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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W pracy opisano niektére zagadnienia dotyczace chorobotworczosci i wirulencji wybranych przed-
stawicieli bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Na podstawie przedstawionej budowy ostony
komoérkowej tych bakterii oméwiono strukturg i réznorodnos¢ funkcji biatek btony zewngtrznej,
ktére wyeksponowane na powierzchni komarki sa dobrymi immunogenami. Biatka te uczestnicza
w stabilizacji struktury blony, wplywaja na adhezje do innych komérek, stuza jako receptory dla
bakteriofagéw, odgrywaja kluczowa rol¢ w przekazywaniu sygnatéw komoérkowych, w transpor-
cie, procesach przetwarzania energii, warunkujac prawidtowe funkcjonowanie komérki. Ponadto
biatka petnia funkcje ochronne przed reakcjami immunologicznymi zakazonego organizmu. Na
tle aktualnego pismiennictwa oméwiono badania wlasne dotyczace metod izolacji biatek btony
zewngetrznej, ich udzialu w patogennosci z uwzglednieniem zjawiska mimikry czasteczkowe;.
Wyizolowane i scharakteryzowane enolazopodobne biatko o cigzarze czasteczkowym 45 kDa wy-
kazujac podobienstwo do enolazy ludzkiej nie moze by¢ sktadnikiem szczepionki, ale jest brane
pod uwagge jako marker diagnostyczny. Przedstawiono takze rezultaty badan nad udzialem biatka
btony zewngtrznej OMP38 rozpoznawanego przez uktad immunologiczny cziowieka jako waz-
ny czynnik odpornosci przeciwbakteryjnej. Biatko OMP38 jest brane pod uwagg nie tylko jako
antygen lub nosnik w szczepionce koniugatowej, lecz takze jako swoisty marker diagnostyczny
niedoboréw immunologicznych wykorzystywany do monitorowania poziomu odpornosci prze-
ciw bakteriom z rodziny Enterobacteriaceae.

biatka btony zewnetrznej  wirulencja  Enterobacteriaceae » mimikra czasteczkowa °
chorobotworczo$é ¢ odpornosc przeciwbakteryjna * szczepionki

Summary

The problems concerning the pathogenicity and virulence of some bacteria of the Enterobacteriaceae
family are described. The structure and functional variety of the outer membrane proteins on
the cell surface are presented as potent immunogens based on the structure of the cell envelope.
These proteins participate in stabilization of the membrane structure and adhesion to other cells,
are receptors for bacteriophages, and play a key role in signal transduction, intracellular trans-
port, and energy transformation processes ensuring proper cell functioning. Moreover, these pro-
teins have a protective function against immune reactions of the infected organism. Referring
to current literature data, the authors’ own results are reviewed on the methodology of isolating
outer membrane proteins and their participation in pathogenicity with regard to molecular mi-
micry. The isolated and characterized 45-kDa enolase-like protein expressing similarity to hu-
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man enolase should not be a component of vaccine, although it is considered a diagnostic marker
of tissue damage. Presented are also results of studies on the role of the outer membrane protein
OMP38, recognized by the human immune system as an important factor in antibacterial immu-
nity. OMP38 is considered an antigen and carrier in conjugate vaccines, but also a specific dia-
gnostic marker of immune deficiencies useful in monitoring the level of immunity against bac-
teria of the Enterobacteriaceae family.
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1. BAKTERIE Z RODZINY ENTEROBACTERIACEAE | ICH
CHOROBOTWORCZ0SC

Chorobotwérczos¢ czyli patogennos¢ drobnoustroju, to
zdolnos¢ do wywotania choroby w organizmie gospoda-
rza z wystapieniem klinicznie widocznych objawoéw, za-
lezna tez od wrazliwos$ci organizmu gospodarza [58,225].
Drobnoustroje wyrazaja swoja patogennoS¢ poprzez wi-
rulencje, ktora okresla ich stopien zjadliwosci, zdolnos¢
do wywotania choroby tylko u gospodarza wrazliwego na
te bakterie [35,36,37]. Jednoznaczne zdefiniowanie wiru-
lencji nie jest proste. Wedtug niektérych autoréw wirulen-
cja to nie jest niezalezna cecha drobnoustroju, poniewaz
ujawnia si¢ dopiero w organizmie wrazliwego gospoda-
rza. W zwiazku z tym powinna by¢ zawsze rozpatrywana
w kontekscie natury oddziatywan gospodarz-drobnoustrdj
[185]. Przez innych badaczy wirulencja definiowana byta
jako wewngetrzna wiasciwo$¢ drobnoustroju, ktéra pozwa-
la odrézni¢ drobnoustroje patogenne od niepatogennych.
Nie mniej jednak, biorac pod uwage fakt, ze cechy orga-
nizmu gospodarza warunkuja efekt oddziatywar drobno-
ustréj-gospodarz, ta ostatnia definicja jest raczej trudna do
przyjecia. Drobnoustrdj nazywany wirulentnym jest awi-
rulentny w organizmie gospodarza o swoistej odpornosci,
a zazwyczaj awirulentny drobnoustr6j wywotuje choro-
be w organizmie czlowieka z uszkodzonym uktadem im-
munologicznym [35,37]. Bakterie moga by¢ patogenne
nie bedac szczegdlnie wirulentne, jesli powoduja tagod-
na postaé choroby u wigkszosci zainfekowanych osobni-
kéw. Mozna zatem sadzié, ze wirulencja to nie jest odrgb-
na cecha drobnoustroju, lecz ztozone, zmienne zjawisko,
w ktérym uczestnicza zaréwno elementy drobnoustroju
jak i organizmu gospodarza, a takze maja na niego wptyw
czynniki Srodowiska (ryc. 1).

Nalezy podkresli¢, ze status immunologiczny gospoda-
rza modyfikuje ekspresj¢ czynnikéw wirulencji bakterii,
patogennos¢ oraz mozliwos¢ spowodowania zniszczen.
Casadeval i Pirofski [35] uwazaja, ze wirulencj¢ bakte-
rii definiuje obecnos¢ klasycznych atrybutéw, takich jak:
toksycznosé, agresywnos¢ inaczej inwazyjnos¢, zakaz-

nos¢ inaczej infekcyjnosé, adherencja i wigzanie do komé-
rek gospodarza oraz zréznicowanie antygenowe [35,37].
Wirulencje bakterii warunkuja cechy genetyczne, bioche-
miczne i strukturalne umozliwiajace wywotanie choroby
[136,192,234]. Dawniej sadzono, ze czynnikami wirulen-
cji sa klasyczne sktadniki patogenu, ktérych usunigcie po-
woduje brak wirulencji, bez wptywu na jego zywotnos¢.
Obecnie uwaza sig, ze swoista inaktywacja genu lub genéw
wirulencji, powoduje zmiang¢ lub brak wirulencji i mie-
rzalna utrate chorobotwodrczosci. Natomiast rewersja lub
podstawienie zmutowanego genu prowadzi do odbudowy
chorobotwérczosci, a przeciwciata przeciwko produkto-
wi genu wirulencji chronia przed choroba. Dwie szeroko
pojete cechy warunkujace wirulencj¢ bakterii to agresyw-
nos¢ i toksycznosé [18,21,22,35,37,172,194]. W przypadku
niektérych bakterii np. Gram-dodatnich (Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes), terminy te sa trudne do
oddzielenia, gdyz pewne toksyny (leukocydyny) warun-
kuja zdolnosci drobnoustroju do wniknigcia, przezycia
i namnozenia si¢ w organizmie gospodarza, a nie sa one
toksynami w takim znaczeniu jak toksyna btonicza [35].
Wynika z tego, ze toksycznos$¢ i agresywnos¢ to czgsto
cechy od siebie zalezne. Sg szczepy bakterii toksyczne,
ale mato agresywne, a takze bardzo agresywne, ale sta-
bo lub zmiennie toksyczne. Inwazyjnos¢ czyli zdolnos¢
wnikania bakterii do tkanek gospodarza, zwigzana jest
z mechanizmami warunkujacymi zasiedlanie czyli ko-
lonizacj¢ (adherencja i poczatkowe namnazanie) [42].
W przypadku pateczek Shigella zdolnos¢ t¢ warunkuja
kodowane plazmidowo i chromosomalnie biatka IpaA,
Spa, Mxi oraz Vir [7,85,136,229]. Z wnikaniem pateczek
Salmonella do komérek gospodarza zwiazane jest biat-
ko InvA, a biatko LerD warunkuje wnikanie pateczek
Yersinia pseudotuberculosis [7,80]. Inwazyjnos¢ to takze
zdolnos$¢ bakterii do ominigcia lub przezwycigzenia me-
chanizméw obronnych gospodarza. Wytwarzanie poza-
komoérkowych substancji, ktére to wnikanie utatwiajg ma
w tym przypadku réwniez niebagatelne znaczenie [205].
Niektére patogeny za pomocg biatek powierzchniowych
wiaza si¢ do odpowiednich receptoréw na komérkach eu-
kariotycznych, uruchamiaja szlak sygnatowy, a nastgpnie
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Ryc. 1. Klasyczne atrybuty wirulengji bakterii [35,36,37,42,58,61,185,225]

moga wnika¢ do niefagocytarnych komorek nabtonko-
wych przewodu pokarmowego [42,83]. Dla pateczek jeli-
towych charakterystyczne sa dwa mechanizmy wnikania,
z ktérych jeden to mechanizm zamka (zipper) wystgpuja-
cy u Yersinia, a drugi to mechanizm spustu (trigger) cha-
rakterystyczny dla rodzajéw Salmonella i Shigella. U tych
ostatnich kontakt migdzy bakteria i komérka gospodarza
jest zwiazany z systemem wydzielniczym typu III (TTSS
1II) [28,42,83,202]. Bakterie wystgpujace u cztowieka sa
wyposazone w czasteczki, takie jak fimbrie, adhezyny,
polisacharydy otoczkowe, biatka powierzchniowe, endo-
toksyny, enzymy, superantygeny, ktére pozwalaja bakte-
riom zasiedli¢ komorki, przestrzenie migdzykomorkowe,
plyny ustrojowe i narzady gospodarza by przetrwaé nieko-
rzystne warunki [61]. Bakterie wyksztalcity tez mechani-
zmy umozliwiajace im dotarcie do komoérek docelowych
i manipulowanie wewnatrz- oraz zewnatrzkomoérkowymi
procesami, w celu wymknigcia si¢ spod kontroli uktadu
odpornosciowego gospodarza [152,157,203,218]. Jednym
z takich mechanizmoéw jest mimikra czasteczkowa, czy-
li podobieristwo migdzy antygenami bakterii i gospoda-
rza, ktére sprawia, ze odpowiedZ na czynnik infekcyjny
moze wywotaé reaktywnos§¢ immunologiczna i prowa-
dzi¢ do rozwoju choroby autoimmunologicznej [87,130,
131,241,256,262,263]. Patogennos¢ bakterii i wrazliwos§¢
gospodarza moga si¢ zmienia¢, bo bakterie staja si¢ bar-
dziej zjadliwe, a cztowiek staje si¢ na nie bardziej wrazli-
wy. Dlatego tez w przypadku kazdej infekcji bakteryjnej
wlasciwa diagnoza uzalezniona jest nie tylko od identyfi-
kacji bakterii, lecz rowniez od znalezienia zwiazku mig-
dzy obecnoscig bakterii, a wystgpujacymi u pacjenta ob-
jawami klinicznymi choroby.

Do bakterii Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae
nalezy ponad 160 réznych gatunkéw bakterii, z ktérych
wigkszo$¢ stanowig warunkowe patogeny, a bezwzglednie
chorobotworcze znajdowane sa w rodzajach Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus, Serratia, Yersinia
i Citrobacter. Potowa przypadkow posocznicy notowanych
w USA jest zwiazana z bakteriami z rodzajow Proteus,
Klebsiella, Enterobacter czy gatunku E. coli, a Smier-
telnos¢ w tych przypadkach waha si¢ migdzy 20-50%
[202]. Zakazenia wywolywane przez pateczki Klebsiella,
Enterobacter czy Serratia, to czgsto zakazenia szpitalne,
a nawracajace zakazenia bakteriami z tej rodziny czgsto
wystepuja u pacjentéw, u ktérych zdiagnozowano AIDS
[166,199]. Nie bez znaczenia pozostaje rowniez to, ze wsréd
bakterii nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae, noto-
wany jest znaczny wzrost liczby szczepéw opornych na
antybiotyki [82,106,184,191,258].

Najlepiej poznanym gatunkiem w rodzinie Entero-
bacteriaceae jest E. coli, a patogenne szczepy tego ga-
tunku zalicza si¢ do réznych grup, w zaleznosci od typu
infekcji jaka wywotuja [65,105]. Wymieni¢ nalezy cho-
robotworcze szczepy E. coli: enterotoksygenne (ETEC),
enteropatogenne (EPEC), enterokrwotoczne (EHEC),
enteroinwazyjne (EIEC), enteroagregacyjne (EAEC),
uropatogenne (UPEC), a takze szczepy odpowiedzialne
za zapalenia otrzewnej, czy szczepy (MNEC) zwigzane
z zapaleniem opon mézgowo-rdzeniowych u noworod-
kéw [65,105,107,165]. Cieplostabilne (ST) i cieplolabilne
(LT) toksyny, wytwarzane przez ETEC, wnikajac do ko-
morek gospodarza naruszaja przeptyw wody i jonéw po-
wodujac biegunke wydzielnicza, co u ludzi zdrowych moze
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by¢ niezagrazajaca zyciu dokuczliwoscia [105], natomiast
w przypadku niemowlat, ludzi starszych lub 0s6b z uszko-
dzonym uktadem immunologicznym, moze stanowi¢ po-
wazne zagrozenie i by¢ nawet przyczyna smierci [38,41].
Szczepy EPEC nie wytwarzaja toksyn, ale wywotuja cha-
rakterystyczne zmiany histopatologiczne w enterocytach,
natomiast szczepy EHEC wywotuja nie tylko zmiany histo-
patologiczne w komédrkach nabtonkowych jelita, lecz row-
niez wytwarzaja cytotoksyne (Stx, toksyn¢ Shiga), ktéra ma
szkodliwy wplyw na komérki srédbtonkowe. Toksyna wni-
kajac do krwiobiegu wedruje do nerek powodujac uszko-
dzenie tego narzadu [65,105]. Chorobotwoércze szczepy
E. coli (UPEC) sa takze gléwna przyczyna wielu zakazen
uktadu moczowego [105].

Nastepstwem wniknigcia pateczek Shigella do komoérek na-
btonkowych i rozprzestrzenienia si¢ ich w sluzéwce okrez-
nicy jest degeneracja nabtonka i zapalenie btony podstawne;j
[3,42,202,203], co prowadzi do ztuszczania i owrzodze-
nia §luzowki, a w konsekwencji do krwawienia, obecnosci
czynnikéw zapalnych oraz §luzu w $wietle jelita i znisz-
czenia nieprzepuszczalnej bariery jelitowej [202,203,206].
Zakazenie paleczkami Shigella okreslane mianem czer-
wonki bakteryjnej, wystepuje w liczbie 15000 przypad-
kéw rocznie w USA, natomiast w krajach rozwijajacych
sig rejestruje si¢ okoto milion przypadkéw $miertelnych,
wynikajacych ze ztych warunkéw sanitarnych. W krajach
uprzemysltowionych zarejestrowano 1,5 miliona przypad-
kéw $Smiertelnych [134,202], natomiast w Polsce notuje sig
rocznie 120-150 przypadkéw [221]. Do wywotania choro-
by wystarczy niewielka liczba 10-100 bakterii, ktére nie
gina w kwasnej tresci zotadka. Czgsto zakazenia takie wy-
stepuja u ludzi starszych i u dzieci w wieku 6 miesigcy — 5
lat [134,202], w tych grupach wiekowych takie zakazenie
z powodu skutkéw jakie wywotuje w organizmie chorego,
moze stanowi¢ zagrozenie zycia [202,259].

Pateczki Salmonella sa czynnikiem etiologicznym zacho-
rowan ludzi i zwierzat na calym Swiecie. Wyrdznia si¢
dwie podstawowe postaci kliniczne: zatrucia pokarmowe
(Salmonella enteritidis — gastroenteritis), przebiegajace
wsréd objawéw ograniczonych do przewodu pokarmowego
oraz tzw. ‘goraczki durowe’ (jelitowe), w ktorych dochodzi
do uogdlnienia procesu chorobowego w nastgpstwie prze-
niesienia zarazka z jelit do krwiobiegu [89,150]. Bakterie
docierajac do jelita cienkiego penetrujg tkanke. Wykazujac
za$ powinowactwo do komérek M wnikaja do nich, koloni-
zuja kepki Peyera i sa wchianiane przez makrofagi i tam sig
namnazaja [1,97,206]. Wywotana przez bakterie odpowiedZ
zapalna uszkadza réwniez komérki Sluzéwki, powodujac
biegunke¢ wywotana zta absorpcja wody [201]. Dos¢ po-
wszechnym powiklaniem wyst¢pujacym po zakazeniu tymi
bakteriami, jest zapalenie stawOw ustgpujace bez trwatego
uszkodzenia stawéw [81,86,134]. Niemniej jednak u oséb
bardzo mlodych lub w zaawansowanycm wieku i z niedo-
borem odpornosciowym, moze rozwina¢ si¢ posta¢ ogélno-
ustrojowa, prowadzaca do wstrzasu septycznego i Smierci
[134]. Za wlasciwosci chorobotwdrcze tych bakterii odpo-
wiada co najmniej 60 genéw kodujacych tzw. czynniki wi-
rulencji i wigkszos¢ z nich kodowana jest przez geny umiej-
scowione w regionach bakteryjnego chromosomu zwanych
wyspami patogennosci. Regiony te sa ograniczone sekwen-
cjami insercyjnymi, genami bakteriofagéw lub innymi ru-
chomymi elementami, a zawartos¢ GC w ich obrebie rézni

si¢ od pozostatej czgsci genomu, wskazujac na ich pocho-
dzenie od innych drobnoustrojéw [58,128].

Yersinia, przenoszona z gryzoni i §wini na cztowieka,
moze si¢ namnaza¢ po wniknigciu do nieaktywowanych
makrofagéw. Wigkszos¢ makrofagéw znajduje si¢ w we-
ztach limfatycznych, gdzie pelnia role komérek prezentu-
jacych antygen, stad tez wezly sa gtéwnym miejscem in-
fekcji [140,222], a odpowiedZ zapalna na bakterie (Yersinia
pestis) powoduje obrzgk weztéw limfatycznych [229]. Pluca
rowniez zawieraja wiele makrofagéw i bakterie mogg si¢
przenosi¢ z krwiobiegu do ptuc wywotujac dzume ptucna,
a takze rozprzestrzenia¢ si¢ droga kropelkowa wywotujac
Smier¢ spowodowana wstrzasem septycznym.

Zakazenie bakteriami organizmu gospodarza moze powo-
dowac ostra infekcj¢ lub nieostre zakazenia chroniczne, ale
wiadomo takze, ze skutki przebytych zakazen i uznanych
za wyleczone, moga si¢ ujawnia¢ duzo p6zniej. Istnieje
przekonanie, ze u podtoza niektérych choréb o nieznanej
dotad etiologii leza przebyte wczesniej zakazenia bakte-
riami [87,133,262,264]. Uwaza sig, ze zespot Reitera (RS)
rozwija si¢ jako komplikacja u okoto 3% pacjentéw, kto-
rzy przeszli zakazenie pateczkami Shigella flexneri [15,86]
lub Yersinia pseudotuberculosis [111,212], czy Klebsiella
pneumoniae [68]. RS jest to choroba trudna do leczenia
i prowadzaca przede wszystkim do chronicznego stanu za-
palnego w obrebie polaczen stawowych. Stwierdzono takze,
ze po zakazeniach pateczkami Shigella dysenteriae u dzie-
ci moze wystapi¢ hemolityczna uremia (HUS) powoduja-
ca prawie 50% $miertelnosci chorych [65].

Wspomniane juz weczesniej zjawisko mimikry czasteczko-
wej, czyli wystgpowania podobnych struktur na powierzch-
ni komorki bakteryjnej do antygenéw gospodarza, moze
znacznie opdznia¢ skuteczne dziatanie uktadu odpornoscio-
wego i sprawic, ze nawet fagodne w przebiegu zakazenie
moze prowadzi¢ do wytworzenia autoprzeciwciat, rozwoju
reakcji krzyzowej, a w konsekwencji do choroby autoimmu-
nologicznej, w ktdrej aktywnos¢ uktadu odpornosciowego
skierowana jest przeciwko wtasnym tkankom [108,239].
Choroba autoimmunizacyjna moze zostaé zapoczatkowana
przez kompleksy antygen-przeciwciato zbyt dlugo przeby-
wajace w krazeniu [68,87,131,241]. Autoimmunizacja do-
tyczy nie tylko odpowiedzi humoralnej, lecz poprzez od-
dziatywania autoreaktywnych limfocytéw T z epitopami
antygendw gospodarza, angazuje takze odpowiedz komor-
kowa, co w konsekwencji prowadzi do uszkodzenia tkan-
ki [130]. Do najczesciej cytowanych przyktadéw schorzen
autoimmunologicznych zwigzanych z bakteriami z rodzi-
ny Enterobacteriaceae nalezy choroba Gravesa-Basedowa,
zesztywniajace zapalenie stawéw i przewlekty gosciec po-
stepujacy [20,86,87,148,239,241,262,263].

2. Bubowa 0SLONY KOMORKOWEJ BAKTERII Z RODZINY
ENTEROBACTERIACEAE

Ostona komoérkowa (cell envelope — CE) bakterii to uni-
kalna i wielofunkcyjna struktura warunkujaca charaktery-
styczny ksztalt bakterii, chronigca bakteri¢ przed zmienia-
jacym si¢ ciSnieniem osmotycznym, stanowiagca podstawe
dla elementéw powierzchniowych bakterii, takich jak fim-
brie czy rzgski [24]. Chroni ona bakterie przed Srodowi-
skiem zewnetrznym jakim moze by¢ uktad odpornosciowy
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Ryc. 2. Struktura ostony komérkowej bakterii Gram-ujemnych [9,24,25,59,104,123,124,126,144,194,223,231,237]

gospodarza, a jej sktadniki sg materiatem antygenowym
rozpoznawanym przez uktad immunologiczny cztowieka.
Ostong komérkowa bakterii Gram-ujemnych tworzy cyto-
plazmatyczna blona wewngtrzna (inner membrane — IM)
i Sciana komédrkowa (cell wall — CW) czyli blona zewngtrz-
na (outer membrane — OM) wraz z peptydoglikanem i pery-
plazma. Asymetryczna zewngtrzng btong OM i wewnetrzna
réowniez dwuwarstwowg blong IM oddziela przestrzen pe-
ryplazmatyczna zawierajaca 2—3 warstwy peptydoglikanu
[25,258]. Sciana komérkowa bakterii Gram-ujemnych jest
wytrzymata na ekstremalne temperatury i pH, jest mocna
i elastyczna [123,124,258] (ryc. 2).

Btona zewnetrzna (OM) jest pétprzepuszczalna, ma pory
i nie jest tak szczelna jak blona cytoplazmatyczna [126].
Zaréwno substancje odzywcze, jak i szkodliwe produk-
ty metabolizmu musza przechodzi¢ przez blony komoérki
bakteryjnej, a odpowiednie mechanizmy zapewniaja bak-
terii wtasciwy kierunek transportu tych substancji. OM
zbudowana jest z bialek, fosfolipidéw i lipopolisachary-
du. Bialka stanowia okoto 50% jej masy i odgrywaja waz-
na role w patobiologii bakterii Gram-ujemnych [126,237].
Jako czasteczki wyeksponowane na powierzchni komoérki
sq dobrymi immunogenami, stymuluja odpowiedZ immu-
nologiczna gospodarza, s3 waznymi czynnikami w rozwoju
opornosci drobnoustrojéw, dziataja zaréwno na powierzch-
ni jak i wydzielane sa przez bakterie [75,237]. Petnia one
funkcje integralnych bialek spinajacych dwuwarstwe lipi-
dowa, lub jako lipoproteiny, ktérych czgs¢ jest kowalentnie
zwigzana z peptydoglikanem, warunkuja stabilno$¢ $cia-
ny komoérkowej i blony zewngtrznej (lipoproteina Brauna).
Wiazanie lipoprotein z peptydoglikanem zachodzi poprzez
N-koricowa grupe C-koricowej lizyny lipoproteiny, z grupa
karboksylowa kazdej 10-12 reszty kwasu di-aminopimeli-

Ryc.3. Schemat B-barytki bakteryjnych biatek btony zewnetrznej (OMP-38
S. flexneri 3a) [wedtug: E. Ziomka dane nieopublikowane]

nowego (DAP) peptydoglikanu. Na kazda czasteczke lipo-
proteiny zwiazanej z peptydoglikanem, przypadaja dwie
czasteczki niezwigzanej [126]. Integralne biatka OM zbu-
dowane sa z hydrofobowych segmentéw transbtonowych,
ktére zazwyczaj maja budowe typu P i reprezentuja najbar-
dziej konserwatywna cz¢$¢ struktury. Transbtonowe odcin-
ki B-nici sa bogate w glicyne, reszty tryptofanu i tyrozyny
[125,223]. Biatka budujace kanaty dyfuzyjne, przez kté-
re przechodza wszystkie hydrofilowe substancje, to pory-
ny, klasyczne biatka transbtonowe. Pospolitym motywem
strukturalnym biatek transbtonowych blony zewngtrznej
jest B-barytka (ryc. 3).
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Jest ona ztozona z co najmniej 8 (OmpA) do 22 (FhuA)
przeciwréwnolegtych B-nici przylegajacych z jednej stro-
ny do czesci peryplazmatycznej, a z drugiej strony z dtugi-
mi petlami wyeksponowanymi na zewnatrz [125,175,176].
Barylka przebija cata btong, a pionowo utozone nici prze-
chodza w jeden kanat. Swiatlo poréw ograniczone jest
przez dtuzsza petle wewnatrz tego kanatu, co wyznacza
wielko$¢ poréw i czasteczek transportowanych [223].
Unikalne B-barytki, warunkuja zasadnicze funkcje btony,
takie jak stabilnos¢, integralnos¢ i przepuszczalnosé [33].
Wyeksponowane na zewnatrz petle tacza B-nici i tworza
B-domeny odpowiedzialne za okreslone funkcje. Sa one
zwigzane z rozpoznawaniem ligandéw np. matych czaste-
czek odzywcezych, takich jak cukry czy kompleksy zelazo-
siderofor, czynnikéw toksycznych (np. kolicyn), czy bak-
teriofagdéw oraz eukariotycznych komoérek docelowych dla
patogenéw bakteryjnych [2,125]. W badniach z uzyciem
mutantéw wykazano, ze geny kodujace regiony pozamem-
branowe baryiki, zaréwno skrety w peryplazmie, jak i pg-
tle wyeksponowane na powierzchni, czgsto ulegaja delecji
lub insercji [114,120,121]. Stad tez istnieje przypuszcze-
nie, ze elementy te nie zawieraja informacji topogenicz-
nych, zwigzanych z docelowym rozmieszczeniem biatka.
Natomiast fragmenty transmembranowe barytki spetnia-
ja istotna role w prawidtowym umiejscowieniu biatka
[125]. Poziom ekspresji bialek blonowych jest uzaleznio-
ny od potrzeb komérki bakteryjnej i od czynnikéw Srodo-
wiska [187], a duze mozliwosci adaptacyjne bakterii od-
grywaja niezmiernie wazna role w ich patogenezie [147].
Biatka gtéwne (major proteins) wystgpuja w duzej licz-
bie kopii, w odréznieniu od biatek drugorzednych (minor
proteins), ktérych ekspresja w btonie jest zalezna od po-
trzeb komorki. Do biatek gtéwnych naleza: OmpA, OmpC,
OmpF, OmpX, a biatkami drugorz¢dnymi sa: PhoE, LamB,
FhuA, FepA [126]. Rola bialek w blonie zewngtrznej jest
bardzo zr6znicowana. Warunkuja one dynamike oddzia-
tywan migdzy komoérkami bakteryjnymi a Srodowiskiem.
Sa one réwniez odpowiedzialne za integralnos¢ komorki,
stabilizacje struktury blony i wigzanie jej ze sztywna war-
stwa mureiny. Biatka te wptywaja na zjawisko adhezji do
innych komérek i wiazanie réznorodnych substancji, stu-
73 jako receptory dla swoistych bakteriofagdw, wreszcie
peinia funkcje ochronne przed reakcjami immunologicz-
nymi organizmu.

Lipopolisacharyd (LPS), to sktadnik blony zewngtrznej
zwany takze endotoksyna. Jest glikokoniugatem sklada-
jacym sig z trzech podstawowych regionéw: wielocukru
O-swoistego, regionu rdzeniowego oraz lipidu A [194].
Wielocukier O-swoisty zwany takze antygenem O, to najbar-
dziej peryferyjna czgs¢ czasteczki LPS, zbudowana z powta-
rzajacych si¢ podjednostek oligocukrowych, w sktad ktérych
wchodzi do o§miu reszt cukrowych. Charakterystyczna jest
zmiennos$¢ w sktadzie cukrowym, rodzajach wiazan i pod-
stawien w wielocukrach O-swoistych, a sktad chemiczny
antygenéw O jest bardzo zréznicowany, zaréwno w obrg-
bie rodzajéw jak i gatunkéw bakterii [95,109,110,122,196,
238]. Wielocukry O-swoiste lipopolisacharydu warunku-
ja immunoswoisto$¢ komoérki bakteryjnej, chronia bakte-
rie przed litycznym dziataniem przeciwciat i dopehiacza,
nie dopuszczaja do zniszczenia komoérki bakteryjnej przez
sktadniki surowicy i komérki fagocytujace [91,99,100,208].
Region rdzeniowy lipopolisacharydu jest zbudowany z ze-
wngtrznego regionu heksozowego i wewngtrznego hepto-

zowego, dodatkowo z unikalnym sktadnikiem jakim jest
Kdo (kwas-3-deoksy-oktulozonowy), wiazacym czgs¢ cu-
krowa z lipidem A [194]. Najbardziej konserwatywna czg-
Scig LPS jest lipid A, ktéry u wigkszosci bakterii Gram-
ujemnych zawiera cz¢$¢ cukrowa ztozong zwykle z dwoch
czasteczek glukozaminy, potaczonych wigzaniami 1,6,
w ktérych grupy aminowe i hydroksylowe podstawione
sa kwasami tluszczowymi zawierajacymi 10-20 atomdéw
wegla. Glukozamina od korica nieredukujacego zwiazana
jest z czgscia rdzeniowa LPS. Lipid A to toksyczny sktad-
nik endotoksyny [194,258]. Lipopolisacharyd petni waz-
na funkcje w utrzymaniu odpowiedniej przepuszczalnosci
btony komoérkowej oraz stanowi barierg przed wnikaniem
do komorki bakteryjnej wysokoczasteczkowych substan-
¢ji, takich jak antybiotyki, substancje toksyczne czy sole
kwaséw zoétciowych. Jest on réwniez odpowiedzialny za
czes$¢ objawow chorobowych obserwowanych w czasie za-
kazenn wywotywanych przez bakterie [53,258]. Do efek-
téw biologicznych jego dziatania naleza: miejscowe reak-
cje skorne, wstrzas endotoksyczny, leukocytoza, goraczka,
obnizenie ci$nienia krwi czy agregacja ptytek krwi. LPS
jest takze mitogenny dla limfocytéw B, indukuje wytwa-
rzanie interferonu i ma wlasciwosci adiuwantowe [72,158,
261]. U niektorych bakterii wystgpuja takze polisacharydy
otoczkowe, ktdre jako najbardziej zewngtrzna czegs¢ Scia-
ny komorkowej uczestnicza w procesie adhezji bakterii
do komoérek gospodarza, a takze chronia bakterie przed
odwodnieniem.

Btona zewnetrzna to filtr molekularny dla zwiazkéw hy-
drofobowych, ktére w zaleznos$ci od ich masy czasteczko-
wej przechodza przez nig wolniej lub szybciej. Wykazuje
ona natomiast duza przepuszczalnos¢ dla czasteczek hy-
drofilowych o ograniczonych wielkosciach, uwarunkowa-
nych Srednica kanatéw porynowych [11]. Z btona zewnetrz-
na sa zwigzane takie wypustki bakteryjne jak fimbrie, czy
przechodzace przez nia, a zakotwiczone w btonie cyto-
plazmatycznej, rzgski. Fimbrie, to relatywnie krétkie wy-
rostki, wazne w procesie wigzania si¢ komoérki bakteryj-
nej do zasiedlanej przez nia powierzchni statej, na ktorej
bakterie czesto tworzg rodzaj biofilmu [228]. Sg one hete-
rokompleksami, w sktad ktérych wchodza gtéwne podjed-
nostki biatkowe (fimbrylina), tworzace strukturg wypustki
i monomery mniejszych podjednostek, odpowiedzialne za
wydluzanie wypustki, jej stabilnos¢ oraz funkcje adhezyj-
ne. Do najlepiej poznanych naleza fimbrie typu 1 obecne
u wigkszosci gatunkéw rodziny Enterobacteriaceae, charak-
teryzujace si¢ zdolnoscia wiazania taficachéw oligomanno-
zowych glikoprotein wystepujacych na powierzchni komé-
rek i w ptynach ustrojowych gospodarza [112,113,135]. Na
koricu fimbrii typu 1 znajduje si¢ biatko adhezyjne FimH,
ktére poprzez wiazanie z receptorem daje kolonizacj¢ okre-
Slonej powierzchni przez bakterie [144]. Zdolnosci adhe-
zyjne ufimbriowanych bakterii umozliwiaja im przyleganie
do réznych powierzchni nabtonkowych, czy tez do erytro-
cytow powodujac ich hemaglutynacje. Bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae wywotujace wiele powaznych zakazen
maja na swojej powierzchni wiele wypustek fimbrialnych
[63,101,219]. Czgsto utrata zdolnosci wytwarzania fimbrii
wiaze si¢ z utrata chorobotwoérczosci bakterii [163]. W bto-
nie zewngtrznej oprocz fimbrii, zakotwiczone sa réwniez
diuzsze, biatkowe tzw. pilusy pitciowe typu F, zwiazane
z przekazaniem materialu genetycznego w trakcie koniu-
gacji [52,216,219]. Dtuzsze od fimbrii biatkowe wyrostki,
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przechodzace przez $ciang komdrkowa, a zakotwiczone
w btonie cytoplazmatycznej i warunkujace zdolnos¢ poru-
szania si¢ niektorych bakterii, to rzgski. Aparat rzgskowy
zbudowany z okoto 25 réznych bialek sktada si¢ z systemu
pierscieni tworzacych ciatko podstawowe, stuktury przy-
pominajacej hak oraz z widkna rzgskowego [27], polime-
ru zbudowanego z 20000-30000 kopii helikalnie zwinig-
tych taiicuchéw jednego typu biatka — flagelliny. System
pierscieni i struktur o charakterze pretéw stanowiacy ciat-
ko podstawowe, to ten element rz¢ski, ktéry umozliwia jej
poruszanie si¢ w Srodowisku. Zdolnos¢ do ruchu to waz-
ny czynnik warunkujacy rozprzestrzenianie si¢ bakterii
w organizmie gospodarza, jest takze brana pod uwagg jako
czynnik chorobotworczosci bakterii [260].

Btona cytoplazmatyczna to selektywna bariera zbudo-
wana z dwuwarstwy fosfolipidowej zawierajacej biatka.
Wystepuja w niej fosfolipidy, takie jak fosfatydyloetano-
lamina (70%), fosfatydyloglicerol (20%) i1 kardiolipina
(10%) oraz biatka petniace funkcje transportowe, biatka
enzymatyczne zwiazane z biosynteza fosfolipidéw, lipo-
polisacharydu, peptydoglikanu i innych sktadnikéw osto-
ny komérkowej [59,94,126]. Wystepuja tam rowniez biatka
zwigzane z systemem przekazywania sygnatu, wtaczajac
w to zaréwno szlaki generujace energig, takie jak taiicuch
oddechowy, a takze i szlaki zuzycia energii przez bial-
ka zwiazane z poruszaniem wici czy tez transhydrogena-
zy i permeazy [59,94]. Biatka IM, w przeciwienistwie do
integralnych biatek OM, osadzone sa w blonie za pomo-
cg silnie hydrofobowych o-helikalnych segmentéw trans-
membranowych. Sadzi sig, ze réznice w strukturze frag-
mentow transmembranowych biatek IM (giéwnie nici typu
o) i OM (gtéwnie nici typu B), sa konsekwencja wymagan
niezbe¢dnych do przemieszczania si¢ taficuchéw polipep-
tydowych przez btong cytoplazmatyczna. Zaktada sig, ze
zbyt duza hydrofobowos¢ mogtaby dziata¢ jako tzw. ,,se-
kwencja stopujaca transfer” i w ten sposéb hamowaé wta-
Sciwe rozmieszczenie biatka [43,125]. Do giéwnych funk-
cji IM nalezy selektywna przepuszczalnosé. Mechanizmy
warunkujace t¢ funkcjg to m.in. bierna dyfuzja gazéw (N,,
O,, CO,) lub matych nienatadowanych polarnych czaste-
czek (etanol, woda, mocznik). Dla IM charakterystyczny
jest takze transport substancji z wykorzystaniem no$nikéw,
takich jak biatka transportowe (np. transport jonéw potasu
z wykorzystaniem uniporteréw, transport wody przez akwa-
poryny). Charakterystyczny dla IM jest réwniez aktywny
transport, do ktérego konieczne sa zaréwno biatka trans-
portowe jak i ATP [59,94]. W aktywnym transporcie zwig-
zanym z IM biorg udzial: antyportery, symportery, biatka
substratowo swoiste systemu ABC, czy enzymy systemu
PTS (phosphotranspherase system) zwiazane z transpor-
tem glukozy, mannozy czy fruktozy [84,195].

W §cianie komdrkowe;j bakterii jest obecny peptydoglikan
zwany takze mureing. Tworzy on u bakterii Gram-ujemnych
cienka warstwe i stad sa one mniej odporne na czynniki
szoku mechanicznego niz bakterie Gram-dodatnie z grub-
sza warstwa peptydoglikanu. Peptydoglikan jest zbudowa-
ny z potaczonych wiazaniami 31,4 glikozydowymi powta-
rzajacych si¢ reszt N-acetyloglukozaminy (NAG) i kwasu
N-acetylomuraminowego (NAM), do ktérego przytaczony
jest tetrapeptyd [231]. Syntetyzowane w cytosolu monome-
ry peptydoglikanu z udziatem baktoprenoli, czyli ztozonych
czasteczek lipofilowych, sa transportowane przez btong cy-

toplazmatyczna. Nastgpnie z udziatem transglikozydaz sa
one wbudowywane w juz istniejacy peptydoglikan, two-
rzac diugie liniowe wstazki. Baktoprenol nie tylko prze-
nosi podjednostke mureiny przez btong cytoplazmatyczna,
ale stuzy takze jako substrat w biosyntezie. Migdzy war-
stwami peptydoglikanu transpeptydazy tworza poprzecz-
ne mostki i dzigki temu powstaje ciagta, elastyczna siec,
zbudowana z réwnolegle utozonych polimeréw wielocu-
krowych potaczonych peptydami [23]. Warstwa peptydo-
glikanu otaczajaca blong cytoplazmatyczng nadaje bakte-
rii charakterystyczny ksztalt i chroni cytoplazme bakterii
przed liza osmotyczna [231].

Migdzy btong zewngtrzng a cytoplazmatyczng jest prze-
strzen peryplazmatyczna, miejsce aktywnosci wielu
rozpuszczalnych biatek uczestniczacych w transporcie,
przekazywaniu sygnatu i chemotaksji. W przestrzeni pe-
ryplazmatycznej wystgpuja oligosacharydy. Sa tam row-
niez bialka transportowe zaangazowane w transport ara-
binozy, maltozy, galaktozy, histydyny, leucyny i wielu
innych aminokwaséw, aminocukréw, fosforanéw, wita-
miny B, czy witaminy B [9,25,104]. Przestrzen perypla-
zmatyczna to miejsce enzymow, takich jak asparaginaza,
alkaliczna fosfataza, karboksypeptydaza II, endopeptyda-
za I. Wystepuja w niej rowniez enzymy, ktére inaktywuja
antybiotyki np. beta-laktamazy, fosfotransferaza neomy-
cyny i inne enzymy degradujace. Przestrzen peryplazma-
tyczna to wazny region, w ktorym sygnaly pochodzace
zaréwno ze Srodowiska zewnetrznego jak i cytoplazmy
bakterii, sa przetwarzane i zachodzi odpowiednio synte-
za czy tez sekrecja.

3. Biatka BLONY ZEWNETRZNEJ, BUDOWA | FUNKCJE

Biatka btony zewngtrznej (OMP) to niezbedne elementy
opornosci drobnoustrojow na substancje chemiczne, ponie-
waz btona komérkowa to pierwsza bariera jaka napotykaja
czynniki antybakteryjne. Zdolnos¢ do jej penetracji to wa-
runek niezbedny by zahamowac podziat lub zabi¢ bakte-
ri¢ [237]. Z biomedycznego punktu widzenia sa to rowniez
wazne sktadniki docelowe dla nowych lekéw i antybakte-
ryjnych szczepionek. Biatka btony zewngtrznej syntetyzo-
wane sg w cytoplazmie. Do ich przemieszczenia koniecz-
na jest sekwencja sygnatowa, ktéra nastgpnie jest odcinana
przez peptydaze sygnatowa, a biatka uwalniane sg do pe-
ryplazmy, gdzie nastgpuje pofatdowanie przed wbudowa-
niem ich w bton¢ zewnetrzna. Kolejne etapy biogenezy
OMP nie sg jednak doktadnie poznane [164,167,223,232].
W badaniach in vitro, w przypadku wielu biatek btony ze-
wnetrznej obserwowano spontaniczne faldowanie biatka
wewnatrz dwuwarstwy lipidowej. By¢ moze w warunkach
in vivo jest to réwniez proces spontaniczny i niewymagaja-
cy energii metabolicznej. Istnieje hipoteza, ze biatka wia-
73 si¢ 1 falduja razem z lipopolisacharydem w przestrzeni
peryplazmatycznej i tylko jako formy wstepnie pofatdowa-
ne w kompleksie z LPS moga by¢ wbudowywane w bto-
ne zewnetrzng [223]. Integralne biatka btony wewngtrz-
nej (IM) maja zazwyczaj stukturg o-helisy, zas dla biatek
blony zewnetrznej (OM) jest charakterystyczna B-barytka,
cze$ciowo oméwiona juz w rozdziale 2. Budowe B-baryt-
ki okresla liczba B-nici oraz wartos$¢ liczby S (shear num-
ber). Ta ostatnia jest miara nachylenia kata 3-nici w stosun-
ku do osi baryiki i charakteryzuje oddzialywania migdzy
ni¢mi [211]. Kazda ni¢ zwiazana jest przez wiazanie wo-
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Ryc. 4. Réznorodnos¢ funkgji biatek btony zewnetrznej sciany komdrkowej bakterii Gram-ujemnych [16,17,26,33,57,62,70,71,103,126,129,137,147,

153,159,176,188,200,211,220,233,236,237]

dorowe ze skierowana przeciwrownolegle sasiadujaca ni-
cig, co warunkuje stabilnos$¢ i prowadzi do wytworzenia
pojedynczej B-harmonijki, ktéra zwija si¢ i tworzy struk-
ture cylindryczng. Zalezno$¢ migdzy liczba nici i warto-
Scia S najlepiej ilustruje poréwnanie budowy P-barytki
biatek OmpX i OmpA. Obydwa biatka to 8-niciowe B-ba-
rytki rézniace si¢ wartoscia liczb S (dla OmpX S=8, a dla
OmpA S=10), co w konsekwencji oznacza, ze OmpA two-
rzy wigksza barytke niz OmpX [211,238]. Ze wzgledu na
petnione funkcje biatka btony zewngtrznej mozna podzie-
li¢ na kilka grup (ryc. 4).

Do OMP naleza zaréwno biatka strukturalne, enzyma-
tyczne, klasyczne poryny, inaczej poryny ogélnej dyfuzji,
a takze biatka biernego transportu, aktywnego transportu,
biatka uczestniczace w interakcjach z uktadem immunolo-
gicznym gospodarza, czynniki wirulencji oraz receptory
dla bakteriofagéw i kolicyn [126,129,211,223].

Jedna z wazniejszych funkcji blony zewngtrznej bakterii
Gram-ujemnych jest jej przepuszczalnosé, warunkowana
przez poryny. Wystepuja one w komérce w 200000 kopii
i charakteryzuja si¢ opornoscia na dzialanie proteaz, deter-
gentéw, rozpuszczalnikow organicznych, temperatury do
70°C i pH w zakresie 2,0-13,0 [2,8,126]. Poryny odgrywa-
ja wazna role jako determinanty patogennosci, sa wydzie-
lane przez bakterie lub uwalniane na skutek ich lizy, moga
wchodzi¢ w interakcje z czynnikami odpowiedzi komér-
kowej czy humoralnej gospodarza [75]. Niektére bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae np. Serratia marcescens wy-
kazuja naturalng wysoka opornos¢ na antybiotyki, ktéra jest
prawdopodobnie zwigzana z formowaniem transmembra-
nowych kanaléw ograniczajacych dostep antybiotykéw do
wnetrza komorki bakteryjnej [187]. Redukcja poryn w $cia-
nie komdrkowe;j bakterii jest §ciSle zwiazana z obnizeniem
ich opornosci na antybiotyki B-laktamowe i wiele innych
antybiotykéw [90]. Biatka porynowe maja takze witasci-

wosci immunomodulatorowe [6,197]. Poczatkowo nazwe
poryna stosowano jedynie dla bialek budujacych kanaty
nieswoistej dyfuzji. Obecnie nazwa ta uzywana jest czg-
sto takze w przypadku bialek budujacych kanaty dyfuzji
substratowoswoistej, jak to jest w przypadku maltoporyny
LamB [176]. Poryny tworza kanaty dla hydrofilowych cza-
steczek réznego typu i uczestnicza w procesach ich bier-
nego i aktywnego transportu [33,223]. Wiele z nich wy-
stgpuje w blonie w postaci monomeru, dimeru, pospolita
jest rowniez posta¢ homotrimeru. Kazdy monomer utwo-
rzony jest z okreslonej liczby B-nici. Powierzchnia poryny
jest stosunkowo niepolarna i oddzialuje z weglowodoro-
wym rdzeniem btony, a wngtrze kanatu jest wyraznie hy-
drofilowe i wypelnione czasteczkami wody. Taka budowa
jest zwigzana z naprzemiennym wystgpowaniem amino-
kwasoéw hydrofobowych i hydrofilowych wzdtuz kazdej
B-nici. W niciach tego typu istnieje wyrazna tendencja,
by hydrofobowe i hydrofilowe aminokwasy zajmowaty sa-
siadujace miejsca [223]. Ogdlna zasada przepuszczalno-
Sci jest taka, ze hydrofilowe roztwory przechodza przez
pokryte woda kanaty porynowe, dlatego czasteczki lipo-
filowe przechodza przez kanaty porynowe duzo wolnie;j.
Obecnos¢ czasteczek wody wewnatrz kanatu, jest konse-
kwencja wystgpowania zasadowych i kwasnych reszt ami-
nokwasowych w przeciwstawnych miejscach kanatu [177].
Najwiegcej informacji dotyczacych struktury poryn dostar-
czylyby badania krystalograficzne, ale struktury kryszta-
16w niewielu z nich sg znane. Biatka btony zewnetrznej
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae to czasteczki wielo-
funkcyjne [126,211]. Struktury i funkcje niektérych z nich
przedstawiaja tabele 11 2.

Wsréd wielu biatek btony zewngtrznej unikalng budowa
wyréznia si¢ biatko TolC nalezace do biatek drugorzedo-
wych (minor protein), ale bardzo waznych ze wzgledu na
petniong funkcje. Biatko to ma 2 domeny: membranowa
znajdujaca sie w blonie zewnetrznej o strukturze B-baryt-
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Tabela 1. Budowa i funkcje wybranych biatek btony zewnetrznej (OmpA, OmpC, OmpF, FhuA, LamB) Sciany komérkowej bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
[16,17,26,33,57,62,70,71,103,126,129,137,147,153,159,176,188,200,211,220, 223,224,233,236]

Struktura Funkcje
Biatko
B-barytka
«monomer, 8-niciowa B-barytka poryna ogélnej dyfuzji
« jedno z biatek gtdwnych (major protein) biatko strukturalne wigzace btone
« mazdolnos¢ powrotu z formy zewnetrzng z peptydoglikanem
OmpA rozfatdowanej do pofatdowanej receptor dla fagéw K3, M1, Tull*
wykazujacej whasciwosci formy natywnej receptor dla kolicyn K, L
« gen ompA jest oporny na mutacje czynnik wirulengji
« uczestniczy w koniugacji bakterii
« trimer « poryna ogdlnej dyfuzji
« monomerem jest 16-niciowa B-barytka « buduje kanaty dla kationdw
z kr6tkimi petlami (T1-T8) w peryplazmie ~ « receptor dla fagdw Tulb i Me1
OmpC i dtugimi (L1, L2, L4-L8) na zewnatrz
« biatko homologiczne do OmpF i Omp36
- zsystemem requlacji tego biatka zwiazane
53 biatka btonowe EnvZiOmpR
« trimer « poryna ogdlnej dyfuzji
« monomerem jest 16-niciowa B-barytka + buduje kanaty dla kationdw
3 « jedno z biatek gtdwnych (major protein) « receptor dla fagéw Tulb i Me1
OmpF « biatko homologiczne do OmpCi PhoE
« monomer 22-niciowa p-barytka « biatko odpowiedzialne za aktywny
transport kompleksu Fe-siderofor
« receptor dla fagéw T1,T5, UC-1, F80
FhuA « receptor dla kolicyn -M, J25
« uczestniczy w interakgjach z komérkami
uktadu
« odporno$ciowego gospodarza
. trimer « poryna substratowoswoista, tworzy
T L - maltoporyna kanaty odpowiedzialne za bierny transport
i 'ﬁ'-.—i"f-;i- ;“:1 - monomerem jest 22-niciowa B-barytka maltozy i maltodekstryn
A _

« receptor dlafagal

ki i peryplazmatyczna typu o.. W odréznieniu od typowych
bakteryjnych OMP B-barytka biatka TolC zbudowana jest
z 3 protomerow, z ktérych kazdy utworzony jest z czterech
[-nici, barytka jest otwarta i szeroko dostepna dla rozpusz-
czalnikow [129,236].

Adhezyny sa tymi sktadnikami Sciany komérkowej, kto-
re wiazac si¢ do swoistych receptoréw obecnych na po-
wierzchni komérki gospodarza, warunkuja kolonizacje
i ochrong przed usuni¢ciem bakterii. Wigkszos¢ bakterii
uzywa jednej lub kilku adhezyn do zasiedlania gospoda-
rza. Niektdre niefimbrialne adhezyny E. coli, to zwigzane
z amorfotycznymi strukturami blony zewnetrznej bakte-
rii adhezyny rodziny Afa np. AfaE-III. Biatka btony ze-
wnetrznej E. coli, takie jak Ag 43, AIDA-11i TibA to ad-
hezyny nalezace do klasy autotransporteréw zwigzanych
z typem V systemu wydzielania [145]. Umiejscowienie
adhezyn i ich sposéb zakotwiczenia w blonie wynikaja

z budowy podjednostkowej (o i B) tych biatek, a sktadni-
kiem btony zewngtrznej bakterii, ktéry prawdopodobnie
tworzy pory jest podjednostka 3 [145]. Adhezyna Ag43
uczestniczy w autoagregacji komorek bakterii, a jej wy-
stgpowanie jest Scisle skorelowane z mozliwoscia tworze-
nia przez bakterie biofilmu. W ten sposéb uropatogenne
pateczki E. coli zasiedlaja pecherz moczowy i tworzac
biofilm moga tam przetrwac przez wiele miesigcy [207].
Znane sa adhezyny btony zewnetrznej E. coli nazywane
intiminami o i v, ktére uczestnicza w wiazaniu bakterii
do komorek jelitowych gospodarza i uszkadzaja kosmki
jelitowe, doprowadzajac do ich catkowitego zaniku [181].
Wszystkie intiminy to biatka, ktére maja N-konicowa czes¢
w peryplazmie i konserwatywna, przypominajaca poryny,
domeng transbtonowa oraz C-koricowa, pozakomérkowa
domeng wchodzaca w interakcje z receptorami. Intiminy
to réwniez biatka btony zewnetrznej, ktére wiaza biatka
receptorowe obecne na powierzchni komoérek gospodarza
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Tabela 2. Budowa i funkgje niektérych OMP (OMPLA, OmpT, PagP, OmpX, ScrY) Sciany komérkowej bakterii z rodziny Enterobacteriaceae [16,17,26,33,
57,62,70,71,103,126,129,137,147,153,159,176,188,200,211,220, 223,224,233,236]

Struktura
Biatko
B-barytka

Funkdje

OMPLA

« monomerem jest 16-niciowa p-barytka - fosfolipaza, ktérej zadaniem jest hydroliza
- wobecnosci Ca%* tworzy aktywny dimer

fosfolipidow prowadzaca do destabilizacji
btony
« zaangazowana w proces uwalniania kolicyn

« monomer, 10-niciowa -barytka + serynowa proteaza z rodziny omptin

OmpT

- czynnik patogennosci bakterii
« aktywuje ludzki plazminogen
« uczestniczy w degradagji defensyn

PagP

- monomer, 8-niciowa B-barytka - acylotransferaza zwigzana z metabolizmem

lipidéw
«odgrywa role w patogenezie bakterii,
przenosi z fosfolipidu reszte kwasu
palmitynowego i whudowuje j3 do lipidu
A. Palmitynowany lipid A chroni bakterie
przed czynnikami obronnymi gospodarza
« receptor dla fagéw K20, Tula, T2

OmpX

«monomer, 8-niciowa B-barytka « adhezyna
« syntetyzowana w duzych iloéciach « uczestniczy w interakcjach z uktadem
w warunkach ekstremalnych

odporno$ciowym gospodarza
« czynnik wirulengji

« trimer

« poryna substratowo-swoista

« monomerem jest 18-niciowa p-barytka « odpowiedzialna za bierny transport

ScrY

(zasteczek sacharozy
« biatko homologiczne do LamB

takie jak B1 integryna i nukleolina [217]. Niektére bak-
terie syntetyzuja czasteczki adhezyn nazywane inwazy-
nami, ktére aktywuja cytoszkielet komdrki gospodarza
i w ten sposob ulatwiaja wejscie bakterii do jego komé-
rek. W blonie zewngtrznej Y. pseudotuberculosis wyste-
puje inwazyna, ktéra wiazac si¢ do integryny komoérek
gospodarza, utatwia wnikanie bakterii [92,93]. W wia-
zanie to zaangazowany jest pozakomérkowy C-koricowy
fragment tej inwazyny [93,200]. W komoérkach nabtonko-
wych jelita, takich jak komérki M, pateczki Salmonella
wykorzystuja adhezyny do wigzania si¢ z mikrokosmka-
mi komérek i w ten sposOb otwieraja je na dziatanie in-
wazyn [42].

Biatka btony zewngtrznej cechuja si¢ podobnymi zasadami
budowy, mimo ze petnia rézne funkcje, takie jak dyfuzja,
transport, przekazywanie sygnatu czy aktywnos¢ enzyma-
tyczna. Podsumowujac mozemy powiedzieé, ze biatka bto-

ny zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych to wazne i wielo-
funkcyjne sktadniki btony [126,211].

4. METODY 1ZOLACJI | 0CZYSZCZANIA BIALEK BLONY ZEWNETRZNE)

Bialka Sciany komdrkowej bakterii Gram-ujemnych stano-
wia az 50% btony zewngtrznej. Uwaza sie, ze 1,5-2,5%
genéw bakterii Gram-ujemnych koduje B-barytki OMP
[126,240]. Badania ostatniej dekady wykazaty takze, ze
wiele biatek btony zewngtrznej bakterii jest kojarzonych
z okreslonymi schorzeniami. Do zrozumienia funkcji tych
biatek i ich udzialu w patogennosci bakterii wazne jest po-
znanie ich struktury, co z kolei moze pozwoli¢ na opraco-
wanie skuteczniejszych lekéw. Poszukiwanie odpowied-
nich, wydajnych metod izolacji i oczyszczania biatek jest
w pelni uzasadnione. Latwos¢ z jaka mozna wydzielié
biatka (integralne i peryferyjne) z dwuwarstwy lipidowe;j
wskazuje na stopien zwiazania ich z btona. Niektdre biatka
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Ryc. 5. Metody izolacji biatek btony zewnetrznej bakterii z uzyciem detergentow [10,19,55,90,186,187,210]

(gtéwnie peryferyjne) mozna tatwo rozpusci¢ i oddzielié
od reszty btony uzywajac stosunkowo tagodnych srodkéw,
takich jak np. 1M chlorek sodu. Btonowe biatka integral-
ne silnie oddziatuja z weglowodorowymi taiicuchami lipi-
déw btonowych i mozna je od nich uwolni¢ jedynie uzy-
wajac detergentow (ryc. 5).

Pierwszym i bardzo waznym krokiem w ekstrakcji biatek
btonowych jest ich solubilizacja ze Srodowiska lipidowe-
go, zalezna gtéwnie od wyboru odpowiedniego detergen-
tu ijego st¢zenia, szczegdlnie wtedy, gdy chcemy oczyscié
biatka w formie natywnej. Przyktady takich zastosowan de-
tergentow przedstawiono na ryc. 5. Jedna ze stosowanych
od wielu lat metod izolacji biatek OMP jest procedura wg
Schnaitmanna [210] z wprowadzonymi przez autoréw tej
pracy modyfikacjami [244,245,247,252,256]. W tej meto-
dzie niejonowym detergentem jest Triton X-100. Po rozbi-
ciu komorek bakterii i usunigciu ich fragmentéw, zastoso-
wanie Tritonu X-100 w stezeniu 2% w buforze Tris-HCI
o pH 7,6 z 10 mM MgSO, w obecnosci 5 mM EDTA jako
czynnika chelatujacego, pozwala po ultrawirowaniu uzy-
ska¢ OMP w postaci rozpuszczonej. Dwukrotna ekstrakcja
detergentem znacznie podwyzszata wydajnos¢ uzyskiwa-
nych preparatéw biatek btony zewngtrznej kilku gatun-
kéw bakterii nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae
[244,245,247,252,256]. Obraz elektroforetyczny uzyski-
wanych preparatow OMP z wielu szczepéw réznych se-
rotypéw Sh. flexneri byt podobny, z charakterystycznymi
dwoma biatkami gtéwnymi o cigzarach czasteczkowych 33
i 36 kDa. Wyjatek stanowil preparat OMP z Sh. flexneri
6, gdzie dwa bialka gtéwne mialy cigzary czasteczkowe
oznaczone jako 32 i 37 kDa, co wyrdzniato ten serotyp. Juz
wczesniej ze wzgledu na inng wrazliwos¢ na fagi oraz wta-

Sciwosci serologiczne i biochemiczne, byt on traktowany
jako odmienny wsréd gatunku Sh. flexneri [244]. Metoda
Schnaitmana [210] wyizolowano takze bialka btony ze-
wnetrznej 33 szczepow H. alvei. Okazalo sig, ze biatka
gtéwne tych preparatéow OMP maja cigzar czasteczkowy
34,37,39141 kDa. W $cianie komdrkowej wszystkich ba-
danych szczepdw wystgpowalo cieptolabilne i wrazliwe na
enzymy proteolityczne biatko gléwne o cigzarze czastecz-
kowym 34 kDa. Pozostate biatka gtéwne (37, 39 i 41 kDa)
to wystepujace w zmiennych ilosciach biatka zwiazane
z peptydoglikanem [242]. Poszukiwanie zwiazku migdzy
réznicami jakosciowymi i iloSciowymi OMP a chorobo-
tworczoscia szczepdw i otrzymanych z nich form niecho-
robotwoérczych Sh. flexneri 3a i Sh. sonnei FI, nie dalo sa-
tysfakcjonujacych wynikéw [4,243].

W ostatnich latach Arcidiacono i wsp. [8] opracowali me-
todg izolacji biatek porynowych E. coli, o duzej zawartosci
(76%) jednego z biatek gléwnych jakim jest OmpF. Jest to
jednostopniowa ekstrakcja z uzyciem kwasu walerianowe-
go. Liza komérek bakterii E. coli kwasem walerianowym
i selektywna w nim rozpuszczalno$¢ OmpF, jest mozliwa
dzigki niezwyklej stabilnosci tego trimerycznego komplek-
su. Oddziatywania elektrostatyczne i interakcje hydrofobo-
we, ktore stabilizuja OmpF nie ulegaja rozerwaniu w kwa-
sie walerianowym. Zastosowanie jednoetapowej metody
Arcidiacono i1 wsp. [8] do izolacji OMP Sh. flexneri 3a,
znacznie skrécito i uproscito procedurg. Wydajnos¢ otrzy-
manego ta metoda preparatu OMP jest poréwnywalna z wy-
dajnoscia preparatéw OMP otrzymywanych z uzyciem de-
tergentu [210]. Oczyszczenie poszczegdlnych biatek czy
peptydéw z mieszaniny jest waznym zagadnieniem w bio-
chemii biatek. Chociaz w przypadku uzyskiwania czystych
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Ryc. 6. Rola mimikry czasteczkowej w etiopatogenezie
niektorych schorzen [87,130,131,152,155,203,
218,241,256,262,263]

biatek na skalg preparatywna preferowane sa techniki chro-
matograficzne, niemniej jednak elektroforeza preparatyw-
na w zelu poliakrylamidowym daje bardzo dobre rezultaty
[252,253,256]. Metody elektroforetyczne sa bardzo efektyw-
ne pod wzgledem rozdzielczosci, selektywnosci, szybkosci,
jak i relatywnie tagodnych warunkéw dziatania [78,160], sa
uzyteczne zaréwno dla hydrofilowych jak i hydrofobowych
biatek. Elektroforeza w potaczeniu z technika blotingu jest
obecnie powszechnie stosowana w identyfikacji biatek. El
Hame i wsp. [64] otrzymywali biatka gléwne, z wyizolo-
wanej w gradiencie sacharozy btony zewnetrznej Erwinia
carotovora, stosujac elektroforeze preparatywna w obecno-
Sci SDS. Zastosowana w naszym laboratorium elektrofo-
reza preparatywna [143] z uzyciem aparatu Prep Cell 491
BioRad, pozwolita na oczyszczenie z petnego preparatu
OMP K. pneumoniae uzyskanego za pomoca Tritonu X-100
[210], biatka o masie czasteczkowej 45 kDa. Biorac pod
uwage immunoreaktywnos$¢ tego biatka z przeciwciatami
antyludzka enolaza mig$niowa, nazwano go biatkiem eno-
lazopodobnym, a oczyszczenie go pozwolito na ustalenie,
ktére fragmenty sekwencji aminokwasowej sa identyczne
z wystgpujacymi w sekwencji enolazy swoistej dla migsni
szkieletowych czlowieka [256]. Kolejne biatko oczysz-
czone do homogennosci za pomoca elektroforezy prepara-
tywnej, to jedno z biatek gtéwnych blony zewngtrznej Sh.
flexneri 3a o masie czasteczkowej 38 kDa nazywane przez
nas OMP38 [252]. Bialko to, po trawieniu trypsyna i roz-
dzieleniu uzyskanych peptydéw za pomoca HPLC, analizo-
wano z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii masowej
LC-MS/MS. Analiza otrzymanych wynikow za pomoca pro-
gramu Mascot i Clustal W oraz poréwnanie sekwencji otrzy-
manych peptydéw ze znanymi z baz danych NCBInr i Swiss-
Prot dla innych bakteryjnych biatek blonowych, wykazata
identyczno$¢ sekwencji peptydéw do: omplb z Sh. flexneri
2a gi/24113600, ompC z E. coli gi/9714150 oraz z biatkiem

prekursorowym nmpC z E. coli gi/26247429. Znaleziono
podobienstwo sekwencji peptydéw biatka OMP38 z Sh.
flexneri do ompC: z E. coli (OMPC-ECOL6 Q8CVW1),
S. typhi (OMPC-SALTI POA264), K. pneumoniae (OMPC-
KLEPN Q48473) [252].

5. UpziAL BIALEK BLONY ZEWNETRZNEJ W PATOGENNOSCI,
ZJAWISKO MIMIKRY CZASTECZKOWE)

Gléwny uklad zgodnosci tkankowej (MHC) jest odpowie-
dzialny za wiazanie i prezentacj¢ antygendw limfocytom T.
Réznorodne receptory na komérkach T (TCR) i na komér-
kach B (BCR), sa zdolne do rozpoznania wnikajacych czyn-
nikéw infekcyjnych [196]. Wytwarzane przeciwciata moga
unieczynnia¢ drobnoustroje atakujace organizm lub neutra-
lizowa¢ toksyczne produkty bakteryjne. Zadaniem uktadu
odpornosciowego jest odréznienie tego co ,,obce” od tego
co ,,wiasne” [131]. Wsréd wielu mechanizméw chorobo-
tworczosci, nalezy podkresli¢ istotne nastgpstwo posiadania
przez niektére drobnoustroje struktur podobnych do antyge-
néw gospodarza, nierozpoznawanych przez system immuno-
logiczny gospodarza jako obcych. Mamy wtedy do czynie-
nia ze zjawiskiem mimikry czasteczkowej, polegajacym na
homologii strukturalnej, serologicznej lub biologicznej mig-
dzy bakteriami a gospodarzem [87,108,131,239,241,262,263].
Mimikra czasteczkowa zatem moze by¢ strategia wyksztal-
cong przez patogeny, ktéra umozliwia im wniknigcie do or-
ganizmu gospodarza, dotarcie do komoérki docelowej, a na-
stgpnie manipulowanie wewnatrz- i zewnatrzkomérkowymi
procesami w celu wymknigcia si¢ spod kontroli uktadu od-
pornosciowego gospodarza [54,130,241]. Dzigki tolerancji
immunologicznej nie ma destrukcyjnego dziatania na wta-
sne antygeny, ale tez obecna na powierzchni bakterii cza-
steczka o strukturze podobnej do czasteczki gospodarza, nie
wywotluje natychmiastowej odpowiedzi immunologiczne;j.
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Tolerancja immunologiczna na obce antygeny, lecz tozsame
z wlasnymi strukturami powoduje, ze bakteria nierozpozna-
na jako obcy czynnik moze wnikaé, migrowaé i namnazac
si¢, prowadzac do zakazen, a nawet wstrzasu septyczne-
go [108]. W pewnych warunkach jednak, nawet niewielkie
réznice migdzy czasteczkami czy determinantami antyge-
nowymi bakterii i gospodarza, zostaja rozpoznane i s3 wy-
starczajace do wywotania antybakteryjnej odpowiedzi im-
munologicznej. Wtedy to, poprzez reaktywne limfocyty T,
ktére oddziatluja zaréwno na antygeny bakterii, jak i na po-
dobne do nich antygeny gospodarza, dochodzi do przerwa-
nia tolerancji na antygen gospodarza, co w konsekwencji
prowadzi do uszkodzenia tkanek gospodarza. W ten spo-
sOb odpowiedZ na antygen bakteryjny moze powodowac re-
aktywnos¢ autoimmunologiczna [130,224] i nawet fagodne
w przebiegu zakazenie moze prowadzi¢ do rozwoju reak-
tywnosci krzyzowej, a w konsekwencji do choroby autoim-
munologicznej [108]. Przyktady schorzen, w ktérych podo-
bieristwo migdzy strukturami biatkowymi bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae i antygenami cztowieka odgrywa waz-
na rol¢ przedstawia ryc. 6.

Mimikra czasteczkowa ma bardzo istotne znaczenie, dlate-
go tez prowadzi si¢ analizy biatek powierzchniowych bakte-
rii pod katem ich podobieristwa do antygenéw gospodarza.
Przy konstruowaniu szczepionek i lekéw nalezy unikac in-
dukcji autoprzeciwcial, niezaleznie od tego czy biatko ma
pehic role antygenu czy nosnika. Preparaty OMP uzyskane
z wielu szczepdw rodziny Enterobacteriaceae i stanowiace
mieszaning biatek byty badane pod katem ich reaktywnosci
z przeciwciatami skierowanymi przeciw ludzkiej enolazie
migs$niowej. Zaobserwowano swoistg krzyzowa reaktyw-
nos$¢ przede wszystkim w przypadku OMP z K. pneumoniae,
lecz réwniez z E. coli, P. vulgaris, Citrobacter czy H. alvei
[256]. O swoistosci Swiadczyto blokowanie tej reaktywno-
Sci przez ludzka enolazg migsniowa oraz brak reaktywno-
Sci preparatéow OMP z surowicami: anty-Propionibacterium
propionicum, anty-BSA czy z surowica krélika nieimmu-
nizowanego [256]. Z nieopublikowanych jeszcze danych
Pietkiewicz i wsp. wynika, ze powierzchniowe biatko eno-
lazopodobne K. pneumoniae zachowuje natywna struktu-
re centrum katalitycznego enolazy. Swiadczy o tym to, ze
cate komorki bakterii byty zdolne do przemiany 2-fosfogli-
cerynianu w fosfoenolopirogronian (PEP), takiej samej jak
przemiana zachodzaca na szlaku glikolizy w cytoplazmie
komérki. By¢ moze powstajacy wysokoenergetyczny pro-
dukt, jakim jest PEP jest postacia magazynowania energii
w najblizszym otoczeniu komérki. Ciekawym spostrzeze-
niem byta takze krzyzowa reaktywnos¢ biatka 45 kDa z r6z-
nych bakterii z surowicami pacjentéw z choroba Buergera
1 miazdzyca. Choroby te naleza do schorzen o nieznanej
etiologii, ale infekcje bakteryjne sa brane pod uwage jako
jeden z czynnikéw sprawczych [66,183]. Obecnos¢ biat-
ka podobnego do ludzkiej a-enolazy wykazywano dotad
w warstwach powierzchniowych komérek Gram-dodatnich
paciorkowcow Streptococcus pneumoniae i Str. pyogenes,
przypisujac mu prawdopodobna role receptora plazmino-
genu [66,212]. By¢ moze taka patogenna rol¢ moze petnic¢
enolazopodobne bialko btony zewngtrznej u badanych przez
nas przedstawicieli Enterobacteriaceae. Uklad plazmino-
gen-plazmina to wazny i $cisle regulowany system prote-
olityczny. Patogenne bakterie majac na swojej powierzch-
ni bialka receptorowe plazminogenu, moga zaburza¢ ten
precyzyjny system proteolityczny [102,127,141,183,213].

Poprzez degradacj¢ krazacych inhibitoréw plazminy moga
wplywacé na poziom ekspresji aktywatoréw plazminogenu
i aktywacje inhibitoréw [102,127,140,141,142,183]. Bakterie
przez wptyw na niekontrolowana proteoliz¢ moga si¢ przy-
czynia¢ do degradacji bariery tkankowej i migracji bakterii
do narzaddw i tkanek jako kolejnych miejsc infekcji, jak to
si¢ dzieje np. w przypadku Y. pestis — do weztéw limfatycz-
nych [140,142,213]. Oczyszczone biatko metoda elektrofo-
rezy preparatywnej poddano trawieniu trypsyna. Uzyskane
w ten sposéb peptydy rozdzielono metoda HPLC i podda-
no analizie za pomocg spektrometrii masowej oraz bada-
niom poréwnawczym z wykorzystaniem baz danych NCBInr
i ClustalW. Biatko to wykazywato podobienstwo sekwen-
cji nie tylko do bakteryjnej enolazy z Erwinia carotovora
(Blast gi/50122487; Blast/gi 16761724) oraz S. typhi CT18,
ale takze do ludzkiej enolazy migsniowej. Kilka fragmentéw
biatka miato sekwencje identyczne do sekwencji wystepu-
jacych w C-koricowej czesci ludzkiej enolazy mig$niowej,
obejmujacej zaréwno domene katalityczna jak i miejsca
wiazace ligandy, odgrywajace wazna role w funkcji nie-
enzymatycznej [256]. Sekwencje wspdlne dla biatka eno-
lazopodobnego z Klebsiella i ludzkiej enolazy mig$niowe;j
zaznaczono ponizej czcionka pogrubiona:

SITWATWTSFLSG VNIQIVGDDL TVTNPKRIAQ
AVEKKACNCL LLKVNQIGSV*® TESIQACKLA
QSNGWGVMVSHRSGETEDTF FIADLVVGLC
TGQIKTGAPC*® RSERLAKYNQL MRIEEALGDK
AIFAGRKFRN PKAK**

Oddzialywanie bakterii z uktadem plazminogen-plazmi-
na moze by¢ regulowane poprzez warunki srodowiskowe
(obecnosé i stezenie jonéw metali, pH). Enolaza do dziatania
wymaga jonéw Mg*2, jeden jon to magnez konformacyjny,
a drugi to jon katalityczny [31,32]. Wydzielone z komodrek
K. pneumoniae dwie formy enolazy: cytosolowa i btonowa
r6znia si¢ zdolnoscia wiazania plazminogenu. Jedynie biat-
ko wydzielone z blony zewnetrznej komorek bakterii jest re-
ceptorem plazminogenu, co moze §wiadczy¢ o wystgpowa-
niu pewnych réznic strukturalnych w obu formach enolazy
[12,161,182,183,190]. Istniejace réznice wynikajace z potran-
slacyjnej modyfikacji moga determinowac oddziatywania
z plazminogenem [Bednarz 1., praca doktorska].

Wykazanie mimikry danego antygenu czy czasteczki jest
uwarunkowane odpowiednia metodologia, pozwalajaca na
okreslenie rodzaju mimikry czy to strukturalnej, epitopowej
inaczej serologicznej czy tez funkcjonalnej. Kilka metod
zastosowanych w tych badaniach pozwolito jednoznacznie
okreslié, ze enolazopodobne biatko 45 kDa spetnia warun-
ki mimikry. Oznacza to przede wszystkim, ze ten antygen,
jak tez caly wyjsciowy preparat biatek OMP, nie moze by¢
uzyty do szczepionki. Istnienie w biatku bakteryjnym epi-
topéw podobnych strukturalnie do antygenéw gospodarza,
moze indukowac przeciwciata przeciw wtasnym struktu-
rom biatkowym gospodarza. Wyniki te oznaczaja, ze pet-
ny preparat OMP moze potencjalnie wzbudzaé autoprze-
ciwciala i jako szczepionka nie jest bezpieczny.

6. UpzIAL BIALEK BLONY ZEWNETRZNEJ W ODPORNOSCI
PRZECIWBAKTERYJNEJ

Bialka btony zewnetrznej bakterii Gram-ujemnych to struk-
tury majace takze wlasciwosci immunogenne i wywotana
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odpowiedZ immunologiczna gospodarza moze mie¢ prze-
ciwbakteryjny charakter ochronny, a doniesienia o ochron-
nym dziataniu OMP z S. Typhimurium pojawily sig¢ juz
pod koniec lat siedemdziesiatych ub.w. [139]. Izolowane
metoda Schnaitmana [209] preparaty OMP pateczek Sh.
flexneri 3a i Sh. sonnei FI sa dobrymi immunogenami [5].
Podane podskérnie §winkom morskim chronity je przed
zapaleniem rogéwki i spojowki wywotywanym doswiad-
czalnie za pomoca chorobotwérczego homologicznego lub
heterologicznego szczepu bakterii. Dziatanie ochronne
mozna byto przenies¢ biernie na zwierz¢ta nieimmunizo-
wane za pomoca surowicy z przeciwciatami [5]. Wtasciwosci
ochronne OMP potwierdzono takze na modelu mysim
[169,170,245,247,254,255]. Wykazano, ze niewielkie daw-
ki OMP (5 ug/mysz) réznych serotypéw Sh. flexneri poda-
ne zwierzgtom, chronity je catkowicie przed rozwojem za-
kazenia po podaniu im dawki LD, = chorobotwérczego
szczepu Sh. flexneri 3a. Dzialanie ochronne obserwowano
réwniez po immunizacji zwierzat preparatami OMP izo-
lowanymi z innych gatunkéw bakterii, takich jak Sh. sonnei
FL, E. coli czy H. alvei, co moglo §wiadczy¢ o szerokiej
swoistosci takiej ochrony. Wczesniejsze przypuszczenia,
ze ochrona przed zakazeniem jest zwigzana z biatkami
o masie czasteczkowej 93 i 98 kDa, nie potwierdzity sig
[170]. Uzyte do badan preparaty OMP zawieraty niewiel-
ka ilos¢ LPS (ponizej 5%), ktérego obecnos¢ oznaczano
przez pomiar Kdo w preparatach metoda kolorymetrycz-
na [235]. Przypuszczenie, ze dziatanie ochronne OMP
moze by¢ zwiazane z obecnoscia LPS w preparatach wy-
kluczono, przeprowadzajac kolejne dos§wiadczenia na szcze-
pie myszy C3H/HelJ. Sa to myszy z defektem genetycznym,
ktérych uktad immunologiczny nie odpowiada na LPS.
Stwierdzono, ze immunizacja tych myszy niewielkimi daw-
kami (0,5-5 pg) biatka Sh. flexneri 3a zwiazanego z pep-
tydoglikanem (PGP), chronita je przed zakazeniem nie tyl-
ko $miertelng dawka (LD ) chorobotwérczego szczepu
Sh. flexneri, ale takze dawka 100 i 500 razy wyzsza [169].
Przeciwbakteryjne dziatanie ochronne pojawiato si¢ juz po
dwoch dniach od immunizacji 1 utrzymywato si¢ do 12 ty-
godni po szczepieniu zwierzat. Uzyskane wyniki pozwa-
laty przypuszczaé, ze za dziatanie ochronne moze by¢ od-
powiedzialne jedno lub kilka bialek giéwnych btony
zewnetrznej Sh. flexneri. Badania modelowe dotyczace me-
chanizméw ochrony, jej swoistosci oraz oceny mozliwosci
wykorzystania przeciwbakteryjnych wtasciwosci ochron-
nych wykazaty, ze wzbudzana ochrong mozna przenies¢
na zwierzgta nieimmunizowane, za pomoca splenocytéw
pochodzacych od zwierzat immunizowanych jedna lub kil-
koma dawkami preparatu. Monitorujac kinetyke odpowie-
dzi immunologicznej stwierdzono, ze w pierwszym etapie
po immunizacji ma ona charakter komérkowy. Aktywne
komorki zdolne do przeniesienia wiasciwosci ochronnych
pojawialy si¢ na trzeci dziefi po immunizacji, a limfocyty
T i B podane zwierzgtom nieimmunizowanym, chronity je
przed Smiertelna dawka homologicznego chorobotworcze-
go szczepu Sh. flexneri 3a [252,253]. Poszukujac wyjasnie-
nia roli makrofagéw w indukowanej przez OMP odporno-
Sci komorkowej, okreslono wilasciwosci fagocytarne
1 bakteriobdjcze makrofagéw otrzewnowych pochodzacych
od myszy immunizowanych réznymi dawkami OMP z Sh.
flexneri 3a, w stosunku do homologicznego szczepu Sh.
flexneri 3alub S. Typhimurium. Stwierdzono, ze tylko nie-
wielkie dawki OMP (1 pg, 5 pg) dziataja na obydwie te ce-
chy makrofagéw stymulujaco. Nieco wyzsze dawki OMP

pozostawaty bez wplywu lub dziataty supresorowo [46],
zaobserwowano zatem immunomodulatorowe dziatanie
preparatu. Udziat odpowiedzi komérkowej wzbudzanej
przez OMP z Sh. flexneri 3a potwierdzily badania nadwraz-
liwosci typu péznego (DTH), ktéra mozna byto przenies¢
na myszy nieimmunizowane, za pomoca splenocytéw po-
chodzacych od zwierzat, ktérym podano wczesniej OMP
[171]. Immunomodulatorowe dziatanie preparatu OMP z Sh.
flexneri 3a na odpowiedz komoérkowa, obserwowano réw-
niez w doswiadczeniu modelowym, badajac wptyw OMP
z Sh. flexneri 3a na nadwrazliwo$¢ typu péZnego na krwin-
ki baranie (SRBC). To stymulacyjne lub supresorowe dzia-
tanie mozna bylo przenies¢ na zwierzgta nieimmunizowa-
ne za pomoca splenocytéw myszy immunizowanych
preparatem OMP [45]. Wykazano, ze tylko populacja lim-
focytéw T myszy immunizowanych preparatem OMP Sh.
flexneri 3a jest odpowiedzialna za supresorowe dziatanie
na nadwrazliwos¢ typu péZznego na SRBC [49]. Preparat
biatek btony zewnetrznej ze Sciany komérkowej Sh. flexneri
3a dziatat réwniez immunomodulacyjnie na indukowana
u myszy odpowiedZ humoralng na SRBC [48]. Stwierdzono
takze immunomodulacyjny wpltyw OMP Sh. flexneri 3a na
wydzielanie przez mysie splenocyty i makrofagi: TNF
i czynnikéw zapalnych, takich jak IL-6 oraz IL-2 [50,51].
Utrzymywanie si¢ przez dtugi okres u zwierzat przeciw-
bakteryjnej ochronnej odpowiedzi immunologicznej, wska-
zywalo na odporno$¢ humoralng zwiazang z tym proce-
sem, co potwierdzito badanie kinetyki tej odpowiedzi. Po
jednorazowym podaniu niewielkiej dawki OMP z Sh.
flexneri 3a pojawialy si¢ w surowicy zwierzat przeciwcia-
fa na czwarty dzien po szczepieniu i utrzymywaly si¢ przez
kolejne trzy tygodnie. Poziom przeciwcial w surowicy wzra-
stal po podaniu kolejnych dawek preparatu OMP i utrzy-
mywat si¢ przez 16 tygodni. Surowica z przeciwciatami
podana zwierzgtom nieimmunizowanym skutecznie chro-
nita je przed rozwojem zakazenia po podaniu dawki LD,
nie tylko homologicznego szczepu, lecz takze szczepéw
o innym serotypie, a nawet innego gatunku np: Sh. sonnei,
E. coli czy P. vulgaris [245]. Potwierdzato to zaobserwo-
wana wczesniej szeroka swoistos¢ ochrony, kiedy szcze-
piono zwierzgta preparatami OMP wyizolowanymi z kil-
ku szczepow pateczek nalezacych do rodziny
Enterobacteriaceae, a immunizacja ta w réznym stopniu
chronita zwierzeta przed zakazeniem Smiertelng dawka
(LD,,,) homologicznego szczepu. Pelng ochrong stwier-
dzono w przypadku OMP z E. coli O111, Sh. sonnei i P.
vulgaris (100%), a 80% ochrony uzyskano dla OMP z S.
Typhimurium. W uktadach heterologicznych poziom ochro-
ny byt nizszy (50-60%) i byt najprawdopodobniej zwigza-
ny ze stopniem pokrewieristwa serologicznego migdzy uzy-
tymi do zakazenia szczepami nalezacymi do tej samej
rodziny Enterobacteriaceae [47,255]. Preparaty OMP Sh.
flexneri 3ai Sh. sonnei FI jako potencjalne sktadniki szcze-
pionek nalezato jednak podda¢ dalszemu oczyszczeniu ze
wzgledu na ich toksyczno$é, pirogennos¢ i zdolnos¢ in-
dukgcji lokalnego odczynu Schwartzmana [246]. Interesujace
wyniki badan nad OMP Sh. flexneri, staty si¢ punktem wyj-
Scia do izolacji i charakterystyki biatek btony zewngtrznej
Hafnia alvei. Stwierdzono, ze OMP wielu szczepéw H.
alvei maja wlasciwosci immunogenne i ochronne. Podanie
zwierzgtom nawet stosunkowo niewielkiej dawki (5 pg)
OMP z H. alvei chronilo je przed zakazeniem $miertelna
dawka nie tylko homologicznego, lecz takze heterologicz-
nego szczepu Hafnia, a takze w réznym stopniu przed za-
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Tabela 3. Poziom przeciwciat klasy IgA i IgG anty-OMP38 Sh. flexneri 3a w surowicach ludzkich mierzony testem ELISA [252]

Grupy doswiadczalne Licha  Wiek £SD* Ang;gl\(npl;lgA Antl-S(:)lV(I:)lgG
Krwiodawcy 13 34,8+£10.9 0,6012+0,509 (0,0392)* 1,5432+0,291(0,1322)
Dzieci zdrowe 15 54+6,4 0,2720+0,273 1,3038+0,484
Dzieci z nawracajacymi infekcjami 14 2,1+3,1 0,2661+0,226 (0,9503) 1,0496+0,391(0,1331)
Dzieci z wrodzonymi chorobami serca 30 7,1£6.2 0,2977+0,258 (0,7591) 1,2849+0,461 (0,8990)
Dzieci z cukrzyca 16 9,451 0,6325+0,483 (0,0060)* 1,5729+0,375 (0,0790)
Drieciz nawracajacymi infekcjami ukdadu 21 6,524,5 0,2798:£0,167 (0,9159) 0,9878:£0,393) (0,0379)
oddechowego
Dzieci z niedoborem IgG 13 6,2+5,2 0,0943+0,132 (0,0422)* 0,68910,340 (0,0007)*
Dzieci z niedoborem IgA 36 6,7+ 4,5 0,0960+0,165 (0,0073)* 0,9792+0,329 (0,0076)*
Dzieci z niedoborem IgG i IgA N 8.1+4.9 0,1176=0,237 (0,1459) 0,5113%0,213 (0,0001)*
Osocze krwi pepowinowej 12 0,0793+0,015 (0,0225)* 1,069+0,493 (0,0225)**

* znamienne roznice w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla surowic dzieci zdrowych;

** grupa kontrolna krwiodawcéw (test t Studenta);

#wiek pacjentow w chwili przyjecia do szpitala; SD — odchylenie standardowe; p — istotnosc statystyczna.

kazeniem paleczkami E. coli, Proteus, Shigella i Salmonella.
Efektywne przeciwbakteryjne dziatanie ochronne prepa-
ratow OMP z H. alvei zaobserwowano nawet w przypad-
ku zakazenia zwierzat dawka bakterii wielokrotnie prze-
wyzszajaca dawke Smiertelna [247]. Podobnie jak Sh.
flexneri, dzialanie ochronne OMP Hafnia alvei ma réwniez
szeroka swoistos¢. Z indukcja tej ochrony zwiazana jest
odpowiedZ komérkowa gospodarza, co potwierdzily bada-
nia kinetyki DTH i przeniesienie jej za pomoca limfocy-
tow. Dziatanie ochronne biatek OMP z H. alvei mozna byto
przenies$¢ na zwierzeta nieimmunizowane za pomoca lim-
focytéw izolowanych ze §ledziony zwierzat immunizowa-
nych, a aktywne komorki zdolne do przeniesienia odpor-
nosci pojawiaty si¢ juz 4 dnia po immunizacji biatkami
OMP [248]. Bialka OMP z H. alvei podane zwierzg¢tom
wzbudzaty réwniez odpowiedZ humoralng gospodarza, a prze-
ciwciala o wysokim mianie pojawialy si¢ w 3 tygodniu po
immunizacji. Stwierdzono takze, ze odpornos¢ humoral-
na mozna przenies¢ biernie na nieimmunizowanych bior-
cédw za pomoca surowicy odpornosciowej. Jednakze odpo-
wiedZ humoralna wzbudzana tymi preparatami ma
charakter swoisty, a przeciwciata z surowicy zwierzat im-
munizowanych chronig nieimmunizowanych biorcow tyl-
ko w uktadach homologicznych [250,251]. Oznaczajac wia-
Sciwosci biologiczne preparatow OMP z H. alvei
wykazano, ze podobnie jak w przypadku OMP Sh. flexneri,
charakteryzuja si¢ niewielka toksycznoscia i zmiennym
efektem pirogennym. Ich wptyw na poziom leukocytéw
we krwi obwodowej byt typowy, jak w przypadku innych
preparatéw pochodzenia bakteryjnego [249]. Preparaty
OMP Shigella i Hafnia podawane zwierzgtom wzbudzaty
odpowiedZ o ochronnym dziataniu przeciwbakteryjnym
i miaty wiasciwosci immunomodulacyjne [4,5,243,244.,2
45,246,247,248,249,250,251,255,256]. O dziataniu ochron-
nym biatek btony zewnetrznej Salmonella pisato wielu ba-
daczy [6,138,174,197,214,215,226,227], ktérzy wykazali
immunomodulacyjne dziatanie bialek btony zewngtrzne;j.

W kontekscie wynikéw innych autoréw i badan wtasnych
niezwykle interesujace bylo z kolei poszukiwanie w calej
mieszaninie biatek preparatow OMP sktadnika o aktyw-
nosci ochronnej. Nie bylo bowiem wiadomo, czy mamy
do czynienia z kilkoma sktadnikami, ktére synergistycz-
nie dziataja ochronnie, czy mégtby to by¢ jeden sktadnik
preparatu OMP. Przeciwciata indukowane i rozpoznajace
taki sktadnik stanowia istotg przeciwbakteryjnej aktywno-
$ci ochronne;j.

Poszukujac zatem biatka dzialajacego ochronnie zbadano
reaktywnos¢ preparatéw OMP z surowica zdrowego czlo-
wieka i pacjentéw z niedoborami immunoglobulin [252].
To szczegdlne podejscie badawcze miato na celu poszuki-
wanie ochronnych przeciwcial wobec OMP. Szczeg6lnie
interesujaca byta odpowiedz, dotyczaca reaktywnosci prze-
ciwcial krwi pgpowinowej z pula bialek OMP. Zatozenie
badawcze polegalo na tym, ze pgpowinowe immunoglo-
buliny moga zawiera¢ przeciwciata o ochronnej aktyw-
nosci przeciwbakteryjnej, ktére sa przekazywane przez
tozysko od matki do ptodu. W celu okreslenia reaktyw-
nosci surowic ludzi zdrowych i z niedoborami immuno-
globulinowymi, biatka blony zewngtrznej wyizolowano
metoda Schnaitmana z wielu szczepéw réznych seroty-
pow Sh. flexneri, Sh. sonnei, K. pneumoniae, E. coli, S.
Typhimurium, C. freundii, P. vulgaris, H. alvei oraz P.
aeruginosa. Reaktywnos¢ rozdzielonych w elektroforezie
biatek z surowicami dzieci i dorostych oraz z osoczem krwi
pepowinowej badano w immunoblotingu. Stwierdzono, ze
obecne w surowicach ludzi zdrowych przeciwciata kla-
sy IgG i IgA, a takze IgM, reagowaly przede wszystkim
z jednym z biatek gtéwnych OMP o masie czasteczkowej
38 kDa [252]. W przypadku OMP szczepéw nalezacych
do rodziny Enterobacteriaceae profil reaktywnosci prze-
ciwcial IgG, IgM surowicy ludzi zdrowych, a takze prze-
ciwciat IgG osocza krwi pgpowinowej byt podobny, a od-
mienny jedynie dla OMP P. aeruginosa [252]. Taki profil
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reaktywnosci sugeruje, ze biatko OMP38 jest gléwnym
biatkiem Enterobacteriaceae rozpoznawanym przez uktad
immunologiczny cztowieka.

Za pomoca elektroforezy preparatywnej z preparatu OMP
szczepu Sh. flexneri 3a wyizolowano i oczyszczono biatko
OMP38 [252]. Stwierdzono identyczno$¢ sekwencji pep-
tydéw OMP38 z sekwencja peptydéw biatka omplb Sh.
flexneri 2a i biatka prekursorowego nmpC E. coli, a takze
podobienistwo sekwencji jego peptydéw do ompC: E. coli,
S. typhi i K. pneumoniae [252]. Nastgpnie za pomoca testu
ELISA [252,256] wykazano, ze poziom swoistych reak-
tywnosci tego biatka OMP38 z surowicami byt uzaleznio-
ny od wieku, wzrastajac stopniowo od niskiej reaktywnosci
w wieku niemowlgcym, az do poziomu odpowiedniego dla
dorostych krwiodawcéw [252]. Uzyskane wyniki przed-
stawiono w tabeli 3. Taki poziom reaktywnosci byt zgod-
ny z klasycznym profilem rozwoju odpornosci, w ktérym
najpierw przeciwciata IgG sa przekazywane od matki do
uktadu krazenia ptodu, a nastgpnie poziom IgA i IgG roz-
wija si¢ w miar¢ kontaktu dziecka z patogenami [74,149].
Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze biatko OMP38
jest gtéwnym enteropatogennym biatkiem rozpoznawanym
przez uktad immunologiczny cztowieka i w zwiazku z tym
moze by¢ brane pod uwage jako potencjalny antygen lub
nos$nik w konstruowania szczepionek [252].

Poziom swoistych przeciwcial anty-OMP38 klasy IgA i IgG
u dzieci z niedoborami immunologicznymi byt znacznie
nizszy niz w surowicach dzieci zdrowych. W surowicach
dzieci z nawracajacymi zakazeniami drég oddechowych
poziom przeciwciat byt wyzszy, poréwnywalny z pozio-
mem przeciwcial u dzieci zdrowych. Statystycznie zna-
mienne dodatnie korelacje, poziomu swoistych przeciwciat
IgA anty-OMP38 w stosunku do catkowitych przeciwciat
IgA, wykazano w przypadku surowic dzieci z niedobora-
mi IgA+1gG i dzieci z nawracajacymi zakazeniami drég
oddechowych. Korelacje takie wykazano réwniez dla po-
ziomu swoistych przeciwcial IgG [252].

Mozna zatem przypuszczad, ze biatko OMP38 z S. flexneri
3a moze by¢ uzyte nie tylko jako bezpieczny nosnik do szcze-
pionki koniugatowej, lecz réwniez jako potencjalny antygen
do indukowania przeciwciat o wiasciwosciach ochronnych.
Uzyskane wyniki wskazuja réwniez, ze biatko OMP38 Sh.
[flexneri moze by¢ brane pod uwagg jako swoisty marker dia-
gnostyczny niedoboréw immunologicznych i wykorzystane
do monitorowania poziomu odpornosci przeciwenterobak-
teryjnej, gléwnie w niedoborach IgA oraz w przypadku na-
wracajacych infekcji drég oddechowych [252].

7. BIALKA BAKTERII JAKO ANTYGENY DO SZCZEPIONEK | MARKERY
DIAGNOSTYCZNE

Podstawowa cecha skutecznej szczepionki jest wzbudze-
nie odpowiedzi immunologicznej gospodarza, ktéra dtu-
gotrwale chroni¢ go bedzie przed zakazeniem bakteriami,
a podanie jej nie bedzie wywotywalo dziatan niepozada-
nych lub beda minimalne. Szczepionka powinna by¢ przede
wszystkim bezpieczna, a jej podanie jednorazowe i proste.
Skuteczna szczepionka powinna by¢ stosowana powszech-
nie, a w przypadku ludzi niezaleznie od wieku. Nie bez
znaczenia pozostaja rowniez koszty jej uzyskania. Wazne
jest wyprodukowanie wielowaznej, wiasciwie skonstruowa-

nej szczepionki, ktéra wzbudzataby zaréwno odpowiedZ
humoralna jak i komérkowa gospodarza. Sposrdd szcze-
pionek przeciwko enterobakteriom byly takie jak stoso-
wana pozajelitowo szczepionka przeciw shigellozie z lat
50 ub.w. Zawierata ona cate, zabite bakterie i indukowa-
ta wysoki poziom przeciwciat anty-LPS, ale nie dziatata
ochronnie [14]. Podobny brak dziatania ochronnego obser-
wowano po podaniu doustnym zabitych lub pozajelitowym
zywych, atenuowanych bakterii Shigella [69].

W badaniach na ochotnikach, podajac wielokrotnie dawke
1x10" zywych, nieinwazyjnych szczepow Sh. flexneri z mu-
tacja chromosomowa lub mutacja w obszarze plazmidu wi-
rulencji, uzyskiwano 85% ochrony [154]. Przygotowywano
takze szczepionki z zywych, inwazyjnych szczepoéw Sh.
flexneri z mutacja w obszarze genéw wirulencji lub w ob-
szarze genéw metabolicznych. Stosowano je u zwierzat
i u ochotnikéw uzyskujac po kilkukrotnym podaniu daw-
ki rzedu 5x10"°-1x 10" ochrone rzedu 70—-100%. Niemniej
jednak byta to ochrona przede wszystkim w uktadzie ho-
mologicznym i ze sporadycznie wystgpujacymi uboczny-
mi objawami klinicznymi [204]. Przygotowanie szczepion-
ki skutecznej, bezpiecznej, o szerokim zakresie dzialania,
nie jest sprawa tatwa i stad tez wiele strategii jest branych
pod uwage. Jedna z mozliwosci sa szczepionki hybrydo-
we. Znane sa badania nad uzyciem hybrydy Shigella — E.
coli, w ktorej szczep E. coli K-12 miat grupowo i typo-
wo swoiste antygeny Sh. flexneri 2a i plazmid wirulencji
z Sh. flexneri 5, ktéra jednak podana ochotnikom nie dzia-
fata ochronnie [132,133]. Natomiast szczepionka zawiera-
jaca szczep Sh. flexneri 2a T32, noszacy plazmid z genami
kodujacymi O-antygen Sh. sonnei, chronita w 100% my-
szy przed rozwojem zakazenia wirulentnymi szczepami
Sh. flexneri i Sh. sonnei [198]. Nalezy jednak zauwazy¢,
ze w przypadku stosowania szczepionek, ktérych sktad-
nikami sg zywe ostabione bakterie, zawsze istnieje zagro-
zenie zwiazane z mozliwoscig powrotu szczepu do zja-
dliwej postaci dzikiej. Takie szczepionki nie nadaja si¢
takze dla ludzi z uszkodzonym uktadem immunologicz-
nym. W zwiazku z tym wiele grup badawczych koncen-
truje si¢ na konstruowaniu szczepionek podjednostkowych
lub koniugatowych, w ktérych w przypadku enteropatoge-
néw antygenami czy no$nikami moga by¢ elementy zwig-
zane ze $ciang komoérkowa bakterii, takie jak LPS, biat-
ka blony zewnetrznej, toksyny, czy biatka fimbrii [189].
Odtoksyczniony LPS lub jego fragment polisacharydowy
zwigzane z biatkiem no$nikowym moga by¢ celem przeciw-
bakteryjnej odpowiedzi ochronnej. Natomiast uzycie LPS
z kilku serotypdw stwarza mozliwos¢ uzyskania szczepion-
ki wielowaznej. Wybierajac odpowiedni no$nik biatkowy
mozna uzyskac rozszerzenie dziatania ochronnego szcze-
pionki. T-niezalezne antygeny polisacharydowe moga po-
przez wiazanie z biatkowym no$nikiem przeksztalcac sig
w antygeny T-zalezne, co znacznie podnosi ich skutecz-
nos¢ dziatania [195]. NPS (nucleoprotein subcellular com-
plex) to réwniez szczepionki podjednostkowe, sktadajace
si¢ z komplekséw czastek rybosomalnych i wielocukru
O-swoistego wolnego od lipidu A [146]. Z raportu WHO
za rok 2008 wynika [257], ze wspomniane typy szczepio-
nek sa obecnie w mniej lub bardziej zaawansowanej fazie
badan na Swiecie (NIH-USA, Uniwersytet Maryland USA,
Instytut Pasteura, Francja). Nie zmienia to jednak faktu,
ze najintensywniej poszukiwane sg antygeny czy nosniki
do szczepionek koniugatowych, a do sktadnikéw bakterii
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branych pod uwagg jako potencjalne elementy szczepion-
ki, naleza biatka fimbrii. Fimbrie, to charakterystyczne
struktury powierzchniowe bakterii warunkujace adhezje
bakterii do komorek gospodarza, ktére maja silne wiasci-
wosci antygenowe. Najlepiej poznane sa mannozoswoiste
fimbrie typu 1, wytwarzane przez wiele bakterii z rodzi-
ny Enterobacteriaceae, natomiast u wigkszosci szczepéw
Klebsiella sa obecne fimbrie typu 3, dla ktérych receptory
znajduja si¢ w substancji migdzykomoérkowej tkanki go-
spodarza. Fimbrie sa heterokompleksami, w sktad ktérych
wchodza gtéwne podjednostki strukturalne, takie jak biatko
fimbrylina o masie czasteczkowej okoto 20 kDa i monome-
ry mniejszych podjednostek. Fimbrie K88, K99 i 987P E.
coli wykazywaly przeciwbakteryjne wtasciwosci ochron-
ne u zwierzat, a biatka fimbrii byly juz uzywane do szcze-
pionki zaréwno w postaci nieskoniugowane;j jak i antygeny
w postaci koniugatu [115]. Dotad uzywano réznych metod
oczyszczania fimbrii stosujac po homogenizacji komérek
etapowo wysalanie, chromatografi¢ jonowymienna, deter-
genty, ultrawirowanie w gradiencie sacharozy czy chlorku
cezu [56,67,79,88,116,118,119].

W naszym laboratorium skoncentrowaliSmy si¢ na izolacji,
oczyszczaniu i charakterystyce immunochemicznej fimbrii
typu 1 z K. pneumoniae i typu 3 z K. oxytoca, jako nosni-
kéw oraz jako koniugatu z oligosacharydem, zawierajacym
glicyng, haptenem z E. coli, lecz powszechnym w lipopoli-
sacharydach bakteryjnych [76]. W oparciu o znane metody
[67,79,88] opracowalismy metode wtasna izolacji fimbrii
[77,253], ktéra jest wydajna, prosta i tatwa w stosowaniu
dla réznych typéw fimbrii. Oczyszczanie obejmowato ho-
mogenizacje i wysalanie fragmentéw bton 5% siarczanem
amonu, nastepnie filtracj¢ zelowa na kolumnie Sepharose
4B w obecnosci 6M mocznika oraz ostatni etap, w ktéorym
oczyszczano fimbrie od lipopolisacharydu i biatek niefim-
brialnych za pomoca chromatografii hydrofobowej na ko-
lumnie phenyl-Sepharose. Ostatni etap oczyszczania za-
stapi¢ mozna bylo przez elektroforezg preparatywna [253].
Uzyskano wolne od endotoksyny preparaty fimbrii, biatka
stabilne i odporne na czynniki denaturujace. Obydwa typy
fimbrii Klebsiella sa tagodnymi induktorami IL-6 i IFN,
a nie wpltywaja na stymulacj¢ wytwarzania TNF.

Fimbrie typu 1 i 3 skoniugowano z zawierajacym glicyne
oligosacharydowym rdzeniem lipopolisacharydu E. coli
C600 K12 wysokotemperaturowa metoda wg Boratyniskiego
i Roya [30]. Analiza koniugatéw metoda spektrometrii
masowej MALDI-TOF pozwolita stwierdzié, ze okoto
10% monomeru biatka ma podstawienie oligosachary-
dem. Uzyskany koniugat badany jako induktor czynni-
kéw prozapalnych, wykazywat jedynie nieco podwyzszo-
na aktywnos¢ stymulujaca wytwarzanie TNF. W zwiagzku
z niska aktywnoscia prozapalna fimbrie typu 1 i typu 3
Klebsiella, moga by¢ zatem brane pod uwage jako dobry
nosnik w przypadku szczepionki koniugatowej. Uzyskane
przez nas oligosacharydowo-biatkowe koniugaty wyka-
zywaly wihasciwosci immunogenne i podane zwierzgtom
wywotywaty odpowiedZ immunologiczna. Oznaczato to,
ze sposOb wiazania sktadnikéw koniugatu nie niszczy ani
immunogennos$ci oligosacharydowego rdzenia, ani biat-
kowego nosnika. Metoda immunoblotingu wykazano, ze
surowice zwierzat immunizowanych koniugatem reago-
waty z weglowodanowym epitopem i fimbriami [252].
Obecnos¢ w surowicy antykoniugatowej przeciwciat an-

tyfimbrie i antyoligosacharyd z glicyna §wiadczy o tym,
ze te epitopy sa dostgpne dla komérek uktadu immunolo-
gicznego gospodarza, czego potwierdzeniem jest szero-
ka reaktywnos¢ surowicy z lipopolisacharydami réznych
przedstawicieli Enterobacteriaceae. Wykazano takze sze-
rokie dziatanie bakteriobdjcze surowic antyglikokoniuga-
towych. Dane literaturowe [39,79,88,117,230] i nasze wy-
niki [77,253] pozwalaja zatem przypuszczac, ze fimbrie
bardzo dobrze spetniaja warunki odpowiednie dla nosni-
kéw w szczepionce koniugatowej. Stabilnos¢ uzyskanych
biatek fimbrialnych, odpornos$¢ na czynniki denaturuja-
ce, proteolizg, brak toksycznosci, to cechy niezmiernie
wazne dla biatkowego nosnika do bezpiecznej szczepion-
ki koniugatowej. Nalezy podkreslié, ze fimbrie wystgpu-
ja u bakterii stanowiacych florg fizjologiczna, zas induk-
cja ochronnych przeciwcial ma za zadanie zapobieganie
niekorzystnym skutkom towarzyszacym translokacji bak-
terii do krazenia. Ponadto, fimbrie sg strukturami konser-
watywnymi, co zapewnia szeroka ochrong przeciwbakte-
ryjna, czyli fimbrie mogtyby by¢ wspdlnym antygenem
o szerokiej swoistosci, dobrym nos$nikiem do wielowaz-
nej szczepionki koniugatowe;.

Antygenem i nos$nikiem do szczepionki koniugatowej moze
by¢ takze oczyszczone przez nas ze $ciany komérkowej Sh.
flexneri biatko OMP38 [252]. Profil reaktywnosci plazmy
pepowinowe;j oraz surowicy dzieci i dorostych krwiodaw-
cow sugeruje, ze biatko OMP38 jest gléwnym enteropa-
togennym bialkiem rozpoznawanym przez uktad immu-
nologiczny cztowieka, co jest zwigzane z podobienstwem
jego sekwencji aminokwasowej u réoznych przedstawicieli
Enterobacteriaceae [252]. W ostatnich latach wzrosta li-
sta markerow diagnostycznych stuzacych do rozpoznania
choroby w przypadkach, w ktérych bakterie brane sa pod
uwage jako czynniki etiologiczne. U pacjentow z ostrym
ktgbuszkowym zapaleniem nerek (PSAGN) podwyzszony
poziom przeciwciat klasy IgG przeciw regionowi C biatka
M Streptococcus, moze by¢ traktowany jako dodatkowy
marker diagnostyczny [168]. U pacjentéw ze schorzeniami
wiencowymi serca zwiazek migdzy podwyzszonym pozio-
mem przeciwciat antybiatkom hsp60 i omp2 Chlamydia
jest réwniez traktowany jako wskaznik diagnostyczny [40].
W surowicach pacjentéw ze schorzeniami zotadkowo-jeli-
towymi zwiazanymi z Helicobacter pylori, obecnos¢ prze-
ciwciat wobec biatek btony zewnetrznej H. pylori o masie
czasteczkowej 18 1 26 kDa ma znaczenie diagnostyczne,
co jest szczegllnie wazne w przypadku raka zotadka, bo
dotyczy prognozowania przerzutowania [98]. Proteomika
i immunoproteomika szczepéw H. pylori izolowanych od
pacjentdw z owrzodzeniem dwunastnicy i nowotworem
zotadka, pozwolita na okreslenie trzech antygenowych
wzorcéw dla tych bakterii, ktére moga by¢ rodzajem mar-
kera diagnostycznego do prognozowania rozwoju choro-
by w okreslonym kierunku [162]. Endotoksyna w ptynach
stawowych u pacjentéw z chorobami reumatycznymi moze
stanowi¢ marker podejrzewanej etiologii infekcyjnej tych
schorzefi [179]. Znaczenie diagnostyczne maja réwniez
markery serologiczne, jak np. przeciwciata anty-OmpC E.
coli 1 antyflagellina CBirl w nieswoistym zapaleniu jelit
(IBD), w ktérym progresja moze prowadzi¢ do choroby
Lesniewskiego-Crohna (CD) [96]. Markery te umozliwia-
ja odréznienie ztozonego schorzenia o bardzo zréznico-
wanym fenotypie jakim jest CD od innej postaci IBD jaka
jest wrzodziejace zapalenie okr¢znicy (UC) [96,173,201].
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W przypadku CD u dzieci obecnos¢ podwyzszonego po-
ziomu przeciwbakteryjnej odpowiedzi immunologicznej,
zwiazana jest z rokowaniem znacznie bardziej agresyw-
nej postaci tej choroby [60,264].

Biatka blony zewngtrznej: enolazopodobne biatko o masie
czasteczkowej 45 kDa ze Sciany komoérkowej K. pneumoniae
i biatko Sh. flexneri 3a o masie czasteczkowej 38 kDa moga
by¢ brane pod uwage jako potencjalne markery diagno-
styczne [252,256]. Enolaza to jeden z enzymow glikolizy,
wystepujacy w tkankach ssakéw w formie trzech izoen-
zymo6w [193]. Homodimer o jest obecny w wigkszosci
tkanek dorostego cztowieka, izoforma yy-enolazy w mo-
zgu a BPB-izoenzym w mig$niach poprzecznie prazkowa-
nych szkieletowych i migsniu serca [73,156]. U osobnikéw
dorostych charakterystyczny jest wysoki poziom B-enola-
zy w migsniach kurczliwych [156,180]. Uszkodzenie mig-
$ni powoduje gwattowny spadek poziomu enzymu, jego
,,wyciekanie” z komérek mig$niowych, co w konsekwen-
cji prowadzi do degeneracji widkien. Dla fazy regeneracji
wiokien charakterystyczny jest wzrost poziomu B-enola-
zy [155]. Stwierdzono, ze w wyniku uszkodzenia mig$ni
szkieletowych czy mig$nia sercowego cztowieka, w suro-
wicy ludzkiej moze si¢ pojawia¢ enolaza mig$niowa i jest
wtedy markerem uszkodzenia tkanki [151]. W przypadku
zakazenia organizmu bakteriami z gatunku K. pneumoniae,
ktére w btonie zewngtrznej maja enolazopodobne biatko
nasladujace B-enolazg cztowieka, odpowiedz uktadu im-
munologicznego czlowieka skierowana przeciw bakte-
riom, bedzie réwniez skierowana przeciw wlasnemu an-
tygenowi. Wyizolowane w naszym laboratorium z btony
zewngtrznej Sciany komérkowej K. pneumoniae biatko eno-
lazopodobne ze wzgledu na swoja immunoreaktywnos¢
z przeciwciatami antyludzka [-enolaza, mozna wigc wy-
korzystac nie tylko w czasie ewidentnej infekcji bakteryj-
nej, ale takze do wykrywania w surowicach ludzkich obec-
nosci autoprzeciwciat. Tego typu biatko wystepuje réwniez
w blonie zewngtrznej innych gatunkéw bakterii z rodzi-
ny Enterobacteriaceae (E. coli, Salmonella, Citrobacter,
Hafnia) i stad przy przerwaniu bariery tolerancji immu-
nologicznej dla wlasnych antygenéw istnieje realna moz-
liwos¢ autoimmunizacji, a w konsekwencji uszkodze-
nie wiasnych tkanek czy organéw na skutek wytwarzania
komplekséw immunologicznych [256]. Enolazopodobne
biatko bakterii oraz identyfikacja autoprzeciwcial w suro-
wicach moglaby zatem stuzy¢ takze do wezesnego wykry-
wania uszkodzenia mig$ni, zwlaszcza migs$nia sercowego.
Drugim waznym aspektem istnienia enolazopodobnego
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biatka w btonie zewngtrznej bakterii jest mozliwos¢ izo-
lacji go z bakterii oraz wykorzystania jako antygenu do
wytwarzania przeciwcial, ktére reagujac w tescie z ludzka
enolaza miesniowa wykrywatyby jej obecnos¢ w surowicy
pacjentéw z uszkodzonym mig$niem serca. Zgodnie z da-
nymi Matsudy i wsp. [151] takie przeciwciala mozna by
wykorzysta¢ nie tylko w diagnostyce medycznej do ozna-
czen B-enolazy w surowicy, lecz takze w laboratoriach sa-
dowych do charakteryzowania plam krwi.

Przyczyna niedoboréw odpornosci immunologicznych czto-
wieka sg wrodzone zaburzenia dojrzewania oraz réznico-
wania narzadéw i komorek, ktére prowadza do ostabienia
humoralnej i komérkowej reaktywnosci immunologicz-
nej [13,34,38,149]. Skutkiem niedoboréw immunologicz-
nych jest wrazliwos$¢ cztowieka na chroniczne lub nawra-
cajace infekcje i szczegdlne przypadki zakazen zwigzane
z odbiegajacym od normy naciekaniem limfocytéw w tkan-
kach i organach, nowotwory (gtéwnie chtoniaki) oraz cho-
roby autoimmunologiczne [29,44]. Ze wzgledu na powazne
konsekwencje niedoboréw immunologicznych u cztowie-
ka, istnieje potrzeba szerokich badan niezbgdnych do okre-
Slenia stanu uktadu odpornosciowego. Do takiego zestawu
naleza: okreslenie liczby limfocytéw CD3+, CD4+, CD8+,
CD19+, CD25+, CD69+, odpowiedzi proliferacyjnej na mi-
togeny, st¢zenia immunoglobulin w surowicy, st¢zenia pod-
klas IgG, IgA, IgM i IgE w surowicy, a takze ocena swo-
istych przeciwcial poszczepiennych, ocena metabolizmu
tlenowego neutrofiléw oraz badanie aktywnosci dopetnia-
cza [149,178]. Okreslanie niedoboréw immunologicznych
moze opieraé si¢ na iloSciowym oznaczaniu w surowicy
catkowitych IgG, IgA czy IgM. Biorac pod uwage uzyska-
ne przez nas rezultaty dotyczace reaktywnosci biatka bto-
ny zewnetrznej Shigella flexneri 3a 0 masie czasteczkowe;j
38 kDa z surowicami dzieci zdrowych i dzieci z niedobora-
mi immunologicznymi, mozna przypuszczac, ze biatko to
moze by¢ potencjalnym markerem diagnostycznym [252].
Nasze wstegpne badania stwarzaja nadziej¢ na uzycie biatka
OMP38 S. flexneri jako swoistego markera diagnostycznego
niedoboréw immunologicznych i wykorzystanie go do mo-
nitorowania poziomu odpornosci przeciwenterobakteryjnej,
gtéwnie w niedoborach IgA oraz w przypadkach nawraca-
jacych infekcji drég oddechowych. Ma to niebagatelne zna-
czenie, poniewaz brak czy niedob6r IgA moze czynié dziec-
ko bardziej predysponowane do alergii, do nawracajacych
zakazen drég oddechowych, zakazen przewodu pokarmo-
wego, zakazer uktadu moczowo-ptciowego, nowotworéw
i choréb autoimmunologicznych [13,38,41,44].
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