Wspdlne elementy w strukturze antygendw cukrowych bakterii z

rodzaju Bordetella jako uniwersalne skladniki szczepionek

STRESZCZENIE

Krztusiec jest wysoce zakazng choroba wieku dziecigcego, ktorej czynnikiem
etiologicznym jest bakteria Bordetella pertussis. Objawem patognomonicznym jest silny,
napadowy i bezproduktywny kaszel, pogarszajacy si¢ w nocy i powodujacy wymioty,
bezdech oraz sinice. Wérod zaszczepionych dzieci, nastolatkow oraz dorostych objawy
moga by¢ znacznie tagodniejsze 1 mniej specyficzne, a wigc trudniejsze do
zdiagnozowania (WHO, 2014). Przed wprowadzeniem szczepionki, w Polsce corocznie
diagnozowano kilkadziesigt tysigcy przypadkow krztusca. Wprowadzenie szczepionki
pelnokomorkowej (DTwP) oraz obowigzku szczepien okazalo si¢ skuteczng metoda
zapobiegania zakazeniom. Ze wzgledu na reaktogennos$¢, wywolywang obecnoscig
lipopolisacharydu, szczepionki DTwP zostaly czeSciowo lub catkowicie, zastgpione
szczepionkami bezkomorkowymi (DTaP) zawierajacymi oczyszczone biatkowe antygeny
bakteryjne. Jednak pomimo powszechnosci szczepien ochronnych obserwuje si¢ wzrost
zachorowan na krztusiec, nie tylko wsrod najbardziej wrazliwej grupy - noworodkow, ale
rowniez zaszczepionych nastolatkow i dorostych. Nowoczesne metody badawcze
pozwalaja zidentyfikowaé inne gatunki bakterii z rodzaju Bordetella wywotujace
niezwykle podobne objawy chorobowe, tj. B. parapertussis oraz B. holmesii (Guthrie
i in., 2010; Rodgers i in., 2013). Obecnie stosowane szczepionki nie zapewniajg ochrony
przed B. holmesii, ktora staje si¢ drugim, pod wzglgdem zachorowalno$ci, czynnikiem
etiologicznym krztusca. Niedoskonalo$¢ istniejacych szczepionek jest przyczyna
poszukiwan nowych antygendw szczepionkowych i powtOrnego zainteresowania
szczepionkami petnokomoérkowymi. Zupetnie innym podejéciem jest skierowanie uwagi
na niedoceniane antygeny cukrowe.

Bakteryjne polisacharydy mozna podzieli¢ na 3 grupy. Pierwsza grupe tworza
lipopolisacharydy. LPS zbudowany jest z lipidu A, oligosacharydu rdzenia oraz antygenu
O. Jest integralnym sktadnikiem ostony komorkowej bakterii Gram-ujemnych i indukuje
powstawanie swoistych i bakteriobdjczych przeciwciat (Rappuoli, 2004), wydaje sie by¢
idealnym antygenem szczepionkowym. Jego reaktogenno$é, wyklucza uzycie LPS
w natywnej formie. Jednak wyizolowane polisacharydowe fragmenty, przy zachowaniu
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rozwijane sg od 50 lat, ale ich gtowng wadg jest to, ze sam polisacharyd jako antygen T —
niezalezny, wywoluje stabg i krotkotrwatg odpowiedZz immunologiczng. Cech antygenu
T — zaleznego nabiera jako glikokoniugat poprzez skoniugowanie z immunogennym
nos$nikiem biatkowym. Szczepionki glikokoniugatowe lacza w sobie wlasciwosci
antygenowe skladnikow cukrowych jak i biatkowych. Glikokoniugaty zawierajace
oligosacharydowe fragmenty LOS B. pertussis indukujg produkcje przeciwciat
bakteriobdjczych (Koj i in., 2015). Bakterie nalezace do klastra B. bronchiseptica sa
blisko ze soba spokrewnione, ale syntezuja lipopolisacharydy roznigce si¢ w réznych
segmentach. Wspolnych elementéw poszukiwano w konserwatywnym ewolucyjnie OS
rdzenia. W badaniach nad OS Escherichia coli wykazano, ze przeciwciata skierowane
przeciwko OS rdzenia szczepOw szorstkich reagujg krzyzowo z rdzeniami szczepoéw
gltadkich (Lukasiewicz i in., 2003). Dlatego niezmiernie istotne jest zidentyfikowanie
wspdlnych elementéw antygenowych, ktorych wyizolowane formy moglyby stanowic¢
sktadnik uniwersalnych szczepionek chronigcych przed zakazeniami bakteriami z rodzaju
Bordetella. Druga grupe bakteryjnych glikanéw, bedacych sktadnikami szczepionek,
tworza polisacharydy kapsularne (CPS). Ich rola polega na ochronie przed
mechanizmami  obronnymi gospodarza i ochronie komorki bakteryjnej przed
wysuszeniem (Roberts, 1996). CPS z komoérkg zwigzane sg poprzez kotwice lipidowa.
CPS wydzielany na zewnatrz bakterii zostaje przypisany do trzeciej grupy tzw.
egzopolisacharydow (EPS). Wedtug danych literaturowych niektore Bordetellae
(B. pertussis, B. parapertussis oraz B. bronchiseptica) produkuja egzopolisacharyd Bps
(ang. Bordetella polysaccharide), zbudowany z homopolimeru GlcNAc, ktory odgrywa
istotng role w procesie wytwarzania biofilmu (Conover i in., 2010). Inne publikacje
sugerujg, ze B. pertussis produkuje polisacharyd mikrokapsularny, prawdopodobnie
zbudowany z homopolimeru GalNACcA, podobnie jak antygen Vi (Hoo i in., 2014; Neo
i in., 2010). Jednak w Zadnej ze wspomnianych prac nie zaprezentowano bezposrednich
analiz wyizolowanego EPS i CPS. W genomach Bordetellae zidentyfikowano geny
odpowiedzialne za synteze CPS, ale nikomu nie udato si¢ dotad ustali¢ czy polisacharydy
kapsularne sa rzeczywiscie wytwarzane przez bakterie z rodzaju Bordetella. Te
niejasnosci byly przyczyna zainteresowania si¢ tematem EPS oraz CPS u Bordetellae.

W zrealizowanej pracy przeprowadzono analizy strukturalne i serologiczne
heteropolisacharydowych czesci LPS roznych gatunkow Bordetellae (B. pertussis 186,
B. pertussis 606, B. parapertussis 529, B. bronchiseptica 530 i B. bronchiseptica 1943).

W pracy po raz pierwszy scharakteryzowano i opisano przesuni¢cia chemiczne dla



oligosacharydu B. pertussis 606, ktore potwierdzajg, ze OS B. pertussis 606 jest
nonasacharydem pozbawionym dystalnego trojcukru. Wyniki te potwierdza réwniez brak
reakcji krzyzowej z anty-glikokoniugatowymi surowicami (anty—penta-PT, anty—penta-
TTd i anty—disach-HSA) rozpoznajacymi dystalny tréjcukier dodekasacharydowego OS
B. pertussis 186. Szczepy B. bronchiseptica 530 i B. bronchiseptica 1943
zidentyfikowano jako szczepy szorstkie, niesyntezujace antygenu O. Minimalny OS
B. bronchiseptica 530 i 1943 jest heptasacharydem. OS tych szczepdw jest najkrotszym
OS wsrod analizowanych gatunkoéw, co potwierdzajg bardzo stabe reakcje krzyzowe
Z surowicami rozpoznajacymi pelny OS B. pertussis 186 (anty—OS-TTd i anty—OS-PT).
B. parapertussis 529 okreslono jako szczep gtadki. Surowice anty-glikokoniugatowe
(anty—penta-TTd i anty—disach-HSA) rozpoznaja krzyzowo immundominujacy epitop OS
B. pertussis 186 w LPS B. parapertussis 529, co sugeruje ze w strukturze LPS
B. parapertussis obecny jest dystalny tréjcukier. W strukturach OS rdzenia
B. parapertussis 529 wyr6zniono dwie formy. Minimalny OS jest oktasacharydem,
natomiast petna struktura OS jest dodekasacharydem. Na podstawie przeprowadzonych
badan dla posiadanych gatunkéw i szczepéw minimalny OS rdzenia dla Bordetellae
zdefiniowano jako heksasacharyd. Ustalono, ze podstawowa struktura OS rdzenia jest
zachowana pomiedzy gatunkami. Modyfikacje polegaly na utracie niektorych reszt lub
dodatkowym podstawieniu przez niecukrowe podstawniki. Ciekawa obserwacja jest fakt,
ze w trakcie analiz nie zidentyfikowano pentasacharydowego lacznika, do ktorego,
wedhtug danych literaturowych, przytaczony jest antygen O (Preston i in., 2006). Pewnym
wyjasnieniem moze by¢ brak syntezy antygenu O przez posiadane szczepy
B. bronchiseptica, ale tego rodzaju tgcznik powinien by¢ obecny w LPS B. parapertussis,
ktora syntetyzuje antygen O.

W pracy ustalono po raz pierwszy strukture OS rdzenia oraz antygenu O
B. holmesii ATCC 51541, ktéra jest nowym, waznym czynnikiem etiologicznym
krztusca, a 0 Ktorej, z punktu widzenia poszukiwan nowych glikokoniugatowych
szczepionek przeciwkrztu§cowych, prawie nic nie wiadomo. Na podstawie analiz
porownawczych widm NMR oraz MALDI-TOF MS ustalono, ze OS B. holmesii jest
identyczny z rdzeniem B. pertussis 606. OS jest nonasacharydem i w swojej strukturze
pozbawiony jest dystalnego trojcukru, na co wskazywatl rowniez brak krzyzowych reakcji
serologicznych z surowicami zawierajagcymi przeciwciala skierowane przeciwko
immunodominujgcemu epitopowi B. pertussis. Przeprowadzone analizy technikami
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strukture antygenu O B. holmesii ATCC 51541, ktoérego pentasacharydowa podjednostka
ma mas¢ 974,32 Da i zbudowana jest wg schematu: [—2)-a-L-Rha-(1—3)-a-D-Glcp-
(1—4)-[B-D-GlcpNAc-(1—3]a-D-Galp-(1—3)-a-D-GlcpNAc-(1—],.

Ze wzgledu na rozbiezne dane literaturowe dotyczace EPS wytwarzanych przez
Bordetellae i brak danych z analiz strukturalnych przeprowadzono analizy EPS
izolowanych z medium pohodowlanego badanych gatunkow i szczepow Bordetellae
w celu izolacji i identyfikacji tych glikanéw. W medium pohodowlanym rozdzielanym na
kolumnie filtracji  zelowej wykryto dlugotancuchowe polisacharydy, ktore
zidentyfikowano jako dwa homopolimery glukozy podstawione w pozycjach 4 i 6 [—4)-
a-D-Glcp-(1—] i [—6)-a-D-Glcp-(1—]. Wykryto réwniez krotszy egzooligosacharyd.
Technikami spektroskopii NMR oraz spektrometrii mas zidentyfikowano go jako nowy
heksasacharyd o masie 1235,5 Da. Ze wzgledu na jego odmienno$¢ od hipotetycznych
struktur Bps i mikrokapsuly wprowadzono nowa nazwe¢ nieopisanego dotychczas
egzooligosacharydu ,,Bordetella oligosaccharide” (BOS). BOS okazat si¢ uniwersalny
wsrod wszystkich badanych bakterii z rodzaju Bordetella. Zdefiniowano jego strukture
jako a-GlcpNAc-(1—4)-a-GalpNACAN-(1—4)-[-D-Glcp-(1—3)]-a-GalpNACAN-
(1—4)-a-GlcpNACA-(1—3)-a/B-GlcpNAc. Na widmach NMR zarejestrowanych dla
frakcji zawierajacej BOS zidentyfikowano tez sygnaty -CH, -CH, i -CH3 przypominajace
systemy spinowe kwasow tluszczowych. Ich struktura nie zostala jeszcze ustalona, ale
moga one funkcjonowac jako element kotwiczacy BOS w zewngtrznej btonie ostony
komorkowej bakterii. Na koncu redukujacym BOS zidentyfikowano GIcNAC
w konfiguracji zarowno a i B, do ktorej moze by¢ przytaczona lipidowa kotwica. Jednak
nie udato si¢ wskaza¢ bezposredniego potaczenia miedzy BOS, a ewentualng kotwica,
poniewaz nie zidentyfikowano frakcji zawierajgcej BOS potaczonego z kotwicg lipidowa.

Surowice anty-glikokoniugatowe (anty—penta-PT, anty-OS-PT i anty—disach-
HSA) oraz surowice zawierajace poliklonalne przeciwciata skierowane przeciwko
pelnym komoérkom bakteryjnym B. pertussis (anty-SM Bp 186 i anty—-SM Bp miks)
rozpoznajagcych LOS na powierzchni komorki wykazywaly stabg reakcje krzyzowa
zBOS. W obu strukturach zidentyfikowano terminalng GIcNAc, ktéra moze by¢
epitopem odpowiedzialnym za krzyzowe rozpoznawanie struktur. Reakcje z surowicami
na petne komorki potwierdzajg przypuszczenia, ze BOS moze by¢ kapsula. Rowniez
surowica do aglutynacji szkietkowej anty—Vi, ktdéra wg danych literaturowych,

rozpoznaje swoiscie GalNACA tworzacy mikrokapsule, reaguje z BOS.



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

dalszych badan.



