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Wykaz skrotow

Skrét Oznaczenie

Abs,, (absorbance), absorbancja mierzona przy fali wzbudzenia o okreslonej dtugosci
AP alkaliczna fosfataza

APC (antigen presenting cell), komdrka prezentujca antygen

APC allofikocyjanina

ApR (ampicillin resistance), opornos¢ na ampicyline

Ble* (bleomycin resistance), opornos¢ na bleomycyne

bp (base pair) para zasad

CFU (colony forming units), jednostki wytwarzajace kolonie

ConA konkanawalina A

CTL (C-terminal linker), linker CTL

DNA (deoxyribonucleic acid), kwas deoksyrybonukleinowy

DNaza deoksyrybonukleaza

ER (endoplasmic reticulum) retikulum endoplazmatyczne, siateczka srédplazmatyczna
Erm" (erythromycin resistance) opornos¢ na erytromycyne

HRP (horse radish peroxidase), peroksydaza chrzanowa

Ig immunoglobulina

IL interleukina

INF-y interferon-y

K kontrola

Kan® (kanamycin resistance), opornosé na kanamycyne

kDa (kilodalton), kilodalton

LD (lethal dose), dawka letalna

LLO (listeriolysin O) listeriolizyna O

LPS lipopolisacharyd

MCS (multicloning site), polilinker

MHC (major histocompatibility complex), czasteczki uktadu zgodnosci tkankowej
Mol (multiplicity of infection)

NeoR (neomycin resistance), opornos¢ na neomycyne

o/n (overnight), catonocny

oD (optical density), gestos¢ optyczna

OE PCR (overlap extension PCR), ligacja metodg PCR

OVA owoalbumina

PAMP (pathogen associated molecular pattern), wzorzec molekularny zwigzany z patogenem
PCR (polymerase chain reaction), reakcja tanncuchowa polimerazy

PE (phycoerythrin) fikoerytryna

RBS (ribosome binding site) miejsce wigzania rybosomu

RNA (ribonucleic acid) kwas rybonukleinowy

RNaza rybonukleaza

RPM (revolutions per minute), obroty na minute

RT-PCR (reverse transcription PCR), PCR poprzedzony reakcjg odwrotnej transkrypcji
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), elektroforeza w zelu

poliakrylamidowym w obecnosci SDS



SP
spp.
t/T
TAA
Tc
TCR
Th
TLR
TNF
uw
WHO
wt
ZMS, UW

signal peptide), peptyd sygnatowy

tac. species) nieokreslony gatunek danego rodzaju (I. mnoga)
time), czas

tumor associated antigen), antygen zwigzany z nowotworem

(
(
(
(
(cytotoxic T cell), limfocyt cytotoksyczny
(T cell receptor), receptor limfocytu T

(T helper), limfocyt T pomocniczy

(Toll-like receptor), receptor Toll-like

(tumor necrosis factor), czynnik martwicy guza

Uniwersytet Warszawski

(World Health Organisation), Swiatowa Organizacja Zdrowia
(wild type), fenotyp niezmodyfikowany, dziki

Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Uniwersytet Warszawski
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Streszczenie

Zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za wywotywanie odpowiedzi
immunologicznej ma kluczowe znaczenie w generowaniu odpornosci przeciw wszystkim
patogenom. Najwieksze wyzwanie stanowi wywofanie odpornosci przeciw patogenom
namnazajgcym sie wewnatrzkomoérkowo, ktére sg przyczyng choréb takich jak: AIDS, malaria
czy gruzlica, prowadzacych do stale wzrastajgcej liczby zgondéw. W przeciwienistwie do
zewnatrzkomdrkowych czynnikdw chorobotwérczych, sg one mniej widoczne dla uktadu
immunologicznego, co powoduje, ze do ich eliminacji niezbedne jest zajscie komérkowej
odpowiedzi immunologicznej, ktérej efektorami s3 limfocyty pomocnicze CD4*
i cytotoksyczne CD8*. Efektywna metoda prowadzacg do aktywacji cytotoksycznych
limfocytow T jest dostarczenie antygenu do cytoplazmy komorki prezentujacej antygen.
Istniejg rdine strategie wprowadzania antygendw do cytozolu tj.: wykorzystanie
nanoczgstek, wiruséw czy patogennych lub niepatogennych bakterii. Jedng z obiecujgcych
i intensywnie badanych strategii jest wykorzystanie komorek bakteryjnych.

Wyniki badan wstepnych wskazuja, ze bakteria Bacillus subtilis stanowi doskonaty
wektor nosnikowy dla heterologicznych antygendéw, ze wzgledu na zdolno$¢ do bardzo
efektywnej sekrecji biatek na zewngtrz komérki, niepatogennos¢, znajomosé genetyki oraz
niskie koszty hodowli. W toku eksperymentéw z wykorzystaniem B. subtilis wykazano, ze
ekspresja genu kodujgcego listeriolizyne O umozliwia wnikanie do wnetrza komodrek
eukariotycznych oraz wyswobodzenie sie z ich wakuoli do cytoplazmy, a takze, ze
koekspresja LLO zinnymi antygenami w wektorach bakteryjnych przyczynia sie do
zwiekszonej odpowiedzi immunologicznej. Cechy te przemawiajg za tym, ze B. subtilis moze
spetnia¢ funkcje nosnika antygendw i umozliwia¢ zgtebienie procesu indukcji komérkowej
odpowiedzi immunologicznej. Hipoteza badawcza przedstawianej rozprawy doktorskiej
zaktada, ze B. subtilis wytwarzajgcy jednoczesnie sekrecyjne formy LLO i danego
heterologicznego antygenu bedzie skutecznie dostarczat antygen bezposrednio do cytozolu
komorki prezentujgcej, umozliwiajgc tym samym jego prezentacje w kompleksach MHC klasy
| i indukcje odpowiedzi komodrkowej.

Przedstawiona rozprawa doktorska stanowi préobe stworzenia nowatorskiego

i uniwersalnego wektora szczepionkowego na bazie B. subtilis wywotujgcego odpowiedz
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immunologiczng skierowang przeciw dowolnemu biatku. Pierwsza jej cze$s¢ dotyczy
konstrukcji plazmidowych wektoréw umozliwiajgcych uzyskiwanie szczepédw B. subtilis
wytwarzajgcych sekrecyjng forme danego antygenu. W toku eksperymentdéw otrzymano
zarowno wektor umozliwiajacy fakultatywng, zalezng od obecnosci induktora w podtozu
hodowlanym ekspresje antygendéw, jak i wektor umozliwiajgcy konstytutywng synteze.
Potwierdzono zdolnos¢ otrzymanych plazmidéw do inkorporacji do chromosomu B. subtilis
oraz zwiekszong efektywnos¢ transformacji do komérek kompetentnych, co przyczynito sie
do znacznego uproszczenia procesu uzyskiwania modyfikowanych szczepdéw B. subtilis
produkujgcych heterologiczne biatka.

Opisane w pierwszej czesci rozprawy doktorskiej wektory postuzyty jako baza do
stworzenia szczepdéw bakteryjnych wytwarzajgcych heterologicznie prokariotyczne oraz
eukariotyczne biatka. Ich zdolno$¢ do wywotywania prezentacji antygenu na komérkach APC
i specyficznej, ukierunkowanej przeciw danemu antygenowi odpowiedzi immunologicznej
analizowano w drugiej czesci przedstawionej pracy. Pierwszym jej etapem byto uzyskanie
szczepdw B. subtilis wytwarzajacych owoalbumine jaja kurzego, ktéra jest modelowym
antygenem eukariotycznym. Antygen ten wytypowano ze wzgledu na dostepnosé
zaawansowanych  narzedzi  molekularnych  umozliwiajgcych  ocene  potencjatu
immunologicznego oraz powszechno$¢ uzycia go w badaniach. Stworzono szczepy
wytwarzajgce fuzyjny antygen LLO-OVA powstaty poprzez potgczenie petnej formy lub
N-terminalnej czesci listeriolizyny O niosgcej sekwencje: sygnatowg i PEST-podobng z petnej
dtugosci lub fragmentaryczng owoalbuming. Analiza produkcji réznych form biatka fuzyjnego
LLO-OVA miata na celu wytypowanie struktury genetycznej przyczyniajgcej sie do
wzbudzenia najefektywniejszej prezentacji antygenu i najsilniejszej odpowiedzi
immunologicznej. W toku badan sprawdzono zdolnos¢ uzyskanych szczepédw do wnikania do
cytozolu komorek APC i dostarczania antygenu, okreslono poziom prezentacji epitopu OVA
oraz aktywacji limfocytow cytotoksycznych rozpoznajacych epitop OVA w kontekscie MHC I.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze jedynie ekspresja petnej dtugosci OVA poddanej
fuzji do N-koricowej sekwencji LLO w B. subtilis umozliwia zajscie skutecznej prezentacji
antygenu na komodrkach dendrytycznych, prowadzacej do aktywacji cytotoksycznych
limfocytow T. Sekrecja epitopu OVA w fuzji z petnej diugosci LLO badZ jej N-koricowg
sekwencjg nie prowadzi do zajscia komodrkowej odpowiedzi immunologicznej. Badania

opisane tej czesci dowiodly ponadto, ze B. subtilis jest skutecznym wektorem
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szczepionkowym dostarczajgcym antygeny eukariotyczne i indukujgcym ich prezentacje
w kompleksach z uktadami zgodnosci tkankowe;.

Wytypowana struktura genetyczna antygenu heterologicznego zostata zastosowana
przy konstrukcji szczepédw B. subtilis wytwarzajagcych gtéwny antygen bakterii
M. tuberculosis, transferaze mykolylowa 85B (Ag85B). Analiza zdolnosci szczepdw B. subtilis
do immunizacji myszy przeciwko M. tuberculosis jest integralng czescig opisanych
w rozprawie badani. Gruzlica w ostatnich czasach znalazta sie w czotéwce najgrozniejszych
choréb, a od kilku lat obserwuje sie postepujacy wzrost zachorowan. Do tej pory nie
opracowano skutecznej metody immunizacji powodujacej trwata i silng odpornos¢ przeciw
gruzlicy, wiec zastosowanie zywych wektoréw szczepionkowych na bazie niepatogennej
bakterii do immunizacji stanowi obiecujgcy i silnie eksplorowany trend wspodfczesnej
wakcynologii. W czesci rozprawy doktorskiej poswieconej konstrukcji szczepionki
przeciwgruzliczej uzyskano dwa szczepy konstytutywnie lub fakultatywnie produkujgce
Ag85B. Po potwierdzeniu zdolnosci do sekrecji heterologicznego biatka poza komodrke
bakteryjng, przeprowadzono szeroka analize immunogennosci in vivo. Myszy seryjnie
szczepiono bakteriami, a ich splenocyty oraz surowica krwi postuzyty do okreslenia typu
zachodzacej odpowiedzi immunologicznej. Analizy nieoczekiwanie wykazaty, ze oba
analizowane szczepy B. subtilis nie prowadzg do aktywacji mediatoréw odpowiedzi
komodrkowej, jakimi sg limfocyty Tc. Immunizacja szczepem konstytutywnie wytwarzajgcym
gruzliczy antygen prowadzi natomiast do zwiekszenia poziomu catkowitej immunoglobuliny
IgG, co Swiadczy o zajsciu humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Rozbiezno$é wynikéw
analiz z wykorzystaniem szczepéw eksprymujacych biatko OVA i Ag85B sugeruje, ze natura
eksprymowanego antygenu moze wptywac na typ generowanej odpowiedzi odpornosciowej,
jednak hipoteza ta musi by¢ zweryfikowana poprzez przeprowadzenie odpowiednich
dalszych badan.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania  dowiodly, e  wykorzystanie
wegetatywnych komérek B. subtilis w immunizacji jest obiecujgcg perspektywa wspotczesnej
wakcynologii. Wektory szczepionkowe uzyskiwane na bazie szczepu MB4 sg zdolne do
efektywnej produkcji oraz sekrecji zarowno eukariotycznych, jak i prokariotycznych biatek, co
moze miec przetozenie na zdatnos$¢ ich wykorzystania do indukcji zaréwno komadrkowych,

jak i humoralnych mechanizméw odpornosci nabyte;.
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1. Wstep

Wprowadzenie

1.1. Wakcynologia - rys historyczny i perspektywy

Postepy w nauce od zawsze stanowity site napedowg w badaniach nad konstrukcjg
nowych, skutecznych szczepionek (rysunek 1.1). Termin szczepionki jako preparatu
biologicznego wzmagajacego odporno$é na dang chorobe oraz koncepcja szczepien zostaty
wprowadzone przez Edwarda Jennera w 1796 roku. Wykorzystat on materiat zakazny ospy
krowianki do zaszczepienia 8-letniego chtopca, co przyniosto efekt w postaci skutecznej
immunizacji przeciw wirusowi ospy prawdziwej (Smith, 2013). Ztotg ere wakcynologii
zapoczatkowaty odkrycia Pasteura i Kocha, ktorzy opracowali preparaty szczepionkowe
opierajace sie na zywych, atenuowanych mikroorganizmach, organizmach inaktywowanych
badZ produkowanych przez nie toksynach. Ludwik Pasteur w 1885 roku dokonat pierwszych
skutecznych szczepien chronigcych przed wirusem wscieklizny. Opracowat on metode
szybkiego namnazania wirusa poprzez hodowle w organizmach kréliczych oraz jego atenuacji
na drodze odwadniania ptynu mdzgowo-rdzeniowego zainfekowanych wirusem krolikow
poprzez jego ekspozycje na dziatanie powietrza (Berche, 2012). Robert Koch w toku swoich
badan nad przecinkowcem cholery (Vibrio cholerae) dowiddt, ze pojedyncze zakazenie chroni
przed kolejnymi infekcjami w czasie tej samej epidemii. Pierwsze préby zastosowania
zabitych komérek V. cholerae do immunizacji zostaty natomiast podjete pod koniec XIX
wieku przez Jaime Ferrana, a takze Sawtschenko i Sabolotnego (Lopez i wsp., 2014).

Poczatek XX wieku przynidst odkrycie nowego typu szczepionek, w ktérych
wykorzystywano toksoidy, inaktywowane na drodze chemicznej lub termicznej toksyny
bakteryjne, ktére pozbawione byty cech toksycznosci, ale jednoczesnie wykazywaty potencjat
immunizacyjny. Powstaty szczepionki na bazie toksyny tezcowej Clostridium tetani oraz
toksyny bfoniczej Corynebacterium diphtheriae. Nastepnym krokiem byto opracowanie
pierwszych skojarzonych szczepionek, uodparniajgcych na btonice i tezec (Di-Te) lub na
btonice, krztusiec i tezec rownoczesnie (Di-Per-Te). Kolejny przetom w badaniach z dziedziny

wakcynologii nastgpit w drugiej potowie XX wieku jako nastepstwo rozwoju technik hodowli
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komodrkowych, dzieki zastosowaniu ktérych mozliwe stato sie namnazanie czastek
wirusowych. Umozliwito to stworzenie szczepionek skutecznie immunizujgcych przeciw
rotawirusom czy wirusom zapalenia watroby typu A, polio, rozyczki, $winki, odry i ospy
wietrznej. Dalszy progres w dziedzinie mikrobiologii doprowadzit do opracowania
szczepionek polisacharydowych, ktére wywotywaty odpowiedz przeciw polisacharydom
otoczkowym bakterii takich jak Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis serotyp A,
C, Wi Y czy Haemophilus influenzae. Tego typu terapeutyki indukowaty jednak stosunkowo
stabg reakcje immunologiczng u dzieci. Opracowanie szczepionek w formie glikokoniugatéw
pozwolito na pokonanie tych ograniczen, gdyz powodowato indukcje humoralnych
mechanizméw immunologicznych. Odkrycia biologii molekularnej pozwolity réwniez na
skonstruowanie preparatéw immunizujgcych przeciw mikroorganizmom nie dajacym sie
namnaza¢ w oparciu o hodowle komdrkowej, takim jak wirus zapalenia watroby typu B
(HBV) czy wirus brodawczaka ludzkiego (HPV). Szczepionki przeciw tym patogenom majg
postaé oczyszczonych, zrekombinowanych biatek wirusa, ktore tworzg niewirulentne czgstki

wirusowe (viral-like particle, VLP) (Delany i wsp., 2014).
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Rysunek 1.1. Gtéwne odkrycia wakcynologii (zmodyfikowane wg Delany i wsp., 2014).
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Ostatnie dwie dekady przyniosty nowe rozwigzania w wakcynologii, ktére umozliwiaja
poszukiwanie najbardziej immunogennych antygendw. Zsekwencjonowanie kompletnych
genomoéw organizmow chorobotwdrczych oraz cztowieka doprowadzito do powstania tzw.
»odwrotnej wakcynologii”, techniki, ktéra na drodze analiz genomicznych pozwala na
wytypowanie najlepszych celdw dla komoérek uktadu immunologicznego. Genom danego
organizmu stanowi bowiem rezerwuar genéw kodujacych biatka stanowigce potencjalny
immunogen, ktéry moze by¢ zastosowany do konstrukcji szczepionki (Kanampalliwar i wsp.,
2013). Sztandarowym przyktadem wykorzystania tej techniki jest opracowanie szczepionki
immunizujgcej przeciw bakterii Neisseria meningitidis serotypu B (MenB), ktéra
w przeciwienstwie do meningokokédw innych typéw pokryta jest polisacharydem
wykazujgcym duze podobienstwo do polisacharydu obecnego w ludzkich tkankach. Cecha ta
sprawifa, ze szczepionki glikokoniugatowe byty nieskuteczne w immunizacji przeciw MenB.
Wybrane na drodze analiz genomu biatka poddano ekspresji w komdrkach E. coli, dzieki
czemu uzyskano pierwszg skuteczng szczepionke przeciw MenB (Giuliani i wsp., 2006).

Kolejnym wyzwaniem wspodtczesnej wakcynologii stato sie réwniez opracowanie
szczepionek przeciw mikroorganizmom wykazujgcym duze réznice w ekspresji antygendw,
jako ze preparaty opracowane w XX wieku wykazujg skutecznos¢ gtdwnie w profilaktyce
zakazen patogenami cechujgcymi sie niskg zmiennos$cig antygenowg. Rozwigzaniem jest
stosowanie szczepionek niosgcych antygeny wielu szczepdw jednoczesnie. Przyktadem takich
immunoterapeutykéw sg poliwalentne szczepionki koniugatowe zawierajgce antygeny 7, 9
lub 13 sposrdéd 93 znanych serotypéw streptokokéw (Auranen i wsp., 2013) lub poliwalentna
szczepionka przeciw wirusowi grypy zmieniana sezonowo w oparciu o przewidywania
dotyczace ewolucji biologicznej szczepdw (tuksza i Lassig, 2014). Do tej pory nie udato sie
jednak opracowac skutecznej i trwale immunizujgcej szczepionki przeciw mikroorganizmom,
ktdre charakteryzuje bardzo duze tempo mutacji, takim jak wirusy HIV czy HCV. Potrafig one
unikng¢ odpowiedzi antygenowej organizmu gospodarza dzieki zmianom antygendw
bedacych celem uktadu immunologicznego.

W ciggu ostatniego wieku szczepienia w bardzo znaczacym stopniu przyczynity sie do
ograniczenia zapadalnos$ci na choroby zakazne oraz zmniejszyty wywotywang przez nie
$miertelno$¢. Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization, WHO) podaje, ze
szczepienia mogg ratowa¢ zycie od 2 do 3 milionéw ludzi kazdego roku. Dzieki

rozbudowanym programom szczepien choroby takie jak ospa prawdziwa czy polio zostaty
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wyeliminowane na catym Swiecie. Z danych raportu WHO z 2014 roku wynika, ze w latach
2000 — 2012 o 78% spadta rowniez liczba zgondéw spowodowanych przez odre. Jednoczesnie
organizacja informuje, ze przy pomocy szczepien mozna kontrolowaé zapadalnos¢ na jedynie
25 ze wszystkich znanych choréb zakaznych (rysunek 1.2). W 2012 roku w czotéwce chordb
powodujgcych najwyzszg smiertelnos¢ i przeciw ktérym nie istnieje skuteczna szczepionka
plasowaty sie HIV/AIDS (1,6 miliona zgondw), gruzlica (1,3 miliona zgondéw) czy malaria (0,6
miliona zgondéw). Coraz wieksze zagrozenie stanowig rowniez nowotwory, ktére w 2012 roku
spowodowaty smiertelnos¢ rzedu 8,2 miliona osdb. Ich profilaktyka za pomocg szczepien

stanowi wiec powazne wyzwanie dla wspdtczesnej wakcynologii.
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Rysunek 1.2. Dostepne szczepionki uodparniajagce przeciw chorobom zakainym (zmodyfikowane
wg www.who.int, dane kampanii World Immunization Week 2014).

1.2. Swoista (nabyta) odpowiedz immunologiczna

Szczepienie ma na celu wywotanie swoistej (nabytej) odpowiedzi immunologicznej,
dlatego warunkiem niezbednym do opracowania nowych metod skutecznej immunizacji jest
bardzo doktadne poznanie jej mechanizméw. Terminem swoistej odpowiedzi
immunologicznej okresla sie typ odpornosci organizmu zalezny od rozpoznania antygendow

przez przeciwciata i receptory znajdujgce sie na limfocytach. Odpowiedz? ta jest indukowana
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kontaktem receptora z antygenem, w zwigzku z czym wyksztatca sie wolniej niz mechanizmy
zapalne. Cechuje jg specyficznos¢ wzgledem unikalnego antygenu oraz zdolnos$¢ do
wywotywania tzw. pamieci immunologicznej zapewniajgcej dtugotrwatg odpornosé
organizmu na dany patogen. Sktadowymi nabytej odpowiedzi immunologicznej sg biatka -
immunoglobuliny (Ig) zwane przeciwciatami oraz populacje limfocytéw Bi T.

Przeciwciata produkowane przez limfocyty B krgzg w uktadzie krwionosnym i wigzg sie
z antygenami na powierzchni czynnikéw infekcyjnych. Moze to skutkowaé inaktywacja
patogenu lub indukcjg mediatoréw stanu zapalnego, ktére doprowadzg do jego zniszczenia.
Taka reakcje organizmu okresla sie mianem humoralnej odpowiedzi immunologiczne;.
Przeciwciata s3 odpowiedzialne za eliminowanie zakazen patogenami, ktére maja
pozakomérkowy etap w swoich cyklach zyciowych Ilub ktére produkujg metabolity
wydostajgce sie poza komérki gospodarza.

Drugim, swoistym mechanizmem immunologicznym jest komérkowa odpowiedz
immunologiczna, ktéra ma decydujgce znaczenie przy wytwarzaniu odpornosci przeciw
wirusom oraz patogenom wewnatrzkomdrkowym, a takie przy zwalczaniu komodrek
nowotworowych. Limfocyty T bedace jej gltownymi mediatorami w czasie trwania
odpowiedzi réznicujg do réznych subpopulacji komdrek efektorowych, ktére majg wptyw na
inne komoérki uktadu odpornosciowego. Cze$s¢ z nich przeksztatca sie w limfocyty
cytotoksyczne, CD8" (cytotoxic T cell, CTL), ktére rozpoznaja obce antygeny i prowadza do
zabicia komorki zainfekowanej wirusem, wewnatrzkomérkowg bakterig czy tez do eliminacji
komérki nowotworowej. Pozostate limfocyty tworza populacje komoérek CD4"
o wtasciwosciach regulatorowych lub pomocniczych, stymulujgce aktywno$é pozostatych
leukocytéw poprzez wydzielanie cytokin badz przez bezposredni kontakt z nimi.

Na efektywnos¢ odpowiedzi nabytej wptywajg zardowno prawidiowy przebieg
humoralnej oraz komérkowej odpowiedzi, jak i odpowiednia interakcja miedzy komadrkami
efektorowymi obu typdw odpowiedzi. Bardzo duze znaczenie ma wspétpraca limfocytow
pomocniczych CD4" z limfocytami B. Co najwazniejsze, oba rodzaje nabytej odpowiedzi
przyczyniajg sie do generowania populacji komorek pamieci, dzieki ktérym ponowny kontakt

z tym samym antygenem prowadzi do szybszej i efektywniejszej odpowiedzi (Rote, 2006).
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1.3. Komorki efektorowe komdrkowej odpowiedzi immunologiczne;j

Limfocyty pomocnicze (CD4+, Th)

Limfocyty pomocnicze (T helper cells, Th) CD4" odgrywaja centralng role
w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego. Stymulujg limfocyty B do produkcji
przeciwcial, wzmagajg i utrzymuja odpowiedz limfocytéw CD8, reguluja aktywnos$é
makrofagéw oraz odpowiedZ immunologiczng przeciw mikroorganizmom patogennym,
a takze odpowiadajg za kontrole proceséw autoimmunologicznych. Sg réwniez mediatorami
pamieci immunologicznej, a spadek ich liczebnosci w organizmie przyczynia sie do
zwiekszonej podatnosci na choroby infekcyjne. Tak zréznicowang role mogg petnié dzieki
réznicowaniu naiwnych komérek CD4" (Thg) do komérek efektorowych w odpowiedzi na
prezentacje antygenu przez komarki APC.

W 1986 roku Mosmann i wsp. wykazali istnienie dwéch grup limfocytéw CD4*
roznigcych sie profilem produkowanych cytokin oraz markerami powierzchniowymi,
oznaczonych jako Thl i Th2. Cechg charakterystyczng limfocytow Thl wspomagajgcych
gtéwnie komoérkowa odpowiedZ immunologiczng jest wydzielanie interferonu-y (INF- y) oraz
interleukiny-2 (IL-2). Komérki Th2 biorgce udziat w humoralnej odpowiedzi nie produkuja
natomiast INF-y, a ich sygnaturowymi cytokinami sg interleukiny IL-4, IL-5 i IL-13. W 2003
roku dowiedziono istnienia trzeciej populacji komérek CD4", ktéra charakteryzuje sie
sekrecjg nieprodukowanych przez Thl i Th2 interleukin IL-17A, IL-17F i IL-22 (Murphy i wsp.,
2003). Linia ta oznaczona jako Th17 (Park i wsp., 2005; Harrington i wsp., 2005) odgrywa
znaczng role w generowaniu odpornosci na wczesnych etapach zakazen M. tuberculosis
(Khader i wsp., 2007). Jednoczesnie odkryto czwartg populacje indukowanych
regulatorowych limfocytéw T o fenotypie CD4* CD25" Foxp3® (Chen i wsp., 2003). Sg one
zaangazowane w utrzymanie stanu tolerancji immunologicznej — hamujg proliferacje
komérek T, a eksperymentalne dane S$wiadczg réwniez o blokowaniu defektéw
autoimmunologicznych. Réznicujg one z limfocytéw CD4" poza grasica, co odrdznia je od
naturalnych komodrek regulatorowych T (Haribhai i wsp., 2011). Innymi komdrkami
uznawanymi za subpopulacje limfocytéw Th sg pecherzykowe limfocyty Fth (folicular
T helpers). Migrujg one do osrodkdw rozmnazania GC (germinal centers) w obrebie
pecherzykéw limfocytéw B w tkance limfatycznej, gdzie wspomagajg ich rdznicowanie

w komorki plazmatyczne lub komérki pamieci (Pratama i Vinuesa, 2014). W ciggu ostatnich
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kilku lat scharakteryzowano réwniez inne subpopulacje limfocytéw Th, takie jak aktywne
w trakcie zakazen pasozytniczych i moggce sie przyczynia¢ do choréb autoimmunologicznych
komorki Th9 (Veldhoen i wsp., 2008) czy Th22, ktére mogg by¢ zaangazowane w obrone
immunologiczng i naprawe tkanki skérnej (Duhen i wsp., 2009).

Powstanie tak zréznicowanych subpopulacji efektorowych i regulatorowych limfocytow
CD4" zalezy od ekspresji odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych i rodzaju
transkrybowanych gendw, co w warunkach in vitro warunkowane jest obecnoscig réznych
zestawdw cytokin w trakcie aktywacji limfocytu przy udziale receptora TCR. Rdznicowanie
komoérek Th do populacji Thl indukowane jest obecnoscig IL-12, ktdra jest produkowana
przez komoérki APC zainfekowane wirusami lub wewngtrzkomérkowymi patogenami.
Powstate limfocyty Thl wytwarzajg natomiast INF-y, ktory jest aktywny wzgledem tego typu
czynnikdw infekcyjnych. Tego typu sprzezenie dodatnie obserwowane jest réwniez przy
réznicowaniu populacji komérek Th2, ktéra generowana jest w obecnosci IL-4. Ta cytokina
aktywuje limfocyty B oraz poprzez wptyw na makrofagi oraz monocyty bezposrednio
przyczynia sie do wytworzenia stanu zapalnego, co prowadzi do usuniecia infekcji tego typu
patogenami. W przypadku zakazen grzybami lub niektorymi gatunkami bakterii komorki APC
wytwarzajg z kolei IL-1B, IL-6 | IL-23 indukujgce réznicowanie w komadrki Th17, ktére przez
sekrecje IL-17 i rekrutacje neutrofildbw posrednicza w ochronie przed patogenami
zewnatrzkomoérkowymi (Sallusto i wsp., 2010). Indukcja limfocytéw iTreg odbywa sie
natomiast w obecnosci TGF-B i IL-2 (Zhu i wsp., 2010).

Odebranie pozakomodrkowego sygnatu ze strony cytokin przez aktywowane komorki Th
powoduje zmiane ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych. Rdznicowanie do komodrek Thil
zalezy od aktywacji czynnika STAT1 i ekspresji T-box (T-bet) (Kanno i wsp., 2012). W procesie
réznicowania limfocytédw Th2 IL-4 aktywuje z kolei czynnik STAT6, co prowadzi do regulacji
czynnika transkrypcyjnego Gata3 (Ansel i wsp., 2003). Przy powstawaniu limfocytéw Th17
indukowana jest ekspresja czynnika RORyT (Dong, 2008), natomiast czynnik transkrypcyjny

FoxP3 aktywowany jest w przypadku komérek regulatorowych Treg (rysunek 1.3).
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Limfocyty cytotoksyczne (CD8, Tc)

Limfocyty cytotoksyczne (Tc) cechujgce sie obecnoscig markera CD8 na swej powierzchni
odpowiadajg za eliminacje komdrek nowotworowych Ilub komdédrek zainfekowanych
patogenami wewnatrzkomdérkowymi. Swojg funkcje efektorowa zyskujg dzieki produkcji
cytokin takich jak INF-y czy TNF-a (tumor necrosis factor a) lub poprzez aktywnosc
cytolityczng. Po aktywacji komérek Tc dochodzi do uwolnienia perforujacych btone
komodrkowg perforyn i granzymow, a takze do indukcji apoptozy w zainfekowanej komérce
na drodze FasL. Produkowana przez limfocyty Tc cytokina FasL taczy sie z komodrka
przeznaczong do apoptozy za posrednictwem zewngtrzkomérkowej domeny receptora Fas,
FASR, ktéry zawiera réowniez domene transbfonowg kotwiczgcg receptor i domene
cytoplazmatyczng, zwang domeng $mierci FADD (Fas associated death domain)
o charakterze wykonawczym. Przekazuje ona sygnat do biatek cytoplazmy, kontrolujgcych

faze kontrolno-decyzyjng (Seder i Hill, 2000).
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1.4. Prezentacja antygenu i jego rozpoznanie przez limfocyty

Antygeny sg czgsteczkami lub fragmentami czasteczek posiadajagcymi zdolnos¢ do
wigzania sie z przeciwciatem lub receptorem na powierzchni limfocytéw B lub T. Jedli
przyczyniajg sie one do wzbudzenia odpowiedzi immunologicznej, nazywa sie je
immunogenami. Nie wszystkie antygeny majg potencjat immunomodulujacy, co jest bardzo
istotnym aspektem konstruowania nowych szczepionek, ktére powinny indukowac wysoki
poziom odpowiedzi immunologicznej, aby skutecznie chroni¢ przed patogennymi
mikroorganizmami.

Immunogennosc¢ zalezy od wielu parametréow. Duze znaczenie ma stopien obcosci danej
molekuty dla organizmu, gdyz auto-antygeny zazwyczaj nie indukujg odpowiednio silnej
odpowiedzi immunologicznej. Rownie istotne sg parametry fizyczne — duze czasteczki takie
jak biatka, polisacharydy czy kwasy nukleinowe nalezg do najbardziej immunogennych.
Czasteczki o mniejszej masie molekularnej mogg zas funkcjonowac jako hapteny, antygeny
zyskujgce immunogennos¢ po potaczeniu z odpowiednim nosnikiem. Podobnie, duze
znaczenie ma stezenie antygenu — jego zbyt niskie lub zbyt wysokie ilosci mogg powodowac
trudnosci w wyzwoleniu odpowiedzi immunologicznej i przyczynia¢ sie do powstawania
stanu tolerancji. Istotna jest takze droga podania antygenu, gdyz zaleznie od jej wyboru
stymulowane mogg by¢ réine rodzaje tkanki limfatycznej i w ten sposéb indukowane
odmienne typy odpowiedzi immunologicznej. Immunogennos¢ antygenu moze by¢ réwniez
wzmagana poprzez dostarczanie antygenu z innymi substancjami, zwanymi adiuwantami
(Rote, 2006).

Limfocyty biorgce udziat w komérkowej odpowiedzi immunologicznej rozpoznajg
antygeny, ktére sg prezentowane na komodrkach eukariotycznych w kompleksach
z czgsteczkami uktadéw zgodnosci tkankowej (MHC). Czgsteczki MHC klasy | eksprymowane
na wszystkich  jadrzastych komarkach prezentujg peptydy  endogennego,
cytoplazmatycznego lub jagdrowego pochodzenia (rysunek 1.4). Znane sg trzy Sciezki
prezentacji antygenu w MHC [: a) bezposrednia prezentacja antygenu syntetyzowanego
w komoérce, b) prezentacja krzyzowa antygenu pozakomdrkowego pochodzenia i c) tzw.
»cross-dressing”, transfer komplekséw MHC |-peptyd miedzy komdrkami, jednak najczesciej
wykorzystywany jest szlak bezposredni. Biatka cytoplazmatyczne lub jagdrowe podlegajg
w nim ubikwitynylacji, a nastepnie degradacji w proteasomie. Sg to biatka, ktérych czas

trwania koniczy sie, biatka bedgce defektywnymi produktami translacji zwanymi DRiPs
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(defective ribosomal products) lub biatkowe produkty patogenéw wewnatrzkomérkowych.
Powstate w wyniku degradacji peptydy sg translokowane do retikulum endoplazmatycznego
(ER) przez transportery TAP (transporters associated with antigen presentation), gdzie tgcza
sie z czasteczkami MHC |. Heterodimery MHC | sg sktadane z polimorficznych tancuchow
(lekkiego i ciezkiego) B,-mikroglobuliny (B,m). Zwigzanie 8—10-aminokwasowego peptydu do
rowka MHC | zapewnia stabilnos¢ catej strukturze. W stanie nie wigzgcym peptydu taricuchy
MHC s3 stabilizowane przez biatka chaperonowe ER takie jak kalretikulina, ERp57, izomeraza
PDI czy tapazyna. Ostatnie z wymienionych biatek oddziatuje ztransporterem TAP,
zapewniajgc tgcznos¢ miedzy procesem translokacji peptydu do ER i jego dostarczaniem do
MHC |. Po zwigzaniu peptydu biatka chaperonowe sg uwalniane, akompleksy sa
transportowane na powierzchnie komoérki, gdzie moga by¢ rozpoznane przez efektory

komdrkowej odpowiedzi immunologicznej (Neefjes, 2011).
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\\\ i ’ Rysunek 1.4.

mm—— Sciezka  prezentacji  antygenu

w kompleksach z czgsteczkami

IER MHC klasy | (zmodyfikowany

. wedtug Neefjes iwsp., 2011).
~ — MHC Kasy | Prezentacja wewngtrzkomor-

kowych immunogennych peptydow
jest  wynikiem serii zdarzen.
Antygeny ulegaja degradacji
w proteasomie. Powstate peptydy

aPiritEilgmgo sg translokowane za pomoca
_:_’““‘D transporterow TAP do ER, gdzie
- ulegaja kompleksowaniu

= z czgsteczkami MHC I. Kompleksy

- ‘Q peptyd-MHC | sg uwalniane z ER

iprzy udziale aparatu Golgiego
transportowane na powierzchnie
ER komorki, gdzie moga by¢
rozpoznane przez limfocyt
cytotoksyczny. APC — komorka
prezentujgca antygen; TAP -

biatka cytozolowe
lub jgdrowe

ANy o

< transporter associated protein; ER
roteasom N — retikulum endoplazmatyczne;
74 TCR — receptor limfocytu T.
KOMORKA APC

23



W procesie krzyzowej prezentacji zachodzacej tylko na niektérych typach komérek
eukariotycznych antygeny trafiajg do komorki na drodze fagocytozy lub makropinocytozy,
a nastepnie ulegajg kompleksowaniu z MHC | na drodze jednego z trzech znanych szlakow.
Pierwszym z nich jest proces o nieznanym mechanizmie, udokumentowany dla wirosoméw,
komplekséw immunostymulujgcych czy liposomdéw, w ktédrym biatko przedostaje sie
z fagosomu do cytoplazmy, a nastepnie wchodzi na $ciezke TAP-zaleznej prezentacji (Sun
i wsp., 2009). Drugim sposobem jest opuszczenie fagosomu przez antygen, jego obrdbka
w proteasomie, a nastepnie powrét do fagosomu, w ktérym zachodzi tgczenie z MHC klasy |
(Rock i Shen, 2005). Trzecia $ciezka zwana wakuolarng rézni sie od pierwszej brakiem
zaangazowania transporteréw TAP i proteasomu w kompleksowaniu antygenu z MHC (Rock

i Shen, 2005).

egzogenne
biatko

wczesny R
endosom ,-}(\ a0 AN

/" Komérka APC

aparat Golgiego

S

Rysunek 1.5. Sciezka prezentacji antygenu w kompleksach z czasteczkami MHC klasy 1l (zmodyfikowany
wedtug Neefjes i wsp., 2011). Sktadanie heterodimeréw MHC Il z taricuchéw a i B oraz taricucha zmiennego li
odbywa sie w ER. Przy udziale aparatu Golgiego sg one bezposrednio lub poprzez btone komdrkowa
transportowane do kompartmentu MIIC. W MIIC fanicuch li oraz biatka pobrane poprzez endocytoze s3
trawione przez obecne tam proteazy. Peptyd CLIP bedacy produktem degradacji li poczatkowo blokuje rowek
wigzacy peptyd w dimerze MHC I, a nastepnie jest wymieniany na antygenowy peptyd przy pomocy chaperonu
HLA-DM. Kompleksy peptyd-MHC Il sg kolejno transportowane na powierzchnie btony komadrki APC, gdzie
mogg by¢ rozpoznane przez limfocyty pomocnicze. APC — komédrka prezentujgca antygen; ER — retikulum
endoplazmatyczne; TCR — receptor limfocytu T; CLIP — fragment peptydu li zwigzanego z MHC Il; MIIC —
kompartment MHC II.
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W przeciwienstwie do MHC klasy |, kompleksy MHC klasy Il s obecne na
profesjonalnych komdrkach prezentujacych antygen (antigen presenting cells, APC) takich
jak komorki dendrytyczne (DC), makrofagi i limfocyty B. Ich ekspresja moze by¢ jednak
wzbudzona przez INF-y lub inne czynniki na nieprofesjonalnych komérkach prezentujacych,
takich jak fibroblasty, komorki nabtonkowe, keratynocyty w przebiegu dermatoz czy jelitowe
komérki glejowe podczas choroby Crohna. Sktadanie komplekséw MHC |
z transmembranowych tancuchéw a i B oraz tancucha niezmiennego li odbywa sie w ER.
Kompleksy te trafiajg do endosomu MIIC (MHC class Il compartment), gdzie fariicuch li jest
trawiony. Pozostaly w rowku heterodimeru peptyd CLIP jest nastepnie wymieniany przy
udziale chaperonu HLA-DM na specyficzny peptyd pochodzenia pozakomdrkowego uzyskany
poprzez degradacje na Sciezce endosomalnej (rysunek 1.5). Nastepnie kompleksy MHC II-
peptyd sg transportowane na powierzchnie komadrki, gdzie mogg zaprezentowaé antygen
komérkom CD4" (Neefjes, 2011).

Komérki APC indukujg cytotoksyczne lub pomocnicze limfocyty T do proliferacji
i réznicowania w komoérki efektorowe dzieki dostarczaniu dwdch sygnatéw. Pierwszym z nich
sq czasteczki MHC wigzace peptyd na ich powierzchni, rozpoznawane przez receptory TCR (T
cell receptors) na limfocytach. Drugi sygnat zapewniajg czasteczki kostymulatorowe takie jak
biatka B7 (CD80 i CD86), ktére taczg sie z markerem CD28 na powierzchni limfocytéw.
Ekspresja biatek B7 na komoérkach prezentujgcych antygen jest indukowana podczas
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej przeciw patogenom i dodatkowo wzmagana przez
aktywowane limfocyty efektorowe. Dodatkowo, drugi sygnat jest wzmacniany po odebraniu
sygnatu pierwszego. Indukuje on aktywny transport biatek sygnatowych limfocytu T do
miejsca kontaktu z komodrkg APC. Ich akumulacja wzmaga intensywnos$é i wydtuza czas
trwania procesu sygnalizacyjnego zapoczatkowanego przez pierwszy sygnat. Uzyskanie tylko
pierwszego sygnatu ze strony kompleksow MHC I-peptyd moze wyzwoli¢ apoptoze lub
inaktywacje limfocytu T, nawet w przypadku, gdyby drugi sygnat pojawit sie w pdzniejszym
czasie, co lezy u podstaw wytworzenia tolerancji na auto-antygeny. Receptor TCR rozpoznaje
antygen we wspotpracy z btonowymi biatkami CD3, ktdre uczestniczg w przekazaniu do
wewnatrz komorki sygnatu o zwigzaniu oraz markerem CD4 lub CD8 (Alberts i wsp., 2007)

(rysunek 1.6).
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Rysunek 1.6. Sciezki aktywacji limfocytéw T (zmodyfikowany wedtug Alberts i wsp., 2002). A. Dojrzata komérka
APC aktywuje limfocyt T dostarczajgc 2 sygnaty. B. Niedojrzata komérka APC dostarcza jedynie | sygnat, co
prowadzi do $mierci lub inaktywacji limfocytu.

Niedojrzata
komérka APC

W przypadku infekcji patogenami wewnatrzkomérkowymi centralnym elementem
odpowiedzi immunologicznej s limfocyty CD8". Ich aktywacja zalezy od obecnoéci
antygenowo-specyficznych prekursoréw, sity oddziatywania receptora TCR z kompleksem
MHC I-peptyd czy poziomu cytokin prozapalnych. W przeciwieinstwie do komodrek Th,
inicjacja programu prowadzgcego do osiggniecia funkcji efektorowej oraz wytworzenia
pamieci immunologicznej przez komodrki Tc wymaga odebrania trzeciego sygnatu
zapewnianego przez IL-12 lub INF-a. W przypadku jego braku dochodzi jedynie do
ograniczonej klonalnej ekspansji i wytworzenia stanu tolerancji (Mescher i wsp., 2006). Duze
znaczenie ma nie tylko dojrzato$¢ komoérki APC, ale réwniez interakcja z limfocytami CD4".
Limfocyty Tc wymagaja pomocy limfocytdow pomocniczych w zaleznosci od natury
prezentowanego immunogenu. Antygeny, ktére cechujg stabe ligandy dla receptoréw PRR
(pattern recognition receptors), do ktdrych zalicza sie wzorce molekularne PAMP lub DAMP,
wymagajg obecnosci limfocytéw CD4" do dojrzewania komédrki APC. W procesie
indukowanego przez limfocyt Th , licencjonowania” nastepuje wdowczas ekspresja czgsteczek

kostymulatorowych i indukcja trzeciego sygnatu aktywacji, ktorym jest synteza IL-12. Infekcje
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przy udziale patogendw wewnatrzkomorkowych, ktére niosg silne ligandy dla PRR i indukuja
dzieki nim wczesng odpowied?Z prozapalng wigzacg sie z syntezg INF typu | sg wystarczajgce
do indukcji ekspresji czgsteczek kostymulatorowych na komdrkach prezentujacych.
Wydzielany INF typu | dziata jednoczesnie jako trzeci sygnat na komorki Tc, dzieki czemu
komérki Th nie s3 wymagane do aktywacji (Bachmann i wsp., 1998). W przypadku infekcji
wyzwalajacych niskie stezenia INF-I, udziat limfocytéw CD4" moze byé wymagany.
W niektérych przypadkach komérki Th mogg byé rdwniez istotnymi dostawcami [L-2
wspomagajgcej aktywacje, ekspansje oraz réznicowanie w komérki efektorowe limfocytéw

Tc (Wilson i Livingstone, 2008).

1.5. Pamie¢ immunologiczna

Bardzo waznym aspektem przebiegu swoistej odpowiedzi immunologicznej jest indukcja
pamieci immunologicznej. Komarki pamieci sg komdérkami potomnymi naiwnych limfocytéw,
ktore ulegty klonalnej ekspansji w trakcie odpowiedzi immunologicznej i przetrwaty po
wyeliminowaniu antygenu. Zapewniajg one natychmiastowg ochrone organizmu przy
ponownym kontakcie z danym antygenem. Komorki T pamieci zdecydowanie rdznig sie od
limfocytow T naiwnych, poniewaz odpowiadajg na nizsze stezenia antygenu, produkujg
szerszy wachlarz antywirusowych oraz prozapalnych cytokin, wzbudzajg szybka cytolityczng
aktywnos¢ oraz skuteczniej migrujg do innych regionéw w organizmie gospodarza (Sallusto
i wsp., 2010). Udowodniono réwniez, ze dzielg sie one w znacznie szybszym tempie niz
komorki T naiwne tuz po rozpoczeciu infekcji wirusowej, ale podobnie jak one wykazujg 48—
72-godzinng faze opdznienia, w ktérej nie ulegajg podziatom (Whitmire i wsp., 2008).

Komérki T pamieci dzielg sie na dwie grupy. Pierwszg z nich stanowig efektorowe
komorki pamieci (Tem), ktore rezydujg w tkankach lub krazg po organizmie. Sg one
odpowiedzialne za natychmiastowg obrone organizmu przed patogenami ze wzgledu na
zachowang gotowos$¢ do petnienia funkcji efektorowej. Do drugiej grupy nalezg komorki Tey,
centralne komérki pamieci, ktore patrolujg obwodowe tkanki limfatyczne, gdzie mogg wejsé
na droge proliferacji w odpowiedzi na prezentacje antygenu na komadrce APC (Sallusto i wsp.,
2010).

Komérki pamieci stanowia jedynie niewielkg frakcje komodrek powstatych w czasie

zajScia odpowiedzi immunologicznej. Stosunek prekursoréw komodrek efektorowych
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i pamieci zalezy od rdznej ekspresji czynnikdw transkrypcyjnych, na ktéra wptywajg z kolei
stymulacja przez antygen, cytokiny i wewnatrzkomdrkowe szlaki sygnalizacyjne. W toku
analiz naiwnych limfocytédw T znakowanych genetycznymi znacznikami w warunkach lokalnej
i systemowej infekcji wykazano, ze, niezaleznie od warunkdéw, jednoczesnie zachodzi
réznicowanie do obu typodw komdrek (Gerlach i wsp., 2010). Czas przetrwania komodrek
pamieci oraz wielko$¢ ich puli zalezy od poziomu cytokin egzogennego pochodzenia.
W przypadku komadrek pamieci typu CD4 i CD8, cytokinami umozliwiajgcymi przetrwanie sg
IL-7 i IL-15, ktére stymulujg powolng, ale ciggla proliferacje (Surh i Sprent, 2008). Co
interesujgce, Sun i wsp. (2004) w badaniach z wykorzystaniem myszy nie wytwarzajgcych
limfocytéw CD4" udowodnili, ze komdrki CD4" sg odpowiedzialne nie tylko za dostarczanie
trzeciego sygnatu przy indukcji réznicowania komoérek Tc, ale rowniez za utrzymanie
populacji komérek CD8" pamieci. Za populacje komérek T pamieci, ktérg cechuje
dtugotrwata zywotno$¢ uwaza sie komorki Tev, W zwigzku z czym obecnie prowadzi sie
intensywne badania nad opracowaniem lekdéw sprzyjajgcych rdéznicowaniu limfocytow
naiwnych CD4" do komérek pamieci tego typu. Araki i wsp. (2009) dowiedli, ze rapamycyna,
obnizajac aktywnos¢ kinazy treoninowo-serynowej mTOR bedacej sensorem réznych
czynnikdw sSrodowiskowych i regulatorem metabolizmu komdrkowego, wptywa na

przyspieszong konwersje naiwnych komaérek do komaérek Tey.

1.6. Szczepionki indukujace komdérkowa odpowiedZz immunologiczng

Preparaty szczepionkowe konstruowane w przesziosci oparte na inaktywowanych
organizmach lub produkowanych przez nie biatkach zostaty zaprojektowane w taki sposob,
aby stymulowaé odpowiedz humoralng skierowang przeciw powierzchniowym czgsteczkom
komérek bakteryjnych czy wiruséw. Dowiedziono jednak, ze odpowiedZ taka jest
nieskuteczna w generowaniu odpornosci przeciw patogenom wewngtrzkomérkowym
(Casadevall i wsp., 2006). Preparaty nowej generacji powinny wzbudza¢ komorkowe
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej przeprowadzane przez limfocyty Th oraz Tc, gdyz
jedynie one mogg chroni¢ przed patogenami, ktdre wykazujg duzg zmiennos$¢ serotypowa
(adenowirusy), prowadzg wewnatrzkomoérkowy tryb zycia lub ktére cechuje zdolno$é¢ do
wytwarzania form latentnych (np. HIV, Herpex, HBV, HCV, Helicobacter pylori, Plasmodium

falciparum, Mycobacterium tuberculosis, Francisella tularensis, Salmonella enterica, Brucella
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spp., Burkholderia spp.). Nalezy podkresli¢, ze ten typ odpowiedzi chroni takze przed
procesami nowotworowymi lub chorobami autoimmunologicznymi. Najnowsze badania
przebiegu odpowiedzi immunologicznej w zakazeniach pratkami gruzlicy w modelu mysim
dowodzg, ze limfocyty B mogg regulowaé przebieg infekcji M. tuberculosis poprzez produkcje
cytokin czy przeciwciat, jednak ich rola w kontroli zakazenia jest poboczna (Torrado i wsp.,
2013). Limfocyty B mogg mieé¢ jedynie ograniczony kontakt z antygenem tuz przed jego
whniknieciem do komodrki gospodarza lub w czasie rozprzestrzeniania sie patogenu miedzy
komodrkami. Szczepionki indukujgce komérkowa odpowiedz immunologiczng muszg byé
konstruowane w sposdb umozliwiajacy dostarczenie antygenu do komérek APC, dzieki
czemu bedzie on zaprezentowany w kontekscie czgsteczek MHC na powierzchni komarki.
Majagc na uwadze potrzeby wspodtczesnej wakcynologii, ktéra dazy do opracowania
preparatéw wzbudzajgcych komdrkowg odpowiedz immunologiczng, nowe szczepionki
powinny wybidrczo indukowa¢ komorki T o okresSlonym fenotypie i w $cisle okreslonej
lokalizacji. Najwazniejszym aspektem badan jest opracowanie metod generowania trwatej
puli komérek T pamieci prawidtowo umiejscowionych w szczepionym organizmie w taki
sposdb, aby wektor szczepionkowy byt jak najbardziej bezpieczny dla szczepionego
organizmu, a patogen w przypadku infekcji byt jak najszybciej usuwany. W celu dobrania
warunkéw sprzyjajacych indukowaniu trwatej odpornosci szczepionego organizmu
opracowano szereg systemoéw dostarczania antygenu, do ktéorych nalezg szczepionki
podjednostkowe kierowane i wzmacniane przy udziale adiuwantéw oraz szczepionki

wektorowe wykorzystujgce wirusy oraz zywe atenuowane lub niewirulentne bakterie.

1.7. Szczepionki podjednostkowe

Proby opracowania nowych szczepionek podjednostkowych podyktowane s3
wzrastajgcym zapotrzebowaniem na szczepionki bardzo dobrze zdefiniowane pod wzgledem
molekularnym, ktére zastgpig preparaty oparte na catych inaktywowanych patogenach
niosgcych wiele antygendw jednoczesnie. Obecnie podejmuje sie préby konstrukcji
szczepionek opartych na wybranych antygenach bedacych celem dla uktadu
immunologicznego, a nawet na ich najbardziej immunogennych, pojedynczych peptydach
zwanych epitopami, pochodzacych od czynnika infekcyjnego, komérki nowotworowej badz

alergenu. Szczepionki o minimalnej zawartosci antygendow, cechujgce sie jednoczesnie
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wysoka specyficznoscia opracowywane sg na podstawie wysokoprzepustowych analiz in
silico lub eksperymentalnych metod mapowania epitopéw (Lundegaard i wsp., 2012).
Docelowe preparaty mogg by¢ wprowadzane jako oczyszczone biatko, peptyd
lub niebiatkowy skfadnik patogenu badZ ulega¢ ekspresji z wektora plazmidowego lub
zrekombinowanego wirusa. Poszukiwanie podjednostkowych szczepionek stanowi obecnie
wazny trend wspotczesnej wakcynologii. Wiekszos¢ opracowywanych szczepionek
immunizujgcych przeciw leiszmaniozom wywotywanym przez wiciowce z rodziny Leishmania
ma podjednostkowg forme. Dowiedziono skutecznosci zastosowania szczepionki niosacej
biatko gp63 z adiuwantem hsp70, ktéra powodowata wzrost poziomu INF-y oraz obnizenie
ekspresji IL-4 i IL-10 w modelu mysim (Kaur i wsp., 2011). Trwajg rowniez prace nad
szczepionkg podjednostkowg immunizujacg przeciw Chlamydia muridarum, w ktérej
wykorzystano gtowne biatko btony zewnetrznej MOMP (Tifrea i wsp., 2013) czy przeciw
F. tularensis, w ktorej biatko szoku cieplnego DnaK potgczono z powierzchniowym biatkiem
patogenu Tul4 (Ashtekar i wsp., 2012). Obie szczepionki stymulowaty wydzielanie INF-y oraz
produkcje przeciwciat. W drugg faze badan klinicznych wchodzi obecnie szczepionka H56
przeciw M. tuberculosis niosgca trzy gruzlicze biatka: Ag85B, ESAT-6 oraz biatko stanu latencji
Rv2660c w kombinacji z adiuwantem IC31, ktéra w modelu mysim wyzwala silng odpowiedz
limfocytéw CD4" i powstrzymuje reaktywacje latentnej formy gruzlicy (Weiner i Kaufmann,
2014).

W ciggu ostatnich 20 lat najwiecej uwagi poswiecono konstrukcji szczepionek DNA,
ktore z powodzeniem wprowadzono do uzytku w weterynarii m. in. do prewencji zakazen
tososi wodnymi rabdowirusami (Garver i wsp., 2005) czy zachorowan pséw na czerniaka
ztosliwego jamy ustnej (Grosenbaugh i wsp., 2011). Pomimo sukcesu szczepionek DNA
o weterynaryjnym zastosowaniu, istnieje silna potrzeba optymalizacji warunkéw ich uzycia
do szczepienia ludzi. Podejmowane sg liczne proby opracowania wektorow DNA - sukcesem
zakonczyta sie miedzy innymi druga faza badani klinicznych ludzkiej terapeutycznej
szczepionki DNA VGX-3100 w postaci plazmidu kodujgcego antygeny E6/E7 wiruséw HPV 16
i HPV 18 dostarczanego przy pomocy elektroporacji in vivo (dane National Cancer Institute
z lipca 2014 roku). Podanie szczepionki kobietom, u ktérych wykryto raka szyjki macicy typu
CIN 2/3 doprowadzito do indukcji limfocytéw cytotoksycznych i znacznego ograniczenia

wzrostu nowotworu lub jego zaniku (Bagarazzi i wsp., 2012).
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Adiuwanty

Molekularna formuta szczepionkowa czesto bywa jednak stabo immunogenna, co
sprawia, ze poszukiwane sg odpowiednie adiuwanty, formuty szczepionkowe oraz wektory
wzmagajace poziom komodrkowej odpowiedzi immunologiczne;.

Adiuwantem szczepionkowym okreéla sie sktadnik, ktéry moze wspomagac efektywnosé
szczepionki poprzez indukcje silnej odpowiedzi immunologicznej. Koncepcja zastosowania
adiuwantdéw zostata zaproponowana w 1925 roku przez Ramona, ktéry zaobserwowat, ze
dodanie do szczepionek tezcowej i bfoniczej substancji takich jak agar, tapioka, lecytyna, olej
krochmalowy czy saponina powoduje wzrost miana specyficznych przeciwciat (Sivakumar
i wsp., 2011). Jednoczesnie, w 1926 roku, Glenny i wsp. zaobserwowali, Zze nanoszenie
antygenu na nierozpuszczalne czasteczki zwigzkéw glinu przed immunizacjg generuje lepsza
odpowiedz za posrednictwem przeciwciat niz w przypadku zastosowania rozpuszczalnej
formy immunogennego biatka (Marrack i wsp., 2009). Od tego odkrycia zwigzki glinu byty
bardzo powszechnie wykorzystywane do wzmagania odpowiedzi immunologicznej.

Zastosowanie adiuwantéw w wakcynologii jest bardzo szerokie — sg one
wykorzystywane do modulowania odpowiedzi immunologicznej poprzez dostarczanie
antygenu w natywnej formie, redukujg potrzebe wieloetapowej immunizacji i obnizajg tym
samym jej koszty, a takze przyczyniajg sie do wzmozonej odpowiedzi u dzieci lub dorostych
pacjentéw z obnizong odpornoscig (Aguilar i Rodriguez, 2007). Moga by¢ réwniez podzielone
na 2 klasy w zaleznosci od dominujgcego mechanizmu dziatania na: a) systemy nosnikowe
oraz b) wzmacniacze odpowiedzi immunologicznej. Systemy nosnikowe koncentrujg antygen
i prezentujg go w zorganizowanej formie, podczas gdy wzmacniacze aktywujg mechanizmy
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej (Mohan i wsp., 2013). Efektami dziatania
adiuwantow sg: wzrost produkcji przeciwciat i miana limfocytéw T, wydtuzenie czasu trwania
odpowiedzi, wzmocniona ochrona przeciw réznym wariantom tego samego patogenu czy
zmniejszona liczba dawek wymaganych do uzyskania ochronnego poziomu przeciwciat czy
komodrek pamieci. Tabela 1.1 przygotowana wedtug publikacji przegladowej Mohan i wsp.

(2013) przedstawia liste znanych adiuwantéw oraz mechanizmy ich dziatania.
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Tabela 1.1. Adiuwanty szczepionkowe (przygotowana wedtug przeglagdu Mohan i wsp., 2013)

Typ Formuta Dziatanie

fosforan aluminium, wodorotlenek  Spowalnianie tempa uwalniania antygenu, wydtuzanie kontaktu antygenu
SOLE ALUMINIUM . . . . N .

aluminium z uktadem immunologicznym, stymulowanie odpowiedzi limfocytéw Th2

INNE SOLE MINERALNE, np. fosforan

wapnia

sole wapnia, zelaza, cyrkonu

Utatwiona adsorpcja antygenu, indukcja wysokiego poziomu przeciwciat IgG

KOMPLETNY ADIUWANT FREUNDA

inaktywowane termicznie komorki z rodzaju
Mycobacterium

Stymulacja komdrkowej odpowiedzi immunologicznej oraz produkgcji IgG i IgA

EMULSJE
(niekompletny  adiuwant
montanid, MF59, adiuwant 65)

Freunda,

typu ,,olej w wodzie” i ,woda w oleju”

Stymulacja limfocytéw B i Tc

ADIUWANTY
BAKTERYJNEGO

POCHODZENIA

TOKSYNY:

Toksyna CT Vibrio cholerae

Toksyna PT Bordetella pertussis
Toksyna A i B Clostridium difficile
Toksyna STx Schigella dysenteriae

Enterotoksyny Staphylococcus

Mieszana lub koniugowana z antygenami
Sluzéwkowymi

Inaktywowane  komorki  B.
(mieszanina toksyny zawiera LPS)

pertussis

Oczyszczony preparat
Oczyszczony preparat

Oczyszczony preparat

Wzmaganie immunogennosci stabych antygendw

Wzmaganie komérkowej odpowiedzi immunologicznej

Zwiekszanie poziomu przeciwciat IgA

Wzmaganie odpowiedzi humoralnej i komdrkowej

Zwiekszanie poziomu przeciwciat IgG i IgA

NIETOKSYCZNE BIAtKA:
Lipopeptydy

Dipeptyd muramylowy (MDP)

Izolowane z bakteryjny lipoprotein

Izolacja ze sciany komérkowej mykobakterii

Niejednorodne preparaty btony zewnetrznej

Adiuwanty przy szczepieniach drogg pokarmowg

Stymulacja niespecyficznych mechanizmoéw skierowanych przeciw bakteriom
i komdrkom rakowym

" Zwi . .

Proteosomy meningokokéw wiekszanie poziomu IgA

LIPOSOMY S.yhtetyc'zne Sfefy slfiadajqce sig z warstwy Wzmaganie humoralnej i komdérkowej odpowiedzi immunologicznej
lipidowej otaczajgcej antygen

SRODKI POWIERZCHNIOWO CZYNNE Skfadnik detergentu saponiny izolowanej

Wzmaganie odpowiedzi przeciw T-zaleznym i T-niezaleznym antygenom

(Quil-A) z Quillaja saponaria
KOMPLEKSY IMMUNOSTYMULUJACE Czastki formowane podczas mieszania Stymulacja produkcji immunoglobulin wszystkich klas, wzmaganie komarkowe;j
(Iscom) cholesterolu z Quil-A odpowiedzi immunologicznej, w tym odpowiedzi CTL




Typ

Formuta

Dziatanie

ADIUWANTY WODOROWEGLANOWE

Ztozone zwigzki wodoroweglanowe
naturalnego pochodzenia, np. y-inulina

Indukcja humoralnej i komdrkowej odpowiedzi immunologicznej

Niemetylowane dinukleotydy CpG obecne

Bezposrednia aktywacja limfocytow B i komdrek dendrytycznych poprzez

LIGONUKLEOTYDY CpG

OLIGONUKLEO P w DNA bakterii receptory TLR9, wzmaganie komorkowej odpowiedzi immunologicznej
WZORCE  MOLEKULARNE lub ich irli}:ni?cll(rlﬂekfzmj(rilxav::z :sfl\(:)?:lrrl:e (l:b IVIIICDT Wzmaganie wrodzonych mechanizméw immunologicznych (fagocytozy,
pochodne (LPS, MPL, peptydoglikan, i P P wydzielana prostaglandyn, rekrutacji komodrek stanu zapalnego) oraz

flagellina, kwasy lipotejchojowe)

— lipid A Salmonella minnesota pozbawiony
grupy (R)-3-hydroksydekanoilowej

humoralnej i komdrkowej odpowiedzi immunologicznej

CYTOKINY

GM-CSF i Indukcja migracji komérek dendrytycznych, zwiekszenie ekspresji MHC | na ich
powierzchni

INE i Indukcja proliferacji komorek T, aktywacja komodrek NK, modulowanie
produkc;ji cytokin

IL-1 - Rekrutacja neutrofili do miejsca stanu zapalnego

IL-2 - Wzmaganie komérkowej odpowiedzi immunologicznej limfocytéw CD4"

IL-6 - Stymulacja limfocytéw B

IL-12 - Indukcja komorek NK oraz limfocytéow B i T

IL-15 - Indukcja komoérek NK oraz limfocytéw T

IL-18 - Wzmaganie proliferacji komérek NK oraz limfocytow CD8"

CHEMOKINY - Wzmaganie wrodzonych mechanizmdéw odpowiedzi immunologicznej

POLIMERY

Biodegradowalne (poliliaktydy PLA, PLG)

Adsorpcja antygendéw na powierzchni lub ich zamkniecie wewnatrz, stopniowe
uwalnianie antygenu

Niedegradowalne (ztoto, lateks, krzem,
polistyren)

Usprawnianie dostarczania antygenu do wnetrza komodrek prezentujgcych
antygen

ADIUWANTY
WIRUSOWEGO

POCHODZENIA

Wirosomy

Struktury powstate z potaczenia lipidow
btonowych z biatkami btonowymi wirionu

Dostarczanie antygenu do wnetrza komarek prezentujgcych antygen

VLP (virus-like particles)

Wielkoczasteczkowe  kompleksy  biatek
kapsydu nie zawierajgcego informacji
genetycznej

Wzmaganie odpowiedzi humoralnej i komdrkowe;j
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Wyniki najnowszych badan nad zastosowaniem nowoczesnych systeméw adiuwantow
wspomagajgcych indukcje odpowiedzi immunologicznej przez szczepionki DNA u ludzi sg
obiecujace. W badaniach klinicznych przetestowano juz duzg liczbe adiuwantéw bedacych
celami receptoréw Toll-like takich jak TLR4 lub TLR9. W Stanach Zjednoczonych w 2006 roku
za drugi po zwigzkach glinu adiuwant dopuszczony do uzytku w licencjonowanych ludzkich
szczepionkach uznano monofosfolipid-A (MPL), ktéry jest agonistg TLR4 (Giannini i wsp.,
2006). W Europie dopuszczone jest rowniez stosowanie wirosomoéw, czgstek VLP (virus-like
particles) i emuls;ji typu ,,olej w wodzie” takich jak MF59, ASO3 i AFO3 (Foged i wsp., 2012).
Pozytywne wyniki daje zastosowanie adiuwantéw cytokinowych — testuje sie miedzy innymi
podanie interleukiny-12 stymulujgcej réznicowanie limfocytéw T do populacji Thl czy
czynnika wzrostu makrofagéw GM-CSF, ktdry indukuje dojrzewanie komdérek APC (Flingai
i wsp., 2013). Nalezy zaznaczy¢, ze wybdr adiuwanta moze znaczgco wptyngé na ostateczny
wynik szczepienia. Ota i wsp. (2011) udowodnili, ze obecnos¢ glinu w sktadzie szczepionek
uzywanych w Rozszerzonym Programie Szczepien WHO (Expanded Programme of
Immunization, EPI) spowodowata obnizenie skutecznosci szczepionki MVA85B stosowanej
w immunizacji noworodkdw przeciw gruzlicy.

Adiuwanty moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane jako sktadnik kompleksowego
szczepienia podjednostkowymi szczepionkami w immunizacji typu ,prime-boost”, ktdra
wzmachia odpornos¢ organizmu uprzednio traktowanego szczepionka wektorowa. Dzieki tej
technice pokonany moze by¢ problem pojawiajgce]j sie odpornosci na zastosowany wektor.
Lin i wsp. (2012) wykazali, ze podanie szczepionki H56 w kompleksie z adiuwantem 1C31
opdznia i ostabia objawy kliniczne gruzlicy, a takze zapobiega reaktywacji uspionej infekcji
w makakach uprzednio immunizowanych szczepem BCG i eksponowanych na dziatanie

M. tuberculosis.

1.8. Szczepionki wektorowe

Szczepionki wektorowe dostarczajg antygeny do komodrek prezentujgcych antygen
wykorzystujgc organizmy posiadajgce naturalng zdolno$é do wnikania do wnetrza komoérki
eukariotycznej, takie jak wirusy czy bakterie. Sposréd wszystkich znanych typdw szczepionek,
szczepionki oparte na zywych atenuowanych mikroorganizmach najskuteczniej indukujg

komdrkowe mechanizmy odpornosci, przy czym w najwyzszym stopniu modulujg odpowiedz



cytotoksycznych limfocytéw T. Skutecznie wzbudzajg rowniez synteze przeciwciat,
a niekwestionowang zaletg ich uzycia jest mozliwos¢ podania bez uzycia strzykawki (Seder
i Hill, 2000; Titball, 2008). Smieré zainfekowanej komérki dodatkowo promuje fagocytoze
przez komoérki APC, co przyczynia sie do zwiekszonej prezentacji antygenu. Wektory oparte
na wirusach lub bakteriach za sprawg niesionych przez nie wzorcéw molekularnych, takich
jak LPS, CpG czy flagellina, majag ponadto wfasciwosci auto-adiuwantow, dzieki czemu
wzmagana jest prezentacja heterologicznego antygenu.

Zgodnie z naturalnym cyklem zyciowym, wektory wirusowe posiadajg zdolnosé¢ do
efektywnego wnikania do ludzkich komérek i do wewnatrzkomorkowej ekspresji niesionych
gendéw. Nasladowanie infekcji utatwia indukcje silnej odpowiedzi limfocytéw T, w tym
limfocytéw cytotoksycznych, dzieki czemu indukowane jest powstawanie komérek T pamieci
i trwata odpornosé przeciw patogenom wewnatrzkomdrkowym. Do konstrukcji szczepionek
wykorzystywane sg zaréwno replikujace, jak i niezdolne do replikacji wirusy, takie jak:
pokswirusy, adenowirusy, alfawirusy, flawiwirusy, pikornawirusy czy paramyksowirusy.
Wybdr odpowiedniego wirusowego wektora zalezy od charakterystyki patogenu, przeciw
ktoremu wywotywana jest odpowiedZz oraz od tego czy szczepionka ma powodowac
catkowitg immunizacje lub by¢ stosowana w modelu ,prime-boost”. Wiekszo$¢ wektorow
wirusowych bedacych przedmiotem badan klinicznych opiera sie na atenuowanych
adenowirusach lub zmodyfikowanym wirusie Ankara (MVA). Adenowirusy dzieki zdolnosci
do replikacji w ludzkich komdrkach wydtuzajg ekspresje antygenu i jego prezentacje na
komdrkach APC, co przyczynia sie do wzmozonej odpowiedzi humoralnej i komérkowe;.
Duza powszechnos$é infekcji adenowirusowych powoduje jednak, ze zachodzi skierowana
przeciw wektorowi odpowiedZ immunologiczna skutkujgca szybkim usuwaniem wirusa
i obnizong immunogennoscig szczepionki (Chirmule i wsp., 1999). Dwie szczepionki oparte
na adenowirusach 35 i 5 eksprymujgcych antygen Ag85A M. tuberculosis sy obecnie w fazie I
niezaleznych od siebie badan klinicznych w Republice Potudniowej Afryki (Hoft i wsp., 2012;
Smaill i wsp., 2013). Dowiedziona zostata ich skutecznos¢ w indukowaniu odpornosci
pacjentéw uprzednio szczepionych BCG i wzmaganiu produkcji INF-y przez komorki Th i Tc.
Podobnie jak w przypadku adenowirusow, niereplikujgcy wirus MVA ma duzy potencjat do
indukcji limfocytéw CD4*. MVAS8S5A jako pierwsza szczepionka na bazie tego wirusa osiggnetfa

faze Il b badan klinicznych. Badania z udziatem dzieci nie potwierdzity jednak skutecznosci
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szczepionki, natomiast dowiodty zdolnosci wektora do wzmagania syntezy INF-y (Tameris
i wsp., 2013).

Wykorzystanie wektoréw wirusowych niesie za sobg pewne ograniczenia, do ktérych
zalicza sie trudnosci w produkcji na duzg skale, ograniczong wielko$¢ informacji genetycznej
pakowanej do kapsydu niektérych wiruséw, odpowiedz immunologiczng skierowang przeciw
samemu wektorowi oraz brak mozliwosci transdukcji do niektérych typédw komérek. Co
wiecej, wirusy wyzwalajg silng odpowiedz zapalng, a integracja do genomu gospodarza moze
przyczyniaé sie nawet do wytworzenia stanéw chorobowych takich jak biataczka (Thomas
i wsp., 2003). Alternatywa dla uzycia wektorow na bazie wiruséw jest wykorzystanie
komodrek bakteryjnych. W ciggu ostatniego podtwiecza postepy w biologii molekularnej
i rozumieniu bakteryjnych cykli zyciowych przyczynity sie do znacznego postepu w pracach
nad stworzeniem wektoréow bakteryjnych zdolnych do dostarczania heterologicznych
antygendw do komodrek APC in vivo. Poznano drogi trwatej i dobrze scharakteryzowanej
atenuacji gendw wirulencji, mozliwa stafta sie regulacja poziomu ekspresji i lokalizacji
antygenu niesionego przez komoérke bakteryjng, opracowano rdéine drogi podania
bakteryjnego preparatu szczepionkowego, a co wiecej okreslono potencjat do wzbudzania
wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologiczne;j.

Duzg zaletg wykorzystania zywych wektoréw bakteryjnych jest zdolno$¢ do
nasladowania naturalnej infekcji, dzieki czemu aktywowana moze byé zardwno
niespecyficzna odpowiedz prozapalna, jak i, w przypadku uzycia modyfikowanych szczepéw
whnikajgcych do komérek APC, antygenowo specyficzna odpowiedz komdrkowa. Bakteryjne
wektory dzieki jednoczesnemu dostarczaniu sygnatu antygenowego oraz wzorcéw
molekularnych zwigzanych z patogenami lub ligandéw TLR umozliwiajg przetamanie stanu
tolerancji organizmu wobec antygenu, co jest podstawowym zatozeniem immunoterapii
opierajgcej sie na odpowiedzi cytotoksycznych limfocytdw T. Rozpoznanie niesionych przez
komérki APC wzorcéw prowadzi do pozytywnej regulacji ekspresji czasteczek
kostymulatorowych na powierzchni, dojrzewania i migracji komérek APC, co wzmacnia
odpowiedZ immunologiczng przeciw dostarczanemu antygenowi. Inng zaletg nosnikdéw
antygenowych na bazie bakterii jest to, ze mogg one byc¢ zaprojektowane w taki sposéb, aby
wywotywac odpornosé przeciw witasnym badz eksprymowanym heterologicznie antygenom,

a sktadniki szczepionkowe moga by¢ dostarczone w formie biatka, DNA lub terapeutyku.
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1.9. Bakterie patogenne jako wektory szczepionkowe

Od lat 80. XX wieku podejmowane s3 liczne préby wykorzystania zywych wektoréw
bakteryjnych do dostarczania antygendéw. Wykorzystujg one naturalng zdolnosé
wirulentnych bakterii do wnikania do wnetrza komodrek eukariotycznych, dzieki czemu
dostarczony antygen moze wywolywa¢ komodrkowg odpowiedZz immunologiczng. Do
konstrukcji zywych, atenuowanych szczepionek wykorzystuje sie bakterie Shigella flexneri
(Xu i wsp., 2003; Zheng i wsp., 2005), Salmonella enterica (Roberts i wsp., 2000; Darji i wsp.,
1997), Yersinia enterocolitica (Al Mariri i wsp., 2002), Listeria monocytogenes (Maciag i wsp.,
2009; Le i wsp., 2012), Mycobacterium bovis BCG (Grode i wsp., 2013; Arbues i wsp., 2013)
i wiele innych. Do tej pory jedynie dwie szczepionki pozytywnie przeszty testy kliniczne
i zostaty dopuszczone do uzytku (Dietrich i wsp., 2003). Pierwsza z nich, szczepionka Ty21
uodparniajgca na dur brzuszny, zawiera zywe atenuowane bakterie Salmonella ser. Typhi
podawane doustnie w 3 dawkach w formie ptynu lub kwasoodpornych kapsutek. Drugg
dostepng szczepionkg jest CVD 103-HgR immunizujgca przeciw cholerze, ktdra niesie
atenuowane komorki Vibrio cholerae podawane w ptynnej formie w jednej dawce. Obecnie
trwajg testy kliniczne kilku innych szczepionek przeciw patogenom wewnatrzkomdérkowym
lub nowotworom. Warta uwagi jest szczepionka VPM1002 bedaca w fazie Il a badan
klinicznych, ktéra poprawia immunogennos¢ szczepu BCG. Opiera sie ona na szczepie BCG
zmodyfikowanym poprzez wstawienie genu hly kodujgcego gtéwny czynnik patogenezy
L. monocytogenes, listeriolizyne O oraz delecie genu ureC kodujgcego ureaze C
(BCGAureChly"). Listeriolizyna O (LLO) umozliwia ucieczke z wakuoli do cytoplazmy
zainfekowanej komérki, natomiast delecja ureazy powoduje odpowiednie dla aktywnosci
LLO zakwaszenie wakuoli komérki. Dzieki wprowadzonym zmianom szczep BCG efektywnie
ucieka z fagosomu zainfekowanej komorki i przyczynia sie do wzmozonej prezentacji
antygenu (Grode i wsp., 2013). Zakonczyta sie réwniez druga faza badan klinicznych
szczepionki terapeutycznej ADXS-HPV bazujacej na bakterii L. monocytogenes, ktéra ma na
celu leczenie pacjentek chorujgcych na raka szyjki macicy wywotanego przez wirus HPV.
Atenuowany szczep bakteryjny wydzielajgcy jednoczesnie fuzyjne biatko kodujgce antygen
E7 w fuzji zniehemolityczng czesciag LLO i adiuwant okazat sie mie¢ skutecznos$é
porownywalng do chemioterapii (Maciag i wsp., 2009).

W toku licznych badaA opracowywane sg metody trwatej atenuacji, ktéra w jak

najmniejszym stopniu wptywa na immunogennos¢ szczepdw bakteryjnych. Ten proces
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w wielu przypadkach jest jednak bardzo trudny, diugotrwaty i Zzmudny, a najwieksze
wyzwanie stanowi zachowanie réwnowagi miedzy minimalng patogennoscia szczepu
a maksymalng zdolnoscig do indukcji odpowiedzi immunologicznej. Podczas opracowywania
nowych wektorow duzg uwage nalezy zwracac na fakt, ze w zaleznosci od typu modyfikacji
mozna uzyskac zréznicowang reakcje odpornosciowg, np. doustne podanie mutanta PhoP
Salmonella skutkuje indukcja wrodzonych mechanizméw, podczas gdy mutanty aroA
wzmacniajg odpowiedz limfocytéw Th1l (VanCott i wsp., 2004). Co wiecej, atenuowane
szczepy hie s odpowiednimi wektorami szczepionkowymi dla oséb o niskiej lub
uposledzonej odpornosci takich jak dzieci, ludzie starsi czy zakazeni wirusem HIV czy dla

pacjentéw sktonnych do choréb autoimmunologicznych.

1.10. Bakterie niepatogenne jako wektory szczepionkowe

W zwigzku z licznymi zagrozeniami zwigzanymi z wykorzystaniem patogennych bakterii
do konstrukcji szczepionek, uwaga badaczy zwrdcita sie ku wykorzystaniu niewirulentnych
gatunkéw. W przeciwienstwie do atenuowanych, zazwyczaj gramujemnych patogennych
szczepdw bakterii takich jak Shigella czy Salmonella, gramdodatnie niewirulentne gatunki sg
bezpieczne, poniewaz stanowig naturalny sktadnik flory bakteryjnej cztowieka lub sag
powszechnie wykorzystywane przez cztowieka w przemysle. W opracowaniu wektoréw z ich
uzyciem czesto wykorzystywana jest unikalna cecha bakterii gramdodatnich jakg jest
zdolnos¢ do tworzenia endospor. Obecnie najczesciej podejmowane sg proby konstrukcji
niewirulentnych wektoréw bakteryjnych z wykorzystaniem wegetatywnych bakterii kwasu
mlekowego (LAB), m.in. Lactococcus lactis (Robinson i wsp., 1997; Zhang i wsp., 2005),
Lactobacillus plantarum (Grangette i wsp., 2001), Lactobacillus casei (Lee i wsp., 2006) czy
Streptococcus gordonii (Beninati i wsp., 2000), a takze spor modelowej bakterii
gramdodatniej, B. subtilis.

Gtéwng wadg systemdw wykorzystujgcych niewirulentne gatunki jest brak inwazyjnosci,
co sprawia, ze dostarczanie antygenu moze by¢ mniej efektywne niz w przypadku
wykorzystania patogennych bakterii. Sposobem na rozwigzanie tego problemu moze by¢
ekspresja determinantéw patogenezy wirulentnych szczepéw w gatunkach niepatogennych.
Wsrdd biatek, ktorych aktywnosé prowadzi do wnikniecia do komorki eukariotycznej oraz

ucieczki z fagosomu do cytoplazmy sg czynniki wirulencji wewnatrzkomoérkowego patogenu
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L. monocytogenes. Guimaraes i wsp. (2005) opracowali szczep L. lactis produkujgcy
zakotwiczong w $cianie komdrkowej internaline A L. monocytogenes, ktéry byt zdolny do
inwazji do komorek eukariotycznych in vitro i in vivo. Samo wnikniecie wektora do komarki
gospodarza nie wystarcza jednak do tego, aby antygen byt zaprezentowany w MHC klasy |
i by w konsekwencji wzbudzona zostata odpowied? limfocytéw CD8. Jednym ze sposobdéw
na dostarczenie antygenu do cytoplazmy komérki APC jest ekspresja listeriolizyny O,
gtdbwnego czynnika patogenezy L. monocytogenes, ktory umozliwia translokacje komorki
bakteryjnej z wakuoli komodrki gospodarza do jej cytoplazmy (toksyna zostanie szerzej
scharakteryzowana w podrozdziale , Charakterystyka obiektu badan”). Drugim sposobem
umozliwiajgcym dostarczanie antygendéw do cytoplazmy jest wykorzystanie systemu sekrecji
typu 3 (T3SS). T3SS jest skomplikowanym aparatem, ktéry umozliwia wielu gramujemnym
bakteriom, takim jak: S. enterica, Yersinia spp., Shigella spp., E. coli czy Pseudomonas
aeruginosa dostarczanie biatek efektorowych do cytoplazmy komdrki gospodarza.
Stworzenie minimalnego, funkcjonalnego systemu wymaga ekspresji ponad 20 gendw.
Pomimo to, z powodzeniem sg one klonowane w niepatogennych bakteriach takich jak
E. coli K12 (Akeda i wsp., 2012) czy P. putida (Wilson i Nickerson, 2006), stajac sie

narzedziem do dostarczania antygendw i indukcji odpowiedzi limfocytéw Tc.

Charakterystyka obiektu badan

Bacillus subtilis jest gramdodatnig, niepatogenng bakterig glebowg szeroko stosowang
w przemysle do wydajnej produkcji biatek o immunologicznym lub farmaceutycznym
znaczeniu (Harwood, 1992). Do cech umozliwiajgcych takie wykorzystanie B. subtilis nalezg:
a) brak btony zewnetrznej umozliwiajacy efektywny transport sekrecyjnych biatek poza
komoérke bakteryjng, b) dobrze udokumentowana niepatogennos¢, c) zdolnos¢ do produkcji
spor umozliwiajacych przetrwanie w niesprzyjajacych warunkach, d) niskie koszty hodowli
oraz e) mozliwos¢ izolacji biatka z pozywki hodowlanej bez zanieczyszczen innymi zwigzkami
i f) duza dostepnos¢ wiedzy z dziedzin genetyki i fizjologii tego gatunku. Bardzo istotng
wiasciwoscig B. subtilis jest rdwniez posiadanie bardzo sprawnego systemu sekrecji, ktory

umozliwia osiggniecie wysokich stezed heterologicznych biatek sekrecyjnych w pozywce
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hodowlanej, np. ludzkiego interferonu B (hINF-B) w stezeniu 4 g/l (Kakeshita i wsp., 2011),
interleukiny-3 (IL-3) w stezeniu 0,1 g/l (Westers i wsp., 2006) czy proinsuliny Pl w stezeniu
1 g/l (Olmos-Soto i Contreras-Flores, 2003).

Biorgc pod uwage liczne zalety B. subtilis, gatunek ten jest zaskakujgco rzadko stosowany
do produkcji heterologicznych biatek na duza skale (Westers i wsp., 2004). Za ten stan
odpowiadajg gtéwnie: obecnos¢ zwigzanych ze sciang komdrkowq proteaz kontrolnych
i zewnatrzkomoérkowych proteaz degradujgcych biatko transportowane do pozywki
hodowlanej (feeding proteases), a takze trzeciorzedowa struktura wydzielanego antygenu,
od ktérej zalezy powodzenie translokacji poza komodrke bakteryjng. W celu pokonania
pierwszej z wymienionych przeciwnosci konstruowane sg szczepy, w ktérych geny kodujgce
kontrolne lub wydzielane do podfoza proteazy poddawane sg delecji. Pohl i wsp. (2013)
wykazali, ze usuniecie 7 zewngatrzkomérkowych proteaz NprB, AprE, Epr, Bpr,NprE, Mpr i Vpr
znaczagco wptywa na stabilno$¢ heterologicznego biatka sekrecyjnego rPA B. anthracis
wydzielanego przez B. subtilis, nie przyczyniajac sie jednoczesnie do zmiany zywotnosci czy
tempa wzrostu komérek. Kodama i wsp. (2012) udowodnili natomiast, ze szczep B. subtilis,
w ktérym usunieto 8 proteaz zewnatrzkomadrkowych (AprE, Bpr, Epr, Mpr, NprB, NprE, Vpr
i WprA), jedng proteaze wewnatrzkomdrkowa AprX wydostajgcy sie poza komérke oraz 2
proteazy kontrolne (HtrA i HtrB) znacznie poprawia sekrecje lipazy A. Drugie ograniczenie
sekrecji heterologicznych biatek moze byé pokonane poprzez modyfikacje ich struktury. Ze
wzgledu na to, ze wiekszos¢ biatek B. subtilis ulega sekrecji z wykorzystaniem systemu Sec,
istnieje potrzeba poddania biatka fuzji ze specyficzng N-terminalng sekwencjg sekrecyjng
kierujgca do transportu poza komorke. Nie istnieje uniwersalna reguta pozwalajgca na wyboér
odpowiedniej sekwencji sygnalnej, w zwigzku z czym dla kazdego biatka musi by¢ ona
wytypowana w toku indywidulanych badani. Ten proces moze byé przyspieszony dzieki
wykorzystaniu metody zaproponowanej przez Brockmeiera i wsp. (2006), ktéra uwzglednia
przeszukiwanie biblioteki wszystkich znanych sekwencji sygnalnych B. subtilis. Trwato$é
wydzielanego biatka moze by¢ rowniez przedtuzona dzieki odniesieniu sie do wynikéw
innych badan, w ktérych dowiedziono, ze delecja C-koricowej czesci chaperonu SecA
B. subtilis kierujgcego biatka do translokacji na Sciezce Sec nie jest mutacjg letalng oraz nie
hamuje transportu z udziatem S$ciezki Sec, a co wiecej wptywa na niemal 2-krotne
zwiekszenie sekrecji biatek heterologicznych. Ustalono, ze obszar DNA, ktdérego usuniecie

wplywa na poprawe zewnatrzkomorkowej produkcji biatek heterologicznych dotyczy
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sekwencji kodujgcej aminokwasy od 780 do 819 (Kakeshita i wsp., 2011). Do zwiekszonego
stezenia biatka heterologicznego przyczyni¢ sie moze réwniez jego koekspresja
z wewnatrzkomérkowym chaperonem PrsA, ktéry posredniczy w zwijaniu biatka na jego
pdznych etapach, co udowodnili miedzy innymi Kakeshita i wsp. (2011) w badaniach
z zastosowaniem szczepu B. subtilis wytwarzajgcego ludzki INF-f.

Komorki B. subtilis mogg by¢ wykorzystane przy opracowywaniu szczepionek na trzy
sposoby. Pierwszym z nich i najczesciej do tej pory stosowanym jest zaangazowanie komdrek
bakteryjnych w wewnatrz- lub zewnatrzkomérkowg produkcje zwigzkéw, ktdre sg nastepnie
oczyszczane i zuzytkowane przy produkcji szczepionek podjednostkowych. Wadg systemodw
opartych na wykorzystywanej powszechnie bakterii E. coli jest bowiem produkcja
i gromadzenie heterologicznych biatek w cytoplazmie, co stwarza potrzebe ich odzyskiwania
z ciat inkluzyjnych oraz zajscia etapu ponownego zwijania. Wykorzystanie B. subtilis jest wiec
dobrym, tanim i szybkim sposobem na synteze biatek w rozpuszczalnej formie.
Skonstruowano miedzy innymi szczep B. subtilis wytwarzajacy antygen protekcyjny PA
B. anthracis, dzieki ktéremu udato sie opracowac duzo bezpieczniejszag metode syntezy niz
przy wykorzystaniu laseczki waglika. Oczyszczone w tej sposdb biatko byto immunogenne
wzgledem myszy i Swinek morskich, ktére poddano infekcji przy zastosowaniu smiertelnej
dawki B. anthracis (McBride i wsp., 1998). Przy zastosowaniu plazmidowych wektordow
ekspresyjnych udato sie réwniez uzyskac B. subtilis produkujgcy podjednostki toksyny PT
B. pertussis (Saris i wsp., 1990) czy biatko btony zewnetrznej P1 N. meningitidis (ldanpaan-
Heikkila i wsp., 1995), przy czym w obu wypadkach zaszta potrzeba wykonania modyfikacji
poprzez, odpowiednio, izolacje biatka z ciat inkluzyjnych czy zastosowanie liposomédw.
Wadami zastosowania B. subtilis do produkcji podjednostek szczepionek mogg byé: niska
stabilnos¢ plazmidéw kodujgcych antygen, obecnosé tzw. proteaz kontrolnych wydzielanych
poza komérke bakteryjng i degradujacych pozadany antygen i w koricu potencjat do indukcji
jedynie humoralnej odpowiedzi komdrkowej. Szczepionki podjednostkowe nie dostarczajg
bowiem antygenu do cytoplazmy komérek, co uniemozliwia jego wejscie na endogenng

Sciezke prezentaciji.

Innym sposobem wykorzystania B. subtilis w wakcynologii, ktory zyskuje coraz wiekszg
popularnosé, jest zastosowanie form przetrwalnikowych. Spory B. subtilis, w przeciwienstwie

do biatkowych produktéw metabolizmu bakterii, umozliwiajg indukcje zaréwno odpornosci
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systemowej, jak i odpornosci zwigzanej z btonami sluzowymi (Nizard i wsp., 2014), a takze
pozwalajg na generowanie obu typow odpowiedzi immunologicznej — humoralnej
i komérkowej. Wykorzystanie spor eliminuje potrzebe oczyszczania antygenu i znacznie
upraszcza procedure immunizacji ze wzgledu na mozliwo$¢ podania szczepionki drogg
pokarmowa. Przetrwalniki B. subtilis s otaczane przez wielowarstwowg strukture ptaszcza
formowang przez biatka Cot, ktére wykorzystuje sie do tworzenia fuzji z antygenami obcego
pochodzenia. Spory B. subtilis zastosowano miedzy innymi w konstrukcji wektorow
dostarczajgcych antygeny, takie jak: biatko FliD (Negri i wsp., 2013) czy fragment C toksyny
tezcowej (TTFC) C. tetatni (Mauriello i wsp., 2004), biatko UreA Helicobacter acinonychis
(Hinc i wsp., 2010) czy VP28 wirusa WSSV (Ning i wsp. 2011). Obszerny przeglad
heterologicznych antygendw eksprymowanych na sporach B. subtilis zostat przedstawiony
w pracy Ferreiry i Schumanna (2012). Pomimo potwierdzonej immunogennosci tego typu
szczepionek istniejg problemy, ktére muszg byé rozwigzane, np. niski poziom systemowej
odpowiedzi humoralnej i komdrkowej, w szczegdlnosci podczas stosowania doustnej metody
podania szczepionki. Przyczyng takiego stanu rzeczy moze by¢ powszechna obecnos¢ spor
w Srodowisku i ich struktura pozbawiona obecnosci wzorcow molekularnych wywotujgcych
odpowiedzZ prozapalng u ssakéw. To sprawia, ze nalezy powtarzaé szczepienia i podawad

niezwykle wysokie dawki bakterii (Duc i wsp., 2003).

Ze wzgledu na potrzebe uzyskania preparatow o wyzszej immunogennosci oraz ryzyko
zwigzane w rewersjg atenuowanych patogendéw do wirulentnego fenotypu i wytworzeniem
auto-reaktywnych  przeciwciat u szczepionych 0séb  podatnych na choroby
autoimmunologiczne, obiecujgca wydaje sie by¢ perspektywa wykorzystania komoérek
wegetatywnych jako nosniki obcych biatek. Nawigzujgc do Titballa (2008) jedynie zywe,
rekombinowane szczepy mikroorganizmow sg w stanie indukowacé silng odpowiedz
limfocytéw CD8*. Podejmowane s3 nieliczne préby zaangazowania wegetatywnych komoérek
B. subtilis do immunizacji, jednakze do tej pory brak jest dowodéw na ich zdolnos¢ do
indukcji komérkowej odpowiedzi immunologicznej. Przeprowadzone eksperymenty tego
typu potwierdzity zdolno$¢ do wywotywania jedynie humoralnych mechanizméw
odpowiedzi. Luiz i wsp. (2008) dowiedli, ze B. subtilis kodujacy biatko CfaB bedace
sktadnikiem fimbrii enterotoksycznych szczepdw E. coli (ETEC) stanowi skuteczny preparat

wzmacniajgcy efekt uprzedniego szczepienia z uzyciem szczepionki DNA. Lee i wsp. (2010)

42



wykorzystali natomiast komérki wegetatywne B. subtilis eksprymujgce biatko VP6 kapsydu
rotawirusa do immunizacji myszy, dowodzac skutecznos$ci wektora do indukcji systemowe;j
odpowiedzi przeciwciat 1gG. W toku badan wykazano rowniez, ze B. subtilis wytwarzajgcy
Stx2B, podjednostke toksyny enterokrwotocznych szczepdw E. coli (EHEC) po podaniu droga
pokarmowg przyczynia sie do specyficznej odpowiedzi przeciwciat 1gG oraz zwiekszonego
poziomu przeciwciat IgA w kale swiadczacych o przebyciu odpowiedzi w btonach sluzowych
myszy BALB/c. Zastosowanie spor B. subtilis wywotywato ten sam efekt jedynie przy
pozajelitowym podaniu szczepionki (Gomes i wsp., 2009).

Immunogennos$é szczepionek opartych na zywych, niepatogennych bakteriach moze by¢
wzmocnhiona poprzez ekspresje gendw kodujgcych czynniki wirulencji znanych
wewnatrzkomadrkowych patogendw takich jak S. enterica czy L. monocytogenes. Za poczatek
badan w tym obszarze uznaje sie odkrycie prof. Bieleckiego i wsp. (1990), ktérzy dowiedli, ze
B. subtilis wytwarzajacy gtéwny czynnik patogenenezy L. monocytogenes, LLO, jest zdolny do
whnikniecia do niefagocytujgcych i fagocytujacych komdrek eukariotycznych, ucieczki z ich
wakuoli do cytoplazmy komérki gospodarza i przetrwania w jej wnetrzu. L. monocytogenes
jest gramdodatnim wewnatrzkomérkowym patogenem odnajdywanym w zywnosci, ktoéry
jest czynnikiem etiologicznym infekcji zwanych listeriozami u ludzi i zwierzat, dotykajgcych
gtdwnie osoby o ostabionej odpornosci. Wiekszo$é sfagocytowanych przez komorki
eukariotyczne bakterii jest zabijana i degradowana w fagolizosomie, jednak 5-10% bakterii
ucieka do cytoplazmy dzieki aktywnosci LLO tworzgcej pory w btonie wakuoli. Bakterie
L. monocytogenes pozbawione genu hly nie sg patogenne i wykazujg niskg immunogennos¢
nawet przy zastosowaniu wysokich dawek infekcyjnych (Hamilton i wsp., 2006).

Toksyna swoje wtasciwosci zawdziecza specyficznej strukturze. Biatko o masie 58 kDa
ulega sekrecji poza komdrke bakteryjng w postaci rozpuszczalnych w wodzie monomeréw,
ktére mogg wigzad sie do bton biologicznych zawierajgcych cholesterol i oligomeryzowaé do
struktury B-baryiki, tworzgc w btonie pory. LLO jest aktywna jedynie w kwasnym pH, co
ogranicza zakres jej dziatalnosci do wakuoli komérki gospodarza i w ten sposéb chroni ja
przed smiercig (Sun i Liu, 2013). W trakcie infekcji L. monocytogenes odpowiedz limfocytéw
Th i Tc jest skierowana przeciwko LLO (Geginat i wsp., 2001). Permeabilizujgca aktywnos¢
toksyny umozliwia dostep heterologicznych antygenéw do cytozolu i ich wejscie na
egzogenng TAP-zalezng S$ciezke prezentacji genu. W wyniku prezentacji antygenu

w kontekscie MHC klasy | aktywacji ulegaja zaréwno limfocyty CD4" jak i CD8", co prowadzi
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do kompleksowej odpowiedzi komdrkowej. Koekspresja LLO z innymi antygenami jest
intensywnie wykorzystywana w badaniach nad konstrukcjg zywych szczepionek. Bahey-el-
Din i wsp. (2010) w badaniach z wykorzystaniem mysiego modelu infekcji wykazali, ze
jednoczesna ekspresja LLO z biatkiem p60 w L. lactis skutecznie wyzwala odpowiedz
limfocytéw Tc, a takie zapewnia odpornosc¢ na infekcje L. monocytogenes. Trwajg takze
zaawansowane badania kliniczne nad modyfikowang szczepionkg przeciwgruzlicza
BCGAureChly*, w ktérej toksyna dzieki swej aktywnosci wzmaga prezentacje antygendw
M. tuberculosis i generowang dzieki niej pamie¢ immunologiczng (Grode i wsp., 2013).
Aktywnos¢ LLO wykorzystywana jest rdwniez przy opracowywaniu szczepionek
przeciwnowotworowych — Radford i wsp. (2002) wykazali, ze komorki Escherichia coli
produkujgce LLO oraz owoalbumine jaja kurzego (OVA) sg zdolne do eradykacji komadrek
czerniaka linii B16-OVA oraz skutecznie zapobiegajg wzrostowi nowotworu.

Bardzo interesujgcy cechg listeriolizyny O jest fakt, ze jednoczesnie stanowi ona gtéwny
czynnik patogenezy oraz gtdwny immunogen, co sprawia, ze jest ona idealnym kandydatem
na adiuwant szczepionkowy. Poddanie komérek APC dziataniu nanomolarnych, niemajgcych
cytotoksycznego efektu, stezen cytolizyny powodowato aktywacje limfocytéw CD8*, podczas
gdy pikomolarne stezenia wystarczaty do zaobserwowania aktywacji komérek CD4" (Carrero
i wsp., 2012). Co wiecej, zainfekowane komarki i rozpoznajace je limfocyty w obecnosci LLO
produkujg szerokie spektrum cytokin i chemokin takich jak IL-1, IL-6, IL-12, CCL2, IFN-B czy
TNF-q, ktére aktywujg komérki APC i wzmacniajg wrodzong odpowiedz immunologiczng oraz
odpowiedz limfocytéow Th1l (Pamer, 2004). Huang i wsp. (2008) potwierdzili wptyw LLO na
poprawe immunologicznej odpowiedzi w badaniach z wykorzystaniem spor B. subtilis
koeksprymujgcych LLO z antygenem protekcyjnym PA Bacillus anthracis. Zaobserwowali, ze
spory powodowaty wzrost poziomu przeciwciat IgG2a rozpoznajgcych PA oraz poziomu INF-y
i IL-12 przy jednocze$nie obnizonej aktywnosci IL-4 w splenocytach, co $wiadczy
owzmozonej odpowiedzi typu Thl. Brak zwigzku miedzy cytotoksycznosciag
a immunogennoscig czyni ponadto z LLO wyjgtkowe biatko do immunoterapii nowotwordéw.
Aktywnos¢ cytotoksyczna moze postuzyé do bezposredniego zabijania komadrek rakowych,
natomiast ze wzgledu na swojg immunogennos¢ LLO moze mie¢ réwniez aktywnos$é
adiuwantowa wykorzystang przy indukcji trwatej odpornosci komérki na proces
nowotworowy. Obie te cechy z powodzeniem mogg by¢ wykorzystane jednoczesnie.

Stachowiak i wsp. (2014) w swoich badaniach analizowali aktywnos$¢ oczyszczonej LLO
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wzgledem komorek biataczkowych komorek T Jurkat, dowodzgc wysokiej niespecyficznej
toksycznosci, ktéra z powodzeniem moze by¢ zastosowana do eradykacji nowotwordéw przy

zawezeniu obszaru dziatania do miejsc zawierajacych zmienione chorobowo komoérki.

Inng cechg LLO, ktéra wspiera jej uzycie w dostarczaniu antygenéw do cytoplazmy
komodrek gospodarza jest obecnos$¢ sekwencji PEST-podobnej w strukturze toksyny (Decatur
i Portnoy, 2000). Ta N-koricowa, 26-aminokwasowa sekwencja kieruje LLO na S$ciezke
degradacji w proteasomie, w ten sposdb ograniczajgc aktywnos$¢ cytolizyny do wakuoli
i chronigc komérke gospodarza przed uszkodzeniem (Schnupf i wsp., 2006). Sekwencja PEST-
podobna zawierajaca proline (P), kwas glutaminowy (E), seryne (S) i treonine (T) wykazuje
bardzo duze podobiefdstwo do eukariotycznych sekwencji PEST, ktére w wielu przypadkach
ulegajg ubikwitynylacji i stuzg jako znacznik degradacji. Schnupf i wsp. (2000) dowiedli, ze
wewngatrzkomérkowa LLO jest degradowana w sposdb zalezny od proteasomu, a takze, ze
przed zajsciem degradacji ulega ubikwitynylacji i fosforylacji w obrebie PEST-podobnej
sekwencji. Immunogenny potencjat tej sekwencji zostat rowniez zbadany przez Sewell’a
i wsp. (2004), ktdérzy wykazali, ze jej koekspresja z antygenem E7 wirusa HPV-16
w L. monocytogenes wzmacnia immunogennosc i prowadzi do regresji nowotworu w modelu
mysim. Do tej pory nie przeprowadzono jednak badan nad zdolno$cig fuzyjnych antygenéw
niosgcych sekwencje PEST-podobng, produkowanych przez niepatogenne bakteryjne

wektory do indukcji odpowiedzi cytotoksycznych limfocytéw T.

Wyniki badan zapoczatkowanych w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej UW oraz analiz
przeprowadzanych z wykorzystaniem innych niepatogennych gatunkéw bakterii
zasugerowaty, ze B. subtilis wytwarzajacy listeriolizyne O modgtby by¢ obiecujgcym
kandydatem dostarczajgcym antygeny do cytozolu komérek APC. Duze pokrewienstwo
gendw kodujacych sktadniki systemow sekrecyjnych B. subtilis iL. monocytogenes oraz
zblizona konstrukcja aparatéw sekrecyjnych obu gatunkdw sprawity, ze mozliwe jest
konstruowanie tego typu niepatogennych wektoréw wykazujacych zdolnos¢ do inwazji.
Gtéwna $ciezka sekrecji w przypadku obu gatunkdw bakterii jest Sec — na jej drodze zachodzi
transport LLO u L. monocytogenes (Desvaux i Hébraud, 2006). Te podobierstwa umozliwiajg
wysoce skuteczng ekspresje i sekrecje LLO w B. subtilis.

Istotnym walorem wykorzystania komodrek B. subtilis wytwarzajgcych LLO jest

perforujgca aktywnosc¢ toksyny, ktdra moze prowadzi¢ do uwolnienia innych sekrecyjnych
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biatek do cytozolu komorki gospodarza, umozliwiajgc jednoczesnie ich prezentacje
w kompleksach z czgsteczkami MHC klasy | (rysunek 1.7). Wyniki wstepnych badan
przeprowadzanych w Zakfadzie Mikrobiologii Stosowanej Uniwersytetu Warszawskiego
potwierdzajg, ze B.subtilis jest dobrym kandydatem na wektor do produkcji
heterologicznych antygendéw. Wykazano bowiem, ze toksyna LLO jest wydajnie wydzielana
do pozywki hodowlanej i zachowuje swojg aktywnos¢, co moze by¢ wykorzystane miedzy
innymi do kontroli rozwoju nowotwordw (Stachowiak i wsp., 2012). Wykorzystanie komoérek
B. subtilis produkujgcych LLO datoby mozliwo$¢ analizy skomplikowanych procesow, jakimi
s sekrecja biatek heterologicznych w B. subtilis, prezentacja antygenu czy wywotana nig

indukcja odpowiedzi limfocytéw CD8".

fagocytoza
D —
B.subtilis e LLO
antygeny aktywacja po ucieczka dzieki
heterologiczne rozpoznaniu obcego aktywnosci LLO
antygenu

rezentacja
antygenu

Rysunek 1.7. Idea wykorzystania B. subtilis wytwarzajacego listeriolizyne O do wywotywania komérkowej
odpowiedzi immunologicznej. Komdrka B. subtilis wydzielajgca LLO oraz antygeny heterologiczne jest
fagocytowana przez komarke APC. Po znalezieniu sie na terenie wakuoli LLO uzyskuje aktywnosc¢ i prowadzi do
perforacji btony wakuoli, co skutkuje wydostaniem sie bakterii do cytozolu komadrki APC. Wydzielane do
cytozolu antygeny sg przetwarzane na drodze S$ciezki TAP, a nastepnie prezentowane w kompleksach
z czasteczkami MHC I, co umozliwia ich rozpoznanie przez limfocyty cytotoksyczne i zajScie komédrkowej
odpowiedzi immunologicznej. APC — komérka prezentujaca antygen; ER — retikulum endoplazmatyczne; CD8" -
limfocyt cytotoksyczny.
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Podsumowujgc, konstrukcja wektorow na bazie niepatogennych gatunkéw bakterii
umozliwia poszerzenie wiedzy na temat mechanizmédw warunkujgcych wzbudzenie
odpowiedzi immunologicznej, co jest niezbedne do opracowywania nowych metod indukgcji
odpornosci przeciw réznym typom patogendéw. Gtdwnymi celami wspétczesnej wakcynologii
sg bowiem obecnie: a) identyfikacja nowych drdg dostarczania antygendéw do $Srodowiska
cytoplazmatycznego, b) poszukiwanie antygendw zdolnych do indukcji komdrkowych
mechanizméw odpowiedzi, c) odnajdywanie immunodominujgcych peptydéw i d)
poszukiwanie adiuwantéw modulujgcych odpowiedz limfocytéw Tc. Te cele podyktowane sg
silng potrzebg opracowania technik immunizacji przeciw organizmom
o wewnatrzkomaérkowym trybie zycia, bedgcych przyczyng coraz wiekszej smiertelnosci (np.
HIV, M. tuberculosis). W przeciwienstwie do patogenéw zewngtrzkomdrkowych sg one
niewidoczne dla ukfadu immunologicznego, co sprawia, ze odpowiedZz humoralna za
posrednictwem przeciwciat jest nieskuteczna. Poszerzanie znajomosci mechanizmoéw
interakcji bakterii z ich gospodarzami w trakcie infekcji i opracowanie skutecznych metod
dostosowywania bakteryjnych wektoréw do potrzeb farmakologii prowadzi do opracowania
innowacyjnych lekdw czy szczepionek. Analiza zdolnosci B. subtilis do produkcji
heterologicznych antygendéw oraz indukcji komdérkowej odpowiedzi immunologicznej moze
zatem przyczynic sie do poszerzenia wiedzy z dziedziny wakcynologii i opracowania nowych

metod immunizacji.
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2. Cele pracy

Cel poznawczy

Celem poznawczym prezentowanej rozprawy doktorskiej byto zbadanie potencjatu
wegetatywnych komoérek B. subtilis do produkcji antygendw heterologicznych i ich
dostarczania do cytoplazmy komérek eukariotycznych, a takze ocena zdolnosci bakterii do

wzbudzania odpowiedzi immunologiczne;j.

Cel praktyczny

Ogélnym celem praktycznym przeprowadzonych badan byto skonstruowanie wektora
szczepionkowego opartego na B. subtilis, ktory umozliwi produkcje heterologicznych biatek
na terenie komorki eukariotycznej i w konsekwencji indukcje skierowanej przeciw nim
odpowiedzi immunologicznej. Z tak sformutowanego celu ogélnego wynikajg zebrane ponizej

cele szczegétowe:

- konstrukcja plazmidowych wektordow integracyjnych umozliwiajgcych ekspresje gendw

kodujgcych heterologiczne biatka w B. subtilis,

- uzyskanie serii szczepdw B. subtilis wytwarzajgcych petnej dtugosci owoalbumine jaja
kurzego — modelowy antygen eukariotyczny lub jej epitop SIINFEKL oraz analiza

prezentacji antygenu na infekowanych bakteriami komérkach,

- uzyskanie szczepu B. subtilis produkujacego gtowny antygen M. tuberculosis Ag85B
oraz analiza jego potencjatu do indukcji komérkowej i humoralnej odpowiedzi

immunologicznej in vivo.
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3. Materiaty

3.1. Szczepy bakteryjne

Tabela 3.1. Szczepy E. coli wykorzystane i skonstruowane w tej pracy

Nazwa

1117

1118

1119

1120
12ABMIYP

1331

1405

1407

1415

1416

1417

1418

1460

1461

1462
1463

1464

1465

1466

1467

BP1
ECE83

GM2163

Charakterystyka

plazmid pUR101 wprowadzony do Top10
plazmid pUR102 wprowadzony do Top10
plazmid pUR103 wprowadzony do Top10

plazmid pUR104 wprowadzony do Top10
plazmid pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t wprowadzony do Top10

plazmid pAG58-1-ble wprowadzony do MC1061
plazmid pUK10 wprowadzony do Top10
plazmid pUK10_Ag85B wprowadzony do Top10

plazmid pUR101GFP wprowadzony do Top10
plazmid pUR102GFP wprowadzony do Top10

plazmid pUR103GFP wprowadzony do Top10

plazmid pUR104GFP wprowadzony do Top10

plazmid pKG10 wprowadzony do Top10
plazmid pKG11 wprowadzony do Top10

plazmid pUR10 wprowadzony do Top10
plazmid pDriveKm wprowadzony do GM2163 (dam-)

plazmid pDrive_spcS wprowadzony do Top10
plazmid pDrive_secA-STOP_spcS wprowadzony do Top10
plazmid pDriveACTL wprowadzony do Top10

plazmid pUR10_Ag85B wprowadzony do Top10

plazmid pET29b-hly wprowadzony do BL21
plazmid pIC156 wprowadzony do Top10

Fdam-13::Tn 9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galk2
galT22 xyl-5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsx-78 supE44McrA” McrB

Pochodzenie
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
GeneArt

Youngman i wsp.,

1989
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca

ZMS, UW
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca

ZMS, UW
BGSC

Fermentas



K12 XL10 Gold

MAT1
MAT2
MAT3-1
MAT3-2

MCS_pAG

Topl10

endAl ginV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte A(mcrA)183 A
(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 tet” F'[proAB lacl’ZAM15 Tn10(Tet® Amy
cm)]

plazmid pMA-T1 wprowadzony do Top10
plazmid pMA-T2 wprowadzony do Top10
plazmid pMA-T3_1 wprowadzony do Top10
plazmid pMA-T3_2 wprowadzony do Top10

plazmid MCSpAGO09 wprowadzony do K12 XL10 Gold

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZ AM15 AlacX74 deoR nupG
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(strR) endA1 \-

Tabela 3.2. Szczepy B. subtilis wykorzystane i skonstruowane w tej pracy

Nazwa
1E6

BR1C
BR1C_Ag85B
BR1S
BR1S_Ag85B
BR1SACTL
MB4
MBA4ACTL
R_OVA1
R_OVA1GFP
R_OVA2
R_OVA2GFP
R_OVA3
R_OVA3GFP
R_OVA3ACTL
R_OVA4

R_OVA4GFP

Charakterystyka
plazmid pUB110

MB4::pUK10

BR1C::pUK10_Ag85B

MB4::pAG58-1-ble-hly

BR1S::pUR10_Ag85B

BR1S secAACTL::spcS (integracja plazmidu pDriveACTL)
168 SPB c2 del2::Tn917::pSK10A6, spollE::Tn917QHU181::/ac55
MB4 secAACTL::spcS (integracja plazmidu pDriveACTL)
MB4::pUR101

MB4::pUR101GFP

MB4::pUR102

MB4::pUR102GFP

MB4::pUR103

MB4::pUR103GFP

R_OVA3 secAACTL::spcS (integracja plazmidu pDriveACTL)
MB4::pUR104

MB4::pUR104GFP

Stratagene

prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca

Invitrogen

Pochodzenie
BGSC
prezentowana
praca
prezentowana
praca

Stachowiak i wsp.,

2011
prezentowana
praca
prezentowana
praca

Bielecki i
1990
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
prezentowana
praca
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Tabela 3.3. Szczepy L. monocytogenes wykorzystane w tej pracy

Nazwa Charakterystyka Pochodzenie

Bishop i Hinrichs,

10403S Szczep serotypu 1/2a 2009

3.2. Komorki eukariotyczne

a) IC-21 - linia mysich otrzewnowych makrofagdéw wyprowadzona ze szczepu C57BL/6, kolekcja ATCC (TIB 186)

b) JAWS Il — linia mysich niedojrzatych komérek dendrytycznych wyprowadzona ze szczepu C57BL/6, kolekcja
ATCC (CRL-11904); dzieki uprzejmosci prof. Nadziei Dreli z Zaktadu Immunologii UW

3.3. Zwierzeta

a) OT-l — transgeniczne myszy, ktorych receptor TCR rozpoznaje jedynie epitop biatka OVA (257-264)
w kontekscie czasteczek H2K"; linia wyprowadzona ze szczepu C57BL/6; The Jackson Laboratory (USA)

b) C57BL/6 — powszechnie stosowana linia myszy laboratoryjnych; The Jackson Laboratory (USA)

c) C57BL/6 x DBA2 — linia mieszana wyprowadzona w ramach prezentowanych badan w Tréjmiejskiej
Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej poprzez krzyzowanie myszy C57BL/6 z myszami DBA2

3.4. Plazmidy bakteryjne

Plazmidy uzyte w pracy
Tabela 3.4. Spis plazmiddéw uzytych w pracy

Nazwa Charakterystyka Pochodzenie
Ap%; 2,7 kb; wektor niosacy rozbudowane miejsce MCS do klonowania
w modyfikowanym wektorze pAG58-1-ble (GeneArt, 0949880)

ApR, KanR; 5,5 kb; wektor powstaty przez sklonowanie genu opornosci
pDriveKm na kanamycyne dla bakterii gramdodatnich w komercyjnym wektorze ZMS, UW
pDrive (Qiagen)

ApR, Erm"; ~ 4 kb; wektor niosacy kasete opornosci na spektynomycyne

MCSpAGO09 GeneArt

pIC156 BGSC
z genem spcS
pUB110 KanR, BIeR; 4,6 kb; wektor B. subtilis nieintegrujgcy do chromosomu Egsgms IWep
Ap®, Ble®; 8,5 kb; wektor integracyjny; klonowane w miejscu MCS
o . Youngman
pAG58-1-ble  geny znajdujg sie pod kontrolg indukowanego IPTG promotora i wsp., 1989

Pspac
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Plazmidy skonstruowane w pracy

Tabela 3.5. Spis plazmidéw skonstruowanych w pracy

Nazwa

Charakterystyka

PLAZMIDY DO KLONOWANIA HETEROLOGICZNYCH GENOW | ICH INTEGRACJI DO CHROMOSOMU B. subtilis

pKG10

pKG11

pUK10

pUR10

pMA-T1

pMA-T2

pMA-T3_1

MB4

ApR, BIeR; 6,5 kb; plazmid pochodny pAG58-1-ble, z ktérego usunieto 2 kb fragment
nieistotnej sekwencji; wektor wykorzystany do konstrukcji wektora pUR10;

ApR, Kan®, Ble®; 7,4 kb; plazmid pochodny pKG10, do ktérego sklonowano fragment
DNA wielkosci 1,6 kb niosgcy geny opornosci na Kan i Ble; fragment uzyskano
w reakcji PCR z wykorzystaniem starterow KanBleR i KanBleL na matrycy wektora
pUB110; wektor wykorzystany do konstrukcji wektora pUR10;

ApR, Kan®, Ble®; 6 kb; plazmid pochodny pUR10, z ktérego usunieto 1,6 kb fragment
sekwencji zawierajagcy gen Jlacl; wektor integracyjny do insercji genow
heterologicznych do chromosomu B. subtilis MB4, umozliwia konstytutywng
ekspresje klonowanych w miejscu MCS gendw znajdujgcych sie pod kontrolg
promotora pg,;

ApR, KanR, BIeR; 7,6 kb; plazmid pochodny pKG11, do ktérego sklonowano nowe,
rozbudowane miejsce MCS o wielkosci 0,25 kb uzyskane poprzez wyciecie enzymami
Nhel i Rsrll z komercyjnego wektora MCSpAGO09 zsyntetyzowanego na zamdwienie
przez firme GeneArt; wektor integracyjny do insercji gendéw heterologicznych do
chromosomu B. subtilis MB4, umozliwia fakultatywna ekspresje klonowanych
w miejscu MCS gendw znajdujacych sie pod kontrolg promotora pg,.c w zaleznosci
od induktora IPTG;

PLAZMIDY DO EKSPRESJI ANTYGENU FUZYJNEGO LLO-OVA W B. subtilis MB4

ApR; 2,8 kb; plazmid zsyntetyzowany przez firme Mr. Gene w oparciu o wektor
pMA-T; wektor niosgcy wstawke 0,25 kb do wektora pUR101 zaprojektowang jako
element do fuzji translacyjnej genu hly i epitopu OVA, SIINFEKL;

ApR; 2,7 kb; plazmid zsyntetyzowany przez firme Mr. Gene w oparciu o wektor
pMA-T; wektor niosgcy wstawke 0,2 kb do wektora pUR102 zaprojektowang jako
fuzja translacyjna genu hly (N-konncowej czesci kodujacej RBS, sekwencje
sygnatowgq i PEST-podobn3) i epitopu OVA, SIINFEKL;

ApR; 2,9 kb; plazmid zsyntetyzowany przez firme Mr. Gene w oparciu o wektor
pMA-T; wektor niosgcy wstawke 0,4 kb do wektora pUR103 zaprojektowang jako
element do fuzji translacyjnej genu hly i genu OVA OVA (N-koricowa sekwencja
genu hly kodujaca RBS, sekwencje sygnatowq i PEST-podobng poddana fuzji do N-
koncowego fragmentu genu OVA do miejsca EcoRV);
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pMA-T3_2

pUR101

pUR102

pUR103

pUR104

ApR; 2,9 kb; plazmid zsyntetyzowany przez firme Mr. Gene w oparciu o wektor
pMA-T; wektor niosgcy wstawke 0,9 kb do wektora pUR103 zaprojektowang jako
element do fuzji translacyjnej genu hly i genu OVA (sekwencja OVA od miejsca
EcoRV do korica genu);

ApR, Kan®, Ble®; 7,5 kb; plazmid pochodny pUR10, powstaty przez sklonowanie
sekwencji kodujgcej C-koncowa czes$¢ genu hly poddang fuzji translacyjnej do
sekwencji epitopu OVA, SIINFEKL w miejsca Nhel i Rsrll. Wstawka powstata przez
trawienie wektora pMA-T1 enzymami Nhel i Rsrll (0,25 kb); wektor integracyjny do
uzyskania szczepu B. subtilis wytwarzajacego antygen fuzyjny LLO-OVA;

ApR, Kan", Ble%; 7,7 kb; plazmid pochodny pUR10, powstaty przez sklonowanie
w miejsce MCS sekwencji kodujgcej N-koncowg czes¢ genu hly (sekwencja RBS,
sygnatowa i PEST-podobna) poddang fuzji translacyjnej do sekwencji epitopu OVA,
SIINFEKL. Wstawka powstata przez trawienie wektora pMA-T2 enzymami Sall i Notl
(0,2 kb); wektor integracyjny do uzyskania szczepu B. subtilis wytwarzajacego
antygen fuzyjny LLO-OVA;

Ap®, Kan", Ble®; 8,9 kb; plazmid pochodny pUR10, powstaty przez sklonowanie
w miejsce MCS dwdéch sekwencji. Pierwsza z nich kodowata N-koncowa czesé genu
hly (sekwencja RBS, sygnatowa i PEST-podobna) poddang fuzji translacyjnej do
N-koricowej sekwencji OVA do jej miejsca EcoRV (wycinana enzymami EcoNl i EcoRV
z wektora pMA-T3_1, 0,4 kb). Druga natomiast niosta sekwencje fuzji translacyjnej
C-koricowej sekwencji OVA od miejsca EcoRV (wycinana enzymami EcoRV i Xhol
z wektora pMA-T3_2, 0,9 kb). Wektor powstat poprzez 3-elementows ligacje
wektora pUR10 trawionego enzymami EcoNI i Xhol, wstawki wycietej z wektora
pMA-T3_1 iwstawki wycietej z wektora pMA-T3_2; wektor integracyjny do
uzyskania szczepu B. subtilis wytwarzajacego antygen fuzyjny LLO-OVA;

ApR, Kan", Ble®; 8,9 kb; plazmid pochodny pUR10, powstaty przez sklonowanie
w miejsce  MCS wstawki kodujacej skrécony gen hly odpowiadajacy 420
aminokwasom, poddany fuzji do sekwencji epitopu OVA, SIINFEKL. Wstawke
uzyskano poprzez amplifikacie DNA na matrycy chromosomu L. monocytogenes
10403S z wykorzystaniem starteréw plL420aalLO i pR420aalLO niosgcego sekwencje
oktapeptydu SIINFEKL (produkt 1,4 kb); wektor integracyjny do uzyskania szczepu
B. subtilis wytwarzajacego antygen fuzyjny LLO-OVA;

PLAZMIDY DO EKSPRESJI ANTYGENU FUZYJNEGO LLO-OVA-GFP W B. subtilis MB4

pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t

ApR; 3,3 kb; plazmid zsyntetyzowany na zamdwienie przez firme GeneArt na bazie
wektora pMA-RQ. Wstawke stanowi gen gfpmut3b z miejscem RBS 38, ktérego
sekwencja zostata zoptymalizowana pod katem ,codon usage” dla B. subtilis za
pomocg oprogramowania Codon Adaptation Tool (JCAT); wektor niosacy sekwencje
biatka reporterowego GFP;
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pUR101GFP

pUR102GFP

pUR103GFP

pUR104GFP

ApR, Kan®, Ble"; 8 kb; plazmid pochodny pUR10, do ktdrego sklonowano fuzyjny gen
hly-OVA-gfpmut3b o wielkosci 1 kb uzyskany na drodze dwuetapowej reakcji PCR.
W pierwszym etapie w dwéch oddzielnych reakcjach PCR amplifikowano fragment
fuzyjnego genu hly-OVA kodujgcy C-koricowa sekwencje genu hly poddang fuzji do
epitopu OVA, SIINFEKL (matryca: pUR101, startery pL1.1GFP, pR1.1GFP, produkt
0,25 kb) oraz gen gfpmut3b (matryca: wektor pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t, startery:
pL1.2GFP, pR1.2GFP, produkt 0,8 kb). W kolejnej reakcji PCR uzywajgc jako matrycy
rownomolarnej mieszaniny powstatych produktow i pary starteréow pL1.1GFP
i pPR1.2GFP namnozono sklonowany fragment DNA zawierajacy fuzje hly-OVA-
gfpmut3b; wektor integracyjny do uzyskania szczepu B. subtilis wytwarzajacego
antygen fuzyjny LLO-OVA-GFP;

ApR, KanR, BIeR; 8,5 kb; plazmid pochodny pUR10, do ktérego sklonowano fuzyjny
gen hly-OVA-gfpmut3b o wielkosci 0,95 kb uzyskany na drodze dwuetapowej reakcji
PCR. W pierwszym etapie w dwdéch oddzielnych reakcjach PCR amplifikowano
fragment fuzyjnego genu hly-OVA kodujgcy N-koncowy fragment genu hly poddany
fuzji do epitopu OVA, SIINFEKL (matryca: pUR102, startery pL2.1GFP, pR1.2GFP,
produkt 0,2 kb) oraz gen gfpmut3b (matryca: wektor pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t,
startery: pL1.2GFP, pR1.2GFP, produkt 0,8 kb). W kolejnej reakcji PCR uzywajac jako
matrycy rownomolarnej mieszaniny powstatych produktéw i pary starterow
pL2.1GFP i pR1.2GFP namnozono sklonowany fragment DNA zawierajacy fuzje hly-
OVA-gfpmut3b; wektor integracyjny do uzyskania szczepu B. subtilis
wytwarzajacego antygen fuzyjny LLO-OVA-GFP;

ApR, Kan®, Ble®; 9,5 kb; plazmid pochodny pUR10, do ktérego sklonowano fuzyjny
gen hly-OVA-gfpmut3b o wielkosci 2,2 kb uzyskany na drodze dwuetapowej reakcji
PCR. W pierwszym etapie w dwdch oddzielnych reakcjach PCR amplifikowano
fragment fuzyjnego genu hly-OVA kodujgcy N-koncowy fragment genu hly poddany
fuzji do petnej dtugosci genu OVA (matryca: pUR103, startery pL3.1GFP, pR3.1GFP,
produkt 1,5 kb) oraz gen gfpmut3b (matryca: wektor pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t,
startery: pL3.2GFP, pR1.2GFP, produkt 0,8 kb). W kolejnej reakcji PCR uzywajac jako
matrycy réwnomolarnej mieszaniny powstatych produktéw i pary starteréw
pL3.1GFP i pR1.2GFP namnozono sklonowany fragment DNA zawierajacy fuzje hly-
OVA-gfpmut3b; wektor integracyjny do uzyskania szczepu B. subtilis
wytwarzajacego antygen fuzyjny LLO-OVA-GFP;

ApR, Kan®, Ble®; 9,6 kb; plazmid pochodny pUR10, do ktérego sklonowano fuzyjny
gen hly-OVA-gfpmut3b o wielkosci 2,1 kb uzyskany na drodze dwuetapowej reakcji
PCR. W pierwszym etapie w dwodch oddzielnych reakcjach PCR amplifikowano
fragment fuzyjnego genu hly-OVA kodujgcy skrocony gen hly poddany fuzji do
epitopu OVA, SIINFEKL (matryca: pUR104, startery pL4.1GFP, pR1.1GFP, produkt 1,4
kb) oraz gen gfpmut3b (matryca: wektor pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t, startery:
pL1.2GFP, pR1.2GFP, produkt 0,8 kb). W kolejnej reakcji PCR uzywajgc jako matrycy
rownomolarnej mieszaniny powstatych produktow i pary starterow pL4.1GFP
i pPR1.2GFP namnozono sklonowany fragment DNA zawierajacy fuzje hly-OVA-
gfpmut3b; wektor integracyjny do uzyskania szczepu B. subtilis wytwarzajgcego
antygen fuzyjny LLO-OVA-GFP;
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PLAZMIDY DO MUTAGENIZACIJI GENU secA W B. subtilis MB4

ApR, Kan"; 5,5 kb; plazmid pochodny pDrive_spcS do ktdérego sklonowano fragment
genu secA znajdujgcy sie powyzej kodonu 780 i do ktérego dotgczono kodon STOP.
Sekwencje amplifikowano przy pomocy starteréw pL_secA_STOP i pP_secA_STOP na
matrycy chromosomu B. subtilis MB4 (0,4 kb); wektor do uzyskania konstrukcji do
mutagenizacji genu secA B. subtilis (delecji linkera CTL);

pDrive_secA-STOP-
spcS

ApR, Kan®; 5,1 kb; plazmid pochodny pDriveKm, do ktérego sklonowano gen spcS,
pDrive_spcS wyciety przy pomocy enzymoéw EcoRl i Xbal z wektora plC156 (1,3 kb); wektor do
uzyskania konstrukcji do mutagenizacji genu secA B. subtilis (delecji linkera CTL);

ApR, Kan®; 5,9 kb; plazmid pochodny pDrive_secA-STOP-spcS, do ktérego sklonowano
fragment genu secA znajdujacy sie ponizej kodonu 780. Sekwencje amplifikowano
przy pomocy starteréw pL_secA_down i pP_secA_down na matrycy chromosomu
B. subtilis MB4 (0,4 kb); wektor do mutagenizacji genu secA B. subtilis (delecji
linkera CTL);

pDriveACTL

PLAZMIDY DO EKSPRESJI ANTYGENU FUZYJNEGO LLO-Ag85B W B. subtilis MB4

ApR, Kan®, Ble"; 6,9 kb; plazmid pochodny pUK10, do ktérego sklonowano fuzyjny
gen hly-fbpB o wielkosci 1,2 kb uzyskany na drodze dwuetapowej reakcji PCR.
W pierwszym etapie w dwéch oddzielnych reakcjach PCR amplifikowano fragment
genu hly kodujacy RBS, sekwencje sygnatowg oraz PEST-podobng (matryca: pUR102,
startery pL-SP-0114, pP-SP-0114, produkt 0,2 kb) oraz gen fbpB kodujgcy Ag85B

pUK10_Ag85B (matryca: chromosom M. tuberculosis H37Rv, startery: pL-Ag85-0114, pP-Ag85-
0114, produkt 1 kb). W kolejnej reakcji PCR uzywajac jako matrycy réwnomolarnej
mieszaniny powstatych produktéw i pary starteréw pL-SP-0114 i pP-Ag85-0114
namnozono sklonowany fragment DNA zawierajacy fuzje N-koncowej sekwencji
genu hly i fbpB; wektor integracyjny do uzyskania szczepu B. subtilis
wytwarzajacego antygen fuzyjny LLO-Ag85B;

ApR, Kan®, Ble®; 8,5 kb; plazmid pochodny pUR10, do ktérego sklonowano fuzyjny
gen hly-fbpB o wielkosci 1,2 kb uzyskany poprzez wyciecie fuzji translacyjnej
z wektora pUK10_Ag85B enzymami Spel i Xhol; wektor integracyjny do uzyskania
szczepu B. subtilis wytwarzajgcego antygen fuzyjny LLO-Ag85B;

pUR10_Ag85B

3.5. Startery do reakcji PCR

Startery do amplifikacji DNA / RNA

Tabela 3.6. Spis starteréw do amplifikacji DNA / RNA

Miejsca restrykcyjne zaznaczono przez podkreslenie, natomiast pogrubienie oznacza sekwencje
komplementarng do amplifikowanego genu lub jego otoczenia. Nazwe genu umieszczano w (nawiasie) przy
kazdej nazwie startera.
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Nazwa

KanBleR
KanBleL
pLhly1203
pRhly2200
pL420aallO
pR420aallLO
pPokta0510
SP-hly
C-term-ova
pL1.1GFP
pR1.1GFP
pL1.2GFP
pR1.2GFP
pL2.1GFP
pL3.1GFP
pR3.1GFP
pL3.2GFP
pL4.1GFP
pR1.1GFPs
pL_secA_STOP
pP_secA_STOP
pL_secA_down
pP_secA_down
pLbsu_up_1008
pRbsu_down_1008
pL-SP-0114
pP-SP-0114

pL-Ag85-0114

Sekwencja nukleotydowa (5' - 3')

GCGGTCGACGAATAAGAACGGTGCTCTCC (kan)
GCGACGCATGCTTACCGAAAGCCAGACTCAG (ble)
GCTCTAGAAGAGAGGGGTGGCAAACGGT (hly)

CAGTCGACGCGGCCGCTGTGTGTTAAGCGGTTTTATTC (hly)

GGGTACCGAGCACTGTGTGAGACTAGT (hly)
TCTATCATCAACTTCGAAAAACTTCGGACCGT (hly)
GACGGTCCGAAGTTTTTCGAAGTTG (OVA)
GATCGCAGATCCTAGGC (hly)

CATATGGGCCTCACCTG (OVA)
TTGTTCAGCAAGCTAGCTCATTTC (hly)
CTTCGCCTTTTCTAAGTTTTTCGAAGTTGATG (hly)
TTCGAAAAACTTAGAAAAGGCGAAGAACTG (gfpmut3b)
AAACTCGAGTCACACTTCTTCTTCTCTAG (gfpmut3b)
TTTGCGGCCGCAAGGAGAG (hly)
GCACTGTGTGAGACTAGTGTGG (hly)
TTCGCCTTTTCTAGGAGAAACGCAACGG (hly)
GTTGCGTTTCTCCTAGAAAAGGCGAAGAACTG (gfpmut3b)

GTTACTAGTCGAAAGGTACCGAGCACTGTG (hly)

CTTCGCCTTTACGAAGTTTTTCGAAGTTGATG (hly)
TTGCGGCCGCCTGAGGAGTGGAAGC (secA)
GGCCTCTAGATTACTAAATCTCAGCTTTCATCAC (secA)
TTGCATGCATCGGACGAAATGCCCCATGC (secA)
TTGGTACCGTGTCCGGCTCTTCTTTC (secA)
CTGGTACCACGATTCCGATGACAGATCTGG (secA)
TTGCGGCCGCATCATACGGCTCGCTGAGAAG (secA)
TTTCGTGGGTACCAAGGAGAGTGAAACCCATG (hly)
CGGCTCACGTCTGTTTTAGGAGAAGCAGGAGGAGA (hly)

TGCTTCTCCTAAAACAGACGTGAGCCGAAAG (fbpB)

Miejsce
restryk-
cyjne

Sall
Sphl
Xbal

Sall, Notl

Spel

Rsrll

Rsrll

Xhol
Notl

Spel

Spel

Notl
Xbal
Sphl
Kpnl
Kpnl
Notl

Kpnl

Temp.
topnienia
[°c]
sekwencja
komplemen-
tarna /
rozszerzona

52 /66
52 /67
56 /64
59/68
41/71
52/72
58
50
50
46 /54
43 /59
46 /58
49 /58
55
57
46 /61
46 /63
56 /63
68
45 /66
45 /62
45 /64
45 /61
55/64
54 /68
50/ 64
50/ 68

56 /63
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pP-Ag85-0114 TTTTTTGGGGTCGACTTATTAGCCGGCGCCTAAC (fbpB) Sall 51/ 66
pPRT2Rev GAGAAGCAGGAGGAGAAGCA (hly-OVA) - 54

PRT2Fw CGTCCATCTATTTGCCTGGT (hly-OVA) - 52

Tabela 3.7. Startery do sekwencjonowania

Temp.
Nazwa Sekwencja nukleotydowa (5' - 3') topnienia

["cl
C-term-OVA CATATGGGCCTCACCTG 50
pL1.2GFP TTCGAAAAACTTAGAAAAGGCGAAGAACTG 58
pL3.2GFP GTTGCGTTTCTCCTAGAAAAGGCGAAGAACTG 63
pR1.1GFP CTTCGCCTTTTCTAAGTTTTTCGAAGTTGATG 59
pR3.1GFP TTCGCCTTTTCTAGGAGAAACGCAACGG 61
Saft-ble CCGACAACAATTTGATTAGC 48
Saft-hly GGCACCACGCTTTATCCGA 53
Saft-MCS GAAAGGTACCGAGCACTG 50
Sin-ColEl AAGGGAGAAAGGCGGACAGG 56
Sin-hly ACAACGCAGTAAATACATTAGTGGA 53
SinL CGCTCTGGAACTGAACCTTG 54
SinP GCCGAAAGATTCGAGCTTGG 54
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 41
SP-hly GATCGCAGATCCTAGGC 50
Sup-kan GAGAGCACCGTTCTTATTCG 52
T7 TAATACGACTCACTATAGG 45

3.6. Podtoza i dodatki do podtéz

Podtoza do hodowli bakteryjnych

Podtoze LB (Miller)
sktad: baktotrypton — 10 g/I, ekstrakt drozdzowy - 5 g/I, NaCl - 10 g/I; pH 7,0; ptynne potptynne: zestalone 0,4%
(w/v) agarem

state: zestalone 1,5% (w/v) agarem (podtoze LA)

57



Podtoze BHI (Brain-Heart Infusion)
sktad: wycigg mozgowo-sercowy — 8 g/l, pepton - 27,5 g/, glukoza - 2 g/l, NaCl - 5 g/I, Na2HPO4 - 2,5 g/I; pH
7,4; ptynne

state: zestalone 1,5% (w/v) agarem

Podtoze minimalne Spizizen’a (SMM)
sktad: (W/V): KzHPO4 3%, KH2PO4 1%, NH4C| 0,5%, NH4NO3 0,1%, Nast4 0,1%, |V|gSO4 x7 Hzo 0,0l%, MnSO4 X
4 H,0 0,001%, FeSO, x 7 H,0 0,001%, CaCl, 0,0005%; pH 7,2

- suplementowane tryptofanem — stezenie koricowe 2 mg/ml

Dodatki do podtéz do hodowli bakteryjnych

W zaleznosci od potrzeb, pozywki hodowlane uzupetniano:

e |PTG (izopropylo-B-tiogalaktopiranozyd) — stezenie konncowe 1 mM

e antybiotykami do odpowiedniego stezenia koricowego:
o ampicylina — 100 pg/ml
o kanamycyna — 30 pug/ml w hodowlach E. coli i 10 pg/ml w hodowlach B. subtilis
o bleomycyna-3,2 ug/ml

Podtoza do hodowli komérkowych

Petna pozywka RPMI-1640 (22400, Life Technologies) suplementowana:

e ptodowa surowica bydleca (FBS) — stezenie koricowe 10%
e  pirogronianem sodu — stezenie konncowe 1 mM

e penicyling — stezenie koricowe 100 U/ml

e streptomycyng — stezenie koricowe 100 pg/ml

Dodatki do podtéz do hodowli komérkowych
W zaleznosci od potrzeb, pozywki hodowlane uzupetniano:

e IPTG (izopropylo-B-tiogalaktopiranozyd) — stezenie koricowe 10 mM
e interferonem-y (INF-y) — stezenie koricowe 20 — 40 mg/ml
e  GM-CSF —stezenie koricowe 5 ng/ml

Podtoze do mrozenia

sktad: petna pozywka RPMI-1640 suplementowana FBS, pirogronianem sodu, penicyling i streptomycyng
uzupetniona dimetylosulfotlenkiem (DMSO) do koricowego stezenia 10% (v/v)

58



3.7. Roztwory i bufory

Bufor PBS

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM bufor fosforanowy; pH 7,4

Bufor TM

10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl, pH 7,5

Roztwor soli fizjologicznej

0,9% (w/v) NaCl

Roztwor do zamrazania hodowli bakteryjnych

20% glicerol (v/v) w pozywce BHI

Bufory i roztwory do elektroforezy DNA w zelach agarozowych
bufor TBE: 89 mM Tris, 89 mM kw. borowy, 2 mM EDTA

zel agarozowy: 0,8 — 1,5% (w/v) agaroza w buforze TBE

bufor obcigzajacy do préb Loading Buffer (6x stezony): 0,25% (w/v) btekit bromofenolowy, 30% (v/v)

glicerol

roztwér do barwienia DNA: bromek etydyny - 0,5 ug/ml

Bufor SET

25% (w/v) sacharoza, 50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8,0, 5mg/ml lizozymu

Bufor SSC

150 mM NaCl, 15 mM cytrynian sodu
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Bufor lizujacy dla L. monocytogenes

10 mM Tris pH 7,0, 20% (w/v) sacharoza, lizozym 2,5 mg/ml

Roztwory do przygotowywania komorek chemokompetentnych E. coli
roztw6r T 1: 10 mM MOPS pH 7,0, 10 mM RbCl

roztwér T 2: 100 mM MOPS pH 6,5, 50 mM CaCl,, 10 mM RbCl

Roztwory do transformacji B. subtilis

SMM: 0,2% (w/v) NH4S04, 1,4% (w/v) K2HPO4, 0,6% (w/v) KH2PO4, 0,1% (w/v) cytrynian sodu dwuwodny,
0,02% (w/v) MgS04 x 7H20

Spl: SMM 10 ml
40% glukoza (w/v) 0,125 ml
1 M MgSO, 0,06 ml
20% Casamino Acids 0,01 ml
0,22% cytrynian amonu zelaza (l11) 0,005 ml

Sp il SMM 10 ml
40% glukoza (w/v) 0,125 ml
1M MgSO, 0,06 ml

Podtoza Sp i Sp Il suplementowano tryptofanem do uzyskania stezenia koficowego 50 pg/ml.

3.8. Bufory i roztwory do analizy biatek

Bufor Laemmli’ego

50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% (v/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 1% (v/v) B-merkaptoetanol, 12,5 mM EDTA, 0.02%
(w/v) btekit bromofenolowy

Bufory do oczyszczania biatek z metryczkg 6xHis

Bufor kolumnowy
50 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NaCl, 50 mM imidazol

Bufor do elucji
50 mM MES pH 6, 300 mM NacCl, 0,5 M imidazol; pH=6
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Bufor magazynowy (do dializy)
50 mM MES, 300 mM NaCl; pH=6

Bufor do przechowywania biatka
15% glicerol, 5 mM cysteina, 1 mM AEBSF, 10 mM EDTA w buforze magazynowym; pH 5,5

Bufory i roztwory do elektroforezy biatek w zelu SDS-PAGE

Zele poliakrylamidowe

Tabela 3.8. Skfad zeli poliakrylamidowych

Bufor SDS-PAGE

250 mM Tris, 1,92 M glicyna, 1% SDS; pH 8,3

Zele tricinowe

Tabela 3.9. Skfad zeli tricinowych

Rozdzielajacy Zageszczajacy
(10 ml) (5 ml)
10% 12% 15% 4%
H,0 4,0 3,3 2,3 3,4
30% akrylamid 3,3 4,0 5,0 0,83
1,5 M Tris pH 8,8 2,5 2,5 2,5 -
1M Tris pH 6,8 - - - 0,63
10% SDS 0,1 0,1 0,1 0,05
10% APS 0,1 0,1 0,1 0,05
TEMED 0,004 0,004 0,004 0,005
Rozdzielajacy Zageszczajacy
(7 ml) (2 ml)
10% 12% 15% 4%
H,O 2,5 2,2 1,8 1,33
akrylamid mix 1,4 1,7 2,1 0,16
bufor do zelu 2,3 2,3 2,3 0,50
glicerol 0,8 0,8 0,8 -
10% APS 0,03 0,03 0,03 0,01
TEMED 0,01 0,01 0,01 0,005

Bufory do zeli tricinowych

Bufor do zelu: 3 M Tris-NH3, 0,3% (w/v) SDS; pH 8,45
Akrylamid mix: akrylamid - 48% (w/v), bisakrylamid - 1,5% (w/v) - 49,5%T, 3% C
Bufor anodowy: 0,2 M Tris-NHs;, pH 8,9
Bufor katodowy: 0,1 M Tricina, 0,1 M Tris-NHs, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,25

61



Bufory do barwienia zeli biatkowych

Bufor barwiacy
0,1% (w/v) Coomassie Blue R-250, 20% (v/v) metanol, 10% (v/v) kw. octowy

Bufor odbarwiajacy
50% (v/v) metanol, 10% (v/v) kw. octowy

Bufor do transferu biatek na membrane nitrocelulozowg

25 mM Tris-HCI, 192 mM glicyna, 20% metanol; pH 8,3

Bufory do immunodetekcji metoda Western-blot

Bufor TBS
50 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl

Bufor TBS-T
1 ml/l Tween-20 w buforze TBS

Bufor TBS-T z 5% mlekiem
5% odttuszczone mleko krowie (w/v) w buforze TBS-T

Substrat dla alkalicznej fosfatazy
0,42 g/l btekit nitrotetrazolowy (NBT), 0,21 g/l 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan (BCIP) w 0,1 M roztworze
2-amino-2-metylopropanolu (AMP)

Roztwory stosowane przy infekcji komodrek eukariotycznych bakteriami

1% (w/v) Triton X-100

Bufor ACK do izolacji splenocytéow

155 mM NH,Cl, 10 mM KHCOs, 37 mg/| EDTA

Bufory do wykrywania przeciwciat IgG metodg ELISA

PBS-T
1 ml/I Tween-20 w buforze PBS
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Bufor blokujacy do ELISA
1% BSA (w/v) w buforze PBS-T

bufor weglanowy pH 9,5
29 mM Na,COs, 71 mM NaHCO;, pH 9,5

bufor dla peroksydazy chrzanowej (fosforanowo — cytrynianowy)

51 mM Na,HPO,, 24 mM kw. cytrynowy, pH 5 (bezposrednio przed uzyciem na kazde 100 ml buforu dodawano

40 pl 30% H,0,)

kwas cytrynowy
1 M kw. cytrynowy

3.9. Specyficzne odczynniki, materiaty i przeciwciata

Tabela 3.10. Spis wykorzystanych odczynnikéw chemicznych

Odczynnik Producent

AEBSF, inhibitor proteaz
Ag85B biatko

agar

agaroza

akrylamid
akrylamid/bis-akrylamid 30%
ampicylina

APS (nadsiarczan amonu)
azotan amonu, NH;NO;
azydek sodu

bisakrylamid

bleomycyna (bleocyna / phleocyna)
btekit bromofenolowy

btekit brylantyny Coomassie Blue R-250

btekit trypanu 0,4%
Bradford Reagent
bromek etydyny
Casamino acids
CellWash

CFSE (ester fluoresceiny)
chlorek amonu, NH,CI
chlorek magnezu, MgCl,
chlorek rubidu, RbCl
chlorek sodu, NaCl
chlorek wapnia, CaCl,
chloroform

cysteina

cytrynian amonu zelaza (Il

Sigma Aldrich, USA
Abcam, Wielka Brytania
BioShop, Kanada
BioShop, Kanada
Merck, Niemcy
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
BioShop, Kanada
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Merck, Niemcy
Calbiochem, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
Sigma Aldrich, USA
Difco, USA

BD Biosciences, USA
Sigma Aldrich, USA
POCh, Polska
Calbiochem, USA
Merck, Niemcy
BioShop, Kanada
Calbiochem, USA
POCh, Polska
Merck, Niemcy
Loba Chemie, Indie
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cytrynian sodu dwuwodny
deoksyrybonukleaza | (DNaza I)
DEPC (piroweglan dietylu)
D-glukoza

diwodorofosforan potasu, KH,PO,
DMSO

dNTP

EDTA (wersenian disodu)

enzymy restrykcyjne

etanol

fragment Klenowa polimerazy | DNA

gentamycyna

glicerol

glicyna

GM-CSF (czynnik stymulujacy rozwaj granulocytéw i makrofagow)
imidazol

interferon-y, INF-y (zrekombinowany, mysi)
IPTG (izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd)
izopropanol

kanamycyna

konkanawalina A

krew koriska odwtdkniona

kwas borowy

kwas cytrynowy

kwas octowy

kwas trichlorooctowy, TCA

ligaza faga T4

lizozym

Loading Buffer 6x

L-tryptofan

marker biatkowy PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
marker biatkowy PageRuler Prestained
marker biatkowy Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
marker DNA GeneRuler 1 kb DNA Ladder
MES (kwas 2-(N-morfolino)-etanosulfonowy)
metanol

mleko odttuszczone krowie

MOPS

nadtlenek wodoru, perhydrol, H,0,
NBT/BCIP (substrat dla alkalicznej fosfatazy)
odczynnik Bradford

OPD (o-fenylenodiamina)

owoalbumina jaja kurzego, biatko (OVA)

PBS

penicylina-streptomycyna (100x stezona)
pirogronian sodu

podtoze BHI

Merck, Niemcy

A&A Biotechnology, Polska
Sigma Aldrich, USA
BioShop, Kanada
Calbiochem, USA

BioShop, Kanada

Thermo Scientific, , USA
Sigma Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
POCh, Polska

Boehringer
Niemcy
Sigma Aldrich, USA

BioShop, Kanada

Mannheim,

BioShop, Kanada

Life Technologies, USA
Merck, Niemcy
PeproTech, WIk. Brytania
BioShop, Kanada
Merck, Niemcy
Boehringer Mannheim
Sigma Aldrich, USA
Pro Animali, Polska
Sigma Aldrich, USA
POCh, Polska

Merck, Niemcy

Acros Organics, Belgia
Thermo Scientific, USA
Merck, Niemcy
Thermo Scientific, USA
Roanal, Wegry
Thermo Scientific, USA
Life Technologies, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
BioShop, Kanada
Merck, Niemcy
Mlekovita, Polska
Calbiochem, USA
POCh, Polska

BioShop, Kanada
Thermo Scientific, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
BioShop, Kanada

Life Technologies, USA
Life Technologies, USA
BD Biosciences, USA
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podtoze LB (Miller)

podfoze RPMI-1640 z HEPES

polimeraza DNA faga T4

sacharoza

SDS (dodecylolosiarczan sodu)

siarczan amonu, NH;SO,

siarczan magnezu uwodniony, MgS0O, x 7H,0
siarczan manganu uwodniony, MnSO,4 x 4H,0
siarczan sodu, Na,SO,

siarczan zelaza (Il) uwodniony, FeSO4 x 7H,0
SIINFEKL peptyd

spektynomycyna

surowica ptodowa bydleca termicznie inaktywowana, FBS
TBE

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina)
Tricina

Tris-base (Tris-NH3)

Tris-HCI

Triton X-100

TRIzol

Tween-20

weglan sodu, Na,CO;

wodorofosforan dipotasu, K,HPO,
wodorofosforan disodu, Na,HPO,
wodoroweglan potasu, KHCO;
wodoroweglan sodu, NaHCO3;
B-merkaptoetanol

Tabela 3.11. Spis wykorzystanych materiatéw

Materiat
bibuta Whatman
filtry strzykawkowe nitrocelulozowe
hemocytometr Neubauer Improved
kolumny dializacyjne D-Tube Dialyzer Maxi (6-8 kDa)

kolumny niklowe do izolacji biatka ze znacznikiem 6xHis (His-Bind Ni
Column)
membrana nitrocelulozowa

membrana PVDF

ptytki do ELISA (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well solid plates)
ptytki do zliczania komérek AccuChip

ptytki ELISpot (2 Pre-coated BD™ ELISPOT plates)

sitka filtracyjne nylonowe

strzykawki insulinowe z igtg 29-G

BioShop, Kanada

Life Technologies, USA
EURX, Polska

Merc k, Niemcy
Merck, Niemcy
Merck, Niemcy
Merck, Niemcy

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

www.peptydy.pl, Polska

Calbiochem, USA
Life Technologies
BioShop, Kanada
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
BioShop, Kanada
Merck, Niemcy
Sigma Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
BioShop, Kanada
BioShop, Kanada
POCh, Polska
Reachim, Rosja
Merck, Niemcy

Producent
Whatman, USA
VWR, USA
Carl Roth, Niemcy
Novagen, Niemcy
Novagen, Niemcy

Amersham Pharmacia, Szwecja

BIO-RAD, USA

Sigma Aldrich

Nano EnTeK Inc., Korea
BD Biosciences, USA
BD Biosciences, USA
BD Biosciences, USA
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Tabela 3.12. Spis wykorzystanych przeciwciat

Przeciwciato
chomicze monoklonalne anty-CD28
chomicze monoklonalne anty-CD3e
kozlece anty-mysie 1gG skoniugowane z HRP
kozlece poliklonalne anty-krélicze IgG skoniugowane z AP
krolicze poliklonalne anty-Ag85B
krolicze poliklonalne anty-LLO
krolicze poliklonalne anty-OVA

mysie monoklonalne anty-H-2Kb-SIINFEKL(25-D1.16) skoniugowane z APC

mysie monoklonalne anty-mysie MHC | skoniugowane z PE

mysie monoklonalne 1gG1 k skoniugowane z APC (kontrola izotypowa)

szczurze monoklonalne anty-mysie CD4 skoniugowane z APC
szczurze monoklonalne anty-mysie CD8a skoniugowane z PE

Tabela 3.13. Spis wykorzystanych zestawdw odczynnikéw

Zestaw
zestaw deoksyrybonukleazy | (DNazy 1)
zestaw do ELISpot ,,Mouse IFN-y ELISPOT Kit”
zestaw do izolacji fragmentéw DNA z zeléw agarozowych ,Gel out”
zestaw do izolacji plazmidowego DNA ,,Plasmid Midi AX”
zestaw do izolacji plazmidowego DNA ,,Plasmid Mini”
zestaw do oczyszczania fragmentdw DNA ,Clean up”
zestaw do oznaczania zywotnosci komérek ssaczych ,LIVE/DEAD
Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells”
zestaw do PCR ,,DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)”
zestaw do PCR ,,Pfu Polymerase”
zestaw do PCR ,,Phusion High-Fidelity DNA Polymerase”
zestaw do PCR , TopTaq Master Mix Kit”
zestaw do RT-PCR ,,OneStep RT-PCR kit”
zestaw do transfekcji ,PULSin”

zestaw do zliczania komérek i okreslania ich zywotnosci ,ADAM AccuChip

Kit”

Producent
BD Biosciences, USA
BD Biosciences, USA
Sigma Aldrich, USA
Abcam, WIk. Brytania
Abcam, WIk. Brytania
Abcam, WIk. Brytania
Abcam, WIk. Brytania
eBioscience, USA
BD Biosciences, USA
eBioscience, USA
BD Biosciences, USA
BD Biosciences, USA

Producent
EURX, Polska
BD Biosciences, USA
A&A Biotechnology, Polska
A&A Biotechnology, Polska
A&A Biotechnology, Polska
A&A Biotechnology, Polska

Life Technologies, USA

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
QIAGEN, Holandia
EURX, Polska

Polyplus, Francja

Nano EnTeK Inc., Korea
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4. Metody

Prezentowane eksperymenty wykonano w oparciu o metody stosowane w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej Instytutu Mikrobiologii UW,
Zaktadzie Immunologii Instytutu Zoologii UW i w Zaktadzie Bakteriologii Molekularnej GUMed.

4.1. Hodowla szczepdéw bakteryjnych, pomiar CFU, przechowywanie

Szczepy E. coli hodowano na podtozu statym LA lub w podtozu ptynnym LB
z wytrzgsaniem 120 RPM w warunkach tlenowych w temperaturze 37°C przez noc lub do
osiggniecia okreslonej fazy wzrostu. Podtoza selekcyjne uzupetniano odpowiednimi
antybiotykami.

Szczepy B. subtilis hodowano na podtozu statym LA lub w podtozu ptynnym LB
w warunkach tlenowych z w temperaturze 30°C z wytrzgsaniem 120 RPM. Hodowle nocne
prowadzono przez 18 godzin, natomiast ich odmtfadzanie trwato do uzyskania odpowiedniej
gestosci optycznej. Podtoza selekcyjne uzupetniano odpowiednimi antybiotykami.

Szczepy L. monocytogenes hodowano na podfozu ptynnym BHI w warunkach
tlenowych w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 120 RPM przez czas 18 h.

Indukcje ekspresji gendw bedgcych pod kontrolg fakultatywnych promotoréow
przeprowadzano poprzez dodatek do hodowli IPTG do uzyskania stezenia koricowego 1 mM.
Indukcje wykonywano w réznych momentach hodowli w zaleznosci od przeprowadzanego
eksperymentu. W testach, w ktérych analizowano produkcje biatka, cytotoksycznosé,
inwazyjnos¢ lub dostarczanie antygenu, szczepy produkujgce dany antygen byty hodowane
do ODggo réwnej 1,5. Bakterie z odmtodzonych hodowli byty zbierane poprzez wirowanie,
dwukrotnie przeptukiwane PBS pH 7,4 lub buforem TM i rozcienczane do osiggniecia
odpowiedniego stezenia komdrek w zawiesinie. Pomiar CFU nastepowat poprzez seryjne
rozcienczenia bakterii w 0,9% NaCl i wysiew na ptytki z agarem odzywczym (LA).

Wszystkie szczepy bakteryjne przechowywano w -70°C w roztworze do zamrazania
hodowli bakteryjnych.

4.2. Analiza kwaséw nukleinowych

Izolacja DNA plazmidowego

DNA plazmidowy izolowano za pomocg zestawdw ,,Plasmid Mini” i ,Plasmid Midi AX”
zgodnie z instrukcjg zatgczong przez producenta.

Izolacja DNA chromosomalnego

DNA chromosomalne izolowano za pomocg zestawu ,Genomic Mini”. Instrukcje
zataczong przez producenta poddano modyfikacji, gdyz do efektywnej izolacji konieczne byto
uprzednie zastosowanie procedury naruszania oston komérkowych bakterii gramdodatnich.
W przypadku izolacji chromosomu B. subtilis, osad z 1,5 ml hodowli nocnej zawieszano
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w 100 pl buforu SET i inkubowano przez 30 min w temp. 37°C. Pomijano etap zawieszania
osadu bakteryjnego w buforze Tris bedgcym sktadnikiem zestawu i przechodzono do punktu
1 protokotu izolacji DNA.

Réwniez DNA chromosomalne L. monocytogenes izolowano wykorzystujac
zmodyfikowany protokét zestawu ,Genomic Mini”. Osad z 1,5 ml hodowli przeptukiwano 1
ml buforu 0,1 x SSC, a nastepnie zawieszano w buforze lizujgcym dla L. monocytogenes. Po
godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C i zwirowaniu préb przy 6000 RPM (5 min)
w wirédwce MiniSpin Plus (Eppendorf), przechodzono do punktu 1 instrukcji zestawu.

Amplifikacja DNA w reakcjach PCR

Reakcje tancuchowe polimerazy DNA (PCR) przeprowadzono w aparacie Labcycler
(Sensoquest, Niemcy) przy uzyciu zestawéw odczynnikéw: ,TopTaq Master Mix Kit”,
»,TopTag DNA Polymerase”, ,DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)”, ,Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase” lub ,Pfu Polymerase” zgodnie z instrukcjami zatgczonymi przez
producentéw. Mieszanina reakcyjna (50 pl) standardowej reakcji PCR zawierata: matryce
(DNA chromosomowy lub plazmidowy — 50 ng), startery (stezenie koricowe 1 pmol/pul
(tabela 3.6), mieszanine dNTP (koncowe stezenie 0,4 mM), odpowiednig polimeraze (1u),
bufor do polimerazy (1x stezony) oraz 2 mM MgCl,, a catos¢ uzupetniano dejonizowang
wod3a. Reakcja PCR sktadata sie z nastepujgcych etapdw: wstepnej denaturacji DNA
matrycowego (30 s — 5 min w temp. 94-98°C), 34 cykli nastepujacych po sobie: denaturacja
DNA (30 s w temp. 94°C lub 10 s w temp. 98°C dla polimerazy Phusion), przytgczanie sie
starterow do matrycy (10-30 s w temp 48-65°C), elongacja produktu (w temp. 72°C; 1min/kb
dla polimeraz Taqg, 2 min/kb dla polimeraz Pfu oraz 30 s/kb dla polimerazy Phusion);
koncowa elongacja (10 min w temp. 72°C). Produkty reakcji PCR rozdzielano w zelu
agarozowym.

PCR kolonijny przeprowadzano w celu identyfikacji rekombinowanych plazmidéw
zawierajgcych okreslony fragment DNA. Niewielka ilos¢ materiatu bakteryjnego zawieszano
w 100 pl dejonizowanej, jatowej wody. Intensywnie mieszano i gotowano przez 10 min
w 100°C. Przektadano probke do lodu na 1 min, a nastepnie wirowano 5 min przy 14 000
RPM w wiréwce MiniSpin Plus (Eppendorf, Niemcy)). Supernatant bedgcy matrycg do reakg;ji
PCR stanowit 10% objetosci mieszaniny reakcyjnej, przygotowanej jak opisano wyzej.

Trawienie enzymami restrykcyjnymi, modyfikacja koncow, ligacja DNA

Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi, wypetnianie ,lepkich” koncéw z uzyciem
fragmentu Klenowa polimerazy | DNA lub polimerazy faga T4 oraz ligacje fragmentéw DNA
przy uzyciu ligazy DNA bakteriofaga T4 przeprowadzano zgodnie z instrukcjami zatgczonymi
przez producenta. W zaleznosci od potrzeb eksperymentu DNA po obrdbce enzymatycznej
poddawano elektroforezie w zelu agarozowym lub oczyszczano wykorzystujgc zestaw
,Clean-up”.

Elektroforeza w zelach agarozowych

Elektroforeze DNA prowadzono w Zzelach agarozowych w buforze TBE w temp.
pokojowej przy statym napieciu 100 V. Zwyczajowo stosowano zele o zawartosci agarozy
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wynoszacej 0,8%, jednak dla uwidocznienia matych fragmentdéw przygotowywano 1,5% zele.
Jako obcigznik préb i wskaznik szybkosci migracji DNA stosowano roztwodr btekitu
bromofenolowego z glicerolem. Zele barwiono wodnym roztworem bromku etydyny. DNA
wizualizowano w transiluminatorze ImageMaster VDS (Amersham Pharmacia Biotech, USA)
w Swietle UV o dtugosci fali 300 nm.

Izolacja fragmentow DNA z zelu agarozowego

Fragmenty restrykcyjne DNA uzyskane po trawieniu DNA plazmidowego lub
fragmenty DNA namnozone metodg PCR rozdzielano w zelu agarozowym w buforze TBE. Po
wycieciu bloczku agarozowego zawierajagcego odpowiedni fragment DNA 2z zelu,
przeprowadzano izolacje DNA za pomocga zestawu ,,Gel-out” zgodnie z instrukcjg zataczonag
przez producenta.

Sekwencjonowanie DNA

DNA plazmidowy lub produkty PCR przeznaczone do sekwencjonowania oczyszczano
za pomocga zestawu ,,Plasmid Mini” lub ,Clean-up” i zawieszano w wodzie dejonizowanej.
Odpowiednie startery do reakcji sekwencjonowania dostarczano w stezeniu 5 pmol/ul.
Analizy przeprowadzata firma Genomed (Polska).

Izolacja totalnego RNA z komoérek bakteryjnych

Osad bakteryjny pochodzacy z 10 ml nocnej hodowli B. subtilis prowadzonej
w podtozu LB, zawieszano w 500 pl buforu SET i inkubowano przez 30 min. Do kazdej préby
dodawano nastepnie 0,8 g szklanych kulek wielkosci 400 um i wytrzgsano przez 3 min przy
2000 RPM. Préby zwirowywano przy 8 000 RPM (3 min) w wirdwce MiniSpin Plus
(Eppendorf, Niemcy), po czym zbierano 500 ul supernatantu i dodawano do niego 1 ml
odczynnika TRIzol. Po 5 min w temp. pokojowej, do préob dodawano 200 ul chloroformu,
intensywnie mieszano ikontynuowano inkubacje w temp. pokojowej przez 15 min.
Nastepnie preparat wirowano przez 15 min przy 12 000 RPM w temp. 4°C w wirdwce
Micro22R (Hettich, Niemcy). Gérng faze (wodng) przenoszono do nowej probdwki,
dodawano 500 pl izopropanolu i inkubowano przez 10 min w temp. pokojowej. Preparat
ponownie wirowano przez 8 min w 12 000 RPM w temp. 4°C. Osad RNA przemywano 1 ml
70% etanolu, suszono, zawieszano w 25 pl wody traktowanej DEPC i inkubowano przez 10
min w temp. 60°C. Nastepnie proby RNA traktowano DNazg w celu usuniecia zanieczyszczen
DNA przez czas 2 h w temperaturze 37°C. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz przebieg reakcji
byt zgodny z instrukcjg producenta. Po reakcji enzym inaktywowano poprzez ogrzewanie
przez 10 min w temp. 75°C. Préby przechowywano do dalszych analiz w temp. -70°C.

RT-PCR

Reakcje RT-PCR (reverse transcriptase PCR) przeprowadzano w aparacie Labcycler
(Sensoquest, Niemcy) przy uzyciu zestawu odczynnikéw: ,OneStep RT-PCR kit”.
W pierwszym etapie mieszanine oczyszczonego DNazg RNA (0,2 pg), dNTP i startera (10
pmol) uzupetniano wodg traktowang DEPC do objetosci 20 ul i inkubowano stosujgc
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nastepujacy profil temp.: 5 min w temp. 65°C, 1 min w temp. 4°C. W kolejnym etapie do
mieszaniny reakcyjnej dodawano 5 x stezony bufor do odwrotnej transkrypcji, inhibitor
RNazy, DTT i odwrotng transkryptaze dART i inkubowano stosujgc nastepujacy profil temp.:
2 min w 70°C, po 1 min w spadajgcej o 5 stopni temp. miedzy 65 a 40°C, 50 min w temp.
42°C; 5 cykli (1 min w temp. 50°C, 1 min w temp. 53°C, 1 min w temp. 56°C); 5 min w temp.
85°C. Zastosowanie powyzszych warunkdw zapobiegato przedwczesnej terminacji reakcji
odwrotnej transkrypcji. Dodatkowo otrzymany w ten sposéb cDNA nie wymagat traktowania
mieszaning RNaz w celu usuniecia matrycowego RNA, gdyz uzywana odwrotna transkryptaza
posiadata aktywnos¢ RNazy H. Nastepnie otrzymany w reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA
wykorzystywano jako matryce w reakcji PCR (25-30 cykli; w mieszaninie reakcyjnej cDNA
stanowito maksymalnie 10% koncowej objetosci). Ostatecznie produkty amplifikacji
rozdzielano w zelu agarozowym.

4.3. Wprowadzanie DNA do komoérek bakteryjnych

Transformacja komaérek E. coli metodg rubidowo-wapniowg

Przygotowanie komorek chemokompetentnych

Bakteriami z nocnej hodowli E. coli zaszczepiano $wieze podtoze LB do uzyskania
ODggo réwnej 0,05 i inkubowano z wytrzgsaniem 120 RPM w 37°C do osiggniecia ODggg
rownej 0,4. Hodowle wirowano przez 5 min w temp. 4°C przy 8 000 RPM w wiréwce
Micro22R (Hettich, Niemcy). Osad delikatnie zawieszano w 1 ml zimnego roztworu do
transformacji T 1. Ponownie wirowano przez 5 min w tych samych warunkach. Osad
delikatnie zawieszano w 0,2 ml schtodzonego roztworu do transformac;ji T 2. Do kazdej préby
dodawano 7 pl DMSO iinkubowano w lodzie przez 15 min (krok ten powtarzano
dwukrotnie). Uzyskane komadrki chemokompetentne przechowywano w temp. -70°C.
Transformacja

Do 200 ul rozmrozonych w lodzie komdérek chemokompetentnych dodawano DNA
plazmidowy lub mieszanine ligacyjng (100 ng) i inkubowano przez 15 min w lodzie.
Nastepnie komérki poddawano szokowi cieplnemu w 44°C przez 50 s, po czym przektadano
probéwke z powrotem do lodu na 1 min, a nastepnie do mieszaniny dodawano 1 ml
ptynnego podtoza LB. Inkubowano przez 60 min w temp. 37°C bez wytrzgsania. Bakterie
wysiewano na podtoze state LA uzupetnione odpowiednimi antybiotykami selekcyjnymi.

Transformacja komaérek B. subtilis (Young i Spizizen, 1961)

Nocng hodowle B. subtilis prowadzono w 10 ml podtoza Sp | przez czas 18 h. 10 ml
Swiezego poditoza Sp| zaszczepiano 600 pl hodowli nocnej i inkubowano przez 3 h
w temperaturze 37°C przy 120 RPM. Do odmtodzonej hodowli dodawano nastepnie 10 ml
ogrzanego do temp. 37°C podtoza Sp Il i wytrzgsano jg przez nastepne 2 h. Kolejno, do
probéwek typu eppendorf pobierano po 400 pl hodowli i dodawano do nich 1 pug DNA
plazmidowego. Kontrole negatywng transformacji stanowity komaérki bakteryjne bez dodatku
DNA, natomiast kontrole pozytywng — komérki B. subtilis inkubowane z nieintegrujgcym do
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chromosomu plazmidem pUB110. Bakterie inkubowano przez czas 3 h w temp. 37°C
z wytrzasaniem 120 RPM, po czym wysiewano na podtoze selekcyjne LA uzupetnione
odpowiednimi antybiotykami.

4.4. Analiza biatek

Izolacja biatek sekrecyjnych (Antelmann i wsp., 2003)

Komodrkami pochodzgcymi z nocnej hodowli B. subtilis zaszczepiano $wieze podtoze
ptynne LB lub minimalne podtoze Spizizen’a do uzyskania ODgyo réwnej 0,05. Bakterie
hodowano z wytrzgsaniem 120 RPM w temp. 37°C do uzyskania pozgdanej gestosci
optycznej. Hodowle zwirowywano w temp. pokojowe]j przy 8 000 RPM w wiréwce Sorvall RC-
5B (DuPont, USA). Do supernatantu hodowlanego dodawano 100% TCA do uzyskania 10%
stezenia koncowego i inkubowano przez noc w temp. 4°C. Nastepnie préby wirowano
w temp. 4°C w wiréwce RC-5B przez czas 45 min. Biatkowy osad zdrapywano ze $cianek
probowek wirowniczych szpatutkg, przenoszono przy uzyciu pipety automatycznej do
probéwek eppendorf i przeptukiwano go trzykrotnie 96% etanolem, po kazdym ptukaniu
odwirowujac przez 10 min w temp. 4°C w wiréwce Micro22R (Hettich, Niemcy). Przeptukany
osad suszono w temp. pokojowej przez 10 min i zawieszano go w wodzie dejonizowanej lub
buforze Laemmli’ego.

Nadprodukcja i oczyszczanie LLO

Oczyszczona listeriolizyna O niosgca metryczke histydynowg (6x His) uzywana jako
kontrola pozytywna w analizach Western-blot zostata otrzymana w procesie chromatografii
powinowactwa na kolumienkach niklowych. Bakterie E. coli BP1 pochodzgce z hodowli
nocnej prowadzonej w podfozu LB odmtadzano do ODgg réwnej 0,8 - 1,0, dodawano IPTG do
stezenia 1 mM i inkubowano dalsze 2-3 h. Hodowle wirowano przy 8 000 RPM przez 10 min
w 4°C, a osad rozpuszczano w 2 ml zimnego buforu kolumnowego. Bakterie poddawano
trzykrotnej sonikacji przez 30 s, po czym wirowano przy 14 000 RPM przez 10 min w 4°C.
Supernatant rozcieficzano w 5 ml buforu kolumnowego i przepuszczano przez kolumienke
uprzednio zwilzong tym buforem. Ponownie przeptukiwano kolumienke buforem
kolumnowym, a nastepnie dokonywano elucji przy uzyciu 10 ml buforu do elucji. Frakcje
zawierajgce biatko LLO (2 i 3) poddawano dializie w 1 | buforu magazynowego przez czas 3 h
w temp. 4°C.

Oznaczanie stezenia biatka

llos¢ biatka w preparatach biatkowych B. subtilis oraz w preparacie oczyszczonej LLO
okreslano dzieki zastosowaniu metody Bradford. Wykorzystywano w tym celu Bradford
Reagent i postepowano zgodnie z instrukcjg zatgczong przez producenta. W skrécie, do 1,5
ml odczynnika Bradford dodawano 50 pl badanej préby lub jej odpowiedniego rozciericzenia.
Po dokftadnym zmieszaniu skfadnikdw préby inkubowano przez czas 5 min, po czym
mierzono ich absorbancje przy fali dtugosci 595 nm wzgledem slepej proby zawierajgcej
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wode zamiast preparatu biatkowego. llos¢ biatka okreslano wzgledem krzywej sporzgdzone;j
na podstawie absorbancji rozcieficzen biatka standardowego - surowiczej albuminy bydlecej
(BSA).

Rozdziat biatek w zelach poliakrylamidowych metodg SDS-PAGE

Elektroforeze biatek prowadzono w zaleznosci od eksperymentu w 10%, 12% lub 15%
zelach poliakrylamidowych (4% zel zageszczajgcy) w aparacie Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-Rad, USA), w buforze SDS-PAGE, w temp. pokojowe] przy statym napieciu pradu: 100 V
w zelu zageszczajacym i 200 V w zelu rozdzielajgcym. Tempo migracji biatek w zelu $ledzono
dzieki obecnemu w buforze Laemmli’ego btekitowi bromofenolowemu. Rozdzielone w zelach
biatka poddawano barwieniu btekitem brylantowym Coomassie lub analizie Western-blot.

Rozdziat biatek w zelach tricinowych metodg SDS-PAGE

Elektroforeze biatek prowadzono w zaleznosci od eksperymentu w 10%, 12% lub 15%
zelach tricinowych (4% zel zageszczajacy) w aparacie miniVE Vertical Electrophoresis System
(Hoefer, USA), w buforze katodowym (gérnym) i anodowym (dolnym), w temp. pokojowe;j
przy statym napieciu prgdu 100 V w zelu zageszczajgcym i rozdzielajgcym. Tempo migracji
biatek w zelu S$ledzono dzieki obecnemu w buforze Laemmli’ego btekitowi
bromofenolowemu. Rozdzielone w zelach biatka poddawano barwieniu btekitem
brylantowym Coomassie lub analizie Western-blot.

Barwienie biatek btekitem brylantowym Coomassie (Sambrook i Russell, 2001)

Zel biatkowy umieszczano na 20 min w roztworze bfekitu brylantowego Coomassie
R-250. Zel odbarwiano poprzez kilkukrotne ptukanie w roztworze odbarwiacza.

Transfer na membrane nitrocelulozowa

Zel poliakrylamidowy z rozdzielonymi biatkami umieszczono w wodzie w celu
odptukania nadmiaru SDS. W kasecie aparatu do transferu Mini Trans-Blot (Bio-Rad, USA) do
mokrego transferu uktadano kolejno nasgczone buforem do transferu: ggbke, 2 warstwy
bibuty Whatman, membrane nitrocelulozowa, zel poliakryloamidowy, 2 warstwy bibuty
Whatman i gabke. Elektrotransfer prowadzono przez 1 godz. w temp. pokojowej
z chfodzeniem zapewnianym przez zmrozong czes$¢ chtodzacg przy statym natezeniu pradu
350 mA.

Western-blot

Membrane nitrocelulozowg po transferze umieszczano na 1 h w buforze do
blokowania (TBS-T z 5% mlekiem), po czym membrane przenoszono do Swiezej porcji buforu
TBS-T z 5% mlekiem zawierajgcego przeciwciata pierwszorzedowe rozcienczone 1:1000
(mono- lub poliklonalne krdlicze przeciwciata skierowane przeciwko okreslonemu
antygenowi) i inkubowano w temp. pokojowej przez 1 h z wytrzgsaniem na kotysce. W celu
usuniecia nadmiaru przeciwciat pierwszorzedowych membrane ptukano trzy razy w buforze
do ptukania (TBS-T). Nastepnie membrane przenoszono do buforu do blokowania (TBS-T
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z5% mlekiem) zawierajgcego rozciericzone 1:5000 przeciwciata drugorzedowe (kozlece
przeciwciata skierowane przeciwko kréliczym IgG, skoniugowanym z alkaliczng fosfataza)
i inkubowano przez 1 h w temp. pokojowej. Nadmiar przeciwciat drugorzedowych usuwano
poprzez trzykrotne ptukanie membrany buforem do ptukania (TBS-T). Immunopozytywne
biatka wizualizowano przy uzyciu odczynnika NBT/BCIP. Reakcje barwng zatrzymywano
poprzez ptukanie membrany w wodzie dejonizowane;.

Analizy dot-blot

Bakteriami B. subtilis pochodzacymi z nocnej hodowli w podtozu LB zaszczepiano
Swieze podtoze do uzyskania ODgyo réwnej 0,1. Bakterie hodowano w 30°C z wytrzgsaniem
120 RPM do uzyskania gestosci optycznej 0,8 (A = 600). Z kazdej analizowanej hodowli
pobierano préby o objetosci 200 pl przeznaczone do pomiaru ilosci toksyny w supernatancie.
W tym momencie dodawano IPTG do hodowli szczepdw fakultatywnie produkujgcych LLO
(czas ,,0”). W godzinnych odstepach (czasy ,1”, ,2” i ,,3”) pobierano kolejne préby hodowli.
Nastepnie, pobrane wirowano je w temp. pokojowej przy 8 000 RPM, a supernatant
zbierano do czystych probdwek, ktére do czasu dalszych analiz przechowywano w lodzie.

Seryjne rozcieficzenia preparatu oczyszczonej LLO o znanym stezeniu oraz
supernatanty pozyskane z hodowli B. subtilis nanoszono w objetosci 2 ul na membrane
nitrocelulozowa. Membrane suszono w temp. pokojowej przez 20 min, a nastepnie
blokowano w buforze do blokowania (TBS-T z 5% mlekiem) przez noc w temp. 4°C. Nastepnie
membrane znakowano przez 1 h kréliczym przeciwciatem |-rzedowym skierowanym
przeciwko LLO, rozciefczonym 1:1000 w buforze TBS-T z 5% mlekiem. Po dwukrotnym
ptukaniu membrany w buforze TBS-T w celu usuniecia przeciwciat, membrane inkubowano
przez czas 1 h w temp. pokojowej z kozim, sprzezonym z alkaliczng fosfatazg przeciwciatem
[I-rzedowym rozpoznajacym krélicze 1gG w buforze TBS-T z 5% mlekiem (1:5000). Po
dwukrotnym ptukaniu buforem TBS-T, membrane suszono i wywotywano przy pomocy
odczynnika NBT/BCIP. Reakcje zatrzymywano przez ptukanie membrany wodg dejonizowana.
Wyznakowang membrane skanowano, a uzyskany obraz analizowano przy pomocy
oprogramowania Imagel (National Institute of Health, USA).

4.5. Hodowla komadrek eukariotycznych

Warunki hodowli

Komérki eukariotyczne linii IC-21 oraz JAWS Il kultywowano w hodowli ciggtej,
stacjonarnej w szalkach 100 mm lub butelkach do hodowli tkankowych (Sarstedt, Niemcy)
w inkubatorze IG150 (Jouan, Hiszpania) w atmosferze zawierajacej 5% CO, i w temperaturze
37°C do momentu uzyskania przez hodowle 80% konfluencji. Komérki hodowano w podtozu
RPMI-1640 suplementowanym 10% FBS, 1mM pirogronianem sodu, penicyling 100 U/ml
i streptomycyng 100 pg/ml. Pozywke dla komédrek dendrytycznych JAWS Il uzupetniano
GM-CSF do koricowego stezenia 5 ng/ml. W eksperymentach dotyczgcych analizy prezentacji
antygenu OVA na komdrkach dendrytycznych, hodowle suplementowano mysim INF-y
(w stezeniu 20 lub 40 ng/ml).
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Pasazowanie komodrek eukariotycznych odbywato sie poprzez ich odklejenie od
porastanej powierzchni w buforze PBS pH 7,4. Odklejone komérki przenoszono do probéwek
Falcon i wirowano w wiréwce 5804R (Eppendorf, Niemcy) w temp. 4°C przez 8 min przy
1600 RPM. Osad zawieszano w $Swiezym podtozu hodowlanym, zliczano liczbe zywych
komodrek po wybarwieniu btekitem trypanu w komorze hemocytometru Neubauer Improved
i w odpowiedniej liczbie nanoszono do naczyn hodowlanych zawierajgcych swieze podtoze.

Przechowywanie komoérek eukariotycznych

Zamrozone komorki eukariotyczne, ktére pochodzity z pierwotnych pasazy,
przechowywane byty w -80°C w podtozu do mrozenia. Jedna préba zawierata 2x10°
komorek. Komérki byly rozmrazane i dwukrotnie odwirowywane w wiréwce 5804R
(Eppendorf, Niemcy) w temp. 4°C przez 8 min przy 1 600 RPM, z etapem ptukania osadu
Swiezym podtozem miedzy kolejnymi wirowaniami. Osad zawieszano w podtozu RPMI-1640
i przenoszono do naczyn hodowlanych.

Gentamycynowy test inwazyjnosci i proliferacji (Russell i wsp., 2007)

Zdolnos¢ zrekombinowanych szczepdéw B. subtilis do wnikania do eukariotycznych
komadrek prezentujgcych antygen okreslano z wykorzystaniem mysich makrofagéw IC-21 lub
mysich komodrek dendrytycznych JAWS Il. Wykorzystano metode opisang wczesniej przez
Russel’a i wsp. (2007), ktérg poddano modyfikacjom. W skrécie, komorki eukariotyczne
nanoszono do dotkéw 24-dotkowej ptytki (1-2x10° komérek) i hodowano przez czas 24-72 h
w suplementowanym 10% FBS i 1 mM pirogronianem sodu podtozu RPMI-1640 bez dodatku
antybiotyku do uzyskania 80% konfluencji. W dniu infekcji bakteriami, podtoze hodowlane
byto wymieniane na swieze, a do dotkdéw infekowanych szczepami B. subtilis wymagajgcymi
indukcji dodawano IPTG do stezenia 10 mM. Komérki eukariotyczne infekowano bakteriami
do uzyskania pozadanej wartosci MOI. Po dodaniu bakterii ptytki 24-dotkowe wirowano
w wirdowce Sorvall RT-7 (DuPont, USA) przez 3 min przy 1000 RPM, po czym ptytki
inkubowano przez czas 30 min. Kolejno, komérki eukariotyczne trzykrotnie ptukano przy
uzyciu buforu PBS i przez 1 h inkubowano w petnym podtozu RPMI-1640 zawierajgcym
gentamycyne o stezeniu 100 pg/ml (bez penicyliny i streptomycyny) w celu usuniecia
zewnatrzkomérkowych bakterii. Kazdg inkubacje przeprowadzano w inkubatorze CO,
w 37 °C. Nastepnie, zainfekowane komorki eukariotyczne trzykrotnie ptukano buforem PBS
pH 7,4 i poddawano lizie przy uzyciu 100 pl 1% Tritonu X-100 w celu uwolnienia
wewngatrzkomérkowych bakterii. Po dodaniu do lizatéw 400 pl buforu PBS pH 7,4, seryjne
rozcieiczenia préb wysiewano na ptytki z podtozem LA w celu okreslenia liczby
sfagocytowanych bakterii.

Proliferacje bakterii we wnetrzu komorek eukariotycznych badano poprzez dalszg
inkubacje zainfekowanych komodrek w podtozu RPMI-1640 zawierajgcym 5 pg/ml
gentamycyne. W réznych przedziatach czasowych zliczano wewnatrzkomérkowe bakterie
zgodnie z procedurg opisang powyze;.
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Okreslenie Zzywotnosci komoérek eukariotycznych

Do okreslenia cytotoksycznego wptywu zrekombinowanych szczepéw B. subtilis
wytwarzajgcych antygeny heterologiczne wykorzystano 2 metody. Pierwszg z nich byfo
znakowanie komodrek btekitem trypanu wnikajgcym jedynie do komodrek martwych
i wybarwiajagcym je na kolor niebieski. Wybarwione komorki zywe (biate) i martwe
(niebieskie) zliczano przy uzyciu mikroskopu Olympus IX70 (Japonia) w hemocytometrze
Neubauer Improved.

Kolejng  wykorzystang metodg byto zastosowanie zestawu LIVE/DEAD
Viability/Cytotoxicity Assay zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta. Testy
przeprowadzono wykorzystujgc 1 uM kalceine AM oraz 2 uM homodimer etydyny (EthD-1).
Préby zawierajgce wszystkie komérki zabite przy uzyciu 70% metanolu i wszystkie komorki
zywe (nie traktowane alkoholem lub bakteriami) stuzyty jako kontrole. Fluorescencja proéb
byta odczytywana w przezroczystych ptytkach 96-dotkowych (Corning Costar, USA)
z wykorzystaniem czytnika Tecan Infinite M200 Pro (Tecan, Szwajcaria). Odczyty
wykonywano przy fali wzbudzenia dtugosci 485 nm dla kalceiny AM i 530 nm dla EthD-1,
podczas gdy emisje mierzono przy fali dtugosci 530 nm dla kalceiny AM i 645 nm dla EthD-1.

4.6. Metody specyficzne

Test hemolityczny (Stachowiak i Bielecki, 2001)

Weryfikacja zrekombinowanych szczepéw B. subtilis pod katem produkcji
hemolitycznej toksyny LLO przeprowadzana byfa na drodze testu z wykorzystaniem
erytrocytow krwi konskiej, zgodnie z procedurg opisang przez Stachowiaka i Bieleckiego
(2001). Do erytrocytéw krwi konskiej zawieszonych w buforze PBS pH 7,4 dodawano
supernatanty hodowlane szczepow B. subtilis, po czym mieszanine inkubowano statycznie
w 37°C przez 30 min. Nastepnie proby wirowano w temp. 4°C w wirdwce Micro22R (Hettich,
Niemcy) przy 1 200 RPM i mierzono absorbancje supernatantéow przy A = 410 nm. Aktywnosé
hemolityczng wyrazano w jednostkach procentowych, definiowanych w stosunku do préby
wykazujgcej catkowitg hemolize, uzyskanej poprzez dodanie SDS.

Pomiar fluorescencji GFP

Produkcje zrekombinowanego biatka GFP monitorowano poprzez pomiar
fluorescencji w 96-dotkowych, czarnych ptytkach (Sigma Aldrich, USA) w czytniku ptytek
Infinite M200 Pro (Tecan, Szwajcaria). Pomiaréw dokonywano przy fali wzbudzenia A = 485
nm i fali emisji A = 535 nm. Z hodowli bakteryjnych odmtodzonych w podtozu LB do ODgg
rownej 3 pobierano 1 ml hodowli, a pobrane préby wirowano. W celu uwidocznienia
wewnatrzkomoérkowej ekspresji GFP, osad komodrkowy przeptukiwano 1 ml buforu PBS pH
7,4 i zawieszano w 100 ul PBS. Zewnatrzkomérkowa ekspresje biatka reporterowego badano
poprzez pobranie 100 pl supernatantu. Préby odniesienia stanowit bufor PBS (dla komérek
B. subtilis) oraz podtoze LB (dla supernatantéw hodowlanych). Préby przenoszono do dotkéw
w czarnej ptytce 96-dotkowej i odczytywano ich fluorescencje za pomoca fluorymetru.
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4.7. Metody immunologiczne

Modele prezentacji antygenu OVA

Prezentacje antygenu weryfikowano zaréwno metodg in vitro, jak i ex vivo. W analizie
in vitro komoérki dendrytyczne JAWS Il wysiewano w dotkach ptytki 24-dotkowej (1-2x10°
komérek/dotek) w wolnym od antybiotykdw podtozu RPMI-1640 z 10% FBS i INF-y
w stezeniu 20 ng/ml. Mysie komorki infekowano bakteriami B. subtilis przy wskazanej
wartosci MOI. Komérki JAWS Il stymulowane przez syntetyczny epitop SIINFEKL o koricowym
stezeniu 1 pg/ml, podtoze bez bakterii lub infekowane komérkami B. subtilis MB4
(o fenotypie dzikim) badz BR1S (produkujgcym LLO i nie wytwarzajgcym OVA) stanowity
kontrole testu. Po 30 min infekcji komérki przeptukiwano i inkubowano przez 1 h w podtozu
zawierajacym gentamycyne 100 pg/ml, co prowadzito do usuniecia zewngtrzkomérkowych
bakterii. Nastepnie komdrki dendrytyczne inkubowano przez 24 h w inkubatorze CO, w 37°C,
a po uptywie czasu inkubacji odklejano je w buforze PBS od $cian naczynia i poddawano
procedurze  znakowania immunocytochemicznego przeciwciatem  monoklonalnym
rozpoznajacym kompleks ~ MHC  [I-SIINFEKL (APC-HZKbOVA257_264), sprzezonym
z fluorochromem APC. Fluorescencje oznaczano w cytometrze przeptywowym FACSCalibur
(BD Biosciences, USA).

W eksperymencie analizujgcym prezentacje antygenu ex vivo, komorki JAWS I
infekowano szczepami B. subtilis LLO-OVA zgodnie z procedurg opisang dla testow in vitro.
Mysie limfocyty CD8" OT-izolowano z weztéw podkolanowych myszy OT-I, po czym
znakowano je 10 uM CFSE w 0,1% BSA w buforze PBS (pH = 7,4). Po 10 min inkubacji w 37°C,
wyznakowane limfocyty OT-I dodawano do hodowli JAWS Il uprzednio infekowanych
B. subtilis. Po 3 dniach hodowli z dotkéw szalki 24-dotkowe] zbierano komérki, ktore
nastepnie znakowano szczurzym przeciwciatami anty-CD8 skoniugowanym z fluorochromem
PE i anty-CD4 skoniugowanym z fluorochromem APC. Fluorescencje CFSE komodrek OT-I
oznaczano na drodze cytometrii przeptywowej w cytometrze FACSCalibur (BD Biosciences,
USA).

Znakowanie immunocytochemiczne i cytometria przeptywowa

Komérki stymulowane do prezentacji antygenu odklejano od powierzchni naczynia
hodowlanego przy pomocy buforu PBS pH 7,4. Po dwukrotnym przeptukaniu zawierajgcym
azydek sodu roztworem CellWash z 0,5% BSA, komérki zawieszano w tym samym roztworze
niosgcym przeciwciato monoklonalne sprzezone z odpowiednim fluorochromem. Po 30 min
inkubacji w lodzie i ciemnosci, komdrki dwukrotnie przeptukiwano roztworem CellWash
z0,5% BSA i oznaczano w cytometrze przeptywowym FACSCalibur. Uzyskane dane
analizowano z wykorzystaniem oprogramowania FCS Express 4 Flow (De Novo Software,
USA) lub CellQuest (BD Biosciences, USA).

Pomiar dawki LDsg

Nocne hodowle B. subtilis prowadzone w ptynnym podtozu LB (30°C, 120 RPM)
odnawiano poprzez zaszczepienie 20 ml Swiezej pozywki do uzyskania ODgyo réwnej 0,05.
Bakterie hodowano w takich samych warunkach jak w przypadku hodowli nocnej, do
uzyskania przez hodowle ODgyo réwnej 1 (logarytmicznej fazy wzrostu). Na godzine przed
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koncem odmtadzania do hodowli szczepéw BR1S i R_Ag85B dodawano IPTG do stezenia
1 mM. Nastepnie zwirowywano pozadang objetos¢ hodowli niosacg zamierzong liczbe
komorek bakteryjnych (8 000 RPM, 3 min, temp. pokojowa). Osady bakteryjne
przeptukiwano 1 ml buforu TM i po kolejnym wirowaniu w takich samych warunkach
koncowo zawieszano w Swiezym buforze w objetosci 200 ul/dawke infekcyjna.

6 — 10 tygodniowe samice myszy C57BL/6 w 3-osobnikowych grupach podlegaty
tygodniowe] aklimatyzacji w jednej klatce. Dla kazdego badanego szczepu B. subtilis
szczepiono 3 grupy po 3 myszy. 5 grup myszy zaszczepiono dootrzewnowo dawkami
zawierajacymi 2x10°, 5x10’ i 5x10® komdrek bakteryjnych w 200 pl buforu TM. Jedng,
kontrolng grupe myszy szczepiono dootrzewnowo 200 pl sterylnego buforu TM. Liczebnos¢
bakterii w podanych myszom preparatach bakteryjnych oszacowywano poprzez
sporzadzenie seryjnych rozciericzen w 0,9% NaCl, wysiew na ptytki z podtozem LA i zliczanie
kolonii wyrostych po nocnej inkubacji. Przezywalno$ci myszy monitorowano kazdego dnia
przez czas 7 dni. Wszystkie myszy, ktore przezyty usmiercano 8 dnia po inokulacji. 50%
dawke letalng dla kazdego szczepu wyliczano na podstawie danych na temat $miertelnosci
myszy i pomiarow CFU.

Immunizacja myszy

W celu sprawdzenia zdolnosci szczepdéw B. subtilis do dostarczania biatka Ag85B do
cytozolu komodrek prezentujgcych antygen i wywotania odpowiedzi immunologicznej,
przeprowadzono seryjng immunizacje myszy. Przygotowanie dawek infekcyjnych
i przygotowanie zwierzat odbywato sie wedfug protokotu opisanego w punkcie Pomiar
dawki LDso. CFU dawek infekcyjnych byto analizowane przez posiewy rozcienczen na ptytki
LA po kazdej przeprowadzonej immunizacji.

Immunizacji poddano siedem 6-osobnikowych grup myszy C57BL/6 x DBA/2 (samice
w wieku powyzej 6 tygodni). 5 grup szczepiono dootrzewnowo 4 dawkami komodrek
wegetatywnych B. subtilis w dawce 0,1 LDsy / mysz, co odpowiadato 5x10’ komdrek
bakteryjnych. Dwie grupy stanowity kontrole — jedna z nich dootrzewnowo otrzymywata
sterylny bufor TM, druga natomiast roztwér oczyszczonego biatka Ag85B w roztworze TM
(5 ug / dawke). Zwierzeta szczepiono w dniach 0, 14, 28 i 42, po czym 63 dnia byty one
usmiercane. Analizowano zaréwno komérkowe, jak i humoralne mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej. Krew oraz $ledziony immunizowanych zwierzat stanowity materiat
badawczy do dalszych testow.

Izolacja splenocytéw (Hinc i wsp., 2014)

Immunizowane myszy usmiercono i w sterylnych warunkach izolowano z nich
$ledziony. Zawiesiny splenocytow uzyskano poprzez wyptukiwanie komorek ze sledzion
podtozem RPMI-1640 suplementowanym 10% FBS, 1 mM pirogronianem sodu, 100 IU/ml
penicyling oraz 100 mg/ml streptomycyng. Uzyto w tym celu 5 ml strzykawek insulinowych
zigtg 29 G. Zawiesiny splenocytdow wirowano nastepnie przy 3000 g przez 25 min w temp.
4°C. Erytrocyty usunieto poprzez inkubacje osadéw komoérkowych w buforze lizujgcym ACK
przez 5 min w temp. pokojowej. Kolejno, komorki byty trzykrotnie przemywane w celu
usuniecia zlizowanych erytrocytéw i sktadnikéw buforu ACK. Po zawieszeniu splenocytéw
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w Swiezej petnej pozywce RPMI-1640, okreslano liczebnos¢ i zywotnos¢ komodrek
z wykorzystaniem zestawu AccuChip Kit i aparatury ADAM-MC™ Automatic Cell Counter
(NanoEnTek, Korea).

Analiza produkcji INF-y w tescie ELISPOT

Liczbe splenocytéw wydzielajgcych INF-y okreslano wykorzystujac zestaw Mouse
INF-y ELISpot Kit. Analize przeprowadzono w oparciu o instrukcje zatgczong przez
producenta. Splenocyty (1x10°> / dotek) hodowano bez lub w obecnoéci oczyszczonego
antygenu Ag85B o stezeniu 2 pg/ml przez 48 h. Kontrole pozytywnga stanowity splenocyty
inkubowane z konkanawaling A (ConA) o stezeniu koncowym 10 ug/ml, natomiast kontrolg
negatywng byty niestymulowane komorki. Testy ELISpot zostaty przeprowadzone
w 3 powtdrzeniach dla kazdej szczepionej myszy. Ze wzgledu na wynik testu,
przeprowadzono jedynie wizualng ocene ptytek, bez uzycia specjalistycznego czytnika
ImmunoSpot S6 Micro Analyzer (CTL, USA).

Uzyskanie surowicy krwi

Krew immunizowanych myszy pobrano w 2 punktach czasowych. W dniu 0 (przed
pierwszg immunizacjg) poprzez pobranie z zyty ogonowej uzyskano okoto 50 ul prébki krwi
6 myszy z nieszczepionej grupy kontrolnej. W dniu 56 immunizacji dokonano natomiast
skrwawiania catkowitego wszystkich myszy ze wszystkich immunizowanych grup na drodze
otwarcia klatki piersiowej i pobrania krwi z wnetrza serca (okoto 1 ml). Uzyskane préby krwi
inkubowano przez 1 h w temp. 37°C, a nastepnie przez noc w temp. 4°C. Nastepnie
wirowano je przy 20000 g w 4°C przez 1 h. Do uzyskanych supernatantéw dodawano azydek
sodu do stezenia 0,03% (w/v), po czym surowice zamrazano w - 80°C.

Wykrywanie przeciwciat IgG za pomoca testu ELISA (Hinc i wsp., 2014)

Ptytki 96-dotkowe pokrywano antygenem Ag85B (2 pug/ml w buforze weglanowym pH
9,5) i inkubowano w temp. pokojowe] przez noc. Po trzykrotnym przemyciu ptytek buforem
PBS-T, ptytki blokowano przez 2 h z wytrzasaniem w buforze blokujgcym ELISA. Do ptytek
dodawano nastepnie po 100 pl préby surowicy zawieszone w buforze blokujgcym ELISA
rozcienczone seryjnie 1:50, 1:100, 1:200. Po 2 h inkubacji w temp. 37°C, préby pieciokrotnie
ptukano buforem PBS-T, a nastepnie dodawano po 100 pl przeciwciata ll-rzedowego (anty-
mysiego IgG skoniugowanego z peroksydaza chrzanowa, HRP) rozcienczonego 1:10000
w buforze do blokowania. Niespecyficzne wigzanie przeciwciata ll-rzedowego ze zwigzanym
antygenem kontrolowano poprzez jego naniesienie na dotki nie zawierajgce surowicy. Ptytki
inkubowano w temp. 37°C przez 1 h, po czym pieciokrotnie je przeptukiwano buforem PBS-T.
Do wszystkich dotkdw dodawano po 100 pl substratu HRP, OPD o stezeniu 0,4 mg/ml,
w buforze dla peroksydazy chrzanowej. Po 15 min wywotywania w ciemnosci, reakcje
barwng zatrzymywano poprzez dodanie 50 ul 1 M kwasu cytrynowego do kazdego dotka.
Wyniki odczytywano poprzez pomiar absorbancji przy fali A=492 nm w czytniku ptytek
Infinite M200 Pro (Tecan, Szwajcaria).
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4.8. Analiza komputerowa sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych

Projektowanie starterow do reakcji PCR, analizy nukleotydowych sekwencji DNA oraz
porownywanie sekwencji nukleotydowych (sequence alignment) wykonywano z uzyciem
programu Clone Manager Professional Suite 8 (Sci-Ed Software, USA). Wizualizacji
chromatogramow sekwencji nukleotydowych DNA otrzymanych w wyniku reakcji
sekwencjonowania dokonywano w programu FinchTV (Geospiza, USA). Poréwnywania
analizowanych sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych z danymi zgromadzonymi
w bazie danych GenBank (NCBI) wykorzystano dostepne na stronach internetowych
programy typu BLAST. Sekwencje nukleotydowe DNA i aminokwasowe biatek analizowano
takze innymi programami dostepnymi na serwerach NCBI, EMBL-EBI, Expasy, KEGG i TIGR.
Optymalizacje kodondéw przeprowadzano przy uzyciu narzedzia Codon Adaptation Tool
(JCAT, Niemcy).

4.9. Analizy statystyczne

Analizy statystyczne wykonywano za pomocga oprogramowania Microsoft Excel. Dane
o rozkfadzie normalnym przedstawiono w postaci Sredniej arytmetycznej i odchylenia
standardowego. W przypadku niektérych analiz przeprowadzano réwniez poréwnanie
dwéch niezaleznych grup wynikdw za pomoca testu t-Studenta. Za statystycznie istotne
uznawano réznice, dla ktérych wartosc p byta mniejsza niz 0,05 (p<0,05).
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5. Wyniki

5.1. Konstrukcja plazmidowych wektoréw integracyjnych umozliwiajacych ekspresje

gendéw kodujacych heterologiczne biatka w B. subtilis

Chromosomalna ekspresja klonowanych w B. subtilis gendw zapewnia stabilnos¢
wektora szczepionkowego i ochrone przed utratg jego immunogennosci. Wtasciwo$é ta
sprawia, ze zastosowanie plazmidowych wektorow integracyjnych jest powszechng metoda
insercji gendw w obreb niekodujacych sekwencji lub gendw, ktérych ekspresja nie jest
niezbedna do zachowania prawidtowych czynnosci komodrki bakteryjnej. Wybor
plazmidowego wektora integracyjnego zalezny jest od szczepu bakterii, ktory zostat
wytypowany do konstrukcji. Za baze do opracowania wszystkich wykorzystanych w toku
badan wektoréw kodujgcych heterologiczne antygeny wybrano asporogenny szczep MB4
niosgcy insercje spollE::Tn917QHU181::lac55 (Bielecki i wsp., 1990). Brak mozliwosci
sporulacji uniemozliwit niekontrolowane rozprzestrzenianie sie bakterii oraz ograniczyt
zakres badan do analizy komérek wegetatywnych B. subtilis. Ze wzgledu na zréznicowane
zastosowanie uzyskanych szczepdw B. subtilis w badaniach in vitro na liniach komérkowych
oraz in vivo na modelu mysim, skonstruowano dwa wektory plazmidowe pUR10 i pUK10,
umozliwiajgce odpowiednio indukowang przez IPTG Ilub konstytutywng ekspresje

klonowanych antygendéw.

Wektor pUR10 (rysunek 5.1 A) uzyskano poprzez modyfikacje znanego wektora
pAG58-1-ble (Youngman i wsp., 1989), do ktérego wstawiono gen hly kodujacy
listeriolizyne O. Wektor ten posiada zdolno$¢ do integracji do chromosomu B. subtilis
wynikajgcg z obecnosci sekwencji SP B profaga B. subtilis (Jaacks i wsp., 1989). Szczegdty
konstrukcji plazmidu pUR10 znajdujg sie w zataczniku 8.1. Wstawienie rozbudowanego
miejsca MCS (multicloning site) umozliwito uzycie szerszego spektrum enzymoéw
restrykcyjnych do klonowan wykonywanych w dalszych etapach pracy doktorskiej, natomiast
wstawienie kasety opornosci na kanamycyne wyeliminowato potrzebe selekgji

transformantéw B. subtilis na podtozu zawierajgcym bleomycyne. Podatnos¢ nowego
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wektora na transformacje do komédrek kompetentnych B. subtilis oraz zdolnos¢ do indukgji
opornosci na kanamycyne zostata potwierdzona w toku transformacji komodrek
kompetentnych B. subtilis MB4 z selekcjg na podtozu zawierajgcym 10 pg/ml antybiotyku
z uzyciem plazmidu pAG58-1-ble jako kontroli negatywnej oraz pUB110 jako kontroli
pozytywnej. Trzecim etapem modyfikacji bylo usuniecie zbednej sekwencji genu cat
warunkujgcego opornos$é¢ na chloramfenikol (szczep MB4 jest naturalnie oporny na ten

antybiotyk), dzieki czemu uzyskano plazmid o 867 bp mniejszy niz plazmid wyjsciowy.

A B

pUK10

6028 bp He

Pspac

bla

Rysunek 5.1. Konstrukcja integracyjnych wektoréw plazmidowych pUR10 (A) i pUK10 (B). psysc - promotor
indukowany IPTG, hly — gen kodujgcy listeriolizyne O, kan — gen opornosci na kanamycyne, ble — gen opornosci
na bleomycyne, p,cn — promotor penicylinazy, lacl — gen represora operonu laktozowego, ColEl — miejsce startu
replikacji, bla — gen opornosci na ampicyline.

Efektywnos¢ transformacji plazmidem pUR10 porédwnano 1z efektywnoscia
transformacji plazmidem pAG58-1-ble, dowodzgc ze zmodyfikowany wektor pUR10 jest
skuteczniej pobierany do komérek kompetentnych B. subtilis. Analize przeprowadzono
zarowno na podtozu selekcyjnym z bleomycyng o stezeniu 3,2 pg/ml, jak i z kanamycyng
(10 ug/ml), przy czym wiekszg efektywnos$¢ transformacji wektorem pUR10
udokumentowano przy analizie na pozywce z kanamycyng. Wyniki przedstawiono na

rysunku 5.2,
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25.0 * Rysunek 5.2. Poréwnanie efektywnosci

transformacji komdrek kompetentnych
3 20,0 1 B. subtilis MB4 plazmidami pAG58-1-ble
‘é * i pUR10. Komorki kompetentne B. subtilis
3 15,0 I hodowano z 1 pg DNA plazmidowego przez
.g Ble 3,2 ug/ml czas 3 h, a nastepnie wysiewano na ptytki
c z podtozem selekcyjnym. Na wykresie
£ 100 I Km 10 pg/ml przedstawiono wartoéci $rednie z 3
(1]
ﬁ 5.0 pomiaréw liczby kolonii transformantow,
5 7 wyniki poddano analizie za pomoca testu
0.0 t-Studenta. Gwiazdki oznaczajg grupy

o wartosci p < 0,05 w poréwnaniu do grupy

PAG58-1-ble PUR10 transformowanej plazmidem pAG58-1-ble.

Plazmid pUK10 umozliwiajagcy konstytutywng ekspresje gendéw klonowanych
w miejscu MCS (rysunek 5.1 B) uzyskano poprzez usuniecie z wektora pUR10 genu represora
lacl z promotorem pyen, znajdujacych sie pomiedzy genem ble oraz sekwencjg ColEl. Na
drodze transformacji komorek kompetentnych B. subtilis MB4 wektorem pUK10 otrzymano
szczep BR1C zdolny do konstytutywnej ekspresji genu hly. Szczegétowy opis drogi uzyskania
wektora pUK10 oraz szczepu BR1C przedstawiono w zataczniku 8.2. Produkcje LLO
niezalezng od obecnosci induktora potwierdzono w toku testu hemolitycznego
z wykorzystaniem erytrocytow krwi konskiej. Poréwnano w nim hemolitycznos¢ szczepow
MB4 o fenotypie dzikim, BR1S fakultatywnie eksprymujgcego gen hly w obecnosci induktora
IPTG uzyskanego poprzez transformacje plazmidem wyjsSciowym pAG58-1-ble oraz
nieindukowanego IPTG szczepu BR1C. Bakterie hodowano w podfozu BHI do osiggniecia
gestosci optycznej réwnej 3 przy A = 600 nm (ODggg). Wykazano, ze gen hly w szczepie BR1C
ulega konstytutywne] ekspresji, przy czym nie wykazano istotnych réznic w poziomie

produkcji toksyny LLO miedzy szczepem BR1S i BR1C (rysunek 5.3).

Rysunek 5.3. Aktywno$¢ hemolityczna

100 szczepéw B. subtilis BR1S i BR1C mierzona
w tescie  hemolitycznym  wykorzystujagcym

80 . e L
s erytrocyty krwi konskiej. Analizie poddano
60 i prébki supernatantu pochodzgce z hodowli

odmtadzanych w podtozu BHI do ODgyg réwne;j
3. Hodowle szczepu BR1S prowadzono

Aktywnos¢ hemolityczna
[%]
B
o

20 ‘ w obecnosci 1 mM IPTG, natomiast BR1C
hodowano bez dodatku induktora. Test

0 B powtarzano  trzykrotnie, stupki  bfteddéw
MB4 BR1S BR1C K+ (SDS) przedstawiaja odchylenie standardowe

badanych préb. Szczep MB4 stanowit kontrole
negatywng, a SDS — kontrole pozytywna.
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5.2. Ocena inwazyjnosci i cytotoksycznosci szczepow B. subtilis wytwarzajgcych LLO

Inwazyjnos¢ szczepow B. subtilis BR1S i BR1C

Wstepnych pomiaréw inwazyjnosci szczepéw wzgledem komodrek APC dokonano
z wykorzystaniem szczepu MB4 o fenotypie dzikim oraz szczepéw BR1S i BR1C
wytwarzajacych listeriolizyne O, ktérych pochodnymi bedg otrzymane w kolejnych punktach
szczepy produkujgce antygeny fuzyjne. Do eksperymentéw wybrano linie mysich
makrofagéw 1C-21, ktére cechujg duze zdolnosci fagocytarne. Pierwszym zadaniem byto
ustalenie wartosci parametru MOI (multiplicity of infection), méwigcego o ilosci komdrek
bakteryjnych przypadajgcych na jedng komérke dendrytyczng w trakcie infekcji. Rézne jego
wartosci wptywajg na inwazyjnos¢ bakterii oraz ich cytotoksycznos$¢ wzgledem komaérek APC.
Bakterie hodowano w podtozu LB do osiggniecia wartosci ODgoy réwnej 1. Nastepnie,
komorki makrofagéw infekowano bakteriami przy réznych wartosciach MOI wynoszacych 5
lub 10 przez czas 30 minut. Niskie wartosci parametru MOl wybrano ze wzgledu na
cytotoksyczng aktywno$¢ LLO produkowanej przez szczepy BR1S i BR1C. Przy uzyciu
gentamycyny z podfoza usuwano bakterie, ktére nie wniknety do srodka komodrek
eukariotycznych i dokonywano pomiaru liczby bakterii, ktore zostaty sfagocytowane.
Inwazyjnos¢ okreslano po czasie godzinnej inkubacji w pozywce z gentamycyng, w ktérym
wszystkie zewnatrzkomdrkowe bakterie zostaty zabite (dane nie prezentowane).
Z przeprowadzonych analiz wynika, ze jedynie szczep BR1C wykazuje wiekszg inwazyjnosc
przy zastosowaniu MOI 5. Szczep o fenotypie dzikim MB4 oraz wytwarzajgcy LLO
w obecnosci induktora IPTG szczep BR1S izolowano w wiekszej liczbie z cytoplazmy

makrofagéw infekowanych przy wartosci MOI réwnej 10. Wyniki przedstawia rysunek 5.4.
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Rysunek 5.4. Liczba komodrek B. subtilis MB4, BR1S i BR1C wyizolowanych z cytoplazmy zainfekowanych
makrofagéw. Makrofagi mysie linii 1C-21 infekowano bakteriami przy MOI rownym 5 lub 10, a nastepnie
bakterie, ktére nie zostaty zinternalizowane usuwano poprzez inkubacje w podfozu z gentamycynga o stezeniu
100 pg/ml. Zainfekowane komorki poddawano dysrupcji Tritonem X-100, a uzyskane preparaty wysiewano na
szalki z LB w celu policzenia liczby bakterii odzyskanych z wnetrza komérek eukariotycznych. Wspdtczynnik
inwazyjnosci obliczano jako stosunek liczby bakterii wyizolowanych z komdrek eukariotycznych do liczby
infekowanych komdrek eukariotycznych. Wykres przedstawia wartosci srednie z 3 niezaleznych pomiardw.

Cytotoksycznosc¢ szczepdéw B. subtilis BR1S i BR1C

Kolejnym etapem byto zbadanie poziomu cytotoksycznosci B. subtilis wzgledem
komdrek mysich makrofagéw linii 1C-21 poprzez barwienie uprzednio zainfekowanych
uprzednio makrofagéw btekitem trypanu w dwdch réznych punktach czasowych od poczatku
infekcji. W analizie tego typu wykorzystywany jest fakt, ze komérki zywe pozostajg
niewybarwione, natomiast komoérki martwe sg wyznakowane na niebiesko. Pomiary
liczebnosci komadrek obu grup wykonano w 3 niezaleznych pomiarach w hemocytometrze
Neubauer’a przy udziale mikroskopu Swietlnego. Dowiedziono, ze zaréwno niehemolityczny
szczep MBA4, jak i hemolityczne szczepy BR1S i BR1C powodowaty smiertelnos$é na podobnym
poziomie, ktéra wahata sie od 0 do 13% w czasie 0 (po zakonczeniu inkubacji z gentamycyna)
i od 0 do 11% w czasie 2 godzin od korica inkubacji z gentamycyng, niezaleznie od
zastosowane] wartosci MOI (5 lub 10) (rysunek 5.5). Nizsza cytotoksycznos¢ obserwowana
w czasie 2 godzin od konca inkubacji z gentamycyng moze sSwiadczyé o tym, ze komorki
martwe sg szybko usuwane dzieki silnym wtasciwosciom fagocytujgcym makrofagéw. Ze
wzgledu na wiekszg inwazyjno$é¢ szczepow, w dalszych badaniach testy inwazyjnosci
i cytotoksycznosci szczepdw B. subtilis produkujgcych immunogenne biatka przeprowadzano

przy MOI = 10.
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Rysunek 5.5. Cytoksycznosc szczepoéw B. subtilis MB4, BR1S i BR1C wzgledem makrofagéw mysich linii 1C-21.
Komorki linii 1IC-21 infekowano bakteriami przy MOI rownym 5 lub 10, a nastepnie bakterie, ktére nie zostaty
zinternalizowane usuwano poprzez inkubacje w podfozu z gentamycyng o stezeniu 100 pg/ml. Makrofagi
wybarwiano btekitem trypanu, a nastepnie przy uzyciu mikroskopu swietlnego oznaczano liczebnos$¢ komédrek
zywych i martwych. Wykres przedstawia wartosci Srednie z 3 niezaleznych pomiaréw. A — czas 0 (po
zakonczeniu inkubacji z gentamycyng), B — czas 2 (2 godzin od korca inkubacji z gentamycyng).

5.3. Analiza ekspresji owoalbuminy jaja kurzego (OVA) w B. subtilis oraz okreslenie

potencjatu szczepdw B. subtilis-OVA do indukcji komérkowej odpowiedzi immunologicznej

Konstrukcja szczepéw B. subtilis LLO-OVA i LLO-OVA-GFP
Konstrukcje genetyczne kodujace fuzje N-koricowego fragmentu LLO niosgcego
sekwencje sygnatowg oraz PEST-podobng LLO zostaty sporzadzone tak, aby umozliwi¢ ocene

przydatnosci okreslonych domen biatka OVA we wspomaganiu sekrecji antygenu
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heterologicznego przez B. subtilis oraz jego prezentacji w kontekscie czgsteczek uktadu
zgodnosci tkankowej na infekowanych komodrkach eukariotycznych. W celu zbadania
znaczenia dtugosci eksprymowanego antygenu modelowego, zaplanowano fuzje translacyjne
N-koricowej sekwencji listeriolizyny O z petnej dtugosci sekwencjga owoalbuminy badz
sekwencjg kodujgca jedynie 8-aminokwasowy epitop SIINFEKL. Sekwencje kodujace
antygeny fuzyjne sklonowano w wektorze pUR10, uzyskujac wektory pUR101, pUR102,
pUR103 ipUR104. Wszystkie powstate wektory zostaty wprowadzone do komodrek
kompetentnych wedtug protokotu transformacji Young’a i Spizizen’a, co doprowadzito do

uzyskania nastepujgcych szczepdw B. subtilis:

1. R_OVA1l uzyskany poprzez transformacje wektorem pUR101: kodujgcy LLO
z przytgczonym w C-koncu epitopem SIINFEKL,

2. R_OVA2 uzyskany poprzez transformacje wektorem pUR102: kodujacy LLO oraz
fuzyjne biatko LLO-OVA (N-terminalna sekwencja LLO zawierajgca miejsce RBS,
sekwencje sygnatowg SP i PEST-podobng LLO poddana fuzji do sekwencji epitopu
OVA, SIINFEKL),

3. R_OVA3 uzyskany poprzez transformacje wektorem pUR103: kodujacy LLO oraz
fuzyjne biatko LLO-OVA (N-terminalna sekwencja LLO zawierajgca miejsce RBS,
sekwencje sygnatowg SP i PEST-podobng LLO poddana fuzji do petnej diugosci
sekwencji OVA),

4. R_OVA4 uzyskany poprzez transformacje wektorem pUR104: kodujgcy LLO
i dodatkowgq skrdocong, 420-aminokwasowg forme LLO, do ktérej C-konca przytagczono

epitop OVA, SIINFEKL.

Schemat konstrukcji genetycznych zostat przedstawiony na rysunku 5.6, a doktadny
opis konstrukcji wektoréw plazmidowych oraz uzyskania szczepdw B. subtilis za ich pomoca

zostat przedstawiony w zataczniku 8.3.
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Rysunek 5.6. Schemat konstrukcji genetycznych wektorow kodujacych biatka fuzyjne LLO-OVA klonowanych
w wektorze pUR10. Fragmenty genu hly kodujgcego biatko LLO zostaty oznaczone odcieniami koloru
niebieskiego, natomiast genu OVA zaznaczono odcieniami koloru pomaranczowego. Nazwy enzymow
restrykcyjnych uzytych do klonowania oznaczono kolorem czerwonym.

Ocene ekspres;ji fuzyjnych biatek LLO-OVA przeprowadzono poprzez analize aktywnosci
listeriolizyny O w supernatantach hodowlanych modyfikowanych szczepéw. Caty plazmid
kodujgcy zaréwno LLO, jak i fuzyjne antygeny ulega integracji do chromosomu B. subtilis.
Zaréwno gtéwny czynnik patogenezy, jak i fuzyjne antygeny ulegajg ponadto ekspresji spod
jednego promotora pspac znajdujgcego sie na plazmidzie, co umozliwia Sledzenie ich
rownoczesnej ekspresji. Przeprowadzone testy hemolitycznosci z wykorzystaniem
erytrocytow krwi konskiej wykazaty, ze wszystkie cztery uzyskane szczepy przy ODggg réwnej
3 wykazywaty wysokg aktywnos¢ hemolityczng. Wyniki zostaty zaprezentowane na rysunku
5.7. Najnizszg aktywnos¢ cytolityczng wzgledem erytrocytow krwi koniskiej wykazywat szczep
R_OVA2, ktory wytwarza krétki antygen fuzyjny bedacy potgczeniem N-koncowej sekwencji
LLO i epitopu OVA, SIINFEKL (62%). Pozostate szczepy B. subtilis-OVA nie wykazywaty
istotnych réznic w aktywnosci hemolitycznej, a ich aktywno$é hemolityczna wahata sie

miedzy 88 a 97% .
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Rysunek 5.7. Aktywnos¢ hemolityczna

100% n I . I )
szczepow B. subtilis LLO-OVA mierzona
80% I w tescie hemolitycznym wykorzystujgcym
erytrocyty krwi konskiej. Analizie poddano
60% 1 probki supernatantu pochodzace
40% z hodowli odmtadzanych w podtozu LB do

ODggy rownej 3. Test powtarzano

Aktywno$¢ hemolityczna
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Réwnoczesnie, aby umozliwi¢ lokalizacje fuzyjnych biatek, skonstruowano szczepy
R_OVA1GFP, R_OVA2GFP, R_OVA3GFP i R_OVAA4GFP wytwarzajace biatka fuzyjne
LLO-OVA-GFP. Posiadajg one sekwencje jak w przedstawionych powyzej konstruktach
zaprojektowanych do syntezy biatek LLO-OVA, ale dodatkowodo gtéwnego cztonu
kodujgcego antygen metodg ,overlapping extension PCR” dodano sekwencje genu

reporterowego GFP (gfpmut3b) (rysunek 5.8).

RBS STOP
hly ] | sunrFekL | GFP | pUR101GFP
Nhel Xhol
RBS STOP
I ) BT e | pURt02GFP
Notl Xhol
RBS STOP
O [ s 1 [eest] 1 | PUR103GFP
Spel Xhol
RBS STOP
420aa LLO | sunFEkL | GFP | PUR104GFP
Spel Xhol

Rysunek 5.8. Schemat konstrukcji genetycznych wektoréw kodujacych biatka fuzyjne LLO-OVA-GFP
uzyskanych na bazie wektora pUR10. Fragmenty genu hly kodujgcego LLO zostaty oznaczone odcieniami koloru
niebieskiego, genu OVA — koloru pomaranczowego, natomiast biatko reporterowe GFP — zielonego. Nazwy
enzymow restrykcyjnych uzytych do klonowania oznaczono kolorem czerwonym.

Szczepy uzyskano na drodze transformacji kompetentnych komodrek B. subtilis
szczepu MB4 wektorami pUR101GFP — pUR104GFP metodg Young’'a i Spizizen’a. Doktadny
opis konstrukcji znajduje sie w zataczniku 8.4. Wszystkie transformanty, z wyjatkiem szczepu

R_OVA1GFP, zostaty pozytywnie zweryfikowane poprzez sprawdzenie aktywnosci
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hemolitycznej w tescie wykorzystujgcym erytrocyty krwi konskiej, ktorego wyniki
przedstawia rysunek 5.9. Test wykazat obnizony stopiert hemolitycznosci szczepéw LLO-OVA-
GFP w stosunku do szczepdw nie produkujacych biatka reporterowego. Srednia aktywno$é
hemolityczna wahata sie miedzy 20 a 40%, co stanowi wartosci o minimum 50% nizsze niz

w przypadku szczepéw LLO-OVA.

Rysunek 5.9. Aktywnos¢ hemolityczna

o 100% szczepow B.  subtilis  LLO-OVA-GFP
S 80% mierzona w tescie hemolitycznym
E wykorzystujgcym erytrocyty krwi konskiej.
g 60% Analizie poddano prébki supernatantu
2 pochodzgce z hodowli odmtadzanych
:§ 40% { w podtozu LB do ODggy réwnej 3. Test
g 20% powtarzano trzykrotnie, stupki btedéw
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Niepowodzenia w indukcji aktywnosci hemolitycznej szczepu B. subtilis R_OVA1GFP
sktonity do sprawdzenia poprawnosci sekwencji genu hly za pomocga reakcji PCR na matrycy
DNA chromosomalnego z uzyciem starterow pLhly1203 i pRhly2200 okalajgcych gen.
Z analizy kolejnych szczepdw B. subtilis transformowanych plazmidem pUR101GFP wynikato,
ze amplifikowany fragment ma okoto dwukrotnie wiekszy rozmiar w stosunku do
oczekiwanego (dane nie zamieszczone). Nalezy zaznaczy¢, ze sekwencja genu hly oraz
wstawki na wektorze plazmidowym pUR101GFP byty uprzednio analizowane na drodze
reakcji PCR, trawienia restrykcyjnego oraz sekwencjonowania, a wyniki powyzszych analiz
byty pozytywne. Niepowodzenia w kolejnych prébach uzyskania prawidtowego szczepu
sprawity, ze szczep R_OVA1GFP wykluczono z dalszych badan. Dla pozostatych szczepdéw
R_OVA2GFP, R_OVA3GFP i R_OVAAGFP uzyskiwano poprawny produkt reakcji PCR

przeprowadzanej na matrycy genomowego DNA.

Kolejnym etapem badan byta analiza czy produkowane przez B. subtilis LLO-OVA-GFP
biatka fuzyjne ulegajg sekrecji do podfoza hodowlanego. Wszystkie fuzyjne proteiny niosg
sekwencje sygnatowa listeriolizyny O — jej skutecznos¢ w warunkowaniu sekrecji LLO
w B. subtilis zostata potwierdzona w toku wczesniejszych badan przeprowadzonych
w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej UW. W celu zbadania lokalizacji biatek

przeprowadzono testy fluorescencji biatka GFP z wykorzystaniem czytnika ptytek. Pomiaru
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dokonywano przy fali wzbudzenia rownej 485 nm oraz fali emisji réwnej 535 nm.
Analizowano zaréwno fluorescencje pozywki hodowlanej, z ktérej odwirowano komorki
bakteryjne, jak ifluorescencje komérek bakteryjnych odseparowanych od medium.
Fluorescencja supernatantu mierzona byta w odniesieniu do podtoza hodowlanego LB,
natomiast prébg odniesienia dla fluorescencji modyfikowanych szczepéw byt 0,9% roztwér
NaCl, w ktérym zawieszano komorki B. subtilis. Pomiarow dokonywano po odpowiednim
zaindukowaniu hodowli 1 mM IPTG. Testy wykazaty, ze we wszystkich analizowanych
szczepach R_OVA2GFP, R_OVA3GFP i R_OVAAGFP zachodzi ekspresja fuzyjnych biatek.
Istotng statystycznie rdéznice w poziomie fluorescencji miedzy szczepami LLO-OVA-GFP
(R_OVA2GFP i R_OVA3GFP) a szczepem o fenotypie dzikim MB4 obserwowano jedynie
w przypadku analizy komérek bakteryjnych. Supernatanty hodowlane rekombinowanych
szczepOw wykazywaty natomiast fluorescencje na poziomie zblizonym do autofluorescencji
supernatantu szczepu MB4 (rysunek 5.10). Taki wynik swiadczy o tym, Zze biatko fuzyjne
powstaje, ale nie ulega sekrecji, badz tez ulega sekrecji na bardzo niskim poziomie,
w zwigzku z czym supernatanty wykazujg fluorescencje na poziomie zblizonym do
fluorescencji podtoza hodowlanego szczepu MB4 nie wytwarzajgcego biatka reporterowego.
W zwigzku z wysokim prawdopodobienstwem zajscia blokady sekrecji biatek fuzyjnych ta
drogg, do dalszych eksperymentdow postanowiono wykorzysta¢ jedynie szczepy

wytwarzajgce biatka LLO-OVA nie poddane fuzji z biatkiem reporterowym.
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Rysunek 5.10. Fluorescencja biatka GFP obecnego w supernatantach hodowlanych (A) i komérkach
bakteryjnych B. subtilis LLO-OVA-GFP (B) mierzona za pomocg czytnika ptytek Infinite 200 Pro (Tecan). Testy
przeprowadzano trzykrotnie, a wyniki poddano analizie za pomoca testu t-Studenta. Gwiazdki oznaczajg grupy
o wartosci p < 0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej MB4. A — Preparat przygotowywano przez odwirowanie
bakterii z 1 ml hodowli zaindukowanej 1 mM IPTG, a ttem fluorescencji byto podioze LB. B — Bakterie
pochodzgce z 1 ml zaindukowanej 1 mM IPTG hodowli odwirowywano i zawieszano w 1 ml 0,9% NacCl,
a fluorescencje mierzono wzgledem roztworu 0,9% NaCl.
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Detekcja biatek fuzyjnych w supernatantach hodowli szczepdéw B. subtilis LLO-OVA

W zaleznosci od analizowanego szczepu zastosowano rdéine metody weryfikacji
produkcji immunogennych biatek. Biatka sekrecyjne izolowano metodg precypitacji TCA
i etanolem, a nastepnie rozdzielano w 10% zelu poliakrylamidowym metodg SDS-PAGE.
Biatka transferowano nastepnie na membrane nitrocelulozowg, ktérg w technice Western-
blot znakowano odpowiednimi przeciwciatami I- oraz ll-rzedowymi sprzezonymi z alkaliczng

fosfataza.

Biatka fuzyjne LLO-OVA szczepow R_OVA1l i R_OVA4 B.subtilis zostaty
zidentyfikowane na podstawie testu Western-blot z wykorzystaniem przeciwciata
poliklonalnego anty-LLO. Ze wzgledu na obecnos¢ w obrebie biatek fuzyjnych jedynie 8-
aminokwasowego fragmentu owoalbuminy (epitopu SIINFEKL) nie bylo mozliwe
wykorzystanie przeciwciata skierowanego przeciwko owoalbuminie. Szczep R_OVAL,
w przeciwienstwie do innych szczepdéw B. subtilis LLO-OVA, niesie tylko jedng kopie genu hly
poddanego fuzji do sekwencji epitopu SIINFEKL, ktéry koduje biatko LLO-OVA. Nie
sklonowano w nim réwniez innych fuzyjnych gendéw zawierajacych jego fragment, w zwigzku
z czym jedynym biatkiem, ktére mogto by¢ oznaczone w tescie byto biatko fuzyjne LLO-OVA.
Przy uzyciu narzedzia ExPASy ustalono jego mase molekularng, ktéra wyniosta 59,6 kDa,
a wiec byta zblizona do masy niezmodyfikowanej listeriolizyny O (58 kDa). Szczep R_OVA4
niosgcy dwie kopie genu hly, z ktérych jeden ma dotagczong w C-koncu sekwencje epitopu
OVA, wytwarza 2 formy toksyny LLO. Jedna z nich jest niezmodyfikowanym biatkiem
wielkosci 58 kDa, natomiast druga to forma skrocona zawierajgca fragment biatka OVA
o wielkosci ustalonej w programie ExPASy na 51 kDa. Analizy Western-blot wykonane dla
wszystkich uzyskanych szczepdw LLO-OVA potwierdzity zdolnos¢ do produkcji hemolizyny
oraz dowiodly obecnosci antygenéw fuzyjnych LLO-OVA w puli biatek sekrecyjnych
izolowanych z podtoza hodowlanego szczepdéw B. subtilis R_OVA1 (biatko wielkosci okoto 59
kDa) i R_OVA4 (biatko wielkosci okoto 58 kDa oraz 51 kDa). Membrana zostata

przedstawiona na rysunku 5.11.
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Rysunek 5.11. Analiza Western-blot biatka LLO w supernatantach hodowlanych szczepéw B. subtilis
LLO-OVA. Bakterie hodowano na podtozu LB z 1 mM IPTG. Biatka sekrecyjne izolowano metodg precypitacji
TCA i etanolem, po czym rozdzielano je w 10% zelu poliakrylamidowym i poddawano transferowi na membrane
nitrocelulozowg. Membrane inkubowano z I-rzedowym kréliczym poliklonalnym przeciwciatem anty-LLO

i ll-rzedowym, anty-kréliczym przeciwciatem sprzezonym z alkaliczng fosfatazg. Oczyszczone biatko LLO
stanowito kontrole pozytywng. MW — Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific).

Wydzielanie biatka fuzyjnego do supernatantu hodowlanego przez szczep R_OVA3
produkujgcy petnej dtugosci owoalbumine poddang fuzji do N-koncowego fragmentu LLO
potwierdzano poprzez izolacje sekrecyjnego proteomu i jego analize Western-blot
z wykorzystaniem poliklonalnego przeciwciata anty-OVA. Mase molekularng biatka okreslono
przy uzyciu narzedzia ExPASy na 48,2 kDa. Oczyszczona owoalbumina jaja kurzego o masie
molekularnej 45 kDa stanowita kontrole pozytywng analiz. Wobec niepowodzen w detekcji
biatka przy hodowli bakterii w podtozu LB, zastosowano pozywke minimalng Spizizen’a.
Zoptymalizowano réowniez warunki, w ktoérych poziom biatka w supernatancie hodowlanym
jest najwyzszy. W tym celu przeprowadzono weryfikacje obecnosci owoalbuminy w réznych

przedziatach czasowych od momentu dodania induktora IPTG o koricowym stezeniu 1 mM.

Analizie poddano réwniez czas trwania indukcji — od poczatku hodowli badZ po
osiggnieciu przez nig odpowiedniej gestosci optycznej. Wykazano, ze najwiekszy poziom
ekspresji fuzyjnego antygenu LLO-OVA obserwowany jest po godzinie od dodania induktora
IPTG do hodowli odmiodzonej o ODgy réwnym 0,8. W przypadku szczepu R_OVA3
indukowanego od poczatku prowadzenia hodowli, w kolejnych analizowanych godzinach
nastepuje znaczny spadek stezenia biatka w supernatancie, o czym S$wiadczy nizsza
intensywnos¢ zabarwienia prgzkéw odpowiadajgcych owoalbuminie. Indukcja po osiggnieciu

ODggo réwnej 0,8 skutkuje natomiast trwalszg ekspresjg fuzyjnego biatka, ktére dobrze
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wyznakowane zostato w supernatancie nawet po 3 godzinach od momentu podania

induktora. Wyniki przedstawiono na rysunku 5.12.
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Rysunek 5.12. Analiza produkcji antygenu fuzyjnego LLO-OVA przez B. subtilis R_OVA3. Bakterie hodowano
na podtozu minimalnym Spizizen’a. Analizowano rézne czasy indukcji przez 1 mM IPTG oraz rézne momenty
dodania induktora. Biatka sekrecyjne izolowano metodg precypitacji TCA i etanolem, po czym rozdzielano je
w 10% zelu poliakrylamidowym i poddawano transferowi na membrane nitrocelulozowg. Membrane
inkubowano z I-rzedowym kréliczym poliklonalnym przeciwciatem anty-OVA i ll-rzedowym, anty-kréliczym
przeciwciatem sprzezonym z alkaliczng fosfataza. Oczyszczone biatko OVA (Sigma Aldrich) o masie 45 kDa
stanowito kontrole pozytywnga. Czerwone strzatki wskazujg prazki odpowiadajagce owoalbuminie. Czasy (t)
zostaty podane w odniesieniu do momentu dodania IPTG do hodowli B. subtilis R_OVA3 po osiggnieciu ODggg =
0,8, przy czym t= 0 oznacza moment dodania induktora. MW - PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(Thermo Scientific).

Ostatnim szczepem, ktory zweryfikowano pod katem zdolnosci do produkcji antygenu
fuzyjnego byt B. subtilis R_OVA2. Koduje on krotkie biatko o niskiej przewidywanej masie
molekularnej (6,2kDa), bedace fuzjg sekwencji sygnatowej i PEST-podobnej LLO z epitopem
SIINFEKL OVA. Ze wzgledu na niewielki rozmiar biatka, przeprowadzano rozdziaty SDS-PAGE
w 15% zelu tricinowym oraz transfer na membrane PVDF, jednakze prdby wizualizacji prazka
odpowiadajgcego fuzji LLO-OVA w reakcji Western-blot z uzyciem przeciwciat anty-LLO
i anty-OVA nie przyniosty oczekiwanych rezultatow (dane nie zamieszczone). Za metode
weryfikacji ekspresji fuzyjnego genu przyjeto reakcje odwrotnej transkrypcji. Z komérek

bakteryjnych szczepu kontrolnego MB4 oraz R_OVA2 kodujgcego antygen hodowanych
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w obecnosci 1 mM IPTG izolowano catkowite RNA, ktérego integralnos¢ potwierdzano w zelu
MOPS z 2,2 M formaldehydem. Nastepnie, RNA poddawano reakcji PCR z uzyciem odwrotnej
transkryptazy. Za pomocg starteréw pRT2Rev przytgczajgcego sie w obrebie sekwencji
SIINFEKL i pRT2Fw komplementarnego do korica genu hly amplifikowano cDNA o wielkosci
514 bp. W eksperymencie potwierdzono obecnos¢ transkryptu genu fuzyjnego LLO-OVA
w przypadku szczepu R_OVA2 (rysunek 5.13). Taki wynik sugeruje, ze ekspresja biatka
zachodzi i ze szczep moze byé wykorzystywany w dalszych badaniach majacych na celu
sprawdzenie potencjatu B. subtilis do wzbudzania odpowiedzi immunologicznej skierowanej

przeciw owoalbuminie jaja kurzego.

R_OVA2 wt K+

M % _ + _ odwrotna

transkryptaza

5.13. Analiza transkrypcji genu fuzyjnego LLO-OVA
w komorkach B. subtilis R_OVA2. Rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzono w 1% Zzelu agarozowym. Poszczegdlne Sciezki
zawieraja produkty reakcji odwrotnej transkrypcji (514 bp)
namnozone z uzyciem starterow pRT2Rev i pRT2Fw na matrycy
cDNA uzyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem
startera pRT2Rev, z dodatkiem lub bez dodatku odwrotnej
transkryptazy. Kontrole pozytywng stanowit produkt PCR
uzyskany przez amplifikacje DNA z uzyciem polimerazy Taq na
matrycy wektora pUR102. M — marker GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Thermo Scientific)

Zdolnos¢ szczepdw B. subtilis-OVA do wnikania do wnetrza komérek APC

Kolejnym etapem analiz niezbednym do ustalenia parametréw infekcji byto
okreslenie inwazyjnosci szczepdw B. subtilis produkujgcych fuzyjne antygeny LLO-OVA.
Zdolnos¢ do wnikania do wnetrza komérek APC oznaczono na drodze testow
gentamycynowych, w ktdrych mysie komérki dendrytyczne linii JAWS Il infekowano
komérkami bakteryjnymi pochodzacymi z odmtadzanej w podtozu LB hodowli (ODgge rowna
1). W testach stosowano parametr MOI réwny 10 oraz czas infekcji réwny 30 minut.
Z przeprowadzonych eksperymentdw wynika, ze najwiekszg inwazyjnoscig charakteryzuje sie

niewytwarzajacy antygenu LLO-OVA szczep MB4 o fenotypie dzikim. Wszystkie szczepy
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wytwarzajgce toksyne LLO wykazujg nizszg zdolnos¢ do wnikania do komdrek
eukariotycznych, przy czym nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdézinic miedzy

szczepami (rysunek 5.15).
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Wspétczynnik inwazyjnosci

Rysunek 5.15. Wspotczynnik inwazyjnosci (Invasion Index) szczepow B. subtilis-OVA. Mysie komorki
dendrytyczne linii JAWS Il infekowano bakteriami przy MOI réwnym 10, a nastepnie bakterie, ktére nie zostaty
zinternalizowane usuwano poprzez inkubacje w podfozu z gentamycyng o stezeniu 100 pg/ml. Zainfekowane
komorki poddawano dysrupcji Tritonem X-100, a uzyskane preparaty wysiewano na szalki z LB w celu policzenia
liczby bakterii odzyskanych z wnetrza komédrek eukariotycznych. Wspodtczynnik inwazyjnosci obliczano jako
stosunek liczby bakterii wyizolowanych z komodrek eukariotycznych do liczby infekowanych komoérek
eukariotycznych. Wykres przedstawia wartosci srednie z 3 niezaleznych pomiardw.

Zywotnos¢ komoérek APC infekowanych szczepami B. subtilis-OVA

W celu okreslenia Zzywotnosci zainfekowanych komoérek eukariotycznych,
przeprowadzono analize z wykorzystaniem barwnikéw fluorescencyjnych kalceiny AM
i homodimeru etydyny, bedacych sktadnikami zestawu ,LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity
Kit”. W zywych komodrkach wewngatrzkomérkowe esterazy powodujg hydrolize
niefluorescencyjnej kalceiny AM do formy emitujgcej zielong fluorescencje, co pozwala na
oszacowanie zywotnosci. Homodimer etydyny przenika natomiast jedynie do martwych
komoérek. Eksperyment przeprowadzono z wykorzystaniem mysich, niedojrzatych komadrek
dendrytycznych JAWS Il. Komérki dendrytyczne infekowano bakteriami pochodzgcymi
z hodowli odmtadzanej do osiggniecia gestosci optycznej rownej 1 (A = 600 nm) przy MOI
rownym 10. Parametr MOI zostat wybrany zgodnie z uzyskanymi wczesniej wynikami
wstepnych badan cytotoksycznosci i inwazyjnosci z uzyciem szczepu BR1S (rozdziat 5.2) —
wszystkie szczepy B. subtilis-OVA sg szczepami pochodnymi BR1S i réznig sie od niego tym,

ze niosg geny kodujace biatka fuzyjne LLO-OVA. Bakterie, ktore nie ulegty internalizacji
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usuwano poprzez dodatek gentamycyny do podtoza hodowlanego do stezenia 100 pg/ml, po
czym komorki eukariotyczne wybarwiano fluorescencyjnymi barwnikami w réznych punktach
czasowych, poczawszy od momentu zakoniczenia inkubacji z gentamycyng (czas O0).
Zywotnosé komdrek okreslano jako stosunek komérek zywych, wykazujacych fluorescencje
kalceiny AM w prébach traktowanych bakteriami w stosunku do préby nieinfekowanych
komorek JAWS II, w ktérej wszystkie komorki byty zywe. Wykazano, ze po godzinie od
zakoniczenia inkubacji komérek z antybiotykiem nastepuje spadek ich zywotnosci o okoto
20% bez wzgledu na zastosowany szczep. Dalsza inkubacja nie powoduje postepujacego
spadku zywotnosci komdrek dendrytycznych. Dowiedziono takze, ze nie ma istotnych
statystycznie réznic w cytotoksycznosci indukowanej przez réine szczepy B. subtilis-OVA,
w zwigzku z czym w kolejnych etapach badah mozna stosowac takie same parametry infekcji

niezaleznie od stosowanego szczepu. Wyniki zebrano na rysunku 5.14.
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5.14. Zywotnoé¢ mysich komérek dendrytycznych linii JAWS Il infekowanych bakteriami B. subtilis-OVA.
Komérki dendrytyczne infekowano bakteriami odmtadzanymi w podtozu LB do osiggniecia ODggo réwnej 1 przy
MOI réwnym 10, a nastepnie bakterie, ktére nie zostaty zinternalizowane usuwano poprzez inkubacje
W pozywce z gentamycyng o stezeniu 100 pg/ml. Komérki dendrytyczne znakowano kalceing AM w réznych
przedziatach czasowych, a fluorescencje komoérek odczytywano za pomocy fluorymetru. Probe odniesienia
stanowity komorki dendrytyczne nie poddawane infekcji. Moment zakonczenia inkubacji z gentamycyng
oznaczony jest jako t =0, natomiast préby pochodzgce z catonocnej inkubacji komaorek zostaty oznaczone jako
t = o/n. Wykres przedstawia wartosci $rednie z 3 niezaleznych pomiaréw.

96



Prezentacja epitopu SIINFEKL biatka OVA na komodrkach dendrytycznych infekowanych
B. subtilis-OVA

Jednym z gtéwnych celdw przeprowadzonych badan byto okreslenie potencjatu
szczepdw B. subtilis-OVA do dostarczania antygenéw fuzyjnych LLO-OVA do komodrek
dendrytycznych i indukcji komdrkowej odpowiedzi immunologicznej. Prezentacja antygenu
w kontekscie MHC | na powierzchni komdrek APC jest czynnikiem niezbednym do zajscia
odpowiedzi tego typu, w zwigzku z czym zaplanowano analize prezentacji epitopu OVA
(SIINFEKL) w kontekscie MHC klasy | na komdrkach dendrytycznych infekowanych szczepami
B. subtilis-OVA. Jedng z metod oceny prezentacji jest wykorzystanie przeciwciat
rozpoznajacych kompleks prezentowanego peptydu z MHC I. Do znakowania komodrek
dendrytycznych uzyto przeciwciata 25-D1.16 rozpoznajgcego kompleksy H-2K°-OVA;57.64
sprzezonego z fluorochromem APC, a nastepnie oznaczano fluorescencje przy uzyciu
cytometru przeptywowego FACSCalibur (Porgador i wsp., 1997). Przeciwciato 25-D1.16
umozliwia detekcje kompleksu epitopu owoalbuminy, SIINFEKL prezentowanego
w kontekscie MHC |, w zwigzku z czym wyeliminowane zostato ryzyko niespecyficznego
rozpoznania peptydu niezwigzanego z kompleksami zgodnosci tkankowej klasy | lub

zwigzanego z MHC klasy II.

Pierwszym zadaniem niezbednym do realizacji eksperymentu i oceny czutosci testu
byto uzyskanie odpowiedniej kontroli pozytywnej, jaka sg komorki APC prezentujgce
oktapeptyd SIINFEKL w kompleksach z czgsteczkami MHC |. Dobrze znanymi sposobami
dostarczenia peptydu do cytoplazmy komorki eukariotycznej sg elektroporacja badz
transfekcja wykorzystujgca nos$nik DNA. Przeprowadzono liczne préby elektroporacji
z wykorzystaniem elektroporatora BIO-RAD i transfekcji z wykorzystaniem zestawu PULSIn
(Polyplus), jednak metody te okazaty sie nieskuteczne w odniesieniu do linii JAWS Il ze
wzgledu na indukowanie wysokiej Smiertelnosci komérek (dane nie prezentowane).
Alternatywng metodg jest inkubacja komérek w podiozu hodowlanym zawierajgcym
odpowiednie stezenie peptydu — moze byé on wdwczas zaprezentowany na drodze
prezentacji krzyzowej w MHC klasy I. Analizie poddano komérki inkubowane z peptydem
SIINFEKL przez czas 2 lub 24 godzin, znakowane przeciwciatem 25-D1.16. Ustalono, ze
krotszy czas inkubacji przyczynia sie do uzyskania wyzszego poziomu fluorescencji niz

w przypadku komédrek rosngcych w obecnosci peptydu przez 24 godziny (rysunek 5.16).
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Rysunek 5.16. Ekspresja komplekséw MHC I-SIINFEKL na komérkach dendrytycznych JAWS Il w zaleznosci od
czasu inkubacji z peptydem SIINFEKL. Komérki dendrytyczne hodowano w obecnosci syntetycznego peptydu
SIINFEKL o koricowym stezeniu 1 pug/ml lub bez jego udziatu. W czasie 2 lub 24 h od dodania cytokiny komarki
znakowano przeciwciatem anty-HZKb—SIINFEKL-APC (eBiosciences) i oznaczano ich fluorescencje przy uzyciu
cytometru przeptywowego FACSCalibur. Analize przeprowadzono w programie FCS Express.

Wstepne analizy prezentacji epitopu OVA na infekowanych B. subtilis komdrkach
dendrytycznych nie przyniosty pozytywnych rezultatéw. Za jedng z mozliwych przyczyn
niepowodzenia uznano niski poziom ekspresji komplekséw MHC na powierzchni. Jedna
z cytokin, ktéra znaczagco wptywa na ekspresje MHC jest interferon-y (INF-y).
Przeprowadzono analize ekspresji MHC w zaleznosci od czasu inkubacji z cytoking oraz jej
stezenia w hodowli. Komdrki dendrytyczne hodowano w obecnosci INF-y przez czas 24, 48
lub 72 godzin, nastepnie znakowano komarki przeciwciatami rozpoznajagcymi MHC | (anty-H-
2Kb) lub kompleks MHC [-SIINFEKL (anty—H—ZKb—OVA257_264) i oznaczano fluorescencje
komodrek przy uzyciu cytometru przeptywowego. Analizy z wykorzystaniem przeciwciata
rozpoznajacego czasteczki MHC | dowiodly, Zze juz 24-godzinna inkubacja z INF-y
powodowata wzrost ekspresji molekut MHC | na powierzchni komérek dendrytycznych, przy
czym jego wartos¢ byta niezalezna od zastosowanego stezenia cytokiny (20 lub 40 ng/ml).
Dalsza inkubacja komodrek JAWS Il z INF-y nie spowodowata natomiast dalszego wzrostu
ekspresji MHC |, co obserwowano zaréwno w przypadku mniejszego, jak i wiekszego stezenia

cytokiny. Wyniki zebrano na rysunku 5.17.

Réwnoczesnie przeprowadzono analize ekspresji komplekséow MHC | —SIINFEKL na
komérkach dendrytycznych inkubowanych z syntetycznym peptydem SIINFEKL w zaleznosci
od stezenia INF-y i czasu inkubacji z cytoking. Podobnie jak w przypadku analiz ekspresji
czgsteczek MHCI, juz 24-godzinna hodowla z INF-y znacznie podniosta ekspresje
komplekséw MHC I-SIINFEKL na komérkach JAWS II. Oba analizowane stezenia cytokiny

przyczynity sie ponadto do jednakowego wzrostu ekspresji komplekséw, a dalsza hodowla
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z cytoking nie spowodowata postepujgcego zwiekszania liczby czgsteczek MHC I-SIINFEKL

(rysunek 5.18).
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Rysunek 5.17. Ekspresja czasteczek MHC klasy | na komdrkach dendrytycznych JAWS Il w zaleznosci od
obecnosci INF-y. Komorki dendrytyczne hodowano w obecnosci INF-y (o stezeniu 20 lub 40 ng/ml) lub bez jego
udziatu. W czasie 24, 48 lub 72 h od dodania cytokiny komérki znakowano przeciwciatem anty-MHC |-PE
(H-2Kb) BD Biosciences i oznaczano ich fluorescencje przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCalibur.
Analize przeprowadzono w programie CellQuest.
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Rysunek 5.18. Ekspresja czasteczek MHC klasy | w kompleksie z epitopem SIINFEKL OVA na komorkach
dendrytycznych JAWS Il w zaleznosci od obecnosci INF-y. Komodrki dendrytyczne hodowano z peptydem
SIINFEKL w obecnosci INF-y (o stezeniu 20 lub 40 ng/ml) lub bez cytokiny. W czasie 24, 48 lub 72 h od dodania
cytokiny komorki znakowano przeciwciatem anty-H2Kb—SIINFEKL-APC (eBiosciences) i oznaczano ich
fluorescencje przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCalibur. Analize przeprowadzono w programie
CellQuest.
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INF-y jest cytoking, ktéra stymuluje dojrzewanie komorek dendrytycznych i przez to
moze powodowac obnizenie ich wtasciwosci fagocytarnych. W celu ustalenia czy cytokina
powinna byé dodawana juz przed infekcjg komérek JAWS Il bakteriami czy dopiero po
infekcji, przeprowadzono analize inwazyjnosci szczepéw w zalezno$ci od momentu dodania
interferonu-y. W eksperymencie cytokine dodawano do hodowli komdrek eukariotycznych
24 godziny przed infekcjg lub wraz z jej poczatkiem. W obu wariantach po infekcji komorki
dendrytyczne hodowano w obecnosci INF-y przez dalsze 24 godziny. Nie zaobserwowano
znaczacych réznic w inwazyjnosci szczepdéw B. subtilis LLO-OVA wzgledem analizowanych
wariantéw komdrek dendrytycznych. Uzyskane w toku powyzszych analiz  wyniki
doprowadzity do opracowania nowego protokotu przygotowania komodrek do infekcji
i dalszej analizy prezentacji antygendw produkowanych przez B. subtilis. Ustalono, ze
w dalszych eksperymentach stosowana bedzie wczesniejsza, 24-godzinna inkubacja komadrek
dendrytycznych z INF-y stymulujgca ich dojrzewanie oraz zwiekszenie ekspresji MHC klasy
na ich powierzchni, co ufatwi detekcje komplekséw MHC I-SIINFEKL na infekowanych

B. subtilis komadrkach. Wyniki przedstawia rysunek 5.19.
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Rysunek 5.19. Wspétczynnik inwazyjnosci (Invasion Index) szczepéw B. subtilis-OVA w zaleznosci od
momentu dodania INF-y. Cytokine dodawano do hodowli mysich komdrek dendrytycznych linii JAWS Il 24 h
przed infekcjg lub w jej momencie, a inkubacje kontynuowano przez czas 24 h od momentu dodania bakterii.
Komoérki dendrytyczne infekowano przy MOI réwnym 10, a nastepnie bakterie, ktdre nie zostaty
zinternalizowane usuwano poprzez inkubacje w podtozu z gentamycyng o stezeniu 100 pg/ml. Zainfekowane
komorki poddawano dysrupcji Tritonem X-100, a uzyskane preparaty wysiewano na szalki z LB w celu policzenia
liczby bakterii odzyskanych z wnetrza komdrek eukariotycznych. Wspétczynnik inwazyjnosci obliczano jako
stosunek liczby bakterii wyizolowanych z komodrek eukariotycznych do liczby infekowanych komdérek
eukariotycznych. Wykres przedstawia wartosci srednie z 3 niezaleznych pomiardw.

W gtownej czesci eksperymentu, komérki dendrytyczne infekowano szczepami

B. subtilis-OVA zgodnie z ustalonymi wczesniej parametrami, zewngtrzkomodrkowe bakterie
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usuwano i kontynuowano hodowle przez 24 godziny. Komoérki dendrytyczne znakowano
przeciwciatem 25-D1.16, a nastepnie okreslano fluorescencje przy uzyciu cytometru
przeptywowego FACSCalibur. Kazdemu pomiarowi prezentacji epitopu OVA w kontekscie
MHC klasy | towarzyszyta analiza aktywnosci hemolitycznej oraz inwazyjnosci wszystkich
stosowanych w eksperymencie szczepdw, co przynosito kompleksowe informacje na temat
przebiegu eksperymentu iaktywacji szczepéw. Analizy dowiodly, ze przy zachowanej
inwazyjnosci i hemolitycznosci jedynie szczep R_OVA3 B. subtilis wytwarzajacy petnej
dtugosci biatko OVA poddane fuzji do N-terminalnej sekwencji listeriolizyny O przyczynia sie
do prezentacji peptydu SIINFEKL w kompleksach z czgsteczkami MHCI, co wyrazato sie
w znacznym wzroscie fluorescencji fluorochromu APC na infekowanych tym szczepem
komoédrkach wzgledem komédrek niezakazanych bakteriami. Obserwowano réwniez znaczny
poziom prezentacji epitopu OVA na komdrkach JAWS Il hodowanych w obecnosci
syntetycznego peptydu SIINFEKL (rysunek 5.20). Pozostate szczepy, ktdre wytwarzajg biatka
fuzyjne zawierajace jedynie epitop OVA nie powodujg prezentacji w kontekscie MHC |,
pomimo ze w eksperymencie potwierdzono ich inwazyjno$¢ na drodze testu
gentamycynowego oraz indukcje ekspresji spod promotora ps,c ha drodze testu

hemolitycznego.
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Rysunek 5.20. Prezentacja epitopu SIINFEKL OVA w kontekscie MHC klasy | na komérkach dendrytycznych
JAWS Il infekowanych szczepami B. subtilis produkujagcymi biatka fuzyjne LLO-OVA. Komdérki dendrytyczne
infekowano bakteriami, a po 24-godzinnej inkubacji znakowano przeciwciatem anty—H-ZKb—SIINFEKL-APC
(eBiosciences) i oznaczano ich fluorescencje przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCalibur. Kontrole
pozytywna stanowity komdrki JAWS 1l inkubowane z syntetycznym peptydem SIINFEKL. Eksperyment
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach, a analize statystyczng sporzadzono w oparciu o test t-Studenta.
Gwiazdki oznaczajg grupy o wartosci p < 0,05 (*) i p < 0,001 (***) w poréwnaniu do grupy kontrolnej MB4. M1
i M2 — bramki okreslajgce populacje limfocytéw OT-I réznigce sie poziomem fluorescencji APC. Na rysunku
przedstawiono reprezentacyjny histogram. Analize przeprowadzano w programie FCS Express.
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Aktywacja limfocytéw CD8" w odpowiedzi na prezentacje epitopu SIINFEKL na komérkach
dendrytycznych infekowanych B. subtilis-OVA

W celu dalszego zbadania potencjatu szczepdw wytwarzajgcych biatka LLO-OVA do
indukcji odpowiedzi komdrkowej, przeprowadzono analize ex vivo, w ktérej oznaczano
proliferacje cytotoksycznych limfocytow T w odpowiedzi na prezentacje peptydu SIINFEKL na
infekowanych bakteriami komdrkach. Limfocyty OT-I izolowane z weztéw chtonnych myszy
OT-l posiadajg transgeniczny receptor TCR, ktdéry zostat zaprojektowany tak, aby
rozpoznawaé¢ aminokwasy 257 — 264 owoalbuminy jaja kurzego (SIINFEKL), prezentowane
w kontekscie czasteczek H-2K" (Albaghdadi i wsp., 2012). Limfocyty znakowano
umozliwiajgcym $ledzenie proliferacji barwnikiem CFSE, a nastepnie inkubowano je
z komorkami dendrytycznymi uprzednio zainfekowanymi przez szczepy B. subtilis-OVA.
Bardzo istotny byt wybor linii komdrek APC o genotypie zgodnym z genotypem limfocytéw
uzytych w doswiadczeniu. W przypadku niezgodnosci niemozliwe bytoby rozpoznanie
komplekséw MHC | i aktywacja limfocytéw T. Prezentacja epitopu SIINFEKL w kontekscie
MHC | powoduje aktywacje limfocytéw OT-I, ktéra prowadzi do proliferacji i postepujgcego
z kolejnymi podziatami rozcienczania CFSE akumulowanego w cytoplazmie komdérek
dendrytycznych, co mozna zaobserwowaé¢ na histogramie w postaci pikdw o nizszej

fluorescenciji.

Po zakonczeniu inkubacji komdrek APC ze znakowanymi komodrkami OT-Il, zebrane
limfocyty barwiono przeciwciatami anty-CD4 i anty-CD8, aby zawezi¢ obszar badan do
limfocytdw cytotoksycznych (CD8'), po czym cytometrycznie oznaczano ich fluorescencje.
Fluorescencje CFSE oznaczano w populacji komérek CD8" CD4. W toku badan
zaobserwowano, ze po 72 godzinach od momentu infekcji i dodania limfocytéw do hodowli
JAWS I, jedynie komoérki infekowane szczepem R_OVA3 lub inkubowane z peptydem
SIINFEKL (kontrola pozytywna) ulegajg podziatom (rysunek 5.21). Znakiem zajscia podziatéw
komédrkowych jest obecno$é¢ jednego, a nie dwdch pikdéw fluorescencji na histogramie
w poréwnaniu do kontroli negatywnej (limfocytéw inkubowanych z nieinfekowanymi
komérkami lub komérkami zakazanymi szczepem MB4 o fenotypie dzikim). W celu
sprawdzenia czy taki nietypowy wzor fluorescencji Swiadczy o proliferacji, badania ex vivo
zostaty powtérzone, potwierdzajagc wyniki poprzednich eksperymentdw. Dodatkowo,

przeprowadzono analize modelu proliferacji komorek JAWS Il, wykorzystujgc przeciwciata
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aktywujace proliferacje limfocytéw CD8" taczace sie markerami powierzchniowymi CD3
i CD28. Miata ona na celu wykluczenie btedu pomiarowego i potwierdzenie nietypowego

wzoru proliferacji uzytych limfocytéw Tc (rysunek 5.22).

A B
5 P
w e Populacja | wszystkich kom‘: vek :’::.::
nieinfekowane 2? N komérek | populacii '
o M1 18,3 48,4 175
10° 10" 102 10° 10 M2 19,5 51,6 1153
FL1-H
- T
komoérek rednia
w1 M2 Populacja | wszystkich % pish
kontrola pozytywna iz ; komorek | ootiaci | &
o M1 33,2 66,0 16,3
10° 10 10° 10° 10° M2 16,7 34,0 84,4
FL1-H
118 %
. 89 Popilac wszy:.ﬂd ch | komérek Srednia
B. subtilis MB4 59 Konibrek w | geometr.
30
o M1 26,8 72,2 16,6
50 10* M2 10,3 27,8 108,7
FL1-H
% % &
komoérek rednia
= Populacja | wszystkich
B. subtilis BR1S komérek Il i
M1 23,7 62,9 16,9
10* M2 14,0 371 116,4
FL1-H
:;i % u 4
komoérek ednia
_ M e Populacja | wszystkich
B. subtilis R_OVA1 7 + komorek Wi oo [ @POmetr:
= populacii
3: M1 236 61,8 16,6
10° 10" 10° 10° 10° M2 146 38,2 122,6
FL1-H
o | 8
komérek rednia
sae Populacja | wszystkich
B. subtilis R_OVA2 s }—M 444 M2 iridise: ) L
32 M1 275 72,2 16,1
10° 10 102 10° 10* M2 6,8 278 1134
FL1-H
118 T %
%
89 komorek | Srednia
s Populacja | wszystkich
B. subtilis R_OVA3  sof—M - komérok | W | geometr.
M1 28,0 804 19,9
10* M2 6.8 19.6 61,6
% % &
komérek rednia
ape Populacja | wszystkich
B. subtilis R_OVA4 i komérek 0| asomstr:
M1 23,2 614 17.8
10* M2 16,4 38,6 17,7

FL1-H

Rysunek 5.21. Proliferacja limfocytow OT-l w odpowiedzi na prezentacje epitopu OVA na komérkach
dendrytycznych JAWS Il infekowanych B. subtilis-OVA. Limfocyty OT-l znakowane CFSE inkubowano przez 72 h
z komdrkami dendrytycznymi uprzednio infekowanymi bakteriami. Kontrole negatywna stanowity limfocyty
inkubowane z komdrkami JAWS Il nieinfekowanymi bakteriami, a kontrole pozytywna — limfocyty hodowane
z komérkami dendrytycznymi w obecnosci syntetycznego peptydu SIINFEKL. Analize przeprowadzono
w programie FCS Express. A — histogram prezentujacy fluorescencje CFSE limfocytéw CD8'. B — analiza
statystyczna. M1 i M2 — bramki okreslajgce populacje limfocytow OT-I réznigce sie poziomem fluorescencji
CFSE.
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Rysunek 5.22. Analiza modelu aktywacji limfocytéw OT-l. Limfocyty OT-I znakowane CFSE inkubowano
z przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28. Kontrole negatywng stanowity nieaktywowane limfocyty. Po aktywacji
komorki znakowano przeciwciatami anty-CD4 i anty-CD8 i poddawano pomiarom w cytometrze przeptywowym.
Analize przeprowadzono w programie FCS Express. A — fluorescencja CFSE nieaktywowanych limfocytéw OT-I, B
— fluorescencja CFSE aktywowanych limfocytéw CSFE. Analize przeprowadzono w programie FCS Express.

5.4. Analiza wptywu delecji linkera CTL w chaperonie SecA na sekrecje OVA

Uzyskanie szczepéw pochodnych B. subtilis BR1S i R_OVAS3 niosgcych mutacje w genie secA

Badania przeprowadzone przez Kakeshita i wsp. (2010) dowiodly, ze delecja
C-konicowej czesci 841-aminokwasowego biatka SecA B. subtilis (czesci CTL, C-terminalnego
linkera) nie jest mutacjg letalng oraz nie hamuje transportu z udziatem sciezki Sec, a co
wiecej, wptywa na niemal 2-krotne zwiekszenie sekrecji biatek heterologicznych. Ustalili oni
rowniez, ze obszar DNA, ktérego usuniecie wptywa na poprawe zewngtrzkomoérkowej
produkcji biatek heterologicznych dotyczy sekwencji kodujgcej aminokwasy od 780 do 819.
W celu uzyskania wektora jeszcze wydajniej transportujgcego biatko OVA poza komérke
bakteryjng, dokonano delecji linkera CTL w szczepie R_OVAS3, uzyskujac szczep R_OVA3ACTL.
Uzyskano réwniez szczepy kontrolne MB4ACTL i BR1ISACTL pozbawione linkera. Doktadny
opis konstrukcji znajduje sie w zatgczniku 8.5. Zmodyfikowane szczepy poddano ocenie
zdolnosci do lizy erytrocytéw na podstawie testu hemolitycznego z wykorzystaniem
erytrocytow krwi konskiej (bakterie odmtadzano w LB do osiggniecia gestosci optycznej
ODgoo réwnej 2). Wyniki testu zebrano na rysunku 5.23. Wykazano, ze szczepy posiadajgce
delecje linkera CTL w chaperonie SecA wykazujg ponad 2-krotnie wyzszg aktywnosc

hemolityczng w stosunku do szczepdw wyjsciowych nie niosgcych delec;ji.
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Rysunek 5.23. Aktywnos$¢ hemolityczna deletantow CTL w genie secA mierzona w tescie hemolitycznym
wykorzystujgcym erytrocyty krwi konskiej. Analizie poddano probki supernatantu pochodzace z hodowli
odmtadzanych w podfozu LB do ODgyy rownej 2. Test powtarzano trzykrotnie, stupki btedéw przedstawiajg
odchylenie standardowe badanych préb. Szczep MB4 stanowit kontrole negatywng, a SDS - kontrolg

pozytywna.

Analiza sekrecji biatek heterologicznych w zmutowanych szczepach B. subtilis BR1ISACTL
oraz R_OVA3ACTL

W celu dokonania analizy réznic w sekrecji biatek heterologicznych przez uzyskane
szczepy B. subtilis, przeprowadzono izolacje biatek supernatantu metodg precypitacji
kwasem trichlorooctowym (TCA) oraz etanolem. Hodowle bakteryjne odmtadzano do OD =2
— kazdy analizowany szczep musiat posiada¢ rowng gestos$é¢ optyczng, aby mozliwe byto
uwidocznienie réznic w transporcie biatek na zewnatrz komérki bakteryjnej. Oba hodowane
szczepy wykazywaty takie same tempo wzrostu jak szczepy o niezmienionym fenotypie, co
sugeruje, ze domena CTL nie warunkuje zywotnosci komédrek bakteryjnych. Pomiar ilosci
biatka byt wykonany metodg Bradford. Prébki zawierajgce takg samg ilo$é
pozakomérkowych biatek rozdzielano metodg SDS-PAGE w 10% zelu poliakrylamidowym
i nastepnie poddawano je transferowi na membrane nitrocelulozowa. Biatka egzoproteomu
byty wizualizowane metodg Western-blot z wykorzystaniem przeciwciat | rzedowych anty-
LLO i oraz ll-rzedowych sprzezonych z alkaliczng fosfataza, wigzgcych przeciwciata I-rzedowe.
Wykonana za pomocg programu Imagel analiza intensywnosci zabarwienia prazkéw
wyznakowanej przeciwciatami listeriolizyny O o masie czgsteczkowej 58 kDa dowiodta, ze
szczep BR1SACTL wytwarza niemal 2 razy wiecej toksyny niz szczep z niemodyfikowanym
chaperonem SecA (rysunek 5.24). O zwiekszonym wydzielaniu listeryjnego biatka do podtoza

hodowlanego $wiadczy rowniez intensywniejsze wybarwienie prazka LLO w zelu SDS-PAGE.
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Rysunek 5.24. Analiza produkcji toksyny LLO przez szczepy B. subtilis niosace delecje w genie CTL. Bakterie
hodowano na podtozu LB do osiggniecia ODggy rownej 0,8. Biatka sekrecyjne izolowano metodg precypitacji TCA
i etanolem, po czym rozdzielano je w 10% zelu poliakrylamidowym i poddawano transferowi na membrane
nitrocelulozowa. Membrane inkubowano z I-rzedowym krdéliczym poliklonalnym przeciwciatem anty-LLO i II-
rzedowym, anty-kréliczym przeciwciatem sprzezonym z alkaliczng fosfatazg. M — Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder (Thermo Scientific).

Mimo licznych préb i modyfikacji warunkéw immunodetekcji metodg Western-blot,
w przeprowadzonych doswiadczeniach nie udato sie doprowadzic do wyznakowania
owoalbuminy produkowanej przez szczepy R_OVA3ACTL. Na membranie uwidocznione byto
jedynie niespecyficzne wigzanie przeciwciata do wielu biatek supernatantu zaréwno szczepu
o fenotypie dzikim MB4, jak i szczepdw produkujgcych heterologiczne biatko. Ze wzgledu na
niepowodzenie w uzyskaniu szczepu wydajniej wydzielajgcego biatko OVA, nie
przeprowadzono dalszych eksperymentéw z wykorzystaniem R_OVA3ACTL i majacych na

celu zbadanie potencjatu do wzbudzania prezentacji antygenu OVA na komadrkach APC.

5.5. Analiza ekspresji Ag85B M. tuberculosis w B. subtilis oraz potencjatu szczepéw

B. subtilis-Ag85B do immunizacji myszy

Konstrukcja szczepow B. subtilis wytwarzajgcych Ag85B M. tuberculosis
Wyniki badanin nad ekspresjag modelowego antygenu OVA w B. subtilis postuzyty do

opracowania konstrukcji stuzgcej do uzyskania szczepu produkujacego antygen
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prokariotyczny - sekrecyjng forme gtéwnego antygenu M. tuberculosis, Ag85B. Ustalono, ze
stworzony zostanie szczep o konstrukcji analogicznej do R_OVA3, wytwarzajacy petnej
dtugosci biatko poddane fuzji do N-terminalnej czesci LLO zawierajacej sekwencje sygnalna
oraz PEST-podobng. Stworzono dwa szczepy: R_Ag85B produkujacy antygen w obecnosci
induktora IPTG oraz K_Ag85B konstytutywnie wytwarzajacy biatko. Opis konstrukcji
wektoréw plazmidowych oraz uzyskania szczepdw B. subtilis za ich pomocg zostat

przedstawiony w zataczniku 8.6.

Analiza aktywnosci hemolitycznej i sekrecji Ag85B

Kolejnym krokiem byto przeprowadzenie testu hemolitycznego, ktéry miat na celu
sprawdzenie zdolnosci transformantéw do produkcji listeriolizyny O i zbadanie czy zachodzi
ekspresja spod promotora pspac. Bakterie hodowano w 30°C w pozywce LB do uzyskania
gestosci optycznej rownej 2 (A = 600 nm). Analiza potwierdzita aktywnos$¢ hemolityczng obu
uzyskanych szczepdw (rysunek 5.25), przy czym szczep konstytutywnie produkujgcy antygen
wykazywat dwukrotnie nizszg aktywnos¢ (6%) niz szczep indukowalny (12%). Ponadto,
szczepy produkujgce antygen gruzliczy cechowata obnizona aktywnos$é hemolityczna

w stosunku do odpowiadajgcym im szczepdw BR1S (32%) i BR1C (36%) nie wytwarzajgcych

biatka Ag85B.
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Rysunek 5.25. Aktywnos¢ hemolityczna szczepow B. subtilis wytwarzajgcych biatko Ag85B mierzona w tescie
hemolitycznym wykorzystujgcym erytrocyty krwi konskiej. Analizie poddano prébki supernatantu pochodzace
z hodowli odmtadzanych w podtozu LB do ODgy rownej 2. Test powtarzano trzykrotnie, stupki bteddéw
przedstawiajg odchylenie standardowe badanych préb. Szczep MB4 stanowit kontrole negatywng, a SDS -
kontrolg pozytywna.
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Nastepnie potwierdzono obecno$¢ immunogennego biatka w supernatantach
hodowlanych B. subtilis. Z podtoza hodowlanego metodg precypitacji TCA i etanolem
izolowano sekrecyjne biatka, ktére rozdzielano w 10% zelu poliakrylamidowym i poddawano
transferowi na membrane nitrocelulozowa. Membrane znakowano nastepnie przeciwciatem
anty-Ag85B w technice Western-blot. Analizy dowiodty, ze biatko Ag85B o przewidzianej za
pomocg oprogramowania ExPASy masie molekularnej 39,7 kDa jest obecne
w supernatantach hodowlanych obu szczepéw niosgcych fuzyjny gen hly-fbpB (rysunek

5.26).
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Rysunek 5.26. Analiza Western-blot biatka Ag85B w supernatantach hodowlanych szczepéw B. subtilis
LLO-Ag85B. Bakterie hodowano na podtozu LB z 1 mM IPTG (szczepy BR1S i R_Ag85B). Biatka sekrecyjne
izolowano metodg precypitacji TCA i etanolem, po czym rozdzielano je w 10% zelu poliakrylamidowym
i poddawano transferowi na membrane nitrocelulozowg. Membrane inkubowano z I-rzedowym kréliczym
poliklonalnym przeciwciatem anty-Ag85B i ll-rzedowym, anty-krdliczym przeciwciatem sprzezonym z alkaliczng
fosfatazg. Oczyszczone biatko Ag85B (Abcam) o masie 30 kDa stanowito kontrole pozytywna. MW - PageRuler
Prestained Protein Ladder (Life Technologies).

Weryfikacji poddano rdéwniez inwazyjno$é szczepow B. subtilis wytwarzajgcych
Ag85B, gdyz zdolno$¢ do wnikania do komdrek eukariotycznych warunkuje skuteczne
dostarczanie antygenu do cytoplazmy komodrek APC i wywotanie odpowiedzi
immunologicznej. Wyniki testu gentamycynowego z udziatem komodrek dendrytycznych
JAWS 1l $wiadczg o tym, ze oba produkujgce gruzlicze biatko szczepy sg z powodzeniem
fagocytowane przez komérki APC. Szczep K_Ag85B wykazuje inwazyjnos¢ wynoszgcg 0,24%
nie rdznigcg sie od inwazyjnosci szczepdw wytwarzajacych jedynie LLO (BR1S — 0,24% i BR1C
— 0,29%). Obnizong podatnos¢ na fagocytoze wykazuje natomiast szczep R_Ag85B
indukowany IPTG (0,10%). Wyniki zebrano na rysunku 5.27.
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Rysunek 5.27. Wspoétczynnik inwazyjnosci (Invasion
0,35% Index) szczepow B. subtilis-OVA. Mysie komorki
0,30% dendrytyczne linii JAWS Il infekowano bakteriami
przy MOI rownym 10, a nastepnie bakterie, ktore nie
zostaty zinternalizowane usuwano poprzez inkubacje
0,20% ‘ w podtozu z gentamycyng o stezeniu 100 pg/ml.
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Pomiar stezenia LLO w supernatantach hodowlanych

Okreslenie ilosci toksyny LLO w supernatantach hodowlanych B. subtilis ze wzgledu
na jej cytotoksycznos¢ byto niezbedne do prawidtowego dobrania parametréw
zaplanowanych dalej analiz, takich jak pomiar dawki letalnej LDsg czy szczepienie myszy.
Przeprowadzono testy dot-blot, w ktérych analizowano ilos¢ LLO w supernatantach
hodowlanych pochodzacych z roéinych punktéow czasowych. llos¢ LLO okreslano

w odniesieniu do preparatu oczyszczonej toksyny o znanym stezeniu (rysunek 5.28).
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Rysunek 5.28. Stezenie LLO w supernatantach hodowlanych B. subtilis. Bakterie hodowano w podtozu LB do
osiggniecia ODgyo rownej 0,8 (T = 0). W tym czasie dodawano IPTG do hodowli BR1S i R_Ag85B. W czasie T=0
i po uptywie kolejnych godzin (T = 1, 2 i 3) pobierano prébki supernatantu, ktére poddawano procedurze
dot-blot z wykorzystaniem przeciwciata anty-LLO. Probe odniesienia stanowit preparat LLO o znanym stezeniu.
Intensywnos¢ zabarwienia punktdw okreslano za pomocg programu Imagel). Wartosci nad stupkami
przedstawiajg wartosci OD hodowli w momencie pobrania préob. Wykres przedstawia wartosci srednie z 3
niezaleznych pomiarow.
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Wyniki analiz dot-blot zostaty wykorzystane w eksperymencie okreslenia dawek
infekcyjnych testowanych w eksperymencie mierzagcym dawke letalng LDso. Dawka ta
okresla, jaka liczba komdrek bakteryjnych powoduje smieré 50% zainfekowanych osobnikdw.
Jej wytypowanie jest niezbedne, aby prawidtowo dobra¢ dawke szczepienng przy testowaniu
nowych wektoréw szczepionkowych — dawka powinna byé wytypowana tak, aby nastgpita
skuteczna immunizacja, ktéra nie powoduje toksycznego Ilub letalnego efektu dla
szczepionych organizmow. Eksperyment przeprowadzono na myszach C57BL/6, ktérych
genotyp odpowiada genotypowi komdrek wykorzystanych w poprzednich etapach badan.
Pie¢ grup myszy szczepiono bakteriami B. subtilis MB4, BR1S, BR1C, R_Ag85B i K_Ag85B.
Czynnikiem letalnym testowanych szczepdw B. subtilis jest listeriolizyna O. Wedtug danych
literaturowych (Geoffroy i wsp., 1987) dawka LDsg listeriolizyny wynosi 0,8 ug. Wykorzystujac
oznaczone stezenie LLO w supernatantach hodowlanych i wyniki pomiaru CFU hodowli przy
okreslonym OD, okreslono, jaka ilos¢ toksyny jest produkowana przez okreslong liczbe
komodrek bakteryjnych. Przy zatozeniu, ze bakterie po wniknieciu do komdrek gospodarza
przezyja 2 godziny i z wykorzystaniem wynikdw pomiaru ilosci toksyny okreslono, ze aby
osiggna¢ dawke LDsq do infekcji myszy nalezy uzyé podanych ponizej dawek infekcyjnych:
BR1S —2,0 x 107, BR1C — 4,8 x 10’, R_Ag85B — 1,0 x 10’ i K_Ag85B — 8,7 x 10. Przetestowano
3 rézne dawki infekcyjne: 2x10°% 5x10” i 5x10° komdrek. Ustalono, ze najwyzsza
testowana dawka przyczynita sie do smierci 50% myszy we wszystkich grupach, a wiec LDsg

wynosi 5 x 108 bakterii.

Pomiar komoérkowej odpowiedzi immunologicznej indukowanej przez szczepy R_Ag85B
i K_Ag85B — testy ELISpot

W tej czesci eksperymentu stuzgcej ocenie zdolnosSci B. subtilis do immunizacji
oceniano proces generowania populacji limfocytéw CD8" specyficznych wzgledem epitopu
Ag85B prezentowanego w MHC klasy I. W dwutygodniowych odstepach czasu wykonano 4
serie dootrzewnowych szczepien 7 grup myszy. 5 grupom podano szczepy B. subtilis (MB4,
BR1S, BR1C, R_Ag85B i K _Ag85B), natomiast dwie pozostate grupy immunizowano
roztworem TM (kontrola negatywna) lub roztworem TM 1z biatkiem Ag85B (kontrola
pozytywna). Myszom podawano dawke 5x 10’ komdrek bakteryjnych, co odpowiada

0,1 LDsg. Po uptywie 21 dni od ostatniego szczepienia myszy usmiercano, po czym izolowano
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ich sledziony, ktdre postuzyty do uzyskania limfocytow oraz testow ELISpot. Badano w nich
potencjat limfocytéw pochodzacych ze szczepionych myszy do wydzielania INF-y
w odpowiedzi na aktywacje przez antygen Ag85B. Splenocyty wyizolowane ze $ledzion
immunizowanych myszy stymulowano in vitro przez czas 48 godzin biatkiem Ag85B na
ptytkach ELISPOT optaszczonych uprzednio przeciwciatem rozpoznajgcym INF-y, a po uptywie
tego czasu oceniono obecnos¢ wybarwionych punktéw na membranie ptytek. Nie
zaobserwowano obecnosci aktywowanych limfocytéw cytotoksycznych produkujacych
interferon wsréd komoérek pozyskiwanych z myszy szczepionych bakteriami B. subtilis
R_Ag85B i K _Ag85B0 wytwarzajagcymi gtéwny antygen M. tuberculosis (dane nie
prezentowane). Barwny produkt reakcji widoczny byt jedynie w dotkach, w ktérych
splenocyty aktywowano przy pomocy mitogenu, konkanawaliny A (ConA). Takie wyniki
Swiadczg o tym, ze komdrkowa odpowiedz immunologiczna nie zaszta lub generowana przez
nig pamie¢ immunologiczna byta bardzo krétkotrwata, co uniemozliwito zaobserwowanie

aktywacji cytotoksycznych limfocytéw T przy ponownym kontakcie z Ag85B in vitro.

Humoralna odpowiedz immunologiczna indukowana przez szczepy R_Ag85B i K_Ag85B

Wobec niepowodzenia w detekcji komdérkowej odpowiedzi immunologicznej, podjeto
decyzje o sprawdzeniu czy na skutek szczepienia myszy bakteriami wytwarzajgcymi antygen
Ag85B zaszta odpowiedZ humoralnego typu zwigzana z obecnoscia specyficznych przeciwciat
anty-Ag85B. Za pomocg metody ELISA zbadano catkowity poziom przeciwciat 1gG. Analizie
poddano surowice pozyskane 21 dni od ostatniego szczepienia, rozciericzone 1:50.

Znaczacg réznice w poziomie specyficznych przeciwciat IgG rozpoznajgcych Ag85B
w porownaniu do surowicy myszy naiwnych, szczepionych buforem TM (Abssg nm = 0,11 *
0,04) zaobserwowano w surowicy myszy szczepionych B. subtilis K_Ag85B konstytutywnie
wytwarzajgcym gruzlicze biatko (Absse; nm = 0,24 £ 0,07). Grupa immunizowana szczepem
fakultatywnie produkujgcym antygen Ag85B, R_Ag85B, nie wykazata istotnych statystycznie
roznic w stosunku do grupy myszy naiwnych (Abs = 0,14 + 0,02). Kontrolna grupa myszy
szczepionych oczyszczonym biatkiem wytwarzata wysoki poziom immunoglobulin anty-
Ag85B (Abssg; nm = 0,55 * 0,02). Zaobserwowano rowniez niespecyficznie podwyzszony

poziom Ag85B-specyficznych IgG w surowicy myszy szczepionych bakteriami szczepéw BR1S
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i BR1C wytwarzajacych LLO, lecz niewytwarzajacymi gruzliczego biatka. Absorbancja prob

wynosita odpowiednio 0,12 £ 0,02 i 0,16 £ 0,01. Wyniki przedstawiono na rysunku 5.29.
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Rysunek 5.29. OdpowiedZz humoralna przeciwciat IgG indukowana poprzez immunizacje myszy szczepami
B. subtilis. Poziom immunoglobulin 1gG w grupach myszy immunizowanych bakteriami (n = 6) lub biatkiem
Ag85B okreslano po czwartej immunizacji (dzien 56) na drodze testu ELISA. Analizie poddano surowice
rozcienczone 1:50. Wyniki zostaty przedstawione jako srednie wartosci z kazdej immunizowanej grupy.
Kontrole specyficznosci przeciwciat drugorzedowych skoniugowanych z HRP stanowity préby nie zawierajgce
surowicy. Stupki btedéw okreslajg odchylenie standardowe. Statystycznie istotne réznice w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (myszy naiwne, szczepione buforem TM) okreslono w oparciu o test t-Studenta (* p < 0,05, **
p < 0,01, *** p < 0,001).
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6. Wnioski

W prezentowanej rozprawie doktorskiej udokumentowano, ze:

1. Wektory plazmidowe pUR10 i pUK10 umozliwiajg efektywne uzyskiwanie

modyfikowanych, hemolitycznych szczepéw B. subtilis i wprowadzanie do ich

chromosomu obcych antygendéw eukariotycznego i prokariotycznego pochodzenia.

Whiosek ten opieram na nastepujacych danych eksperymentalnych:

a.

Wynikach analiz efektywnosci transformacji komdrek kompetentnych
B. subtilis MB4 przeprowadzanych w poréwnaniu do transformacji z uzyciem
plazmidu wyjsciowego pAG58-1-ble (Rozdziat 5.1) ;

Analizie hemolitycznosci szczepdw B. subtilis uzyskiwanych za ich pomoca lub
za pomocg plazmidéw pochodnych (Rozdziat 5.1);

Pomysinym uzyskaniu szczepdw wytwarzajgcych sekrecyjne formy antygendw
fuzyjnych LLO-OVA (Rozdziat 5.3) lub LLO-Ag85B (Rozdziat 5.5) i ich
udokumentowanym wptywie na indukcje réznych mechanizméw odpowiedzi

immunologiczne;j.

2. Szczep B. subtilis R_OVA3 wytwarzajgcy owoalbumine jaja kurzego w fuzji

z N-terminalng sekwencjg listeriolizyny O jest zdolny do efektywnego dostarczania

antygenu do cytoplazmy komdrek prezentujgcych antygen i indukcji komérkowej

odpowiedzi immunologicznej. Whniosek ten opieram na nastepujgcych danych

eksperymentalnych (Rozdziat 5.3):

a.

b.

Detekcji fuzyjnego antygenu w supernatancie hodowlanym szczepu;

Wynikach analiz inwazyjnosci i cytotoksycznosci szczepu in vitro;

Wynikach pomiardw prezentacji antygenu OVA w kompleksach z czgsteczkami
MHC klasy | na infekowanych bakteriami komérkach dendrytycznych in vitro;
Obserwowanym potencjale szczepu do aktywacji cytotoksycznych limfocytéw
T specyficznych wzgledem owoalbuminy jaja kurzego w kompleksie z MHC | ex

vivo.
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Szczep B. subtilis K_Ag85B wytwarzajgcy gruzliczy antygen Ag85B w  fuzji
z N-terminalng sekwencjg listeriolizyny O nie indukuje komodrkowej odpowiedzi
immunologicznej, jednak przyczynia sie do zajscia humoralnych mechanizmoéw
odpornosciowych.  Wniosek ten opieram na  nastepujgcych  danych
eksperymentalnych (Rozdziat 5.5):

a. Wynikach pomiaru syntezy interferonu-y przez splenocyty izolowane z myszy

szczepionych bakteriami;
b. Odnotowanym wzroscie poziomu immunoglobuliny G specyficznej wzgledem

Ag85B w surowicy krwi immunizowanych szczepem myszy.
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7. Dyskusja

Skuteczne preparaty szczepionkowe, ktérymi dysponuje wspodfczesna wakcynologia
chronig przed chorobami wywotywanymi gtéwnie przez patogeny prowadzgce
zewnatrzkomoérkowy cykl zycia, spedzajgce wiekszg jego czes¢ poza komdrkami gospodarza
lub ktérych toksyny wywotujg objawy chorobowe. Przyczyng takiego stanu rzeczy jest fakt,
ze odporno$¢ organizmu przeciw tym patogenom skierowana jest zwykle przeciw
pojedynczemu antygenowi lub ich ograniczonej liczbie. Ponadto, opiera sie ona na
humoralnych mechanizmach immunologicznych zwigzanych z syntezg przeciwciat przez
limfocyty B (Titball, 2008).

Opracowanie efektywnych metod szczepienia przeciw patogenom
wewnatrzkomérkowym wywotujgcym choroby takie jak gruzlica, malaria i zakazenia wirusem
HIV czy chronigcych przed nowotworzeniem jest znacznie bardziej problematyczne (Delany
i wsp., 2014). W trakcie wewnatrzkomdrkowej infekcji patogen wykorzystuje caty szereg
czynnikéow wirulencji, w zwigzku z czym identyfikacja pojedynczego produktu biatkowego
petnigcego gtdwng role w patogenezie jest trudna. Co wiecej, organizmy
o wewnatrzkomoérkowym trybie zycia cechuje czesto wysoki poziom zmiennosci genetyczne;j
i morfologicznej, co dodatkowo utrudnia opracowanie skutecznej szczepionki. W przypadku
tworzenia szczepionek przeciwnowotworowych, newralgicznym punktem jest ponadto
przetamanie tolerancji immunologicznej organizmu wzgledem antygendw zwigzanych
z nowotworami (TAA). Gtéwnym wyzwaniem w tworzeniu tego rodzaju terapeutykéw jest
indukcja komérkowych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej. OdpowiedzZ tego typu
ma miejsce, gdy dochodzi do prezentacji obcego antygenu w kompleksach z czgsteczkami
uktadu zgodnosci tkankowej typu | (MHC 1). Prezentacja taka jest mozliwa tylko woéwczas,
gdy antygen znajdzie sie na terenie cytoplazmy komorki gospodarza. Istniejg liczne sposoby
dostarczania antygenéw do cytozolu, tj.: wykorzystanie nanoczgstek czy wirusdw, jednak
zywe, bakteryjne wektory stanowig obecnie najbardziej obiecujgcy i najsilniej eksplorowang
W nauce strategie.

Zaletami ich uzycia s3: nasladowanie naturalnej drogi wnikania organizmu

patogennego, mozliwos¢ zastosowania rdznych drdg podania, ekonomicznosé i fatwosé
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przygotowania szczepionki oraz silne wtasciwosci adiuwantowe zapewniane przez obecnos$é
molekularnych wzoréw PAMP i ligandéw TLR (Detmer i Glenting, 2006; Le Gouéllec i wsp.,
2012). Najczesciej badanymi wektorami do aktywnej immunoterapii s3 atenuowane
patogenne szczepy bakteryjne, posiadajgce naturalng zdolno$¢ do inwazji do komorek
eukariotycznych. Ze wzgledu na ryzyko rewersji do szczepu wirulentnego oraz wytworzenia
stanu chorobowego u szczepionych oséb z obnizong odpornoscig podejmuje sie jednak coraz
wiecej préb zaangazowania gatunkow bakterii niepatogennych. Jednym z nich jest B. subtilis
bedacy przedmiotem przedstawianej rozprawy doktorskiej.

W ramach badan opisanych w rozprawie doktorskiej stworzono zaréwno konstrukcje
genetyczne stuzgce do otrzymywania wektoréw szczepionkowych na bazie B. subtilis, jak
i szereg rekombinowanych szczepdéw, ktére zbadano pod katem zdolnosci do dostarczania
antygenow do cytozolu komodrek prezentujgcych antygen. Nowe konstrukcje zostaty oparte
na poprzednich doniesieniach na temat mechanizmdéw dziatania listeriolizyny O, a takze
dotyczacych immunogennego potencjatu zaréwno catej toksyny (Pamer i wsp., 1991; Safley
i wsp., 1991), jak i jej N-terminalnej, PEST-podobnej sekwencji (Decatur i Portnoy, 2000;
Sewell i wsp., 2004). Toksyna warunkuje zdolnos¢ B. subtilis do wnikania do eukariotycznych
komodrek prezentujacych antygen i dzieki perforacji btony wakuoli umozliwia uwolnienie
bakterii do cytozolu. Zgodnie z przyjetg hipotezg badawczg prowadzi to do prezentacji
dostarczanych przez eksprymujacy LLO wektor szczepionkowy antygenéw w kompleksach
z czgsteczkami MHC na powierzchni komérki APC oraz wptywa na zajscie komédrkowej
odpowiedzi immunologicznej przeciw tym antygenom. Jedynie biatka znajdujgce sie
w cytoplazmie wchodzg na Sciezke prezentacji TAP i ulegajg kompleksowaniu z MHC klasy I.
Immunogennos$¢ LLO jest powszechnie wykorzystywana do poszukiwania nowych drég
dostarczania antygenéw do komdrek eukariotycznych, zaréwno przez naturalnego
gospodarza, L. monocytogenes (Detmer i Glenting, 2006), jak i gatunki bakterii
heterologicznie produkujgce toksyne (Radford i wsp., 2002; Huang i wsp., 2008).

Opierajagc sie na wynikach dostepnych badan wykorzystujgcych komorki
wegetatywne B. subtilis jako nosnik antygenéw (Luiz i wsp., 2008; Lee i wsp., 2010), za cel
badawczy przyjeto stworzenie szczepu koeksprymujgcego LLO oraz antygen heterologiczny,
przeciw ktéremu generowana ma by¢ odpowiedZ immunologiczna. Zatozono, ze
zastosowanie fuzyjnej konstrukcji antygendéw, bedacych potaczeniem sekwencji sygnatowej

LLO i danego biatka umozliwi ich dostarczenie bezposrednio do cytoplazmy komorki APC
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i indukcje komodrkowej odpowiedzi immunologicznej. Wysokie podobienstwo aparatow
sekrecyjnych B. subtilis i L. monocytogenes umozliwia skuteczny transport biatek
L. monocytogenes w B. subtilis. Wiekszo$¢ wydzielniczych protein obu gatunkéw bakterii jest
bowiem transportowana na zewnatrz komoérki bakteryjnej za pomocg aparatu sekrecyjnego
Sec budowanego przez biatka o zblizonym pochodzeniu i budowie - sekwencja
aminokwasowa wewngtrzkomdrkowego chaperonu SecA L. monocytogenes kierujgcego
biatka wydzielnicze na sciezke sekrecji wykazuje az 81% podobieristwa w stosunku do tego
samego biatka w B. subtilis (Rigel i Braunstein, 2008).

W celu opracowania uniwersalnego, wygodnego i prostego systemu otrzymywania
rekombinowanych szczepdéw B. subtilis wytwarzajacych dowolne heterologiczne antygeny,
stworzono integracyjne wektory plazmidowe umozliwiajgce konstytutywng i fakultatywna
ekspresje klonowanych w nich gendw. Modyfikacjom poddano wektor pAG58-1-ble,
z ktérego usunieto nieistotng informacje genetyczng i do ktérego wklonowano rozbudowane
miejsce MCS oraz kasete opornosci na kanamycyne. Skonstruowany zostat plazmid pUR10
niosacy gen hly kodujacy LLO, za pomocga ktdrego uzyskiwano o 50% wiecej transformantéw
B. subtilis przy selekcji na bleomycynie oraz o 100% wiecej transformantéw przy
zastosowaniu kanamycyny niz w przypadku transformacji wektorem pAG58-ble. Zwiekszong
efektywnos$¢ transformacji nowym wektorem mozna ttumaczyé zmniejszonym rozmiarem
wzgledem plazmidu wyjsciowego, co idzie w parze z wynikami badan Ohse i wsp. (1995) czy
Vojcic i wsp. (2012), ktérzy ustalili, ze efektywnos¢ transformacji B. subtilis spada wraz ze
zwiekszaniem sie rozmiaru wprowadzanego wektora. Zastosowanie kanamycyny do selekcji
transformantéw jest natomiast podyktowane wzgledami praktycznymi i ekonomicznymi -
bleomycyna czesto selekcjonuje fatszywie pozytywne transformanty, a ponadto jej koszty sg
znacznie wyzsze. Rozbudowany polilinker réwniez przyczynit sie do zwiekszenia
uniwersalnosci wektora, umozliwiajac zastosowanie bardzo szerokiego spektrum enzymoéw
restrykcyjnych do klonowania.

Usuniecie z wektora pUR10 genu lac/ doprowadzito do uzyskania plazmidu pUK10,
ktéry umozliwia ekspresje klonowanych w miejscu MCS genéw niezaleznie od obecnosci
IPTG. Zastosowanie indukcji w organizmie zywym niesie za sobg liczne trudnosci, do ktérych
mozna zaliczy¢ brak szczelnosci systemu ekspresji, niewystarczajgcy poziom indukcji czy
wyciszenia ekspresji, ograniczong zdolnos¢ induktora do penetracji tkanek czy jego

niesprzyjajagcg farmakokinetyke (Grespi i wsp., 2011). Transformujgc komorki kompetentne
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B. subtilis wektorem pUK10 uzyskano nowy szczep BR1C konstytutywnie wytwarzajgcy
listeriolizyne O. W tescie hemolitycznym z wykorzystaniem erytrocytéw krwi konskiej
wykazano, ze eksprymuje on gen hly kodujacy LLO na takim samym poziomie jak szczep
indukowalny BR1S. Szczep ten stanowi zatem dobrg kontrole we wszystkich testach,
w ktorych poréwnywane bedg szczepy fakultatywnie i stale produkujgce obce antygeny.

Oba skonstruowane plazmidy z powodzeniem integrujg do chromosomu B. subtilis
MB4, zapewniajac stabilng ekspresje antygendw i tym samym statg immunogennos$¢ wektora
szczepionkowego. Wprowadzanie obcych gendéw na nieintegrujgcym plazmidzie moze
bowiem skutkowac sukcesywnym obnizaniem ekspresji lub zupetnym jej zanikiem w zwigzku
z niestabilnoscig genetyczng ruchomego elementu genetycznego. Wang i wsp., (2013)
w swojej pracy dotyczacej ekspresji biatka GFP w S. enterica serowar Typhi donoszg, ze
sposobem na jeszcze skuteczniejsze poprawienie ekspresji gendw heterologicznych
w zywych wektorach szczepionkowych moze by¢ integracja gendw w powtarzajgce sie
w chromosomalne loci. W przysztych badaniach nad tworzeniem wektoréw szczepionkowych
na bazie wegetatywnych komérek B. subtilis mozna wiec rozwazy¢ zastosowanie tego typu
integracji. Zaréwno plazmid pUR10, jak i pUK10 staty sie przedmiotem zgtoszenia
patentowego nr PL400016 opublikowanego w Biuletynie Polskiego Urzedu Patentowego
20. 01. 2014.

W celu zweryfikowania hipotezy o mozliwosci wykorzystania wegetatywnych
komoérek B. subtilis koksprymujgcych LLO i heterologiczne biatka do immunizacji organizmow
ssaczych, przeprowadzono wstepne testy inwazyjnosci i cytotoksycznosci in vitro.
Eksperymenty przeprowadzono w oparciu o linie mysich makrofagéw 1C-21, ktérg cechujg
wysokie zdolnosci fagocytarne i ktéra jest z powodzeniem stosowana w badaniach nad
procesowaniem antygendw dostarczanych przez bakterie (Alvarez-Dominguez i wsp., 2000;
Rosales-Reyes i wsp., 2005). Kluczem do opracowania skutecznego wektora
szczepionkowego dostarczajgcego antygeny do cytoplazmy komdrek prezentujgcych antygen
jest takie dobranie parametrow infekcji, aby inwazyjnos¢ komédrek bakteryjnych byta jak
najwyzsza przy stosunkowo niskiej cytotoksycznosci wzgledem komérek gospodarza.
Czynnikiem moggcym wptywac negatywnie na przezywalnosé komérek APC jest listeriolizyna
O produkowana przez wszystkie konstruowane w ramach opisywanych badan szczepy

B. subtilis.
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Analizie poddano szczep MB4 o fenotypie dzikim oraz produkujgce LLO szczepy: BR1S
i BR1C. Testowano dwie rézne wartosci MOI rowne 5 i 10 — ich niewysoka wartos¢é zostata
wytypowana ze wzgledu na cytotoksycznos¢ LLO i mozliwos¢ wywotywania efektu letalnego
w komdrkach eukariotycznych (Geoffroy i wsp., 1987; Stachowiak i wsp., 2012). Najwiecej
komoérek bakteryjnych izolowano z makrofagéw infekowanych przy wartosci MOI réwnej 10
(10 bakterii przypadajacych na 1 komdrke makrofaga) w czasie 2 godzin od poczatku infekcji,
natomiast jedynie szczep BR1C konstytutywnie produkujgcy LLO wykazywat wyzszg
inwazyjnos¢ przy MOI 5 w momencie startu infekcji i po uptywie kolejnej godziny.

W celu dalszej optymalizacji warunkéw infekcji zbadano cytotoksycznos¢ szczepdw
B. subtilis w zaleznosci od wartosci MOI oraz czasu. Odnotowano, ze liczebnos$¢ zywych
makrofagdéw jest wyzsza w prébach analizowanych po 2 godzinach od poczatku infekgcji, za co
odpowiedzialne mogg by¢ makrofagi fagocytujagce inne, martwe na skutek aktywnosci
toksyny komoérki. Zaobserwowano réwniez, ze szczep BR1C zaréwno w czasie 0, jak i po
uptywie 2 godzin od poczatku infekcji przy MOI réwnym 10 wywotuje nieco wiekszg
Smiertelno$¢ makrofagdw niz szczep BR1S, co moze ttumaczy¢ jego wiekszg inwazyjnosé przy
MOI réwnym 5 w czasie 0 i 1 odnotowang w opisanym powyzej tescie inwazyjnosci.
Jednakze, réznice w zywotnosci komodrek eukariotycznych dla réznych wartosci MOI sg
minimalne, w zwigzku z czym w dalszych eksperymentach z wykorzystaniem szczepéw
B. subtilis kodujgcych obce eukariotyczne i prokariotyczne biatka postanowiono
wykorzystywac schemat infekcji przy czynniku MOI réwnym 10, gwarantujgcym wyzsza
inwazyjnos¢ bakterii.

Gtéwny zatozeniem prezentowanej rozprawy doktorskiej byto uzyskanie
uniwersalnego wektora szczepionkowego, dostarczajacego dowolne biatka do cytoplazmy
komorki APC. Uniwersalno$é nosnika zakfada, ze mozliwe bedzie indukowanie odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciw organizmom prokariotycznym, jak i przeciw
komérkom eukariotycznym, ktére ulegajg nowotworzeniu lub innemu procesowi
chorobowemu. Pierwszym z antygendw heterologicznych, ktdrych ekspresje analizowano
w wektorach na bazie B. subtilis byta owoalbumina jaja kurzego. Antygen zostat wybrany ze
wzgledu na dostepno$¢ narzedzi molekularnych zezwalajgcych na detekcje prezentacji
epitopu OVA, peptydu SIINFEKL oraz sledzenie aktywacji OVA-specyficznych limfocytéw
cytotoksycznych (Carrefio i wsp., 2007; Albaghdadi i wsp., 2009). OVA jest jednym

z najczesciej uzywanych modeli badan nad dostarczaniem antygenu, odpowiedzg
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immunologiczng czy immunoterapia nowotworéw. Znane sg przyktady wykorzystania
koekspres;ji listeryjnej toksyny z biatkiem OVA. Opisana jest zarowno ekspresja obu biatek
w naturalnym producencie LLO, L. monocytogenes (Albaghdadi i wsp., 2009), jak
i heterologiczna ekspresja w E. coli (Radford i wsp., 2003; Higgins i wsp., 1999). W zadnym
z dotychczasowych badani nie analizowano jednak ekspresji obu biatek poddanych fuzji
translacyjnej, jak réwniez nie rozpatrywano wptywu fuzji tworzonej przez fragmentaryczne
ich czesci. Przedstawiane w przedstawianej rozprawie doktorskiej badania po raz pierwszy
analizujg takze wptyw sekrecyjnych form biatek na indukcje odpowiedzi immunologicznej
i po raz pierwszy wykorzystujg bakterie gramdodatnia, jaka jest B. subtilis, jako wektor
szczepionkowy.

W celu zbadania czy LLO moze kierowa¢ modelowy antygen na sciezke prezentacji
w MHC klasy | i aby wykazaé, jakie sekwencje sg potencjalnie bardziej immunogenne,
zaprojektowano cztery rézne fuzje OVA z wybranymi sekwencjami LLO. Petnej dtugosci lub
fragmentaryczny gen hly poddawano fuzji do petnej dtugosci genu OVA lub sekwencji
oktapeptydu SIINFEKL kodujacej epitop biatka. Trzy z czterech przygotowanych konstrukcji
niosty jedynie epitop SIINFEKL, podczas gdy jedna z nich kodowata fuzje z petnej dtugosci
OVA. Decyzja o wykonaniu fuzji z jedynie 8-aminokwasowym fragmentem eukariotycznego
biatka podyktowana byta doniesieniami potwierdzajgcymi immunogennos¢ tego typu
konstrukcji, o ile na ich N-koficu dofgczona zostanie przynajmniej 3-aminokwasowa
sekwencja biatkowa (Wei i Sherman, 2007). W badaniach zastosowano fuzje epitopu OVA do
petnej dtugosci LLO lub jej sekwencji sygnalnej, gdyz bardzo mate biatka kodujgce jedynie
epitop byltyby narazione na zbyt szybka degradacje oraz wykazywatyby krotki okres
pottrwania (Rasmussen i wsp., 2001). W szczepie R_OVA4 zastosowano konstrukcje, w ktorej
epitop SIINFEKL byt poddany fuzji do skréconej wersji LLO o dfugosci 420 aminokwasdw.
W toku opisanych wczesniej badan nad wektorami szczepionkowymi na bazie
L. monocytogenes udowodniono, ze LLO pozbawiona 4 domeny odpowiedzialnej za wigzanie
cholesterolu zachowuje zdolnos¢ do skutecznej indukcji komdrkowych mechanizméw
immunologicznych, podlegajgc jednoczesnie atenuacji i obnizeniu zdolnosci hemolitycznych
(Kohda i wsp., 2002; Singh i wsp., 2005). Jednoczes$nie zaprojektowano 4 analogiczne
szczepy, w ktérych do fuzji LLO-OVA dotgczono biatko markerowe GFP, majgce utatwic

lokalizacje fuzyjnych antygendw.
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Pierwszym istotnym etapem badan z wykorzystaniem szczepdw B. subtilis LLO-OVA
i LLO-OVA-GFP byto potwierdzenie ekspresji fuzyjnych gendéw oraz detekcja sekrecyjnych,
fuzyjnych biatek w podtozu hodowlanym. Posrednim dowodem na zajscie ekspresji genéw
kodujgcych heterologiczne antygeny byta aktywnos¢ hemolityczna uzyskanych szczepéw
analizowana w oparciu o test wykorzystujacy erytrocyty krwi konskiej. Zarowno gen hly, jak
i gen fuzyjny znajduja sie bowiem pod kontrolg tego samego promotora pspac.. Wszystkie
cztery szczepy LLO-OVA powodowaty lize krwinek, przy czym jedynie szczep R_OVA2
indukowat obnizony w stosunku do pozostatych szczepdw poziom hemolizy. Wsréd
szczepdw LLO-OVA-GFP jedynie szczep R_OVAL nie wykazywat aktywnosci cytolitycznej.
Amplifikacja genu hly w reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw okalajacych gen w tym
szczepie dowiodta, ze sekwencja ma podwojong wielko$é, przy czym gen wprowadzany do
szczepu B. subtilis na plazmidzie pUR101GFP miat poprawng sekwencje. Sytuacja powtarzata
sie w trakcie kolejnych préob uzyskania mutanta R_OVA1GFP, w zwigzku z czym wysnuto
hipoteze o zachodzeniu rekombinacji homologicznej miedzy genem hly a genem fuzyjnym
niosgcym fragment hly po wprowadzeniu do komdrek B. subtilis i zaniechano wykorzystania
szczepu R_OVA1GFP w dalszych eksperymentach. Hemolitycznos¢ pozostatych szczepéw
LLO-OVA-GFP byta dwukrotnie obnizona w stosunku do hemolitycznosci wykazywanej przez
szczepy nie wytwarzajace fuzji z biatkiem GFP. Przyczyny mozna upatrywaé w metabolicznym
obcigzeniu szczepow B. subtilis LLO-OVA-GFP spowodowanym syntezg biatek o znacznej
masie czgsteczkowej i nizszym tempem ich sekrecji lub tworzeniem agregatéw blokujgcych
wydostawanie sie biatka poza komdrke bakteryjna.

W celu dalszej analizy ekspresji fuzyjnych antygenéw LLO-OVA-GFP okreslono
fluorescencje zaréwno supernatantéw hodowlanych, w ktdrych spodziewano sie ich
obecnosci, jak rowniez fluorescencje komédrek bakteryjnych. Niezgodnie z oczekiwaniami,
wyniki pomiarow wskazujg, ze biatka fuzyjne ulegajg akumulacji wewnatrz komoérek
bakteryjnych i nie podlegajg sekrecji do podtoza hodowlanego. Badania procesu zwijania
chromoforéw przeprowadzone przez lizuka i wsp. (2011) dowodzg, ze biatka GFP bedace
produktem genu gfpmut3 dojrzewajg siedmiokrotnie szybciej niz niemodyfikowana forma
GFP (wt). Zwijanie sie antygendw fuzyjnych zawierajgcych GFP nastepujgce juz
w cytoplazmie B. subtilis uniemozliwiatoby transport na Sciezce Sec, gdyz sekrecji tg droga
ulegajg jedynie niesfatdowane biatka (Harwood i Cranenburg, 2008), co moze wyjasniac

przyczyne detekcji fluorescencji GFP jedynie w komérkach bakteryjnych. Istniejg liczne
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doniesienia dotyczace préb indukcji sekrecji GFP z wykorzystaniem systemu Tat, ktory
uczestniczy w transporcie zwinietych biatek, jednak wiele z nich réwniez konczy sie
niepowodzeniem. Dowiedziono, ze ekspresja translokazy Tat B. subtilis w E. coli umozliwia
sekrecje GFP poddanego fuzji do sekwencji sygnatowych systemu Tat gospodarza, uzyskanie
tego samego efektu nie jest jednak mozliwe w B. subtilis (van der Ploeg, 2012). Dalsze
eksperymenty opisane przez zespot wykazaty, ze sekrecja tych biatek zachodzi na Sciezce
innej niz Tat (hipotetycznie Sec) i ulega wzmocnieniu przy zastosowaniu bogatych w sol
podtéz hodowlanych. W zwigzku z powyzszym, dalsze badania nad uzyskaniem sekrecji
antygenow LLO-OVA-GFP w B. subtilis prowadzone w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej
UW powinny obja¢ analize w podtozu bogatym w NaCl. Nalezy rdéwniez rozwazyé
zastosowanie innego modelu sekrecji, w ktérym biatka fuzyjne beda ulegaty transportowi
z wykorzystaniem systemu Tat.

Z powodzeniem przeprowadzono natomiast detekcje immunogennych, nie bedacych
w fuzji z GFP biatek wytwarzanych przez szczepy R_OVA1l, R_OVA3 i R_OVA4. Dzieki
zastosowaniu techniki Western-blot w supernatantach hodowlanych uwidocznione zostaty
pozadane biatka. Najbardziej problematyczna byta detekcja biatka LLO-OVA produkowanego
przez szczep R_OVA3. Dopiero zastosowanie minimalnego podtoza hodowlanego oraz
indukcji IPTG prowadzonej od momentu uzyskania przez hodowle ODgyy rownej 0,8
doprowadzito do zaobserwowania antygenu w analizowanym egzoproteomie. Najwyzszy
poziom sekrecji biatka obserwuje sie, gdy B. subtilis jest hodowany w bogatej pozywce,
w szczegoblnosci z korcem fazy wyktadniczego wzrostu. Co wiecej, po ustaleniu fazy
rownowagi hodowli, w supernatantach odnajduje sie relatywnie wieksze iloSci
pozakomédrkowych biatek (Tjalsma i wsp., 2004). Wzrost iloSci biatek sekrecyjnych jest jednak
proporcjonalny do wzrostu ilosci pozakomdérkowych proteaz B. subtilis odpowiedzialnych za
degradacje nie tylko zle zwinietych lub powoli zwijajgcych biatek, ale rowniez antygendw
heterologicznych wytwarzanych przez dany szczep. Bakteria B. subtilis koduje trzy proteazy
kontrolne aktywne w s$cianie komérkowej lub w przestrzeni miedzy btong a sciang
komdrkowa (HtrA, HtrB i WprA) oraz siedem sekrecyjnych proteaz (AprE, Bpr, Epr, Mpr,
NprB, NprE i Vpr) (Pohl i wsp., 2013). Badania transkryptomiczne dowiodly, ze ekspresja
gendw kodujace te degradacyjne enzymy jest kontrolowana przez system dwusktadnikowy
DegS-DegU odpowiedzialny za regulacje przechodzenia z fazy wykfadniczej do stacjonarnej

wzrostu, co przektada sie na znaczny wzrost ich ekspresji w fazie stacjonarnej hodowli
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(Mader i wsp., 2002). Wobec powyzszych faktow, hodowla na podtozu minimalnym poprzez
spowolnienie tempa wzrostu hodowli mogta prowadzi¢ do ograniczenia aktywnosci proteaz
kontrolnych, co z kolei mogto mieé przetozenie na wiekszg stabilnos¢ heterologicznych biatek
wydzielanych do podfoza i w ten sposdéb umozliwi¢ ich detekcje. Zastosowanie pdzniejszej
indukcji ekspresji przez IPTG odsuneto w czasie sekrecje antygenu LLO-OVA, chronigc biatko
przed aktywnoscig kontrolnych proteaz. Planujgc kontynuacje badan z wykorzystaniem
komodrek wegetatywnych B. subtilis jako wektory szczepionkowe, nalezy rozwazyé
zastosowanie modyfikowanego szczepu pozbawionego pozakomérkowych proteaz jako bazy
do ekspresji heterologicznych biatek. Udowodniono, ze delecja proteaz w szczepach B.
subtilis: WB600, WB700, WB800 czy WB80ON przyczynia sie do zwiekszonej sekrecji obcych
biatek (Pohl i wsp., 2013; Nguyen i wsp., 2011; Yang i wsp., 2011). Pozwolitoby to na znaczne
zminimalizowanie ryzyka nieuprawnionej degradacji i przyczynito sie do zwiekszonej
ekspresji immunogennych protein.

Niepowodzeniem zakoniczyly sie proby uwidocznienia sekrecji biatka LLO-OVA przez
szczep R_OVA2. Kodowane przez szczep biatko ma przewidywang mase czgsteczkowa réwna
6,2 kDa. W odniesieniu do protein o niewielkich masach czasteczkowych powszechnag
praktyka jest zastosowanie rozdziatdw w wysokoprocentowych zelach tricinowych (Shagger
i Jagow, 1987). Przy planowanych dalszych analizach Western-blot, szczegdlng uwage nalezy
tez poswieci¢ samemu procesowi transferu na membrane. Istotne jest dobranie zaréwno
czasu transferu oraz wielkosci porow membrany, aby biatka zostaty unieruchomione na
membranie. W przypadku szczepu R_OVA2, zastosowanie rozdziatu w zelu tricinowym oraz
transferu na membrane PVDF o znacznie wyzszej czutosci niz membrana nitrocelulozowa
i 0 minimalnej wielkosci porow nie dato pozytywnego rezultatu. Ekspresje genu fuzyjnego
w szczepie R_OVA2 zpowodzeniem potwierdzono natomiast metodg odwrotnej
transkrypcji, co w potfaczeniu z pozytywnym wynikiem testu hemolitycznego moze stanowic
podstawe do przyjecia hipotezy, ze antygen jest produkowany. Nie zostata jednak
ostatecznie potwierdzona sekrecja poza komérke bakteryjng, w zwigzku z czym nie mozna
catkowicie wykluczyé mozliwego wptywu pozakomodrkowych proteaz B. subtilis czy tego, ze
niewielkie biatko moze posiadac bardzo krotki okres péttrwania i samoistnie degradowac.

W opisywanych kolejno etapach badan okreslano immunogenny potencjat szczepdw
LLO-OVA in vitro i ex vivo. Wszystkie eksperymenty prowadzono na linii mysich komdrek

dendrytycznych JAWS Il. Ta linia komérkowa jest powszechnie stosowana w badaniach nad
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konstrukcja immunogennych wektoréw ze wzgledu na duze zdolnosci do fagocytozy oraz
wysoki poziom ekspresji molekut MHC klasy | ill na powierzchni. Komoérki dendrytyczne
odnajduje sie zarowno w limfatycznych, jak i nielimfatycznych tkankach, gdzie ich gtéwnym
zadaniem jest prezentacja antygendw (Steinman i Cohn, 1973). Petnig centralng role
w indukcji odpowiedzi zaleznej od limfocytéow T i B (Steinman, 1991). Niedojrzate komoérki
dendrytyczne indukujg tolerancje wzgledem antygenu, podczas gdy dojrzate wywotujg
odpowiedz immunologiczng. Ze wzgledu na swoje unikalne funkcje, komérki dendrytyczne
z powodzeniem angazuje sie w badania nad nowymi wektorami szczepionkowymi czy
immunoterapeutykami (Otsu i wsp., 2006; Jiang i wsp., 2008). We wczesniejszych badaniach
dotyczgcych oceny inwazyjnosci kontrolnych szczepéw B. subtilis wykorzystano linie innych
fagocytujgcych komdrek, makrofagéw IC-21. Makrofagi sg zdolne do prezentacji antygenéw
w kompleksach z MHC | i MHC Il, jednak prezentacja ta jest mato skuteczna i nie prowadzi do
wywotania pierwotnej odpowiedzi immunologicznej. Komérki dendrytyczne sg natomiast
jedynymi fagocytami zdolnymi do aktywacji spoczynkowych limfocytéw T i zainicjowania
procesu generowania pamieci immunologicznej (Savina i Amigorena, 2007). Linia komérek
dendrytycznych JAWS Il, podobnie jak wykorzystywana wczesniej w badaniach linia IC-21,
zostata wyprowadzona z myszy szczepu C57BL/6, co jest istotnym czynnikiem ze wzgledu
zaplanowane przyszte eksperymenty wykorzystujgce inne komorki tego samego
pochodzenia.

W celu ustalenia odpowiednich parametréw analizy prezentacji antygenu OVA na
komoérkach JAWS II, wykonano pomiary cytotoksycznosci i inwazyjnosci szczepdw B. subtilis
LLO-OVA. Zastosowano infekcje wedtug modelu zaproponowanego w badaniach z udziatem
makrofagéw linii IC-21 — komorki zakazano przy MOI réwnym 10. Pomiary przy uzyciu
réznicujgcego barwienia fluorescencyjnego dowiodty, ze wszystkie analizowane szczepy
powodujg taki sam spadek zywotnosci komodrek dendrytycznych, niezaleznie od czasu
trwania infekcji. Co wiecej, ustalono, ze szczep MB4 o fenotypie dzikim generuje taki sam
poziom $miertelnosci. Swiadczyé to moze o minimalnym cytotoksycznym dziataniu LLO na
komorki JAWS II. Ustalono réwniez, ze wszystkie szczepy LLO-OVA s3 z powodzeniem
fagocytowane przez komorki dendrytyczne. W Swietle powyzszych wynikéw przyjeto, ze ze
wzgledu na niskg cytotoksyczno$é oraz wykazang inwazyjnosé testowane szczepy B. subtilis

mogg zosta¢ z powodzeniem uzyte w eksperymentach okreslajagcych ich potencjat do
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dostarczania antygenow do komplekséw MHC klasy | i indukcji komdrkowej odpowiedzi
immunologiczne;.

Limfocyty CD8" rozpoznajg antygeny w formie krétkich peptydéw zwigzanych
z czgsteczkami uktadéw zgodnosci tkankowej. Jedng z drég okreslenia prezentacji antygenu
w kompleksach z MHC | in vitro, niewymagajgcg udziatu izolowanych z zywych organizméw
komorek, jest wykorzystanie specyficznych przeciwciat. Analize prezentacji antygenu OVA
w kontekscie MHC klasy | na komodrkach dendrytycznych infekowanych bakteriami B. subtilis
przeprowadzono z wykorzystaniem przeciwciata 25-D1.16 rozpoznajgcego caty kompleks,
anie sam peptyd, w zwigzku z czym zminimalizowane byto ryzyko niespecyficznego
wyznakowania (Porgador i wsp., 1997). Wobec niepowodzen pierwszych préb w detekgcji
sygnatu Swiadczgcego o prezentacji zdecydowano sie na zastosowanie w eksperymencie
cytokiny, jaka jest interferon-y. Decyzja podyktowana byta faktem, ze wykorzystywana linia
JAWS Il jest linig niedojrzatych komdrek dendrytycznych. Komorki takie cechujg sie wysokimi
zdolnosciami fagocytarnymi, jednak nie sg zdolne do aktywacji limfocytéw T (Savina
i Amigorena, 2007). Antygen prezentowany przez niedojrzata komodrke dendrytyczng
prowadzi do wytworzenia tolerancji. INF-y jest cytoking prozapalng wydzielang przez
limfocyty pomocnicze (Thl), cytotoksyczne oraz komorki NK. Nieobecnos¢ tych komérek
w warunkach in vitro moze przyczynia¢ sie do zahamowania dojrzewania komoérek
dendrytycznych i tym samym do zablokowania procesu prezentacji antygenu i indukgji
komédrkowej odpowiedzi immunologicznej. Funkcje INF-y sg sprzeczne, gdyz bierze on udziat
zarbwno w indukcji odpowiedzi immunologicznej, jak i generowaniu tolerancji (Rojas
i Krishnan, 2010). W toku przeprowadzonych eksperymentdéw ustalono, ze najwyzszy wzrost
ekspresji czgsteczek MHC | oraz komplekséw MHC | — SIINFEKL obserwuje sie juz po 24 h
inkubacji z 20 ng/ml INF-y, dlatego zdecydowano sie na zastosowanie takich warunkow
w dalszych eksperymentach badajacych prezentacje OVA. Przyjete wartosci sg zgodne
z opisanymi przez He i wsp. (2007) w publikacji dotyczacej wptywu INF-y na dojrzewanie
niedojrzatych komdrek dendrytycznych linii DC2.4. Ze wzgledu na ryzyko ograniczenia
wiasciwosci fagocytarnych komoérek JAWS Il moggcego obnizyé inwazyjno$é szczepdw
B. subtilis i wptynaé¢ negatywnie na prezentacje antygenu OVA, przeprowadzono réwniez
testy gentamycynowe, w ktérych komérki dendrytyczne hodowano w rdznych przedziatach

czasowych z cytoking. Dowiedziono, ze komorki bakteryjne sg tak samo podatne na
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fagocytoze bez wzgledu na to czy komoérki dendrytyczne poddane byty wczesniejszemu
dziataniu interferonu.

Sposrdod testowanych szczepdw LLO-OVA, jedynie R_OVA3 wytwarzajacy petnej
dtugosci owoalbumine spowodowat wygenerowanie fluorescencyjnego sygnatu, dowodzac
prezentacji epitopu SIINFEKL. Pomimo, ze inne szczepy B. subtilis dostarczaty epitop SIINFEKL
poddany fuzji do listeriolizyny O, nie wywotaty one prezentacji w MHC |. Potwierdzeniem
uzyskanych wynikéw dotyczacych prezentacji OVA w MHC | sg rezultaty eksperymentu ex
vivo, w ktérym analizowano proliferacje limfocytow OT-I specyficznych wzgledem epitopu
SIINFEKL prezentowanego w kontekscie czasteczek H-2K° na komdrkach APC (Schiiller
i Blankenstein, 2003). Jedynie szczep R_OVA3 wytwarzajgcy petnej dtugosci OVA w fuzji
z sekwencjg sygnatowg LLO przyczynit sie do proliferacji limfocytéow cytotoksycznych OT-I.
Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg, ze dostarczenie jedynie epitopu biatka OVA jest
niewystarczajgce do tego, aby zaszto odpowiednie procesowanie peptydu i jego
kompleksowanie z czgsteczkami ukfadéw zgodnosci tkankowej. Naturalne otoczenie
sekwencji SIINFEKL w biatku OVA musi by¢ zatem niezbedne, by zaszta skuteczna prezentacja
antygenu. W celu potwierdzenia tej hipotezy, nalezatoby skonstruowa¢ szczepy produkujgce
fuzje, w ktorych epitop OVA z obu stron bytby otoczony naturalnie sgsiadujgcymi
sekwencjami OVA réznej dtugosci.

Powodzenie w detekcji epitopu OVA na komdrkach dendrytycznych infekowanych
szczepem R_OVA3 wytwarzajgcym petnej dtugosci biatko OVA $wiadczy jednak o tym, ze
opisany w rozprawie doktorskiej wektor moze by¢ sprawnym narzedziem do dostarczania
eukariotycznych antygendw do komérek APC i indukcji komodrkowej odpowiedzi
immunologicznej. Uzyskane wyniki idg w parze z dotychczasowymi doniesieniami na temat
koekspres;ji LLO i OVA, w ktérych opisane jest dostarczanie jedynie petnej dtugosci biatek LLO
i OVA (Albaghdadi i wsp., 2009; Radford i wsp., 2002), ktére nie sg jednak eksportowane
poza komérke bakteryjng. Co wiecej, opisane w rozprawie doktorskiej badania ktadg nowe
Swiatto na zastosowanie wegetatywnych komaérek B. subtilis do immunizacji, gdyz stanowia
pierwsze doniesienie, w ktéorym przedstawiony zostat wptyw na aktywacje komodrek
efektorowych komérkowej odpowiedzi immunologicznej. Wyniki dotychczasowych badan
opisywaty jedynie pozytywny wptyw zywych komodrek B. subtilis na indukcje humoralnych
mechanizmdéw, zwigzanych z produkcjg przeciwciat (Luiz i wsp., 2008; Lee i wsp., 2010).

Wzmozone] uwagi wymaga réwniez hipotetyczne zastosowanie opisanego w rozprawie
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doktorskiej wektora na bazie B. subtilis do eradykacji nowotworéw. Radford i wsp. (2002)
opisali, ze komoérki dendrytyczne infekowane bakteriami E. coli wytwarzajgcymi LLO i OVA po
wszczepieniu in vivo sg zdolne do wywofania lizy komdrek czerniaka eksprymujgcych OVA
(B16-OVA) i ograniczenia wielkosci nowotworu. Ten sam zesp6t udowodnit rok pdzniej, ze
bakterie E. coli wytwarzajgce LLO oraz antygen MART1 ludzkiego czerniaka przyczyniajq sie
do jego prezentacji na ludzkich komérkach dendrytycznych. Perspektywa podobnego
wykorzystania wegetatywnych komodrek B. subtilis wytwarzajgcych gtéwny czynnik
patogenezy L. monocytogenes wydaje sie by¢ bardzo obiecujgca i powinna byé poddana
dalszej weryfikacji.

Poziom prezentacji antygenu na infekowanych zywymi wektorami komdrkach APC
zalezy w duzej mierze od ilosci wytwarzanego antygenu. Wptyw na to ma nie tylko liczba
kopii danego genu w komdrce bakteryjnej czy sita zastosowanego w ekspresji promotora, ale
réowniez, w przypadku biatek sekrecyjnych, sprawnos$é sekrecji. Powodzenie w transporcie
poza komodrke bakteryjng zalezy natomiast nie tylko od zastosowanej sekwencji sygnatowej,
ale rowniez od mechanizmu dziatania aparatu sekrecyjnego. Podgazajgc za wynikami badan
Kakeshita i wsp. (2010), w celu usprawnienia sekrecji antygendw w opisanych w rozprawie
szczepach B. subtilis, dokonano delecji linkera CTL. Pozytywne efekty w postaci zwiekszenia
heterologicznej ekspresji uzyskano jedynie w przypadku szczepu BR1S heterologicznie
wytwarzajgcego LLO. Nie udato sie jednak uzyskaé wzmozonej ekspresji OVA w szczepie
R_OVA3. Uzyskanie szczepu B. subtilis wydajnie wydzielajgcego OVA wymaga dalszej pracy,
przyczyng niepowodzenia w detekcji owoalbuminy moze byé bowiem jej podatnosé¢ na
dziatanie zewnatrzkomérkowych proteaz B. subtilis, scharakteryzowana juz w czesci dyskusji
dotyczacej detekcji biatka w supernatancie hodowlanym szczepu (Yun i wsp., 1993).

W celu dalszej weryfikacji uniwersalnosci wektoréw szczepionkowych na bazie
B. subtilis, uzyskano szczepy wytwarzajace gtdwny antygen wywotujgcej gruzlice bakterii
M. tuberculosis, Ag85B. Kazdego roku na gruzlice zapada 8,6 miliona osdb, z czego 1,3
miliona umiera. Bakterie M. tuberculosis wypracowaty skuteczng strategie przetrwania — ich
komorki otoczone sg bogatg w woski i lipidy, wysoce trwatg $ciang komdrkowa, ktdra
umozliwia bytowanie w wysoce niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych. Mechanizm
rozprzestrzeniania sie infekcji jest bardzo efektywny, czego dowodem jest ogdlna liczba
nosicieli na $wiecie wynoszgca potencjalnie nawet 2 miliardy. Jedyng skuteczng szczepionka

przeciw gruzlicy jest opracowana na poczgtku XX wieku szczepionka BCG oparta na M. bovis.
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Ochrona zapewniana przez nig trwa jednak zaledwie kilka lat, a sama szczepionka nie
powstrzymuje zachorowan dorostych na najbardziej powszechng w dzisiejszych czasach,
ptucng forme gruzlicy. Wyzwaniem dzisiejszej wakcynologii jest wobec tego opracowanie
szczepionek, ktére bedg mogty by¢ podawane ludziom dorostym oraz ludziom z uposledzong
odpornoscia (np. zakazonych wirusem HIV), wéréd ktérych stale wzrasta liczba zachorowan
(Weiner iKaufmann, 2014). Najwiecej uwagi poswieca sie opracowaniu preparatéw
dostarczanych przez wirusowe badz bakteryjne wektory — w zaawansowanej fazie badan
klinicznych znajduje sie m. in. szczepionka VPM1002 oparta na szczepie BCG z delecjg ureazy
C iwytwarzajgcym LLO (Kaufmann i Gegenbacher, 2012) czy Crucell Ad35 angazujaca
adenowirus serotypu 35 do dostarczania 3 gruzliczych antygenéw: Ag85A, Ag85B i TB10.4
(Kagina i wsp., 2014). Transferaza mykolylowa Ag85B jest jednym z najczesciej stosowanych
antygenow do konstrukcji szczepionek przeciwgruzliczych, co podyktowane jest silnym
potencjatem do indukcji komdérkowej odpowiedzi immunologicznej limfocytéw Thl (Huygen,
2014). Kluczowymi typami odpowiedzi majgcymi na celu rozpoznanie infekcji M. tuberculosis
jest odpowiedz limfocytow cytotoksycznych (Woodworth i Behar, 2006) oraz, w poczatkowe;j
fazie zakazenia, limfocytéw Th17 (Korn i wsp., 2009). B. subtilis eksprymujacy LLO
i dostarczajgcy gruzliczy antygen bezposrednio do cytoplazmy komérek APC bytby wobec
tego idealnym kandydatem na przeciwgruzliczy wektor szczepionkowy.

W toku opisanych w rozprawie doktorskiej badan stworzono dwa konstytutywnie
i fakultatywnie wytwarzajgce Ag85B w fuzji z N-korncowg sekwencjg LLO szczepy B. subtilis
o potwierdzonej aktywnosci hemolitycznej, inwazyjnosci wzgledem mysich komodrek
dendrytycznych i wykazujgce zdolnos¢ do sekrecji antygendéw do pozywki hodowlane;.
Immunogennos$¢ wektordw analizowano in vivo na modelu mysim. Zaskakujagcym wynikiem
byt brak wykrywalnej odpowiedzi komédrkowej, wyrazajgcej sie poprzez produkcje INF-y
przez stymulowane ex vivo limfocyty cytotoksyczne. W surowicy myszy szczepionych
konstytutywnie wytwarzajagcym Ag85B szczepem K_Ag85B wykryto natomiast podwyzszony
poziom przeciwciat 1gG, swiadczacy o zajsciu humoralnej odpowiedzi immunologiczne;j.
Podobnego wptywu na zajscie humoralnej odpowiedzi immunologicznej nie zaobserwowano
jednak w przypadku szczepu R_Ag85B fakultatywnie wytwarzajgcego antygen. Szczep ten
wykazywat nizszg inwazyjnos¢ wzgledem komodrek dendrytycznych in vitro, co moze by¢

przyczyng obnizonej immunogennosci.
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Jednej z przyczyn przesuniecia odpowiedzi z typu Th1l na Th2 zaindukowanego przez
drugi szczep K_Ag85B mozna upatrywa¢ w innym od zamierzonego losie komorek
bakteryjnych wewnatrz komérek APC w szczepionych myszach. Zatozeniem eksperymentu
byto uwolnienie sie sfagocytowanych bakterii z wakuoli komodrek prezentujgcych antygen do
ich cytoplazmy dzieki aktywnosci listeriolizyny O. Obecne w cytoplazmie antygeny powinny
wejsé na Sciezke prezentacji TAP i tym samym zostac zaprezentowane w kontekscie MHC |,
wywotujgc komérkowg odpowiedZ immunologiczng. Przy zatozeniu, ze nastgpifo strawienie
uwiezionych w wakuoli bakterii, powstate w wyniku trawienia peptydy bytyby
kompleksowane z czgsteczkami MHC I, co mogtoby skutkowa¢ indukcjg odpowiedzi
humoralnej i syntezg przeciwciat. Innym powodem niewykrycia indukcji limfocytéw Tc moze
by¢ rowniez krotkotrwatos¢ generowanej pamieci immunologicznej. Myszy poddane byty
czterem szczepieniom nastepujgcym w dwutygodniowych odstepach, natomiast ich
splenocyty izolowano po uptywie trzech tygodni od ostatniego szczepienia. Przy zatozeniu, ze
generowana odpornos¢ byfa krétkotrwata, detekcja aktywowanych limfocytéw Tc przy
ponownej stymulacji Ag85B bytaby niemozliwa. Baldwin i wsp. (2013) w swojej pracy nad
przeciwgruzliczg szczepionka opartg na adenowirusie Ad5-1D93 dokumentuja, ze dtugotrwatg
pamie¢ immunologiczng uzyskiwali jedynie, gdy preparat byt podawany jako tzw. , booster”
po uprzednim szczepieniu inng szczepionkg ID93/GLA-SE niosgcg adiuwant.

Pomimo niepowodzen w detekcji odpowiedzi limfocytdw cytotoksycznych,
przeprowadzone eksperymenty z wykorzystaniem produkujgcych Ag85B szczepow dowiodty,
ze B. subtilis jest dobrym wektorem do produkcji i sekrecji nie tylko antygendéw
prokariotycznych, ale réwniez eukariotycznych biatek takich jak OVA. Badania majgce na celu
dalszg analize zdolnosci wektora na bazie produkujgcego LLO szczepu B. subtilis do indukcji
odpowiedzi immunologicznej bedg kontynuowane w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej
UW. Powinny one objg¢ zbadanie przezywalnosci i proliferacji komérek bakteryjnych in vivo,
a takze uwzgledni¢ pomiar odpowiedzi limfocytow cytotoksycznych w réznych przedziatach
czasowych. Analizg nalezy réwniez objgé¢ aktywacje limfocytéw Th17, ktére odgrywajg
istotng role w kontroli infekcji M. tuberculosis.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki stanowig unikalny dowdd na to, ze modyfikowane
wegetatywne komorki B. subtilis wytwarzajgce listeriolizyne O oraz heterologiczne antygeny
mogg by¢ wektorami szczepionkowymi dostarczajgcymi  antygeny do komodrek

prezentujgcych antygen. Uniwersalny, skonstruowany w pracy wektor jest nie tylko zdolny
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do sekrecji prokariotycznych i eukariotycznych biatek, ale rowniez posiada potencjat do
wywotywania odpowiedzi immunologicznej komdrkowego lub humoralnego typu. Rodzaj
generowanej odpowiedzi niewatpliwie rézni sie jednak w zaleznosci od typu produkowanego
antygenu, w zwigzku z czym niezbedna jest dalsza optymalizacja zaréwno sekrecji biatek, jak

i samej procedury immunizacji oraz okres$lania poziomu odpowiedzi immunologiczne;.
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8. Zatgczniki

8.1. Konstrukcja wektora pUR10 umozliwiajacego fakultatywng ekspresje genow

sklonowanych w miejscu MCS

W celu uzyskania plazmidu integrujgcego do chromosomu B. subtilis MB4
umozliwiajgcego indukowang przez IPTG ekspresje antygendw sklonowanych w miejscu
MCS, modyfikacjom poddano plazmid pAG58-1-ble niosgcy gen hly kodujacy listeriolizyne O.
Pierwszg modyfikacjg wyjsciowego wektora byto zmniejszenie jego rozmiaréw. W tym celu
wektor pAG58-1-ble trawiono enzymami restrykcyjnymi BamHI i Aanl, w wyniku czego
usunieto z niego fragment DNA o dtugosci 2028 bp niosacy sekwencje nukleotydowa
nieistotng w procesie replikacji, stabilnym utrzymaniu plazmidu w komdrce gospodarza czy
selekcji antybiotykowej. Mieszanine po trawieniu rozdzielono elektroforetycznie w zelu
agarozowym, z ktorego wycieto i oczyszczono odcinek DNA o dtugosci 6473 bp niosgcy
niezbedng do powstania wektora informacje genetyczng. Otrzymang strukture otwartg
poddano ligacji do formy kolistej, w wyniku ktérej powstat wektor o mniejszym rozmiarze
(6477 bp), zwany pKG10. Produktem ligacji transformowano komodrki E. coli MC1061,
transformanty selekcjonowano na podtozu z ampicyling o stezeniu 100 pg/ml, a nastepnie
wyizolowano z nich DNA plazmidowe w celu dokonania analizy restrykcyjnej wektora,
potwierdzajacej poprawnos$¢ sekwencji. Wektor pKG10 trawiono kolejno enzymami
restrykcyjnymi Sall oraz Sphl, wycinano z zelu fragment o wielkosci 5766 bp pozbawiony
genu ble, a zlinearyzowany wektor poddano ligacji z trawionym tymi samymi enzymami
produktem PCR wielkosci 1620 bp niosgcym geny opornosci na kanamycyne oraz
bleomycyne, amplifikowanym na matrycy plazmidu pUB110 przy uzyciu starteréw KanBleR
i KanBleL. W wyniku tego powstat wektor o nazwie pKG11 o wielkosci 7394 bp, do ktdrego,
po uprzednim sprawdzeniu poprawnosci konstrukcji i namnozeniu w komdrkach E. coli
Topl0 oraz trawieniu enzymami restrykcyjnymi Kpnl i Sall, mozliwe bylo wstawienie
w miejsce MCS fragmentu DNA wielkosci 256 bp niosgcego sekwencje rozpoznawane przez

liczne komercyjne i mniej komercyjne restryktazy (sekwencja przedstawiona zostata na
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rysunku 8.1). Zrédtem tej sekwencji byt plazmid MCSpAGO9 zsyntetyzowany przez firme
GeneArt, z ktérego wycieto MCS przy pomocy enzymdéw uzywanych do ciecia wektora
pKG11l. DNA poddano ligacji, ktérej produktem transformowano komorki E. coli ToplO.
Potwierdzenia insercji MCS dokonano po izolacji wektora z komodrek E. coli i analizie
restrykcyjnej. Otrzymany ostateczny wektor o wielko$ci 7634 bp nazwano pUR10. Schemat

przedstawiajacy konstrukcje plazmidu integracyjnego pUR10 przedstawiono na rysunku 8.2.

DraIll
—_—— e —— +__
1 gggtaccgag cactgtgtga gactagtgtg

cccatggctc gtgacacact ctgatcacac

gcgcgccatg
cgcgcggtac

gcgatcgcag
cgctagcgtc

atcctaggcet
taggatccga

BstBI Bsu361I
__+ ______ +____

61 ttcgaaaacc ctcaggtagc tcagcacacc

aagcttttgg gagtccatcg agtcgtgtgg

tgactgaggt
actgactcca

gtgcggccgce
cacgccggceg

gaccgcggtg
ctggcgccac

121 cccgggctceg

gggcccgage

181 caggtgaggc

gtccactccg

RsrII

+____
gaccgtcgag
ctggcagctc

ccatatggcc
ggtataccgg

ctcatgttaa ttaatgcctc gagatcccag ggtgaccctg
gagtacaatt aattacggag ctctagggtc ccactgggac

Sse2321

__+ ______
agctcgccgg cgatgcacgt gtagagacat ctgtctgatc
tcgagcggcce gctacgtgca catctctgta gacagactag

gcgaacagtc gacatg
cgcttgtcag ctgtac

Rysunek 8.1. Sekwencja nukleotydowa miejsca MCS plazmidu pUR10. Kolorem niebieskim zaznaczono nazwy
enzymow restrykcyjnych, natomiast znak ,,+” oznacza miejsce ciecia restryktazy.
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Rysunek 8.2. Schemat konstrukcji wektora integracyjnego pUR10.
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8.2. Konstrukcja wektora pUK10 umoiliwiajagcego konstytutywng ekspresje gendw
sklonowanych w miejscu MCS i uzyskanie szczepu B. subtilis BR1C konstytutywnie

wydzielajgcego LLO

Majac na uwadze potencjalne zastosowanie wektorow na bazie B. subtilis MB4
w immunizacji in vivo, skonstruowano analogiczny do pUR10 wektor pUK10, ktéry umozliwia
ekspresje sklonowanych w nim antygendw niezaleznie od obecnosci induktora IPTG. Podanie
induktora zywym organizmom nie bytoby mozliwe i stanowitoby ingerencje w analizowany
uktad doswiadczalny. W celu uzyskania wektora pUK10, z wektora pUR10 usunieto gen
represora lacl. W tym celu plazmid pUR10 trawiono restryktazami Sphl i Psyl, uzyskujgc
fragmenty DNA o wielkosci 6028 bp i 1606 bp. DNA poddano rozdziatowi
elektroforetycznemu, po czym z zelu agarozowego wycieto wiekszy fragment. Lepkie korice
uzyskanego wektora wytepiono przy uzyciu polimerazy Klenowa oraz polimerazy T4, po
czym poddano go cyrkularyzacji przy pomocy ligazy faga T4 w standardowych warunkach,
uzyskujgc ostateczny wektor pUK10 o wielkos$ci 6028 bp. Produktem ligacji o wielko$ci 6028
bp transformowano komoérki kompetentne E. coli Topl0, izolowano DNA plazmidowe
i analizowano restrykcyjnie w celu potwierdzenia poprawnosci sekwencji. Poprawnosc
uzyskanej konstrukcji genetycznej zweryfikowano réwniez poprzez sekwencjonowanie za
pomocg starterow Saft-ble i Sin-ColEl, ktére okalajag wyciety region plazmidu pUR10.
Schemat przedstawiajgcy konstrukcje plazmidu integracyjnego pUK10 przedstawiono na

rysunku 8.3.

Kpnl  sall
d Kenl sall
hly kan
kan
3 hly
<
ble "-‘\‘;
1
Pspac PUR10 5 — Sphl  cyrkuralizacja pUK10 ” !
7634 bp il ligaza T4 \ 6028 bp L ,//
Pspac
bla lacl

bla ColEl
ColEl

\
Psyl
Rysunek 8.3. Schemat konstrukcji wektora integracyjnego pUK10.
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Kolejnym krokiem byto uzyskanie szczepu B. subtilis, ktéry posiada zdolnos$é do
konstytutywnej sekrecji biatka LLO do podtoza hodowlanego. Szczep ten stanowit kontrole
we wszystkich eksperymentach, w ktérych analizowano produkcje LLO lub immunogennosé
szczepOw pochodnych, konstytutywnie wytwarzajgcych antygeny heterologiczne. Wektorem
pUK10 transformowano komodrki kompetentne B. subtilis MB4, a transformanty
selekcjonowano na podtozu zawierajgcym kanamycyne o stezeniu 10 pg/ml. Na podstawie
testu hemolitycznego okreslono ich zdolno$¢ do syntezy toksyny LLO bez udziatu induktora
IPTG. Wybrany szczep oznaczony zostat jako BR1C. Wyniki poréwnania hemolitycznosci
szczepu BR1C i BR1S indukowanego przez IPTG przedstawiono na rysunku 5.2 w rozdziale

Wyniki.

8.3. Konstrukcja szczepow B. subtilis wytwarzajacych antygeny fuzyjne LLO-OVA

Sekwencje nukleotydowe genow wykorzystywanych przy konstrukcji wektorow niosgcych

antygen fuzyjny LLO-OVA

Przedstawione sekwencje nukleotydowe prezentujg ni¢ kodujgcg DNA (w innym
przypadku zaznaczony jest typ czagsteczki). Kolorem niebieskim przedstawiono
odpowiadajgce im sekwencje aminokwasowe. Podkreslono i pogrubiono kodon start i kodon

stop translacji kazdej przedstawionej ramki odczytu.

a) N-koncowa sekwencja genu hly kodujacego listeriolizyne O zoptymalizowana dla
B. subtilis pod wzgledem czestosci wykorzystania kodondw (przygotowana wedtug

sekwencji genu hly L. monocytogenes 10403S opisanej w zatgczniku 8.3)

RBS

sekwencja PEST-podobna

1 ggtacctgac tgaggaflrEREagtgaaacc ¢
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b) Sekwencja cDNA genu OVA kodujgcego owoalbumine jaja kurzego

SIINFEKL
1 atgggctcca tcggcgcagc aagcatggaa ttttgttttg atgtattcaa ggagctcaaa gtccaccatg
D e e e et OV e v v et e se oo s osesesesesnesnennsnsnsas >
m g s i g a a s m e f ¢ £ d v £ k e 1 k v h h
71 ccaatgagaa catcttctac tgccccattg ccatcatgtc agctctagcc atggtatacc tgggtgcaaa
e e et e i i e e [ >
a n e n i f vy c p 1 a 1 m s a 1 a m v y 1l g a
141 agacagcacc aggacacaga taaataaggt tgttcgcttt gataaacttc caggattcgg agacagtatt
D e e ettt e e e OV @ e v v o v oo oo oo sosososesesesnssennsnsnens >
k d s t r t g i n k v v r f d k 1 p g £ g d s i
211 gaagctcagt gtggcacatc tgtaaacgtt cactcttcac ttagagacat cctcaaccaa atcaccaaac
e e et e e e e e e LT >
e a g c g t s v n v h s s 1 r d 1 n q 1 t k
281 caaatgatgt ttattcgttc agccttgcca gtagacttta tgctgaagag agatacccaa tcctgccaga
D e e e e et et e L= >
p n d v vy s £ s 1 a s r 1 y a e e r y p i 1 p
351 atacttgcag tgtgtgaagg aactgtatag aggaggcttg gaacctatca actttcaaac agctgcagat
e e et e i i e e [ >
e v 1 g c v k e 1 vy r g g 1 e p 1 n f g t a a d
421 caagccagag agctcatcaa ttcctgggta gaaagtcaga caaatggaat tatcagaaat gtccttcagce
D e e e e e e et e et e et et e e L >
q a r e 1 i n s w v e s Qg t n g i i r n v 1 g
491 caagctccgt ggattctcaa actgcaatgg ttctggttaa tgccattgtc ttcaaaggac tgtgggagaa
e e ettt et e e e £ T >
P s s v d s q t a m v 1 v n a 1 v f k g 1 w e
561 aacatttaag gatgaagaca cacaagcaat gcctttcaga gtgactgagc aagaaagcaa acctgtgcag
D e e e e e e et ettt e e e e e OV A ¢ o ot e o oo oo oeeennonsnncosasssscsseeas >
k t £ k d e d t g a m p f r v t e qg e s k p v g
631 atgatgtacc agattggttt atttagagtg gcatcaatgg cttctgagaa aatgaagatc ctggagcttc
e e ettt e i i e [ >
m m y qg i g 1 f r v a s m a s e k m k i 1 e
701 catttgccag tgggacaatg agcatgttgg tgctgttgcc tgatgaagtc tcaggccttg agcagcttga
D e e e et e et e ettt e e OV A e o ot o o oo oo oeeeesocsnecosasssscsseeas >
p £ a S g t m s m 1 v 1 1 p d e v s g 1 e g 1
771 gagtataatc aactttgaaa aactgactga atggaccagt tctaatgtta tggaagagag gaagatcaaa
D e e e e e e et ettt OVEB 4t e oot eossssssssssosssssassossssessas >
e s i 1 n f e k 1 t e w t s s n v m e e r k 1 k
841 gtgtacttac ctcgcatgaa gatggaggaa aaatacaacc tcacatctgt cttaatggct atgggcatta
D e e e e e e e e e e e e e e OV A e e et e e ot et o e eeosennsnaaneeeessesseeas >
v oy 1 p r m k m e e k vy n 1 t s v 1 m a m g i
911 ctgacgtgtt tagctcttca gccaatctgt ctggcatctc ctcagcagag agcctgaaga tatctcaagce
D e e e e e ettt OV et oo oo eossssssssssssssoasssssvssssas >
t d v f s s s a n 1 s g i s s a e s 1 k i s g
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981 tgtccatgca gcacatgcag aaatcaatga agcaggcaga gaggtggtag ggtcagcaga ggctggagtg

c) Sekwencja cDNA genu kodujacego owoalbumine jaja kurzego zoptymalizowana dla

B. subtilis pod wzgledem czestosci wykorzystania kodonéw

SIINFEKL

1 atgggctcta tcggcgctge ttctatggaa ttctgcttcg atgttttcaa agaacttaaa gttcatcatg

71 ctaacgaaaa catcttctac tgccctatcg ctatcatgtc tgctcttget atggtttacc ttggcgctaa

141 agattctaca cgtacacaaa tcaataaagt tgttaggttc gataaacttc caggcttcgg cgattctatc

211 gaagctcaat gcggcacatc tgttaacgtt cattcttctc ttcgtgatat ccttaaccaa atcacaaaac

281 ctaacgatgt ttactctttc tctcttgctt ctcgtcttta cgctgaagaa cgttacccta tccttcectga

351 ataccttcaa tgcgttaaag aactttaccg tggcggcctt gaacctatca acttccaaac agctgctgat

421 caagctcgtg aacttatcaa ctcttgggtt gaatctcaaa caaacggcat catccgtaac gttcttcaac

491 cttcttctgt tgattctcaa acagctatgg ttcttgttaa cgctatcgtt ttcaaaggcc tttgggaaaa
e e e e e e e e e OV A= B S e vt ettt ettt ettt ettt >
P s s v d s g t a m v 1 v n a i v f k g Ll w e

561 aacattcaaa gatgaagata cacaagctat gcctttccgt gttacagaac aagaatctaa acctgttcaa
e e e e e e e e e OV A= B S e vt ettt ettt ettt ettt >
k t £ k d e d t g a m p f r v t e qa e s k p v g

631 atgatgtacc aaatcggcct tttccgtgtt gcttctatgg cttctgaaaa aatgaaaatc cttgaacttce
D OV A= B S e it ittt ittt ittt e e e >
m m y g 1 g 1 £ r v a s m a s e k m k 1 1 e 1

701 ctttcgcttc tggcacaatg tctatgcttg ttcttctcce tgacgaagta agcggccttg aacaacttga
D OV A= B S e ittt ittt it it e >
p £ a s g t m s m 1 v 1 1 p d e v s g 1 e g 1

771 aftctatcatc aacttcgaaa aacttacaga atggacatct tctaacgtta tggaagaacg taaaatcaaa

D e e e e e e e e e e e e e e O >
e s i i1 n f e k 1 t e w t s s n v m e e r k 1 k
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841 gtttaccttc ctcgtatgaa aatggaagaa aaatacaacc ttacatctgt tcttatggct atgggcataa
A N 1 J >
v oy 1 P r m k m e e k vy n 1 t s v 1 m a m g i

911 ctgatgtatt cagctcttct gctaaccttt ctggcatctc ttctgctgaa tctcttaaaa tctctcaage

1051 gatgctgctt ctgtttctga agaattccgt gctgatcatc ctttcctttt ctgcatcaaa catatcgcta

1121 caaacgctgt tcttttcttc ggccgttgcg tttctcctta a
D OVA=BS. ittt iiiieinennns >>

Uzyskanie plazmidowych wektoréw niosqcych fuzyjne antygeny LLO-OVA

W celu zbadania znaczenia dtugosci eksprymowanego antygenu modelowego
w indukcji odpowiedzi komérkowej, zaplanowano fuzje translacyjne N-koncowej sekwencji
listeriolizyny O z petnej dtugosci sekwencjg owoalbuminy badZ sekwencjg kodujacg jedynie
8-aminokwasowy epitop SIINFEKL. Zaplanowano wykonanie 4 wektoréw plazmidowych
kodujacych odpowiednio:

a) pUR101 - LLO z przytgczonym w C-koricu epitopem SIINFEKL OVA,

b) pUR102 — LLO oraz fuzyjne biatko LLO-OVA (N-terminalna sekwencja LLO
zawierajgca miejsce RBS, sekwencje sygnatowg SP i PEST-podobng LLO poddana
fuzji do sekwencji epitopu SIINFEKL OVA),

c) pUR103 — LLO oraz fuzyjne biatko LLO-OVA (N-terminalna sekwencja LLO
zawierajgca miejsce RBS, sekwencje sygnatowg SP i PEST-podobng LLO poddana
fuzji do petnej dtugosci sekwencji OVA),

d) pUR104 — LLO i dodatkowg skrécong, 420-aminokwasowg forme LLO, do ktdrej
C-konca przytgczono epitop SIINFEKL OVA.

Wszystkie fuzje genetyczne, z wyjgtkiem fuzji sklonowanej w plazmidzie pUR104,
zostaty komercyjnie zsyntetyzowane przez firme Mr. Gene i dostarczone w postaci wstawek
na plazmidach pMA-T. Przedstawione ponizej sekwencje nukleotydowe prezentujg nié
kodujagcg DNA. Pod odpowiednimi fragmentami sekwencji oznaczone zostato ich
pochodzenie (gen hly lub OVA). Kolorem niebieskim przedstawiono odpowiadajgce im

sekwencje aminokwasowe. Podkreslono i pogrubiono kodon start i kodon stop translacji
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kazdej przedstawionej ramki odczytu. Oznaczone zostaly rowniez istotne elementy
sekwencji: {8, A oraz epitop SIINFEKL
OVA. Granatowa czcionka zostata wykorzystana do oznaczenia miejsc ciecia restryktaz
uzytych do klonowania. Przy planowaniu konstrukcji postuzono sie sekwencjami LLO
i owoalbuminy jaja kurzego zoptymalizowanymi za pomocg bioinformatycznego narzedzia
CodonAdaptationTool pod wzgledem czestosci wykorzystania kodonéw dla B. subtilis 168.
Optymalizacja tzw. ,,codon usage” jest metodg zwiekszajgca szanse na osiggniecie skutecznej

sekrecji heterologicznych biatek w B. subtilis.

a) Sekwencja fuzyjnej wstawki LLO-OVA klonowanej w plazmidzie pUR101 (pMA-T1):

1 gctagctcat ttcacatcgt ccatctattt gcctggtaac gcgagaaata ttaatgttta cgctaaagaa

hlv S

71 tgcactggtt tagcttggga atggtggaga acggtaattg atgaccggaa cttaccactt gtgaaaaata

211 tatcatcaac ttcgaaaaac tttaataata aacggaccg

............................

c) Sekwencja fuzyjnej wstawki LLO-OVA klonowanej w plazmidzie pUR103:
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Ze wzgledu na duzy rozmiar, fuzyjna wstawka zostata zsyntetyzowana w dwodch

fragmentach niesionych na wektorach pMA-T3_1i pMA-T3_2.

pMA-T3_1:
KpnI
————— +
1 ggtacctgac

071

tgagg EREERElagtgaaacc

m g s i g a a s m
211 attctgcttc gatgttttca aagaacttaa agttcatcat gctaacgaaa acatcttcta ctgccctatc
e e e et e e e e e L >
e £ ¢ £ d v £ k e 1 k v 1 h a n e n i f y ¢ p i
281 gctatcatgt ctgctcttgc tatggtttac cttggcgcta aagattctac acgtacacaa atcaataaag
> e e e e ettt e e e L1 2 >
a 1 m s a 1 a m v y 1 g a k d s t r t g i n k
351 ttgttaggtt cgataaactt ccaggcttcg gcgattctat cgaagctcaa tgcggcacat ctgttaacgt
e e et et e e e L >
vV VvV T f d k 1 p g f£ g d s 1 e a g c g t S VvV n
EcoRV
—_—— + —_——
421 tcattcttct cttcgtgata tc
> OVA N
v h s s 1 r d i
pMA-T3_2
EcoRV
—_ _+ —_—
1 gatatcctta accaaatcac aaaacctaac gatgtttact ctttctctct tgcttctcgt ctttacgctg
> e e e e ettt e e L 2 >
d i 1 n g 1 t k p n d v y s f s l a s r 1 vy a
71 aagaacgtta ccctatcctt cctgaatacc ttcaatgcgt taaagaactt taccgtggcg gccttgaacc
D e e e ettt e e e e e e [ 1 >
e e r y p 1 1 p e vy 1 g c v k e 1 Yy r g g e
141 tatcaacttc caaacagctg ctgatcaagc tcgtgaactt atcaactctt gggttgaatc tcaaacaaac
> e e e et e e e L 2 >
p i n f q a a d g a r e 1 i n s w v e s g t n
211 ggcatcatcc gtaacgttct tcaaccttct tctgttgatt ctcaaacagc tatggttctt gttaacgcta
e et it e e e L >
g 1 1 r n v 1 g p s s v d s g ¢t a m v 1 v n a
281 tcgttttcaa aggcctttgg gaaaaaacat tcaaagatga agatacacaa gctatgcctt tccgtgttac
D L >
i v f k g 1 w e k t f k d e d t g a m p f r v
351 agaacaagaa tctaaacctg ttcaaatgat gtaccaaatc ggccttttcc gtgttgcttc tatggcttct
e e ettt e e i e e OV A . et it e i it et e i i e >
t e g e s k p v g m m y g i g 1 f r v a s m a s
421 gaaaaaatga aaatccttga acttcctttc gcttctggca caatgtctat gcttgttctt ctccctgacg
D L >
e k m k 1 1 e 1 p £ a s g t m s m 1 v 1 1 p d
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491

561

631

701

911

aagtaagcgg

aactcgag

ccttgaacaa

cttgaatcta

tcatcaactt

cgaaaaactt

acagaatgga

catcttctaa

d) Sekwencja fuzyjnej wstawki LLO-OVA klonowanej w plazmidzie pUR104:

71

211

281

351

491

561

Spel
_+____
actagtatgt

agafepeEtgag

tgaaaccc

aatgtgccgce
> e e e e e e e ettt e e hly
n v p ] ]

tcaatcaaaa

caagaaaagg

taatgcagac
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631

w toku

tgcaaaaatt gattatgatg acgaaatggc ttacagtgaa tcacaattaa ttgcgaaatt tggtacagca

s a k 1 d y d d e m a y s e q 1 i a k f y t a
701 tttaaagctg taaataatag cttgaatgta aacttcggcg caatcagtga agggaaaatg caagaagaag
/.é..;..; ...... {..ﬂ...;..i..ﬂ ...... ﬁnAg..é...;..i..;...é..}..;..¥...:..é..;,

771

i s f k g 1i y y n v n v n e p t r p s r £ £

841 caaagctgtt actaaagagc agttgcaagc gcttggagtg aatgcagaaa atcctcctgc atatatctca
;..ﬁ..; ...... ;..;..;...é..i..l...;..fiy& ...... A..;..;...}..g..g...;..§..i..;
911 agtgtggcgt atggccgtca agtttatttg aaattatcaa ctaattccca tagtactaaa gtaaaagctg
) s v a y g T q v y 1 k 1 s t n s h s t k v k a>
981 tgtagaacta acaaatatca tcaaaaattc
d v e 1 t n i i k n )
1051 ttccttcaaa gccgtaattt acggaggttc cgcaéaagat gaagttcaaa tcatcgacgg caacctcgga
s s f k a v i vy g g S ;J k d e v (¢ i i d g n 1 ;
1211 gacttacgcg atattttgaa aaaaggcgct acttttaatc gagaaacacc aggagttccc attgcttata
\d 1 r d i 1 k k g a t £ n r e ¢t P g VvV p i a y\
1191 gaatatattg aaacaacttc
.................. ;‘/..}..;...?./..L./....?
1261 tttctatcat caacttcgaa
/>...i..y;A . .i' -

1331

>...>> OVA

Konstrukcje pUR101, pUR102 i pUR103 uzyskano poprzez wyciecie syntetycznych

sekwencji fuzyjnych z komercyjnych wektoréw GeneArt i wklonowanie ich do miejsca MCS
w wektorze pUR10, natomiast wstawke do konstrukcji pUR-OVA4 stanowit produkt reakcji
PCR przeprowadzonej na matrycy chromosomu L. monocytogenes 10403S z wykorzystaniem
starteréw, z ktérych lewy nidst sekwencje oktapeptydu SIINFEKL. Schemat konstrukcji

przedstawia tabela 8.1. Poprawnos¢ konstrukcji otrzymanych wektorow potwierdzono

trawien restrykcyjnych, analizy PCR oraz sekwencjonowania (rysunek 8.4). Tabela 8.2

przedstawia uzyte do analizy enzymy restrykcyjne, wielkosci powstatych w trawieniu
fragmentéw DNA, startery uzyte do reakcji PCR i sekwencjonowania oraz wielkosci

powstatych produktéw amplifikacji.
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Tabela 8.1

Schemat konstrukcji na bazie wektora pUR10 niosacych fuzje genowe hly-OVA

Nazwa

wektora

pUR101

pUR102

pUR103

pUR104

Tabela 8.2

Schemat konstrukcji

Fuzja genu hly i sekwencji
kodujacej epitop OVA -
SIINFEKL

Fuzja sekwencji  sygnalnej,

sekwencji PEST-podobnej genu
hly z sekwencjg epitopu OVA -
SIINFEKL
Fuzja sekwencji sygnalnej,
sekwencji PEST-podobnej genu
hly z sekwencja catego genu

OVA

Fuzja sekwencji genu hly
odpowiadajacej 420 pierwszym
aminokwasom LLO z sekwencjg

epitopu OVA - SIINFEKL

Metoda otrzymania fuzji

Woyciecie N-koricowej fuzyjnej sekwencji genu hly z dotgczong

sekwencja epitopu SIINFEKL z syntetycznego wektora pMA-T1 (Nhel

/ Rsrll, 242 bp) i wstawienie w miejsca Nhel / Rsrll w trawionym

wektorze pUR10 (7245 bp)

Wyciecie sekwencji fuzyjnej z syntetycznego wektora pMA-T2 (Sall /
Notl, 206 bp) iwstawienie w miejsca Sall / Notl w trawionym

wektorze pUR10 (7490 bp)

Woyciecie fragmentu genu hly z wektora syntetycznego pMA-T3_1
(EcoNI / EcoRV, 430 bp) i sekwencji OVA z wektora syntetycznego
pMA-T3_2 (EcoRV / Xhol, 910 bp) i wstawienie obu fragmentow
w miejsca EcoNI / Xhol trawionego wektora pUR10 (7569 bp)

Amplifikacja fragmentu genu hly na matrycy chromosomu
L. monocytogenes 10403S ze uzyciem starteréw pL420aalLO (Spel)
i pR420aalLO (sekwencja SIINFEKL + Rsrll) (produkt 1367 bp)
i wstawienie go w miejsce Spel / Rsrll w trawionym wektorze

pUR10 (7634 bp)

Schemat analizy uzyskanych wektoréw na bazie pUR10 niosgcych fuzje genowe hly-OVA

Nazwa
wektora

pUR101

pUR102

pUR103

pUR104

Analiza restrykcyjna Analiza PCR
Produkt AL Sekwencjo
G et B et PCR - .
Wzdr ciecia W2zdér ciecia PCR - wektor nowanie -
Enzym wektora ze wektora bez Startery wektor ze bez startery
wstawka [bp]  wstawki [bp] ws[t::]tka wstawki
[bp]
Linearyzacja Linearyzacja pLhly1203 SP-hly
Bsp119I1 (7847) 1693 -
(7634) pPokta0510 C-term-OVA
7468 Linearyzacja pLhly1203 Saft-hly
Bsp119I 2021 =
228 (7634) pPokta0510 Sup-kan
7921 Linearyzacja SP-hly Saft-MCS
Bsp119l 1430 -
988 (7634) C-term-OVA Sup-kan
6402
6861 pLhly420aalLO Saft-hly
EcoRl 1688 1366 -
773 pPokta0510 Sup-kan
773

Wielkos¢
uzyskanego
wektora

7487 bp

7696 bp

8909 bp

8863 bp

Wynik
analizy

Rys. 8.6 a

Rys. 8.6 b

Rys. 8.6 ¢

Rys. 8.6 d
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PCR pUR101
PCR pUR10 (K-)
pUR101 nietraw.
pUR101 Bsp119I
pUR10 nietraw.
pUR10 Bsp119I
PCR pUR103
PCR pUR10 (K-)
pUR103 nietraw.
pUR103 Bsp119I
pUR10 nietraw.
pUR10 Bsp119I

1 kb

K]
x
-

1 kb

pUR104 nietraw.
pUR104 EcoRI
pUR10 nietraw.
pUR10 EcoRlI

1kb

PCR pUR10 (K-)
1 kb

PCR pUR104

PCR pUR102
PCR pUR10 (K-)
pUR102 nietraw.
pUR102 Bsp119I
PUR10 nietraw.
pUR10 Bsp119I1

1kb
1 kb

Rysunek 8.4. Potwierdzenie poprawnosci konstrukcji genetycznych plazmidéw pUR101 — pUR104 niosacych
geny fuzyjne hly-OVA. A — pUR101, B - pUR102, C — pUR103, D — pUR104.
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Uzyskanie szczepow B. subtilis produkujgcych biatka fuzyjne LLO-OVA

Uzyskane wektory plazmidowe byly wprowadzane na drodze transformacji wedtug
protokotu Younge’a i Spizizen’a do kompetentnych komédrek B. subtilis MBA4.
Wyselekcjonowane na podtozu z kanamycyng 10 pg/ml transformanty B. subtilis o nazwach
R_OVA1, R_OVA2, R_OVA3, R_OVA4 pozytywnie zweryfikowano pod wzgledem poprawnosci
kodowanych gendw fuzyjnych poprzez amplifikacje wstawek za pomoca starteréw zebranych

w tabeli 8.3 oraz sekwencjonowanie produktéw PCR z wykorzystaniem tych samych

starterow.
Szczep B. subtilis Starter zgodny Starter komplementarny JREIGER:X]

OVAL SP-hi 0 Startery uzyte do sekwencjonowania genow
il -y IO A fuzyjnych hly-OVA zintegrowanych
R_OVA2 Saft-hly Sup-kan z chromosomem B. subtilis
R_OVA3 Saft-hly Sup-kan
R_OVA4 Saft-hly Sup-kan

8.4. Konstrukcja szczepdw B. subtilis wytwarzajacych antygeny fuzyjne LLO-OVA-GFP

Uzyskanie plazmidowych wektorow niosqcych fuzyjne antygeny LLO-OVA-GFP

Konstrukcje plazmidowych wektoréw kodujgcych fuzyjny antygen LLO-OVA-GFP
zaplanowano analogicznie do konstrukcji plazmidéw pUR101 — pUR104. Sekwencja genu
reporterowego GFP zostata dotaczona do istniejgcych juz wstawek na drodze Overlap
Extension PCR. Na matrycy otrzymanych uprzednio wektoréw pUR101 - pUR104
amplifikowano sekwencje fuzyjne hly-OVA, natomiast plazmid pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t
(GeneArt) postuzyt jako matryca do powielenia genu kodujgcego GFP (gen gfpmut3b),
zoptymalizowanego pod wzgledem czestosci wykorzystania kodondw dla B. subtilis.
Otrzymane fuzyjne wstawki po trawieniu odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi
wklonowywano do wektora pUR10. Schemat konstrukcji przedstawiono na rysunku 8.5,
natomiast informacje na temat uzytych w reakcjach PCR starteréw, matryc DNA i wielkosci
amplifikowanych produktow zostaty zebrane w tabeli 8.4. Analogicznie do poprzedniego
etapu zadania opisanego w zatgczniku 8.3, wektory poddano analizie restrykcyjnej, PCR oraz
sekwencjonowaniu (tabela 8.5). Zpowodzeniem uzyskano plazmidy o poprawnej

konstrukcji. Wyniki analiz zebrano w obrebie rysunku 8.6.
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pR1.1GFP pR1.2GFP

OVA-GFP-101 i Py ez e T
PURTOT PSBIAZ
Nhe;l)L1.1GFP *F,CR pL1.2GFP *PCR
| i e — |
X ¥ pR1.2GFP
N </ Xhol
Nhel /—» -
pL1.1GFP
*PCR
I 4@ ]
pR1.1GFP PR1.2GFP
OVA-GFP-102 ey fomut =
— I
pUR102 pSB1
N acre yroR ol1.26Fp -
[ |
M RBS hly
" sekw. sygnatowa hly 'Y ¥
B sekw. PEST-like hly — ol
M epitop SIINFEKL OVA Notl /> | ——————————————————|
W OVA sztere |
W gfpmut3b +
B miejsca ciecia restryktaz | —
OVA-GFP-103 pR3.1GFP pR1.2GFP
hly-OVA <« fomut3b <«/Xhol
—t | 4 e— —*w
PURT03 3
Spel /> )
lDe:>L3.1c;1=P +PCR pL3.2GFP +PCR
F 4 1 -
X ¥ pR1.2GFP
(O </ Xhol
Spel /> - I
pL3.1GFP
+PCR

OVA-GFP-104

pR1.1GFP pR1.2GFP
hly-O VA gfpmut3b 4_/Xh°|
-+ e ——— — I,
pUR104 pSB1A2
Spel /> ) At
pL4.1GFP *PCR pL1.2GFP +pca
I | |
pR1.2GFP
I | <«/Xnol
Spel /> | st ——————l
pL4.1GFP
+PCR

Rysunek 8.5. Schemat konstrukcji wstawek niosgcych sekwencje fuzyjnych biatek LLO-OVA_GFP
klonowanych do wektora pUR10.
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Tabela 8.4

Schemat konstrukcji na bazie wektora pUR10 niosgcych fuzje genowe hly-OVA-GFP

Wektor

pUR101GFP

pUR102GFP

pUR103GFP

pUR104GFP

Tabela 8.5

Konstrukcja

Amplifikacja wstawki:

Produkt 1: amplifikacja genu fuzyjnego hly-OVA na matrycy pUR101 (pL1.1GFP, pR1.1GFP), produkt 256 bp
Produkt 2: amplifikacja genu GFP na matrycy pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t (pL1.2GFP, pR1.2GFP), produkt 760 bp
PCR OE na matrycy produktu 1i 2 (pL1.1GFP, pR1.2GFP), produkt 991 bp

Klonowanie:

Trawienie wstawki (967 bp) i wektora pUR10 (7217 bp) enzymami Nhel i Xhol, ligacja ( produkt 8184 bp)
Amplifikacja wstawki:

Produkt 1: amplifikacja genu fuzyjnego hly-OVA na matrycy pUR102 (pL2.1GFP, pR1.1GFP), produkt 214 bp
Produkt 2: amplifikacja genu GFP na matrycy pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t (pL1.2GFP, pR1.2GFP), produkt 760 bp
PCR OE na matrycy produktu 1i 2 (pL2.1GFP, pR1.2GFP), produkt 949 bp

Klonowanie:

Trawienie wstawki (932 bp) i wektora pUR10 (7580 bp) enzymami Notl i Xhol, ligacja ( produkt 8512 bp)
Amplifikacja wstawki:

Produkt 1: amplifikacja genu fuzyjnego hly-OVA na matrycy pUR103 (pL3.1GFP, pR3.1GFP), produkt 1462 bp
Produkt 2: amplifikacja genu GFP na matrycy pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t (pL3.2GFP, pR1.2GFP), produkt 762 bp
PCR OE na matrycy produktu 1 i 2 (pL3.1GFP, pR1.2GFP), produkt 2162 bp

Klonowanie:

Trawienie wstawki (2065 bp) i wektora pUR10 (7498 bp) enzymami Spel i Xhol, ligacja ( produkt 9563 bp)
Amplifikacja wstawki:

Produkt 1: amplifikacja genu fuzyjnego hly-OVA na matrycy pUR104 (pL4.1GFP, pR1.1GFP), produkt 1426 bp
Produkt 2: amplifikacja genu GFP na matrycy pMA-RQ_p-rbs38-gfp-t (pL1.2GFP, pR1.2GFP), produkt 760 bp
PCR OE na matrycy produktu 1i 2 (pL4.1GFP, pR1.2GFP), produkt 2105 bp

Klonowanie:

Trawienie wstawki (2071 bp) i wektora pUR10 (7498 bp) enzymami Spel i Xhol, ligacja ( produkt 9569 bp)

Schemat analizy uzyskanych wektoréw na bazie pUR10 niosgcych fuzje genowe hly-OVA-GFP

Nazwa
wektora

pUR101GFP

pUR102GFP

pUR103GFP

pUR104GFP

Enzym

EcoRV

EcoRV

EcoRV

Analiza restrykcyjna Analiza PCR
Produkt .
Sekwencjono .
W2z6r ciecia W2z6r ciecia PCR - P;(()%u_kt wanie]- Wynik
wektora ze wektora bez wektor analizy
. Startery wektor bez startery
wstawka wstawki ze .
wstawki
[bp] [bp] wstawka [bp]
[bp]
5340 4790 pL1.1GFP SP-hly
990 - Rys. 8.8 a
2844 2844 pR1.2GFP C-term-OVA
5668 4790 pL2.1GFP Saft-hly
EcoRV 949 - Rys. 8.8 b
2844 2844 pR1.2GFP Sup-kan
4398
4790 pL3.1GFP Saft-MCS
2844 2083 - Rys. 8.8 ¢
2844 pR1.2GFP Sup-kan
2321
6725 4790 pl4.1GFP Saft-hly
2102 - Rys. 8.8d
2844 2844 pR1.2GFP Sup-kan
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Rysunek 8.6. Potwierdzenie poprawnosci konstrukcji genetycznych plazmidéow pUR101GFP — pUR104GFP

niosacych geny fuzyjne hly-OVA-gfpmut3b. A — pUR101GFP, B — pUR102GFP, C — pUR103GFP, D — pUR104GFP.
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Uzyskanie szczepow B. subtilis produkujgcych biatka fuzyjne LLO-OVA-GFP

Uzyskane wektory plazmidowe byly wprowadzane na drodze transformacji wedtug
protokotu Younge’a i Spizizen’a do kompetentnych komédrek B. subtilis MBA4.
Wyselekcjonowane transformanty B. subtilis o nazwach R_OVA1GFP, R_OVA2GFP,
R_OVA3GFP, R_OVA4GFP pozytywnie zweryfikowano pod wzgledem poprawnosci
kodowanych gendw fuzyjnych poprzez amplifikacje wstawek za pomoca starteréw zebranych
w tabeli 8.6 oraz sekwencjonowanie produktéw PCR z wykorzystaniem tych samych

starterow.

Szczep B. subtilis Starter zgodny SEEA Gl E eV Tabela 8.6

Startery uzyte do sekwencjonowania

genow fuzyjnych hly-OVA-GFP

R_OVA2GFP Saft-MCS, pL1.2GFP = pR1.1GFP, C-term-OVA | zintegrowanych z chromosomem
B. subtilis

R_OVA1GFP Sin-hly, pL1.2GFP  pR1.1GFP, C-term-OVA

R_OVA3GFP Saft-MCS, pL3.2GFP pR3.1GFP, Sup-kan
R_OVA4GFP Saft-MCS, pL1.2GFP pR1.1GFP, Sup-kan

8.5. Konstrukcja szczepow B. subtilis pozbawionych linkera CTL w biatku SecA

Sekwencje genow wykorzystanych przy konstrukcji

Przedstawione ponizej sekwencje nukleotydowe prezentujg ni¢ kodujgcag DNA. Pod
odpowiednimi fragmentami sekwencji oznaczone zostato ich pochodzenie (gen secA lub
spcS). Kolorem niebieskim przedstawiono odpowiadajgce im sekwencje aminokwasowe.
Podkreslono i pogrubiono kodon start i kodon stop translacji kazdej przedstawionej ramki

odczytu. W czerwonej ramce oznaczono réwniez istotny element sekwencji: |kodon 780
. Czerwona czcionka zostata wykorzystana do oznaczenia miejsc przytgczania sie

starteréw, natomiast granatowa do oznaczenia miejsc ciecia restryktaz uzytych do

klonowania.

a) Gen secA B. subtilis 168 (+ 414 bp):

1 atgcttggaa ttttaaataa aatgtttgat ccaacaaaac gtacgctgaa tagatacgaa aaaattgcta
< W >

m 1 g 1 1 n k¥ m f 4 p t kX rr t 1 n r yv e k 1 a

149



71

141

211

281

351

421

491

561

631

701

771

841

911

981

1051

1121

1191

1261

acgatattga

tgcgattcgce

ggagactatg

aaaatctctc

tgacgacgca

ttgaaacata

aaacaattga
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1331

1401

1471

1541

1611

1681

1751

1821

1891

1961

2031

2101

2171

2241

2311

2381

2451

2521

tgatttctaa

t t a

gctgcttaaa

h g p g

aacaaaggaa

m e g

ttccgcatca

pP_secA STOP
agctgag gaaaacaatc

e g d

pL_secA down —»
tgatatcgga cgaaatgccc catgccactg cggaagcggg

gaatagttcg ccccggcaag tttactgacc gcggcgectg

>...>> secA

e —

agtgttaaat

caggcgcctg

gccCaaaaacc

r e 1

atgaacgtga

v e n m

pL secA STOP——p

gcttcctgag

cggatctttt

gagtggaagc

aatgaggtga
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2591

2661

2731

2801

2871

atgaaatgga
gtctctttga
ctggaatgat
tataaaaaat

ctgatctcca

attatcagaa
cctcgaatca
cagcaaaaag
tgaatgaatc

gcttgagctt

attagagcag
aaggaggccc
ctcaaacggt
ccacgaagaa

gaaaaagaac

agctcgaaaa
gcattgctga
tataaatgaa
ttacaaatga

taaagtcatt

tatggcttct
gctagatgaa
gcaaacggtt
ctcatgatct

aacaaaagag

cgtttagcgg actttagggg
caaatggctg atccggaatt

taaaggatta tgtcaattcg

4— pP_secA down

tttgaaagaa gagccggaca

ttcaatgagt ttgagcttca

b) Sekwencja kasety opornosci na spektynomycyne z genem spcS znajdujaca sie na

plazmidzie plC156 (literg ,n” oznaczono nukleotydy o nieznanej sekwenc;ji):

1 nnnnnnngaa ttcnnnnnnn gagctcnnnn nnngggcccg ggnnnnnntc tagannnnnn aagcttnnnn
Xbal
_+ _____

71 nnctgcagnn nnnngtcgac nnnnnntcta gannnnnnga atcccttcgt gagcgtcaaa taacagcaaa
141 tgtagtctca aaacccaaga aaagttctcg ttcggaggaa atccttatta aaaccttaaa aagaagagta
211 atggaattag aaaaagaaaa taaaaaatta cagaaccaaa ttcaaaaatt atatggagtt ctgtataata
281 aagaataatt attaatctgt agacaaattg tgaaaggatg tacttaaacg ctaacggtca gctttattga
351 acagtaattt aagtatatgt ccaatctagg gtaagtaaat tgagtatcaa tataaacttt atatgaacat
421 aatcaacgag gtgaaatcat gagcaatttg attaacggaa aaataccaaa tcaagcgatt caaacattaa

D 7. 1 S >

m s n 1 i n g k i p n g a i g t 1
491 aaatcgtaaa agatttattt ggaagttcaa tagttggagt atatctattt ggttcagcag taaatggtgg
S >

k 1 v k 4 1 £ g s s i v g v y 1 f£f g s a v n g
561 tttacgcatt aacagcgatg tagatgttct agtcgtcgtg aatcatagtt tacctcaatt aactcgaaaa
e >
g 1 r 1 n s d v d v 1 v v v n h s 1 p g 1 t r k
631 aaactaacag aaagactaat gactatatca ggaaagattg gaaatacgga ttctgttaga ccacttgaag
1 >

k1 e r 1 m i s g k 1 g n t d s v r p 1 e
701 ttacggttat aaataggagt gaagttgtcc cttggcaata tcctccaaaa agagaattta tatacggtga
D e >

v t v i n r s e Vv v P w g y p p k r e f£ 1 v g
771 gtggctcagg ggtgaatttg agaatggaca aattcaggaa ccaagctatg atcctgattt ggctattgtt
1 >
e w 1 r g e f£ e n g g 1 g e P s y d p d 1 a 1 v
841 ttagcacaag caagaaagaa tagtatttct ctatttggtc ctgattcttc aagtatactt gtctccgtac
e >

1 a ¢ a r k n s 1 s 1 f g p d s s s 1 1 v s Vv
911 ctttgacaga tattcgaaga gcaattaagg attctttgcc agaactaatt gaggggataa aaggtgatga
D e e e e e e e e e et e e et e e S C S e i et i e et et e e e e e >

p 1 t d i r «r a 1 k d s 1 p e 1 1 e g 1 k g d
981 gcgtaatgta attttaaccc tagctcgaat gtggcaaaca gtgactactg gtgaaattac ctcgaaagat
e >
e r n v i 1 t 1 a r m w g t v ot ot g e 1 t s k d
1051 gtcgctgcag aatgggctat acctctttta cctaaagagc atgtaacttt actggatata gctagaaaag
D e e e e e e e e e e e e e it e e S C S e i et e e et e e e e e >

v a a e w a i p 1 1 p k e h v t 1 1 4 1 a r k
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1121 gctatcgggg agagtgtgat gataagtggg aaggactata ttcaaaggtg aaagcactcg ttaagtatat

S >

g v r g e c¢c d d %k w e gl vy s k v k a 1l v k vy

1191 gaaaaattct atagaaactt ctctcaatta ggctaatttt attgcaataa caggtgctta cttttaaaac
> i it SPCS e e >>

m k n s 1 e t s 1 n -

1261 tactgattta ttgataaata ttgaacaatt tttgggaaga ataaagcgtc ctcttgtgaa attagagaac
EcoRI
_+____

1331 gctttattac tttggatccn nnnaatttan nnnnnncccg ggnnnnnnnn gagctcnnnn gaattcnnnn

Uzyskanie szczepéw BR1SACTL i R_OVA3ACTL z delecjq linkera CTL w biatku SecA

W celu dokonania delecji kodonéw 780 — 819 kodujacych linker CTL genu secA,
w miejsce MCS plazmidu pDriveKm zostaty kolejno wklonowane nastepujgce elementy: a)
kaseta opornosci na spektynomycyne pochodzgca z wektora plC156 (miejsca restrykcyjne
Xbal i EcoRl), b) sekwencja secA dtugosci 423 bp znajdujaca sie powyzej kodonu 780, do
ktérej dotgczono kodon STOP (miejsca restrykcyjne Notl i Xbal) c) sekwencja dtugosci 408 bp
znajdujgca sie ponizej 819 kodonu secA (miejsca restrykcyjne Sphl i Kpnl). Konstrukcja
zostata zaprojektowana w taki sposéb, aby dwa fragmenty genu secA rozdzielone byty kaseta
opornosci antybiotykowej, umozliwiajgc zajscie rekombinacji homologicznej i powstanie
genu kodujacego kroétsze biatko SecA pozbawione domeny CTL (rysunek 8.7).

780

kodon chromosom

MB4 /BR1S / R_OVA3

podwaojny K
crossing-over  _.-"7

spcS ‘ S

-:. 1 ; . pDriveACTL

STOP

secAACTL MB4ACTL / BR1SACTL /

S— |

Rysunek 8.7. Schemat mutagenezy genu secA w chromosomie B. subtilis szczepéw MB4, BR1S i R_OVA3.

Fragmenty genu secA amplifikowano w reakcji PCR na matrycy chromosomu
B. subtilis MB4 o fenotypie dzikim z uzyciem starteréw pL_secA STOP (z miejscem
restrykcyjnym Notl w koncu 5’) i pP_secA_STOP (z kodonem STOP w konicu 5’) dla gérnej

czesci secA klonowanej powyzej kasety opornosci antybiotykowej oraz plL_secA_down
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i pP_secA_down (z miejscem restrykcyjnym Kpnl w koncu 5’) dla sekwencji secA lezacej

ponizej 780 kodonu. Schemat konstrukcji wektora pDriveACTL przedstawiono na rysunku

8.8.
EcoRI EcoRl
ble
spcS
km pDriveKm Kifie plC156
5490 bp n ~ 4000 bp
EcoRl Xbal
e Xbal
EcoRI
Xbal
amp km ' spcS
3800 bp ‘ —_ 1294 bp
ligacja
Kpnl
) ESphI
#pes Xbal amp  km spcS
km pDrive_spcS = 5063 bp
5094 bp Notl STOP
sec STOP kodon
~Xbal 408 bp
Notl
amp
ligacja
Konl / igacja
Sphl
spcS
km Kpnl
pDrive_secA-STOP_spcS |  mmii- spcS sec STOP  amp  km
5471 bp Sphl 5463 bp
sec SToy B —

sec down
amp Notl 423bp

Ve

sec down ¥,

km X
pDriveACTL spcS

5886 bp

amp sec STOP,

Rysunek 8.8. Schemat konstrukcji wektora pDriveACTL do mutagenizacji genu secA w szczepach MB4, BR1S
i R_OVA3 B. subtilis.
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Uzyskanym wektorem o wielkosci 5886 bp transformowano komérki kompetentne
E. coli GM2163 (dam-), a poprawnos$¢ konstrukcji potwierdzono na drodze : a) analizy
restrykcyjnej enzymem Blpl (wektor pDriveACTL ulegat linearyzacji, podczas gdy wektor
wyjsciowy pDrive_secA-STOP-spcS nie byt trawiony), b) reakcji PCR z wykorzystaniem
starterow pL_secA STOP i pP_secA down (produkt wielkosci 2168 bp obecny jedynie
w reakcji na matrycy pDriveACTL) oraz c) sekwencjonowania przy uzyciu starteréw SP6 i T7.
Nastepnie poprzez wprowadzenie wektora pDriveACTL do komdrek kompetentnych,
uzyskano deletanty CTL w szczepach B. subtilis MB4, BR1S i R_OVA3. Integracje kasety
spektynomycynowej potwierdzono w reakcji PCR z uzyciem starterdw umozliwiajgcych
amplifikacje catego genu secA (pLbsu_up_1008, pRbsu_down_1008) — na matrycy
chromosoméw deletantéw uzyskiwano produkt wielkosci 4779 bp, podczas gdy mniejszy
produkt wielko$ci 3555 bp obserwowano w przypadku reakcji na matrycy chromosomow

niemodyfikowanych szczepow.

8.6. Konstrukcja szczepdw B. subtilis wytwarzajacych antygeny fuzyjne LLO-Ag85B

Sekwencje nukleotydowe genow wykorzystywanych przy konstrukcji wektorow niosgcych
antygen fuzyjny LLO-Ag85B

Przedstawione ponizej sekwencje nukleotydowe prezentujg ni¢ kodujgcg DNA. Pod
odpowiednimi fragmentami sekwencji oznaczone zostato ich pochodzenie (gen hly lub
fbpB). Kolorem niebieskim przedstawiono odpowiadajgce im sekwencje aminokwasowe.
Podkreslono i pogrubiono kodon start i kodon stop translacji kazdej przedstawionej ramki
odczytu. Czerwona czcionka zostata wykorzystana do oznaczenia miejsc przyfaczania sie
starteréw, natomiast granatowa do oznaczenia miejsc ciecia restryktaz uzytych do

klonowania. Oznaczone zostaly réwniez istotne elementy sekwencji: &8,

Mlsekwencja PEST-podobna hlyp

a) N-koncowa sekwencja genu hly kodujgcego LLO

pL-SP-0114 —
1 gcggccgcaagtgaa acccatgaaa
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71

gcgtctgce gttcaacEEEicEEEEAHe el del e -]

b) Sekwencja genu fbpB M. tuberculosis kodujgcego gtéwny antygen Ag85B

1

71

211

281

351

421

491

561

631

701

771

841

pL-Ag85-0114 ———p»
atgacagacg tgagccgaaa gattcgagct
D 2} )2 >

gccggcggatt

D . i o] 2 =}

a g g

cgcagcagat

acaaggccgc
y k a

ccccaagctg

agacatgtgg
a d m w

gtcgcaaaca

tggggacgcc

gagcggcaac
g a a

gatgggccgce

cggtaaggct
c g k a

gccaacaggg

tcttggececge
i 1 a
ggggatgggg
g g m g
ggtccctcga
g P s

acacccggcet

gattgatgat

ctaccacccc
a y h p

cctagcctga

gtgacccgge

tcaacttccc

cctgcagagt

cggcacggca

ctacaacggc

d vy n g

ccggtcggcg

cttacaagtg

caccggcagce

cagcagttca

q g f

tcggcctcge

atgggagcgc

tgcgggaacg

C g n

gtagcagcaa

gcccaacggc

p p n g

<4——— pP-Ag85-0114

tcgttaggcg

gcggctgtag

cggggctgcc

0] @ = >

gagcggtggg

0] @ = >

0] @ = >

tctacgcecgg

0] @ = >

i v a

gatgggtgac

0] @ = >

gcaccccgaa

0] @ = >

cctgaagttc

acgcacagct

0] < = >

t h s

ccggctga
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c) Sekwencja amplifikowanej wstawki fuzyjnej hly-fbpB

71

211

281

351

421

561

631

841

1051

> it hly
P p a

ggccgcgaca

e e e e e e e e e e fbpB

g r d

tgcgcgecca

ccgtgttcaa

D fbpB

a v £

gatgatcggc

tcaaggttca

agacgactac

cttccegece

n f p p

gttccagagce

aacggctggg

g 1 a m

gagcgcaacg

aacggcacgc

n g t

gctgccggtce
g 1 p v

ggtgggaaca

atatcaacac

accttcctga

caatcggcectt

g d a
accctacgca
d p t

cccgaacgag

acagctggga

h s w

gagtacctgc
e vy 1

actcacctgc

ctgtcggccce
1 s a

gcggttacaa

ccgaaagatt

aggtgccgtce

9 VvV P

ggtttatctg

gccgcaatgg
l p g w

ggctcgtcgg

tgctggaccc

ggccgcagac

0] @ 2 >

ttgtccgcecca

0] @ 2 >

1l s a

caatgatctt

0] @ 2 >

0] @ 2 >
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1121 gggtgacctg cagagttcgt taggcgccgg ctaataagtc gaccccaaaa aa

,,,,,

.................... O

g d 1 g s s 1 g a g - -

Uzyskanie plazmidowych wektoréw niosqcych fuzyjne antygeny LLO-OVA

Konstrukcje genetyczne kodujgce antygen Ag85B M. tuberculosis poddany fuzji do
N-kocowej czesci toksyny LLO zostaty zaplanowane wedtug schematu najbardziej
immunogennej konstrukcji kodujacej biatko OVA, niesionej na plazmidzie pUR103
(sekwencja sygnalna i PEST-podobna LLO poddana fuzji do petnej dtugosci biatka).
Zaprojektowano dwa wektory integracyjne kodujace fuzje LLO-Ag85B oparte na plazmidzie
pUK10 umozliwiajgcym konstytutywng ekspresje oraz pUR10 umozliwiajgcym ekspresje
w obecnosci induktora IPTG (rysunek 8.9). Sekwencje RBS-SP-PEST genu hly amplifikowano
przy uzyciu starterow pL-SP-0114 i pP-SP-0114 na matrycy plazmidu pUR102. Wielko$é
produktu wyniosta 193 bp. Gen fbpB amplifikowano na matrycy chromosomu
M. tuberculosis H37Rv (Abcam) wykorzystujgc startery plL-Ag85-0114 i pP-Ag85-0114,
otrzymujgc amplikon wielko$ci 1006 bp. Fuzyjny gen o wielkosci 1172 bp powstat przez
ligacje powyzszych fragmentdw przy wykorzystaniu techniki OE PCR (Overlap Extension PCR).
Fuzyjna wstawka zawierata na 5’ koricu miejsce restrykcyjne enzymu Kpnl, za$ na 3’ koricu
miejsce rozpoznawane przez enzym Sall.

Plazmid pUK10 oraz fuzyjng wstawke trawiono enzymami Kpnl i Sall. Produkty
trawienia rozdzielono w zelu agarozowym, z ktérego zostaly wyciete, a nastepnie
oczyszczano je za pomocg komercyjnego zestawu do izolacji DNA. Otrzymane fragmenty
poddano ligacji przy uzyciu ligazy faga T4, uzyskujgc zrekombinowany plazmid pUK10_Ag85B
o wielkosci 6932 bp. Wektor wprowadzono do komédrek kompetentnych E. coli Top10.
Poprawnos$¢ uzyskanego wektora potwierdzono poprzez amplifikacje wstawki na matrycy
plazmidu, amplifikacje genu hemolizyny na matrycy plazmidu, analize restrykcyjng (rysunek
8.10) oraz sekwencjonowanie fuzyjnej wstawki. Amplifikacja wstawki zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem starterow pL-SP-0114 i pP-Ag85-0114. Otrzymano
produkt o wielkosci 1172 bp, odpowiadajgcej wielkosci fuzyjnego insertu. Zrekombinowany

plazmid oraz wektor pUK10 poddano réwniez analizie restrykcyjnej z wykorzystaniem
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enzymu EcoRV. W przypadku pUK10 SP-PEST-fbpB restryktaza znajdowata dwa miejsca
ciecia, w zwigzku z czym uzyskano 2 produkty o wielko$ci 4616 bp i 2316 bp. Plazmid
wyjsciowy pUK10 ulegat natomiast linearyzacji (otrzymano produkt o wielkosci 6028 bp).
Przeprowadzono réwniez reakcje amplifikacji genu hly na matrycy zrekombinowanego
wektora z wykorzystaniem starteréw pLhly1203 i pRhly2200, uzyskujgc produkt o wielkoSci
1724 bp. Ostatecznie poprawnos¢ lokalizacji oraz brak mutacji w uzyskanym wektorze
zostata potwierdzona dzieki sekwencjonowaniu fuzyjnej wstawki z wykorzystaniem
starteréw Saft-hly i Sup-kan okalajgcych MCS, w obrebie ktdérego zostaty wstawiony gen

fuzyjny.

PCR hly-fbpB pUK10_Ag85B
PCR hly-fbpB K+ (wstawka)
PCR hly-fbpB K- (pUK10)
PCR hly pUK10_Ag85B

PCR hly K+ (pUK10)

PCR hly K- (pSB1154)
pUK10_Ag85B nietraw.
pUK10_Ag85B EcoRV
pUK10 nietraw.

pUK10 EcoRV

o
Es
-

1kb
1kb

Rysunek 8.10. Potwierdzenie poprawnosci konstrukcji plazmidu pUK10_Ag85B niosacego gen fuzyjny -
hly-fbpB.
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pP-SP-0114 pP-Ag85-0114
<« </ Sall
- — O e oo P
E pUR102
pn P
pL-SP-0114 pL-Ag85-0114
¢ PCR ¢ PCR
. |
\ / R-CD20hly
‘_/Sail
[ |
I-
Kpnl />
LhlyCD20
hly-fbpB
sall I-  I—
\ y
hl)
¥ / M RBS hly
/ sekw. sygnatowa hly
//
PUK10 ‘ Konl, Sall W sekw. PEST-like hly
! ke N owsio / M epitop SIINFEKL OVA
k Pspac \ / OVA

M bpB

bla y Il miejsca ciecia restryktaz

fbpB
Sall
kan

pUK10_Ag85B

Pspac 6932 bp
Kpnl

ble
bla hly fbpB Kpnl

\
Spel, Xhol S>—

/
ligacja
Kpnl /

Pspac

pUR10_Ag85B

8538 bps

pUR10

7634 bp

Rysunek 8.9. Konstrukcja wektoréw pUK10_Ag85B i pUR10_Ag85B kodujacych antygen fuzyjny LLO-Ag85B.

W celu uzyskania plazmidu pUR10_Ag85B, dokonano wyciecia wstawki hly-fbpB

z wektora pUK10_Ag85B enzymami Kpnl i Sall. Tymi samymi restryktazami trawiono réowniez
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wektor pUR10. Po oczyszczeniu DNA wstawki o wielkosci 1146 bp i wycieciu trawionego
plazmidu z zelu agarozowego (7392 bp), oba fragmenty poddano ligacji za pomoca ligazy
faga T4 i produktem reakcji transformowano komérki kompetentne E. coli Top10. Uzyskano
szczep E. coli niosacy zrekombinowany wektor wielkosci 8538 bp, ktérego poprawnosc
zweryfikowano poprzez trawienie restrykcyjne enzymem Pstl. Trawienie plazmidu
pUR10_Ag85B skutkowato powstaniem 3 produktéw o wielkosci 4651 bp, 3086 bp i 801 bp,
podczas gdy wektor pUR10 trawiony byt na 2 fragmenty 4691 bp i 2943 bp. Ponadto,
wykonano analize obecnosci wstawki na plazmidzie, przeprowadzajgc reakcje PCR z uzyciem
starterow pP-SP-0114 i pL-Ag85-0114 (produkt 1172 bp). Wyniki przedstawia rysunek 8.11.
Sekwencjonowanie wstawki z uzyciem starteréw Saft-hly, Sup-kan, SinL i SinP potwierdzito

poprawnos$é klonowanej sekwencji.

PCR hly-fbpB pUR10_Ag85B
PCR hly-fbpB K- (pUR10)
PCR hly pUR10_Ag85B

PCR hly K+ (pUR10)

PCR hly K- (pSB1154)
pUR10_Ag85B nietraw.
pUR10_Ag85B EcoRV
PUR10 nietraw.

pUR10 EcoRV

Ko
X
-

1kb
1kb

Rysunek 8.11. Potwierdzenie poprawnosci konstrukcji plazmidu pUR10_Ag85B niosacego gen fuzyjny —
hly-fbpB.
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Uzyskanie szczepow B. subtilis produkujgcych biatka fuzyjne LLO-Ag85B

Otrzymane w poprzednim etapie wektory pUK10_Ag85B i pUR10_Ag85B
wprowadzano do komérek kompetentnych B. subtilis MB4 metodg transformacji wedtug
protokotu Younge’a i Spizizen’a, uzyskujgc szczepy BR1C_Ag85B konstytutywnie
wytwarzajacy antygen M. tuberculosis i BR1S_Ag85B produkujgcy go w obecnosci IPTG.
Pozytywnie zweryfikowano obecnos¢ fuzyjnego antygenu na chromosomie transformantéw,
przeprowadzajgc reakcje PCR z wykorzystaniem starteréw plL-SP-0114 i pP-Ag85-0114
(produkt 1172 bp). Przeprowadzono réwniez sekwencjonowanie produktu PCR o wielkosci
1279 bp otrzymanego w reakcji amplifikacji DNA przy udziale starteréw Saft-hly i Sup-kan

okalajgcych insert, ktére potwierdzito poprawnosc sekwencji.
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