Streszczenie pracy doktorskiej mgr Anny Dobrut pt.: ,,Badania nad epitopami
immunogennych bialek Streptococcus agalactiae rozpoznawanymi
przez przeciwciata ochronne krwi pepowinowej”

Streptococcus agalactiae (ang. group B Streptococci, GBS) jest oportunistycznym patogenem
kolonizujacych 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, ktorym poddawane sg
cigzarne kobiety bedace w 35-37 tygodniu cigzy przyczynity si¢ wprawdzie do obnizenia
$miertelnos$ci wérod niemowlat, jednakze problem zakazen o p6znym poczatku, jak rowniez u
0sOb dorostych wcigz istnieje. Ponadto, okotoporodowa profilaktyka antybiotykowa begdaca
nastepstwem 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
takg uwaza si¢ innowacyjng szczepionke oparta na immunogennych biatkach i/lub ich

epitopach.

Celem niniejszej pracy byla identyfikacja, charakterystyka oraz chemiczna synteza
epitopow  wybranych  immunogennych bialek  Streptococcus agalactiae (GBS)

rozpoznawanych przez ludzkie przeciwciata ochronne obecne w krwi.

Badaniem obj¢to trzy konserwatywne, specyficzne i immunogenne biatka GBS:
enolaze, dehydrogenaze 5’-monofosforanu inozyny oraz biatko opiekuncze GroEL, ktore
wybrane zostaly przy zastosowaniu immunoblottingu w obecnosci surowic GBS-dodatnich
i GBS-ujemnych. W wyniku analizy bioinformatycznej obejmujacej predykcje najbardziej
prawdopodobnych epitopéw dla kazdego z biatek 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 reaktywno$¢ 1 specyficzno§¢ oceniano w  teScie
immunoenzymatycznych w obecnosci surowic krwi pgpowinowych pochodzacych zarowno
od nosicielek, jak 1 kobiet niebedacych nosicielkami. Nastepnie wybrane epitopy poddawano
modyfikacjom poprzez skracanie i podstawianie alaning i/lub glicyna, co miato na celu
detekcje najkrotszej 1 najsilniej reagujacej determinanty antygenowej. Wybrane epitopy
syntetyzowano takze na zywicy metoda Fmoc. Epitopy te badane byly w obecnos$ci surowic
krwi zylnych pochodzacych od pacjentek z trwajacym zakazeniem o etiologii GBS, nosicielek

GBS oraz cigzarnych niebedacych nosicielkami tej bakterii. Ponadto, w niniejszej pracy



poréwnywano takze reaktywno$¢ immunogennego biatka GBS, jakim byl czynnik elongacji

Tu 1 jego epitopow.

W rezultacie zidentyfikowano dziesi¢¢ wysoce specyficznych epitopéw, z czego dwa:
'MIALDGTPNKG™ i ""RAAADYLEVPLYSYLG™ reprezentatywne byly dla enolazy,
jeden epitop **VVKVGIGPGSIC*®  wytypowany zostal dla  dehydrogenazy
5’-monofosforanu inozyny, podczas gdy dla chaperonu GroEL zidentyfikowano az 7
epitopow, a ich sekwencje byty nastepujace: BEGSPLITN,
B2 QE®® SEAGGVAY®, BIAATET® OMVTTGIIDPVK*?, ¥V TRSALQNA
oraz *®SVASLILTTE®. Ponadto, wykazano, ze epitopy reagowaty z przeciwciatami silniej
niz cale biatko, a takze umozliwialy r6znicowanie zakazenia wywotanego przez GBS od
nosicielstwa tej bakterii, co wskazuje, ze w przysztosci beda mogly znalez¢ zastosowanie jako
antygenowe markery w tescie immunodiagnostycznym. Co wiecej, ze wzgledu na swoje
wiasciwo$ci immunogenne mogg by¢ rozwazane jako komponent innowacyjnej szczepionki
przeciwko temu drobnoustrojowi, przyczyniajac si¢ tym samym do profilaktyki zakazen GBS

w populacji, co bez watpienia wymaga dalszych szczegoétowych badan.



