Streszczenie

Badania reaktywnosci przeciwcial surowicy ludzkiej z bakteryjnym bialkiem
OmpC jako markerem humoralnych niedoboréw odpornosci

Gram-ujemne pateczki z rodziny Enterobacteriaceae sa patogenami wywolujacymi
biegunki, dur brzuszny, czerwonke bakteryjng i inne schorzenia jelitowe. Te drobnoustroje
stanowig problem, zwlaszcza w krajach rozwijajacych si¢, gdzie powodujg najwiecej zakazen
konczacych si¢ $miercig. Do zakazen dochodzi zazwyczaj drogg pokarmowa poprzez skazong
bakteriami zywno$¢ 1 wodg, ale takze przez kontakty osobiste. Dlatego, w czasach kiedy
znaczaco wzrost poziom migracji ludno$ci, jesteSmy niewatpliwie bardziej narazeni na
kontakty z patogenami. NajczeSciej zakazeniom ulegaja dzieci, osoby starsze oraz ludzie,
ktérych uktad odpornosciowy nie funkcjonuje prawidlowo. W skutecznym leczeniu zakazen
bakteryjnych ogromnym problemem jest pojawianie si¢ szczepéw opornych na antybiotyki i
inne leki przeciwdrobnoustrojowe. W podjeciu skutecznego leczenia wazny jest dobor
odpowiednich lekow 1 jak najszybsze rozpoczecie terapii. Stosowane metody w laboratoriach
diagnostycznych wymagaja zar6wno naktadow finansowych jak i czasowych, co zdecydowanie
utrudnia walke z tymi patogenami.

Cztowiek z prawidtowo funkcjonujagcym uktadem immunologicznym zdecydowanie
lepiej radzi sobie z patogenami niz osoba, ktorej uktad odpornosciowy dziata wadliwie, a
pacjenci cierpiacy na pierwotne niedobory odpornosci (PNO) sa zdecydowanie bardziej
narazeni na infekcje. Pierwotne niedobory odpornosci, to grupa chorob przejawiajacych sig
wadami w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego o podtozu genetycznym. Wsréd PNO
najczesciej wystepujacymi sa te zwigzane z niedoborem przeciwcial, 1 przypadek na 300 do
500 zywych urodzen.

Przez defekty uktadu immunologicznego infekcje rozwijajg si¢ szybciej, trudniej
poddaja si¢ leczeniu i czesto nawracajg. Terapia stosowana przy niedoborach przeciwciat opiera
si¢ na profilaktycznej lub interwencyjnej antybiotykoterapii, szczepieniach ochronnych,
leczeniu substytucyjnym (preparatami immunoglobulin, sktadnikéw dopelniacza, czynnikéw
wzrostu) lub przeszczepach szpiku. Najskuteczniejszym, najmniej inwazyjnym i
najbezpieczniejszym sposobem walki z patogenami, jest leczenie dozylne preparatami
immunoglobulin (IVIG — intravenous immunoglobulin) lub w postaci iniekcji podskornych.
Zapobieganie infekcjom oraz leczenie, poprzez suplementacj¢ brakujacych przeciwcial, jest
bardzo obiecujaca terapiag dla wielu chorych, takze tych cierpigcych na zakazenia towarzyszace

pierwotnym oraz wtdérnym niedoborom odpornosci.



Czynnikiem etiologicznym, zakazen wystepujacych u pacjentow z PNO, sg czgsto
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, m.in. bakterie z rodzaju Shigella. Przyczyna infekcji
tego typu sa pateczki Shigella flexneri i Shigella sonnei, ktére wywotuja shigellozy, czerwonke
bakteryjna, czy zapalenie okreznicy. U ludzi z prawidlowo funkcjonujacym uktadem
odpornosciowym, zakazenia te mogg ustgpowaé samoistnie, bagdz po podaniu antybiotyku.
Natomiast pacjentdow z niedoborami znacznie trudniej jest skutecznie wyleczy¢ i czgsto
zakazenia nawracaja, powodujac ciezkie zapalenia bton §luzowych odbytu i jelit, ktérym
towarzysza krwawe 1 ropne biegunki.

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

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

W celu opracowania takiego testu, obok natywnego biatka OmpC, zsyntezowano
koniugaty biatkowe na bazie biatka BSA 1 peptydu cyklicznego/liniowego zawierajacego
sekwencje aminokwasowa wigzaca biatka OmpC. Przy pomocy tych trzech antygendw
oznaczono miana przeciwcial testem ELISA u pacjentow z pierwotnymi niedoborami
odpornosci (PNO) i pacjentow z nawracajacymi zapaleniami drég oddechowych (NZDO) oraz
u 0s6b zdrowych. Analiza porownawcza $rednich mian swoistych przeciwciat anty-OmpC
(IgA, 1gG) wsérod badanych grup daje mozliwo$¢ opracowania testu serologicznego
pozwalajacego diagnozowaé¢ humoralne niedobory odpornosci.

Weczesniejsze badania prowadzone w naszym zespole pozwolily na stwierdzenie
obecno$ci w surowicy krwi pepowinowej przeciwcial anty-OmpC z Shigella flexneri.
Przeciwciata wystepujace we krwi pgpowinowej przekazywane sg dziecku przez matke,
co moze sugerowaé, ze maja one charakter ochronny. W celu potwierdzenia tej tezy
zaprojektowano doswiadczenie protekcyjne na modelu mysim. Przeciwciala do testu na

zwierzetach pozyskiwano z surowicy ludzkiej/mysiej na drodze chromatografii powinowactwa



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

Badania reaktywnos$ci natywnego biatka OmpC, rekombinowanego biatka OmpC oraz
koniugatow biatkowych BSA-peptyd cykliczny/liniowy zawierajacych sekwencj¢ wigzaca
biatka OmpC stanowig wazng podstaw¢ do badan nad opracowaniem testu do 0znaczania
swoistych niedoborow przeciwcial oraz terapeutyku suplementujacego niedobory tych

przeciwcial.



