jak i jej
dziecku. Badania nad komponentami szczepionki przeciwko GBS trwaja juz od prawie

pieédziesigciu lat. W tym czasie przebadano liczne immunizujgce polisacharydy
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otoczkowe, koniugaty czy biatka, jednakze kazde z nich posiada szereg ograniczen,
przez co nie sg one jeszcze powszechnie dostgpne na rynku farmaceutycznym. Ostatnie
trendy w badaniach wakcynologicznych wskazujag na coraz wigkszy potencjat
szczepionek podjednostkowych, sktadajgcych sie z samych determinant antygenowych,

czyli epitopow.

Zidentyfikowane i scharakteryzowane w niniejszych badaniach epitopy
immunogennych biatek Streptococcus agalactiae moglyby znalez¢é dwojakie
zastosowanie: zarowno jako markery zakazen i/lub nosicielstwa GBS w innowacyjnych
testach immunodiagnostycznych, takich jak na przyktad test ELISA, jak roéwniez
moglyby stanowi¢ komponent innowacyjnej szczepionki skierowanej przeciwko temu

paciorkowcowi.
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8. WNIOSKI

1. Sposrod 32 potencjalnych epitopéw enolazy Streptococcus agalactiae 2
peptydy: peptyd 7 o sekwencji **MIALDGTPNKG! oraz peptyd 9 o sekwencji
WRAAADYLEVPLYSYLG!S! charakteryzowaty sie najwieksza
specyficznoscig wobec surowicy krwi pepowinowe;j.

2. Sposrod 36 wytypowanych w wyniku analizy bioinformatycznej potencjalnych
epitopow dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny dla Streptococcus
agalactiae peptyd 23 o sekwencji ?**VVKVGIGPGSIC® charakteryzowat sie
najwyzszg immunoreaktywnosciag i specyficznoscia wobec surowicy krwi
pepowinowe;.

3. Sposrod 41 najbardziej prawdopodobnych epitopow biatka opiekunczego GroEL
zidentyfikowano 7 silnie immunoreaktywnych peptydéw o sekwencjach
specyficznie reagujacych z przeciwciatami krwi pepowinowej **FGSPLITN®C
(peptyd 3), 32KLQE*® (peptyd 27), 3*AGGVA3" (peptyd 28), ¥IAATET®
(peptyd 29), ®*MVTTGIIDPVK*® (peptyd 37), **VTRSALQNA>* (peptyd 38)
i SOSVASLILTTE®? (peptyd 38)

4. Substytucja waliny alaning w pozycji 486 w obrgbie epitopu
BSMVTTGIIDPVK?*® chaperonu GroEL przyczynila si¢ do wzrostu jego
reaktywnosci wobec surowicy krwi pgpowinowe;.

5. Epitopy reprezentatywne dla czynnika elongacji Tu reagowaty z surowicg krwi

pepowinowej silniej niz cale biatko.
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0. STRESZCZENIE

Streptococcus agalactiae (ang. group B Streptococci, GBS) jest
oportunistycznym patogenem kolonizujgcych przewod pokarmowy i drogi rodne kobiet.
Bakteria ta moze jednak wywotywaé zagrazajace zyciu zakazenia u noworodkow.
Wprowadzone w latach sze$¢dziesigtych XX wieku badania przesiewowe w kierunku
GBS, ktérym poddawane sa cigzarne kobiety bedace w 35-37 tygodniu cigzy
przyczynity si¢ wprawdzie do obnizenia $miertelnosci wsrod niemowlat, jednakze
problem zakazen o pdznym poczatku, jak rowniez u osob dorostych wcigz istnieje.
Ponadto, okotoporodowa profilaktyka antybiotykowa bedaca nastgpstwem badan
przesiewowych przyczynia si¢ do ekspansji niekorzystnego zjawiska, jakim jest
oporno$¢ bakterii na antybiotyki. Dlatego tez, przed naukowcami stoi ogromne
wyzwanie, jakim jest opracowanie alternatywnej metody walki z tym drobnoustrojem,
a za taka uwaza si¢ innowacyjng szczepionke opartag na immunogennych biatkach i/lub

ich epitopach.

Celem niniejszej pracy byta identyfikacja, charakterystyka oraz chemiczna
synteza epitopéw wybranych immunogennych biatek Streptococcus agalactiae (GBS)

rozpoznawanych przez ludzkie przeciwciata ochronne obecne w krwi.

Badaniem objeto trzy konserwatywne, specyficzne i immunogenne biatka GBS:
enolazg, dehydrogenaze 5’-monofosforanu inozyny oraz biatko opiekuncze GroEL,
ktore wybrane zostaty przy zastosowaniu immunoblottingu w obecnosci surowic GBS-
dodatnich i GBS-ujemnych. W wyniku analizy bioinformatycznej obejmujacej
predykcje najbardziej prawdopodobnych epitopéw dla kazdego z bialek wytypowano
kolejno: 32 sekwencje dla enolazy, 36 sekwencje dla dehydrogenazy 5’-monofosforanu
inozyny i 41 sekwencji dla chaperonu GroEL. Peptydy te syntetyzowano na
polietylenowych pinach przy zastosowaniu metody Pepscan, a ich reaktywnosc¢
1 specyficzno$¢ oceniano W tescie immunoenzymatycznych w obecnosci surowic krwi
pepowinowych pochodzacych zardwno od nosicielek, jak i1 kobiet niebgdacych
nosicielkami. Nastepnie wybrane epitopy poddawano modyfikacjom poprzez skracanie
i podstawianie alaning i/lub glicyng, co miato na celu detekcje najkrotszej i najsilniej
reagujacej determinanty antygenowej. Wybrane epitopy syntetyzowano takze na zywicy
metoda Fmoc. Epitopy te badane byty w obecnosci surowic krwi zylnych pochodzacych

od pacjentek z trwajgcym zakazeniem o etiologii GBS, nosicielek GBS oraz cigzarnych
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niebgdacych nosicielkami tej bakterii. Ponadto, w niniejszej pracy porownywano takze
reaktywnos$¢ immunogennego biatka GBS, jakim byl czynnik elongacji Tu i jego

epitopow.

W rezultacie zidentyfikowano dziesig¢ wysoce specyficznych epitopow, z czego
dwa: **MIALDGTPNKG!M | WRAAADYLEVPLYSYLG®! reprezentatywne byly dla
enolazy, jeden epitop ?*VVKVGIGPGSIC® wytypowany zostat dla dehydrogenazy
5’-monofosforanu inozyny, podczas gdy dla chaperonu GroEL zidentyfikowano az 7
epitopow, a ich sekwencje byly nastepujace: “SEGSPLITN®,
2K LQE®®®, 3TAGGVA?™, BIAATET “SMVTTGIIDPVK®, 46V TRSALQNAS
oraz ®®SVASLILTTE®". Ponadto, wykazano, ze epitopy reagowaty z przeciwciatami
silniej niz cate biatko, a takze umozliwiaty roznicowanie zakazenia wywolanego przez
GBS od nosicielstwa tej bakterii, co wskazuje, ze w przysztosci bedg mogly znalez¢
zastosowanie jako antygenowe markery w tescie immunodiagnostycznym. Co wigcej,
ze wzgledu na swoje wlasciwosci immunogenne mogg by¢ rozwazane jako komponent
innowacyjnej szczepionki przeciwko temu drobnoustrojowi, przyczyniajac si¢ tym
samym do profilaktyki zakazenh GBS w populacji, co bez watpienia wymaga dalszych

szczegotowych badan.
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10. SUMMARY

Streptococcus agalactiae (group B Streptococci, GBS) is an opportunistic
pathogen that colonizes the gastrointestinal tract and genital tract in women. However,
this bacteria may cause life-threatening infections in newborns. Introduced in the 1960s,
the screening for GBS, which is performed on pregnant women in the 35-37th week of
pregnancy has indeed led to a reduction in mortality among infants, however, the
problem of late-onset infections, as well as infections in adults, still exists. In addition,
perinatal antibiotic prophylaxis following screening tests contributes to the expansion of
the adverse phenomenon of bacterial resistance to antibiotics. Therefore, scientists face
a huge challenge of developing alternative methods aimed at reducing the percentage of
this microorganism in the population, and the development of an innovative vaccine

based on immunogenic proteins and / or their epitopes can be considered such a method.

The aim of this study was the identification, characterization and chemical
synthesis of epitopes of selected immunogenic Streptococcus agalactiae proteins
recognized by human protective antibodies present in the blood. The study involved
three conservative, specific and immunogenic GBS proteins: enolase, inosine 5'-
monophosphate dehydrogenase and the GroEL chaperone protein, which were selected
using immunoblotting in the presence of GBS-positive and GBS-negative sera. As a
result of the bioinformatic analysis, including the prediction of the most probable
epitopes for each of the proteins, the following sequences were selected: 32 sequences
for enolase, 36 sequences for inosine 5'-monophosphate dehydrogenase and 41
sequences for the GroEL chaperone. These peptides were synthesized on polyethylene
pins using the Pepscan method, and their reactivity and specificity were evaluated in the
enzyme immunoassay in the presence of umbilical cord blood serum from both carriers
and non-carriers. The selected epitopes were then modified by shortening and
substitution with alanine and/or glycine to detect the shortest and most responsive
antigenic determinant. The selected epitopes were also synthesized on the resin using
the Fmoc method. These epitopes were examined in the presence of venous blood from
patients with an ongoing infection with GBS etiology, GBS carriers and non-carriers. In
addition, the present study compared the reactivity of the immunogenic GBS protein,

which was the factor of elongation of Tu and its epitopes.
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As a result, 10 highly specific epitopes were identified, of which two:
IMIALDGTPNKG!® and RAAADYLEVPLYSYLG®! were representative of
enolase, one 2*VVKVGIGPGSIC3 epitope was selected for inosine 5'-monophosphate
dehydrogenase, whereas up to 7 epitopes were identified for the GroEL chaperone.
Their sequences were as follows: “FGSPLITN®, 362KLQE3®®, 3AGGVA®?,
BIAATET, SMVTTGIIDPVKA*®, 49VTRSALQNAY | and S®SVASLILTTE®. In
addition, it was shown that the epitopes reacted with the antibodies more strongly to the
whole protein, and also allowed to differentiate the infection caused by GBS from the
carrier of this bacteria, indicating that in the future, they may be used as antigenic
markers in the immunodiagnostic test. Moreover, because of their immunogenic
properties, they may be considered as a component of an innovative vaccine against this
microorganism, thus contributing to the reduction of GBS infections in the population,

which undoubtedly requires further detailed studies.
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11. SPISRYCIN

Ryc. 1. Kolejne etapy kolonizacji noworodka S. agalactiae.

Ryc. 2. Schemat przeztozyskowego transferu przeciwciat IgG.

Ryc. 3. Schemat budowy biatek z rodziny Alp z uwzglednieniem jego poszczegdlnych
odcinkow.

Ryc. 4. Podloze chromogenne chromID® Strepto B do hodowli i identyfikacji
Streptococcus agalactiae.

Ryc. 5. Schemat dziatania testu immunochromatograficznego do wykrywania
antygenow.

Ryc. 6. Typy testow ELISA.

Ryc. 7. Schemat chemicznej syntezy peptydow.

Ryc. 8. Schemat chemicznej struktury zywicy Wanga.

Ryc. 9. Polietylenowe piny stosowane do syntezy peptydow metoda Pepscan
przytwierdzone do ptytki.

Ryc. 10. Model strzykawki wykorzystany w prowadzeniu manualnej syntezy SPPS z
uzyciem zywicy Wanga.

Ryc. 11. Plytka z matrycg do analizy metoda MALDI-ToF.

Ryc. 12. Przyktadowy wynik detekcji trzech immunogennych biatek Streptococcus
agalactiae: enolazy o masie 45 kDa (***), dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny o
masie 53 kDa (**) oraz chaperonu GroEL o masie czasteczkowej 57 kDa (*)
rozdzielonych metodg SDS-PAGE, a nastepnie identyfikowanej w bazie Mascot.

Ryc. 13. Sekwencja aminokwasowa biatka enolaza dla gatunku Streptococcus
agalactiae.

Ryc. 14. Struktura drugorzgdowa enolazy GBS przewidziana na podstawie analizy
sekwencji aminokwasowej.

Ryc. 15. Wyniki analizy hydrofobowosci poszczegdlnych aminokwaséw w sekwencji
biatka enolaza GBS.

Ryc. 16. Zbiorcze wyniki predykcji w potencjalnych epitopow dla enolazy GBS.

Ryc. 17. Model 3D biatka enolaza dla Streptococcus pneumoniae z zaznaczonymi na
z6tto potencjalnymi epitopami wigzgcymi.

Ryc. 18. Sekwencja aminokwasowa biatkka IMPDH dla gatunku Streptococcus

agalactiae.
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Ryc. 19. Struktura drugorzedowa IMPDH GBS przewidziana na podstawie analizy
sekwencji aminokwasowej.

Ryc. 20. Wyniki analizy hydrofobowos$ci poszczegolnych aminokwaséw w sekwencji
biatka IMPDH GBS.

Ryc. 21. Zbiorcze wyniki predykcji w potencjalnych epitopow dla dehydrogenazy 5°-
monofosforanu inozyny GBS

Ryc. 22. Model 3D dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny dla Streptococcus
pyogenes z zaznaczonymi kolorem zottym  prawdopodobnymi  epitopami
powierzchniowymi.

Ryc. 23. Sekwencja aminokwasowa biatka opiekunczego GroEL dla gatunku
Streptococcus agalactiae.

Ryc. 24. Struktura drugorzedowa biatka opiekunczego GroEL GBS przewidziana na
podstawie analizy sekwencji aminokwasoweyj.

Ryc. 25. Wyniki analizy hydrofobowosci poszczegolnych aminokwaséw w sekwencji
biatka opiekunczego GroEL.

Ryc. 26. Zbiorcze wyniki predykcji w potencjalnych epitopow dla biatka opiekunczego
GBS.

Ryc. 27. Trojwymiarowy model biatka opiekunczego GroEL dla Mycobacterium
tuberculosis z zaznaczonymi na zo6tto potencjalnymi epitopami wigzacymi przeciwciata.
Ryc. 28. Przykltadowe zdjg¢cie ptytki 96-dotkowej ptytki w ktorej prowadzono
immunoenzymatyczng detekcje immunogennych epitopow wsrod 36 peptydow enolazy
na pinach z uzyciem koniugatu antyludzkich przeciciwcial skoniugowanych z
peroksydaza chrzanowa.

Ryc. 29. Wykres przedstawiajacy mapowanie epitopdw w obrgbie bialka enolazy
Streptococcus agalactiae. 32 peptydy zsyntetyzowane zostaly na pinach metoda
Pepscan, a ich reaktywno$¢ oceniona zostala w tescie immunoenzymatycznym z
uzyciem spulowanych surowic GBS-dodatnich 6/KP, 8/KP, 10/KP, 14/KP, 15/KP,
16/KP.

Ryc. 30. Wykres przedstawiajacy immunoreaktywno$¢ wobec spulowanych surowic
GBS-dodatnich  (6/KP, 8/KP, 10/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP) 36 peptydow
dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny dla gatunku Streptococcus agalactiae, ktora
oceniona zostala w te$cie immunoenzymatycznym.

Ryc. 31. Immunoreaktywno$¢ 41 peptydow chaperonu GroEL Streptococcus agalactiae

wytypowanych w oparciu 0 wyniki analizy bioinformatycznej, ktora oceniona zostata w
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teScie immunoenzymatycznym z uzyciem spulowanych surowic GBS-dodatnich (6/KP,
8/KP, 14/KP, 15/KP, 16,KP).

Ryc. 32. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 88DRAMIALDGTPNKG!® (peptyd
7) enolazy Streptococcus agalactiae modyfikowanych poprzez odcinanie kolejnych
aminokwasoéw on N-konca i C-konca wobec spulowanych surowic GBS-dodatnich
(6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 33. Immunoreaktywno$é pochodnych peptydu ’RAAADYLEVPLYSYLG!!
enolazy Streptococcus agalactiae modyfikowanych poprzez odcinanie kolejnych
aminokwasow z C-konca wobec spulowanych surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP,
14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 34. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 2*VVKVGIGPGSICTTR?!
dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny Streptococcus agalactiae modyfikowanych
poprzez odcinanie kolejnych aminokwaséw z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 35. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu *¥2QGRKFKTYRG®%
dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny Streptococcus agalactiae modyfikowanych
poprzez odcinanie kolejnych aminokwasow z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 36. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 3 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae 0 sekwencji *KAFGSPLITN® uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 37. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 27 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji 3?KLQERLAKLA®! uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 38. Immunoreaktywnos$¢ pochodnych peptydu 28 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji 3*AGGVAVIKVGAA®®# uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 39. Immunoreaktywnos¢ pochodnych peptydu 29 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji ¥'AATETELKEMKLR3®? uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).
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Ryc. 40. Immunoreaktywnos$¢ pochodnych peptydu 37 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji “®MVTTGIIDPVKV*% uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 41. Immunoreaktywnos$¢ pochodnych peptydu 38 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji “°KVTRSALQNA®* uzyskanych w wyniku
skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec spulowanych
surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 42. Immunoreaktywno$¢ pochodnych peptydu 39 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji **?LQNAASVASLILTTE®™® uzyskanych w
wyniku skracania peptydu o kolejne aminokwasy z C-konca i N-konca wobec
spulowanych surowic GBS-dodatnich (6/KP, 8/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP).

Ryc. 43. Selektywno$¢ wybranych epitopéw okre§lana w obecnosci pojedynczych
surowic GBS+ (n=10) i GBS- (n=5) krwi pegpowinowej wyrazona jako S$rednia
absorbancja z trzech pomiaréw dla wszystkich badanych surowic GBS+ i GBS- wraz z
odchyleniami standardowymi.

Ryc. 44. Immunoreaktywnos$¢ pochodnych peptydu 37 biatka opiekunczego GroEL
Streptococcus agalactiae o sekwencji “®*MVTTGIIDPVK?*® uzyskanych w wyniku
modyfikowacji polegajacych na podstawianiu kolejnych aminokwasoéw analing wobec
spulowanych surowic GBS-dodatnich.

Ryc. 45. Srednie wartosci absorbancji dla surowic krwi zylnych pobranych od kobiet
cigzarnych bedacych nosicielkami GBS, pacjentek z trwajacym zakazeniem GBS oraz
kobiet zdrowych okreslone w te$cie immunoenzymatycznym.

Ryc. 46. Wykres porownujacy immunoreaktywno$¢ czynnika elongacji Tu (EF-Tu)
Streptococcus agalactiae z reaktywnoscia jednego z jego epitopéw (KPGSINPHTKEF)
w obecno$ci mieszaniny surowic krwi pepowinowych GBS+ (6/KP, 8/KP, 10/KP,
14/KP, 15/KP, 16/KP) i GBS- (12/KP, 13/KP, 24/KP, 28/KP, 29/KP) oceniana w tescie

immunoenzymatycznym
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Tabela 2 Najwazniejsze czynniki wirulencji Streptococcus agalactiae wraz z opisem
sposobu ich patogennego dzialania.

Tabela 3 Zestawienie surowic 34 krwi pepowinowych pochodzacych od pacjentek
bedacych nosicielkami GBS i niebedacych nosicielkami GBS.

Tabela 4 Charakterystyka szczepow GBS wybranych do analizy bioinformatycznej
majacej na celu wytypowanie potencjalnych epitopéw w obrebie ich biatek.

Tabela 5 Wykaz aminokwasow uzytych do syntezy peptydow metodg Pepscan.

Tabela 6 Peptydy enolazy wytypowane jako potencjalne epitopy w oparciu 0 metode
predykcji Emini’ego.

Tabela 7 Peptydy enolazy wytypowane jako potencjalne epitopy w oparciu o metode
predykcji Kolaskar’a i Tongaonkar’a.

Tabela 8 Sekwencje aminokwasowe enolazy wytypowane przy uzyciu metody
Bepipred.

Tabela 9 Peptydy enolazy wytypowane jako potencjalne epitopy przy uzyciu serwera
BCPREDS.

Tabela 10 Lista wszystkich 32 sekwencji aminokwasowych dla biatka enolaza
poddanych syntezie na pinach metoda Pepscan, ktore wybrane zostaly w oparciu o
wyniki analizy bioinformatycznej.

Tabela 11 Peptydy dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny wytypowane jako
potencjalne epitopy przy uzyciu metody predykcji Emini’ego.

Tabela 12 Peptydy dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny wytypowane jako
potencjalne epitopy przy uzyciu metody predykcji Kolaskar’a i Tongaonkar’a.

Tabela 13 Sekwencje aminokwasowe dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny
wytypowane przy uzyciu metody Bepipred.

Tabela 14 Peptydy dehydrogenazy 5’-monofosforanu inozyny wytypowane jako
potencjalne epitopy przy uzyciu serwera BCPREDS.

Tabela 15 Lista wszystkich 36 sekwencji aminokwasowych dehydrogenazy 5°-
monofosforanu inozyny poddanych syntezie na pinach metoda Pepscan, ktore wybrane

zostaly w oparciu o wyniki analizy bioinformatycznej.
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Tabela 16 Peptydy chaperonu GroEL wytypowane jako potencjalne epitopy przy
uzyciu metody predykcji Emini’ego.

Tabela 17 Peptydy chaperonu GroEL wytypowane jako potencjalne epitopy przy
uzyciu metody predykcji Kolaskar’a i Tongaonkar’a.

Tabela 18 Sekwencje aminokwasowe chaperonu GroEL wytypowane przy uzyciu
metody Bepipred.

Tabela 19 Peptydy chaperonu GroEL wytypowane jako potencjalne epitopy przy
uzyciu serwera BCPREDS

Tabela 20 Lista wszystkich 41 sekwencji aminokwasowych biatka opiekunczego
GroEL poddanych syntezie na pinach metodg Pepscan, ktore wybrane zostalty w oparciu
o wynik analizy bioinformatycznej.

Tabela 21 Badanie specyficznosci epitopow enolazy, dehydrogenazy 5’-monofosforanu

inozyny oraz chaperonu GroEL Streptococcus agalactiae
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Agalactiae: Enolase, Inosine 5-Monophosphate Dehydrogenase and Molecular
Chaperone GroEL™ (2018; 8:349. doi: 10.3389/fcimb.2018.00349) w jej monografii
pt. .Badania nad epitopami immunogennych bialek Streptococcus  agalactiae

rozpoznawanymi przez przeciwciala ochronne krwi pepowinowej.”
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v 3 . Wydnal Lekarsh
Wyrazam zgods na wykorzystanic przez Panig mgr Anng Dobrut wynikow o

badan opublikowanych w czasopismic Fromriers in cellular and infection

microbiology pt. Epitopes of Immunoreactive Proteins of Streprococcus Katedra Mikrobiologs

Agalactiae: Enolase, Inosine 5-Monophosphate Dehydrogenase and Molecular
Chaperone GroEL" (2018; 8:349. doi: 10.3389/fcimb.2018.00349) w jej monografii

pt. . Badania nad cpitopami immunogennych bialek Streptococcus agalactiae
rozpoznawanymi przez przeciwcigls ochronne krwi pepowinowej.”
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Wydziel Lekarshi

Wyrazam zgod¢ na wykorzystanie przez Panig mgr Anng¢ Dobrut wynikéw
badafi opublikowanych w czasopiémie Fromtiers in cellular and infection K2tedra Mikrobiologii
microbiology pt. ,Epitopes of Immunoreactive Proteins of Sireptococcus
Agalactiae: Enolase, Inosine 5-Monophosphate Dehydrogenase and Molecular
Chaperone GroEL™ (2018; 8:349. doi: 10.3389/fcimb.2018.00349) w jej monografii
pt. ,Badania nad epitopami immunogennych bialek Streptococcus agalactiae
rozpoznawanymi przez przeciwciala ochronne krwi pgpowinowej,”
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Wyrazam zgode na wykorzystanie przez Pania mgr Anng Dobrut wynikow Wydzisl Lekarski
badan opublikowanych w czasopiSmic Fromtiers in cellular and infection
microbiology pt.  Epitopes of Immunoreactive Proteins of Streprococcus
Agalactiae: Enolase, Inosine 5-Monophosphate Dehydrogenase and Molecular
Chaperone GroEL™ (2018; 8:349. doi: 10.3389/fcimb.2018.00349) w jej monografii
pt. .Badania nad cpitopami immunogennych bialek Streprococeus agalactiae
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WyraZzam zgode¢ na wykorzystanie przez Pania mgr Anng Dobrut wynikow e
badann opublikowanych w czasopiémic Frontiers in cellular and infection
microbiology  pt. Epitopes of Immunorcactive Proteins of  Streptococcus Katedra Mikrabiologi
Agalactiae: Enolase, Inosine 5-Monophosphate Dehydrogenase and Molecular
Chaperone GroEL”™ (2018; 8:349. doi: 10.3389/fcimb.2018.00349) w jej monografii
pt. . Badania nad epitopami immunogennych bialek Streprococcus agalactiae
rozpoznawanymi przez przeciweiala ochronne krwi pepowinowey.”
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