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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest test diagnostyczny stuzgcy do wykrywania, w sposéb wysoce spe-
cyficzny i czuly, zakazen i nosicielstwa Streptococcus agalactiae (ang. Group B Streptococcus; GBS)
u ludzi. W tescie diagnostycznym wykorzystane sg markery zwane dalej epitopami, ktére w tescie im-
munoenzymatycznym rozpoznawane sg przez przeciwciata ludzkie roznych klas (IgG, IgM i IgA) obecne
w surowicy. W szczegolnosci wynalazek dotyczy sposobu wykrywania zakazenia pacjenta szczepem
Streptococcus agalactiae umozliwiajgcego potwierdzenie zakazen u kobiet w cigzy, ktory to sposéb
wykorzystuje specyficzng reakcje biatek immunoreaktywnych otrzymanych z izolatéw klinicznych Strep-
tococcus agalactiae z przeciwciatami obecnymi w surowicy pacjentek.

Streptococcus agalactiae, zaliczany do paciorkowcéw grupy serologicznej B (ang. group B strep-
tococcus — GBS) moze kolonizowa¢ dolny odcinek przewodu pokarmowego, odbyt i pochwe, nie wywo-
tujgc zadnych objawéw zakazenia. Potwierdzono, ze GBS wystepuje w pochwie lub odbytnicy u okoto
10-30% ciezarnych kobiet. Kolonizacja ta moze mie¢ charakter przejsciowy, przewlekly lub przerywany.
Jednakze, obecnos¢ paciorkowcow grupy B w pochwie u kobiet ciezarnych stanowi istotny czynnik ry-
zyka wystgpienia zakazen u noworodkéw. Do zakazenia wewngtrzmacicznego moze dojs¢ w trakcie
trwania cigzy, drogg wstepujgca, jak rowniez na skutek zaaspirowania zakazonego ptynu owodniowego
przez ptdéd. Moze by¢ to przyczyng zgonu wewnatrzmacicznego, zapalenia ptuc w okresie noworodko-
wym lub posocznicy. Do kolonizacji noworodka moze dojs¢ takze w czasie porodu, ale w tych przypad-
kach czesciej, dochodzi tylko do bezobjawowej kolonizacji skéry oraz bton sluzowych, a nie do rozwoju
zakazenia. Szybka diagnostyka w kierunku zakazen wywotanych przez GBS jest niezbedna dla mozli-
wosci zastosowania celowanej antybiotykoterapii, jednakze obecnie na rynku brak jest testéw diagno-
stycznych, umozliwiajgcych potwierdzenie zakazen wywotanych przez Streptococcus agalactiae.

W zgloszeniu patentowym P.404498 zaprezentowano sekwencje czterech biatek (NRID1, NRID2,
NRID3, NRID4) nalezacych do szczepdw Streptococcus agalactiae, wywotujgcych zakazenia u ludzi,
ktére byly wysoce immunoreaktywne z surowicami oséb, ktére przeszly zakazenie o etiologii GBS
i nosicieli tych bakterii. Brak podobnej reaktywnosci zanotowano w przypadku surowic oséb niezakazo-
nych oraz niebedgcych nosicielami S. agalactiae.

Zgtoszenie EP20070825757 dotyczy polipeptydowych pochodnych epitopéw biatka nalezgcego
do Streptococcus agalactiae — GBS80 oraz uzycie wspomnianego epitopu do celdéw diagnostycznych.
Diagnostyka dotyczy zakazen u zwierzat. Epitop polipeptydowy nalezy do sekwencji biatka o nazwie
ang. cell wall surace anchore protein in GBS. S to odmienne epitopy polipeptydowe do tych ujetych
niniejszym zgtoszeniem. Inny rodzaj epitopdw, ktére mogg by¢ narzedziem diagnostycznym zakazen
GBS oraz, ktoére réznig sie od tych opisywanych w niniejszym zgtoszeniu, ujety zostat w zgtoszeniu nr
PCT/IB2002/003059.

Celem wynalazku jest dostarczenie nowych metod wykrywania zakazen wywotanych przez Strep-
tococcus agalactiae oraz $rodkéw, ktére mogg byé wykorzystane do realizacji takich metod.

Istota wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest epitop specyficzny dla zakaznych Streptococcus agalactiae posia-
dajgcy sekwencje aminokwasowg wybrang sposrod Sekw. Nr 3—15 oraz ich pochodnych wybranych
sposrod Sekw. Nr 16-27.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb wykrywania zakazenia pacjenta szczepem Strep-
tococcus agalactiae, charakteryzujgcy sie tym, ze w pobranej od pacjenta prébce sprawdza sie obec-
nos$¢ epitopu posiadajgcego sekwencje aminokwasowa wybrang sposrod Sekw. Nr 3—15 lub przeciwciat
specyficznych wobec epitopu posiadajgcego sekwencje aminokwasowg wybrang sposrdéd Sekw. Nr
3-15 lub przeciwciat specyficznych wobec pochodnej epitopu posiadajgcej sekwencje aminokwasowg
wybrang sposréd Sekw. Nr 16-27, przy czym obecnos$é tego epitopu lub takich przeciwciat Swiadczy
0 zakazeniu pacjenta szczepem Streptococcus agalactiae.

Korzystnie, badanie przeprowadza sie z wykorzystaniem znanych metod immunochemicznych,
zwlaszcza Western Blotting lub ELISA.

Roéwnie korzystnie, jako badang probke wykorzystuje sie surowice ludzkg, zwlaszcza w rozcien-
czeniu 500 — 10000 razy.

W szczegodlnej realizacji obecnos¢ epitopu lub przeciwciat $wiadczy o nosicielstwie przez pa-
cjenta szczepu Streptococcus agalactiae.

Szczegotowy opis
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Ujawnione zostaty sekwencje aminokwasowe dwdéch biatek immunoreaktywnych chorobotwor-
czych szczepow Streptococcus agalactiae, a mianowicie NRID5 i NRID6 (Sekw. Nr 1i 2, Fig. 1), a takze,
co najmniej, 13 epitopédw rdzennych, wchodzacych w skfad sekwencji aminokwasowych poznanych bia-
tek immunoreaktywnych (tj. NRID2, NRID4, NRID5 i NRID6) pochodzgcych z klinicznych szczepdéw
Streptococcus agalactiae (Tab. 2). Epitopy polipeptydowe oznaczono kolejno symbolami Epl — Ep13
(Tab. 1). Przy czym, w wyniku modyfikacji epitopdw rdzennych uzyskano epitopy pochodne rozpozna-
wane przez ludzkie przeciwciata z mozliwie najwiekszg swoistoscig. Modyfikacja polega na skracaniu
od N i/lub C-konca epitopdéw rdzennych oraz/lub podstawieniu jednego innym aminokwasem (Tab. 4,
Fig. 4). Nieoczekiwanie, niektére modyfikacje doprowadzity do uzyskania epitopéw o wyzszej immuno-
reaktywnosci niz obserwowana dla epitopu naturalnego.

Biatka o sekwencjach oznaczonych NRID5 i NRID6 nieoczekiwanie okazaty sie by¢ wysoce im-
munoreaktywnymi biatkami produkowanymi przez szczepy Streptococcus agalactiae wywotujgce zaka-
zenia u ludzi. Biatka te powodujg naturalng immunizacje, co manifestuje sie ich wysokg immunoreak-
tywnoscig z surowicami osdb zakazonych GBS oraz nosicieli tych bakterii (patrz Tab. 3). Brak podobnej
reaktywnosci zanotowano w przypadku surowic oséb niezakazonych oraz niebedgcych nosicielami
Streptococcus agalactiae (patrz Fig. 2).

Ujawniony sposéb jest rozwigzaniem umozliwiajgcym szybkg, czutg i specyficzng diagnostyke
zakazenia i nosicielstwa wywotanego przez Streptococcus agalactiae. Nowatorskim podejsciem w opra-
cowanym tescie jest wykorzystanie epitopdéw pojedynczo i/lub w kombinaciji, ktére sg rozpoznawane
przez przeciwciata ludzkie. Epitopy Ep1 — Ep13 oraz ich pochodne mogg dalej postuzy¢ do wytworzenia
wysoce specyficznych przeciwciat monoklonalnych.

Ujawniony sposob obejmuje metody immunochemiczne, takie jak np. Enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA).

W korzystnej realizacji sposob wedtug wynalazku obejmuje nastepujgce etapy:

a) Plytki 96-cio dotkowe optaszcza sie epitopem pojedynczym i/lub w kombinacji po kilka
epitopéw immunoreaktywnych, bedgcymi markerami zakazen i/lub nosicielstwa szcze-
pow Streptococcus agalactiae, korzystnie w stezeniu 1,0-100 pg/ml w buforze o pH za-
sadowym. Poddaje sie reakcji blokowania wolnych miejsc przy uzyciu czynnika blokuja-
cego, korzystnie 0,5-5,0% BSA w buforze fosforanowym.

b) Przeprowadza sie reakcje z surowicg ludzka rozcienczong 500-10000 razy, inkubuje na
kotysce w 37°C przez godzine, odmywa sie nadmiar przeciwciat przy uzyciu buforu fos-
foranowego z detergentem, korzystnie z Tween-20 w stezeniu 0,01-0,5%.

c) Wykonuje sie reakcje z koniugatem przeciwciat antyludzkich z zasadowg fosfatazg
w rozcienczeniu 500—10000 razy na kotysce w 37°C przez 1 godzine. Nadmiar koniugatu
odmywa sie przy uzyciu buforu fosforanowego z Tween-20.

d) Test wizualizuje sie przy uzyciu substratow dla zasadowej fosfatazy.

Sposéb wedtug wynalazku zostat blizej przedstawiony na przyktadzie.

Przyktad 1

Okreslenie immunoreaktywnosci epitopéw z wykorzystaniem metody PEPSCAN [J. Mark
Carter 1996]

Biblioteke kilkudziesieciu epitopow uzyskano w wyniku syntezy chemicznej na polietylenowych
pinach (NCP Block of 96 gears — Mimotopes, nr kat.: MIA10750001) z wykorzystaniem Fmoc pochod-
nych aminokwaséw wg procedury:

1. DEPROTEKCJA - piny inkubowano w 20% roztworze piperydyny (PIP) rozpuszczonej
w dimetyloformamidzie (DMF) przez 1 godzine.

2. PLUKANIE - piny ptukano jednokrotnie w DMF przez 2 minuty, nastepnie czterokrotnie
w metanolu (MeOH) przez 2 minuty i osuszano.

3. SPRZEGANIE (acylacja aminokwasow) — piny aktywowano w DMF przez 5 minut, a na-
stepnie sprzegano z 60 mM pochodng aminokwasu rozpuszczong w DMF z 65 mM
1-hydroksy-7-azabenzotriazolem (HoAt) i 60 mM diisopropylokarbodiimidem (DIC)
i 50 uM btekitem bromofenolowym, stosowanym jako indykator konca reakcji acylacji.
Aminoacylacja prowadzona byta w temperaturze pokojowej (~22°C) przez catg noc lub
przez 4 godziny w szczelnie zamknietym naczyniu, aby zapobiec parowaniu roztworu.

4. PLUKANIE

Wariant A: jezeli synteza byta kontynuowana piny jednokrotnie ptukano w MeOH przez 5 minut,
suszono na powietrzu przez 5 minut, a nastepnie inkubowano przez 5 minut w DMF.
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Wariant B: przy zakonczeniu syntezy piny jednokrotnie ptukano w MeOH przez 5 minut, suszono
na powietrzu przez 5 minut, nastepnie inkubowano w DMF przez 5 minut. Po jej zakonczeniu piny dwu-
krotnie ptukano w MeOH przez 2 minuty i suszono na powietrzu przez 30 minut.

Po

5. ELONGACJA - polegata na cyklicznym powtarzaniu etapow 1-4.

6. N-ACETYLACJA (opcjonalnie) — acetylacje grup a-aminowych zsyntetyzowanych pepty-
déw prowadzono w dotkach ptytki polietylenowej za pomoca koktajlu acetylujgcego
(3% bezwodnik octowy, 0,5% N,N-diizopropyloetyloamina (DIEA) rozpuszczone w DMF)
przez 90 minut.

7. PLUKANIE - piny jednokrotnie ptukano w MeOH przez 10 minut i suszono na powietrzu
przez 15 minut.

8. ODBLOKOWANIE / USUNIECIE GRUP BOCZNYCH - boczne grupy blokujgce usuwano
z aminokwasow poprzez 3—4 godzinng inkubacje w tazni z koktajlem odblokowujgcym
(2,5% anizol, 2,5% 1,2 ditioetan w kwasie trifluorooctowym (TFA)).

9. PLUKANIE - piny jednokrotnie ptukano w MeOH przez 10 minut po czym inkubowano je
w roztworze kwasu octowego (0,5% kwasu octowego, 50% MeOH rozcienczonych w wo-
dzie) przez 60 minut. Nastepnie piny dwukrotnie ptukano w MeOH przez 2 minuty i su-
Szono przez noc nad zywicg osuszajgcy.

10. DYSRUPCJA - piny umieszczono w sonikatorze wypetnionym buforem do dysrupc;ji
(1% siarczan dodecyl sodu, 0,1% 2-merkaptoetanol, 0,1 M fosforan sodu; pH 7,2) pod-
grzanym do temperatury ok. 60°C i sonikowano przez 10 minut (7 kW/25 kHz). Nastepnie
piny usuwano z buforu i optukiwano w wodzie ogrzanej do 60°C.

dysrupcji piny przechowywano w warunkach bezwodnych (np. w obecnosci substancji pochta-

niajgcej wode lub w eksykatorze w warunkach prézniowych) lub uzywano bezposrednio do ELISA.

Pr

zyktad 2

Test ELISA [Andersson, et al., 1989]

1.

2.
3.

7.

8.
Pr

Syntetyczne epitopy na pinach zanurzano w buforze blokujagcym Tris/HCI z Tween 20
(TBS-T) zawierajacym 1% BSA i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowe;j.
Piny przemywano trzykrotnie buforem TBS-T przez 5 minut.

Po odptukaniu piny inkubowano w roztworze surowicy ludzkiej rozcienczonej 1:1000 przez
2 godziny w temperaturze pokojowej.

Piny przemywano trzykrotnie buforem TBS-T przez 5 minut.

Piny zanurzono w roztworze z przeciwciatami kozimi anty-ludzkimi sprzezonymi z alkaliczng
fosfatazg rozcienczonymi 1:10 000 i inkubowano przez 1 godzine.

Piny przemywano trzykrotnie buforem TBS-T przez 5 minut.

Po przemyciu, piny zanurzono w roztworze z substratem dla alkalicznej fosfatazy i przez
30 minut wywotywano barwng reakcje.

Piny wyjmowano i odczytano absorbancje przy A = 405 nm.

zyktad 3

Synteza na zywicy Wanga metodg Fmoc stosowana do uzyskania epitopéw rdzennych
oraz ich modyfikowanych pochodnych [Bachem, 2016]

1.

2.
3.

Zywice aktywowano w 20% roztworze piperydyny (PIP) rozcieAczonej w dimetyloformamidzie
(DMF) przez 15 minut.

Zywice szesciokrotnie optukiwano 2 ml DMF.

Do zywicy przytgczano kolejne aminokwasy, dodajgc odpowiednig ich ilo§¢ okreslong wedtug
wzoru:

Mzwigzku = N(miejsc aktywnych)*2,5 eq*Mzwiqzku

oraz 43,7 ul 1-hydroksy-7-azabenzotriazolu (HoAt) i 43,9 pl diisopropylokarbodiimidu (DIC). In-
kubacje prqwadzono od 6 do 36 godzin w zaleznosci od charakteru przytgczanego aminokwasu.

4,
5.
6.

7.

Zywice szesciokrotnie optukiwano 2 ml DMF.

Etapy 2—4 powtarzano cyklicznie do momentu uzyskania peptydu o pozgdanej sekwenciji.
Peptyd usuwano z zywicy przy uzyciu 95% roztworu kwasu trifluorooctowego (TFA) rozpusz-
czonego w wodzie.

Peptyd wytrgcano eterem i wirowywano, nastepnie rozpuszczano w wodzie i liofilizowano.
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Wyniki i wnioski

W wyniku przeprowadzonych eksperymentoéw zidentyfikowano 13 epitopow rdzennych (Tab. 1),
ktére w sposob wysoce specyficzny rozpoznawane byly przez ludzkie przeciwciata obecne w surowicy
krwi pepowinowej pacjentek zakazonych i/lub nosicielek GBS (GBS+). Reakcji nie obserwowano z su-
rowicg osob GBS negatywnych (GBS-) (Fig. 3).

Modyfikacje polegajace na podstawianiu poszczegdlnych aminokwaséw m.in. alaning, czy gli-
cyng oraz biotynylacja peptydow spowodowaty wzrost immunoreaktywnosci w granicach od 7 do 80%,
co jest rezultatem nieoczywistym (Fig. 4). Wykazano rowniez, ze uzycie w tescie kombinacji pochodnych
epitopédw po dwa i/lub trzy, zwieksza specyficznos¢ w reakcji z przeciwciatami krwi pepowinowej do
ok. 40% w stosunku do pojedynczego epitopu.

PISMIENNICTWO:

Andersson G., Ekre H.P., Alm G., Perlmann P. Monoclonal antibody two-site ELISA for human IFN-
gamma. Adaptation for determinations inhuman serum or plasma. J Immunol Methods. 1989; 125:
89-96.

Solid phase synthesis Bachem (002363) published by Global Marketing, Bachem Group, February
2016.

Carter J.M. Epitope Mapping of a Protein Using the Geysen (PEPSCAN) Procedure. The Protein
Protocols Handbook; 1996, Part V, 581-593.
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SEQLTXT.txt
SEQUENCE LISTING

<118> Uniwersytet Jagielloriski

<128> Test diagnostyczny do wykrywania zakazen i/lub nosicielstwa
Streptococcus

<130> PK/4506/RW
<168> 27

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 493
<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae
<400> 1
Met Ser Asn Trp Asp Thr Lys Phe Leu Lys Lys Gly Phe Thr Phe Asp

1 5 1e 15

Asp Val Leu Leu Ile Pro Ala Glu Ser His Val Leu Pro Asn Glu Val
20 25 30

Asp Met Asn Thr Lys Leu Ala Asp Asn Leu Thr Leu Asn Ile Pro Ile
35 40 45

Ile Thr Ala Ala Met Asp Thr Val Thr Asp Ser Lys Met Ala Ile Ala
5o 55 60

Ile Ala Arg Ala Gly Gly Leu Gly Ile Ile His Lys Asn Met Ser Ile
65 70 75 30

Val Asp Gln Ala Glu Glu Vval Arg Lys Val Lys Arg Ser Glu Asn Gly
85 90 95

Val Ile Ile Asp Pro Phe Phe Leu Thr Pro Asp Asn Thr Val Ser Glu
100 165 110

Ala Glu Glu Leu Met Gln Asn Tyr Arg Ile Ser Gly Val Pro Ile Val
115 120 125



Glu

Met

145

Ser

Glu

Asp

Val

Val

225

Ala

Gly

Phe

Ala

Gly

305

Pro

Thr

136

Arg

Gln

Arg

Glu

Ile

21e

Ala

Leu

His

Pro

Arg

296

Pro

Gln

Leu

Phe

Asn

Ile

Gly

195

Glu

Gly

Phe

Ser

Asn

275

Ala

Gly

Ile

Glu

Ile

Leu

Leu

180

Arg

Phe

Ala

Glu

Ala

260

Leu

Ser

Thr

Asn

Ser

val

165

His

Leu

Pro

Val

Ala

245

Gly

Thr

Tyr

Ile

Ala
325

Arg

Asp

15e

Thr

Glu

Ser

Lys

Gly

230

Gly

Val

Leu

Asp

Cys

31e

Ile

Lys

135

Tyr

Ala

His

Gly

Ala

215

Val

Ala

Leu

Ile

Ala

295

Thr

Tyr
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Leu

Lys

Pro

Arg

Leu

200

Ala

Thr

Asp

Arg

Ala

280

Gly

Thr

Asp

SEQLTXT.txt
Val Gly Ile

Gln

Ile

Ile

185

Ile

Lys

Ser

Ala

Lys

265

Gly

Val

Arg

Ala

Leu

Gly

17e

Glu

Thr

Asp

Asp

Ile

250

Ile

Asn

Asp

Val

Ala
330

Ile

155

Thr

Lys

Ile

Glu

Thr

235

Val

Ala

Ile

Val

Val

315

Ala

Ile

140

Ser

Asp

Leu

Lys

Phe

220

Phe

Ile

Glu

Ala

Val

3e0

Ala

Val

Thr

Glu

Leu

Pro

Asp

205

Gly

Glu

Asp

Ile

Thr

285

Lys

Gly

Ala

Asn

His

Glu

Leu

196

Ile

Arg

Arg

Thr

Arg

270

Ala

Val

Val

Arg

Arg

Met

Thr

175

Val

Glu

Leu

Ala

Ala

255

Ala

Glu

Gly

Gly

Glu
335

Asp

Thr

160

Ala

Asp

Lys

Leu

Glu

240

His

His

Gly

Ile

Val

320

Tyr



Gly Lys

Val Lys

Phe Ala
3768

Arg Lys
385

Lys Gly

Lys Leu

Val Ala

Gly Tyr
450

Phe Val
465

Val Gln

<21e>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr

Ala

355

Gly

Phe

Ser

Val

Asp

435

Val

Glu

Ile

2
540
PRT

Ile

340

Leu

Thr

Lys

Ser

Pro

420

Ile

Gly

Met

Thr

Tle

Ala

Asp

Thr

Asp

405

Glu

Val

Ala

Ser

Asn
485

Ala

Ala

Glu

Tyr

390

Arg

Gly

Phe

Ala

Gly

470

Glu

Asp

Gly

Ala

375

Arg

Tyr

Ile

Gln

Asn

455

Ala

Ala
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Gly

Gly

360

Pro

Gly

Phe

Glu

Met

440

Ile

Gly

Pro

Streptococcus agalactiae

2

SEQLTXT.txt
Gly Ile Lys Tyr

345

Asn

Gly

Met

Gln

Gly

425

Leu

Lys

Leu

Asn

Ala

Glu

Gly

Gly

41e

Arg

Gly

Glu

Lys

Tyr
490

Val

Thr

Ser

395

Ser

Val

Gly

Leu

Glu

475

Ser

Met

Glu

380

Ile

Val

Ala

Ile

His

460

Ser

Val

Ser

Leu

365

Ile

Ala

Asn

Tyr

Arg

445

Asp

His

His

Gly

350

Gly

Phe

Ala

Glu

Lys

430

Ser

Asn

Pro

Asp

Ser

Gln

Met

Ala

415

Gly

Gly

Ala

His

Ile

Met

Gly

Lys

4060

Asn

Ser

Met

Gln

Asp
480

Met Ala Lys Asp Ile Lys Phe Ser Ala Asp Ala Arg Ser Ala Met Val

1

5

10

15

Arg Gly Val Asp Ile Leu Ala Asp Thr Val Lys Val Thr Leu Gly Pro



Lys

Thr

Phe

65

Asn

Ala

Ile

Glu

Gln

145

Ser

Glu

Phe

Met

Ile

Gly

Asn

50

Glu

Asp

Ile

Gly

Leu

136

Val

Glu

Ser

Asp

Val

21e

Ser

Arg

35

Asp

Asn

Ile

Val

Ile

115

Lys

Ala

Ala

Arg

Arg

195

Ser

Asn

20

Asn

Gly

Met

Ala

Arg

100

Arg

Glu

Ala

Met

Gly

180

Gly

Glu

Ile

Val

Val

Gly

Gly

Glu

Arg

Ile

Val

Glu

165

Met

Tyr

Leu

Gln

Val

Thr

Ala

70

Asp

Gly

Gly

Ala

Ser

150

Arg

Glu

Leu

Glu

Glu

Leu

Ile

55

Lys

Gly

Leu

Ile

Gln

135

Ser

Val

Thr

Ser

Asn

215

Ile
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Glu

40

Ala

Leu

Thr

Lys

Glu

126

Pro

Arg

Gly

Glu

Gln

200

Pro

Leu

SEQLTXT.txt

25

Lys

Lys

Val

Thr

Asn

105

Thr

Val

Ser

Asn

Leu

185

Tyr

Tyr

Pro

Ala

Glu

Ser

Thr

9e

Val

Ala

Ser

Glu

Asp

170

Glu

Met

Ile

Leu

Phe

Ile

Glu

75

Ala

Thr

Val

Gly

Lys

155

Gly

Val

val

Leu

Leu

Gly

Glu

60

Val

Thr

Ala

Ser

Lys

140

Val

Val

Val

Thr

Ile

220

Glu

Ser

45

Leu

Ala

Val

Gly

Ala

125

Glu

Gly

Ile

Glu

Asp

205

Thr

Glu

3e

Pro

Glu

Ser

Leu

Ala

11e

Ala

Ala

Glu

Thr

Gly

190

Asn

Asp

Val

Leu

Asp

Lys

Thr

95

Asn

Val

Ile

Tyr

Ile

175

Met

Glu

Lys

Leu

Ile

His

Thr

8@

Gln

Pro

Glu

Ala

Ile

166

Glu

Gln

Lys

Lys

Lys
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Thr

Leu

Ala

Asp

Leu

305

val

Ser

Ala

Lys

Thr

385

Thr

Leu

Glu

Asn

Pro

val

Ile

290

Asp

Thr

Ser

Thr

Leu

370

Glu

Arg

Val

Glu

Arg

Thr

Lys

275

Ala

Leu

Val

Ala

Thr

355

Ala

Leu

Ala

Asn

Thr

Pro

Leu

260

Ala

Ile

Lys

Asp

Ile

340

Ser

Gly

Lys

Ala

Val

420

Gly

Leu

245

Val

Pro

Leu

Asp

Lys

325

Ala

Asp

Gly

Glu

val

405

Ile

Arg

23e

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

31e

Asp

Asn

Phe

Val

Met

3%@

Glu

Glu

Asn

Ile

Asn

Phe

Gly

295

Thr

Ser

Arg

Asp

Ala

375

Lys

Glu

Lys

Ile
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Ile

Lys

Gly

280

Gly

Met

Thr

Val

Arg

360

Val

Leu

Gly

Val

Val

SEQLTXT.txt

Ala

Ile

265

Asp

Thr

Gln

val

Ala

345

Glu

Ile

Arg

Ile

Ala

425

Leu

Asp

250

Arg

Arg

Val

Val

Ile

330

Tle

Lys

Lys

Ile

Val

416

Ala

Arg

235

Asp

Gly

Arg

Val

Leu

315

val

TIle

Leu

val

Glu

395

Ser

Leu

Ala

Val

Thr

Lys

Thr

300

Gly

Glu

Lys

Gln

Gly

380

Asp

Gly

Lys

Leu

Asp

Phe

Ala

285

Glu

Gln

Gly

Ser

Glu

365

Ala

Ala

Gly

Leu

Glu

Gly

Asn

27@

Met

Asp

Ser

Ala

Gln

35e

Arg

Ala

Leu

Gly

Asn

430

Glu

Glu

255

Val

Leu

Leu

Ala

Gly

335

Met

Leu

Thr

Asn

Thr

415

Gly

Pro

240

Ala

Val

Glu

Gly

Lys

320

Asp

Glu

Ala

Glu

Ala

400

Ala

Asp

Val



Arg

Arg

465

Glu

Thr

Thr

Ala

Gln

450

Leu

Trp

Arg

Thr

Pro
530

<21@>
<211>
<212>
<213>

<400>

435

Ile

Lys

val

Ser

Glu

515

Ala

3
16
PRT

Ala

Gln

Asp

Ala

560

Ala

Met

Tyr

Ser

Met

485

Leu

Val

Asp

Asn

Glu

470

val

Gln

Val

Pro

Ala

455

Ile

Thr

Asn

Ala

Ser
535
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440

Gly

Gly

Thr

Ala

Asn

520

Met

Streptococcus agalactiae

3

Arg Ala Ala Ala Asp Tyr Leu Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4
14
PRT

5

Streptococcus agalactiae

4

SEQLTXT.txt

Tyr

Thr

Gly

Ala

505

Lys

Met

Glu

Gly

Ile

490

Ser

Pro

Gly

Gly

Phe

475

Ile

Val

Glu

Gly

Ser

460

Asn

Asp

Ala

Pro

Phe
540

445

vVal Ile

Ala Ala

Pro Val

Ser Leu

516

Glu Ala
525

Ile

Asx

Lys

495

Ile

Pro

Glu

Gly

480

val

Leu

Thr

Val Pro Leu Tyr Ser Tyr Leu Gly

10

Asp Arg Ala Met Ile Ala Leu Asp Gly Thr Pro Asn Lys Gly

1

<21e>
<211>
212>

5
14
PRT

5

10

15

11
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<213> Streptococcus agalactiae
<400> 5

Leu Thr Ala Ala Ile Thr Thr Val

1 5

<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<480> 6

Gly Gln Val Leu Ala Lys Pro Gly

1 5

<216> 7

<211> 15

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 7

Val Val Lys Val Gly Ile Gly Pro

1 5

<216> 8

<211> 18

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 8

Gln Gly Arg Lys Phe Lys Thr Tyr

1 5

<210> 9

<211> 10

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 9

Lys Ala Phe Gly Ser Pro Leu Ile
1 5

SEQLTXT.txt

Leu Ala Arg Arg Leu Pro
16

Ser Ile Asn Pro His Thr Lys Phe
1e 15

Gly Ser Ile Cys Thr Thr Arg
10 15

Arg Gly

Thr Asn
10
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<2106> 10

<211> 12

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 10

Ala Gly Gly Vval Ala Val Ile Lys
1 5

<21e> 11

<211> 12

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<408> 11

Met Val Thr Thr Gly Ile Ile Asp
1 5

<210> 12

<211> 1@

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 12

Lys Leu Gln Glu Arg Leu Ala Lys
1 5

<216> 13

<211> 13

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 13

Ala Ala Thr Glu Thr Glu Leu Lys
1 5

<216> 14

<211> 1@

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 14

Lys Val Thr Arg Ser Ala Leu Gln

SEQLTXT.txt

Val Gly Ala Ala
1e

Pro Val Lys Vval
1e

Leu Ala
10

Glu Met Lys Leu Arg
1e

Asn Ala

13
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SEQLTXT.txt
1 5 10

<210> 15

<211> 15

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<488> 15

Leu Gln Asn Ala Ala Ser Val Ala Ser Leu Ile Leu Thr Thr Glu
1 5 10 15

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> pochodna epitopu

<400> 16

Met Val Thr Thr Gly Ile Ile Asp Pro Val Ala
1 5 1@

<218> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

220>
<223> pochodna epitopu

<400> 17

Met Val Thr Thr Gly Ile Ile Asp Pro Ala Lys
1 5 10

<21e> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> pochodna epitopu

<4ee> 18
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SEQLTXT.txt

Met Val Thr Thr Gly Ile Ile Asp Ala Val Lys
1 5 10

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

220>
<223> pochodna epitopu

<400> 19

Met Val Thr Thr Gly Ile Ile Ala Pro Val Lys
1 5 10

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> pochodna epitopu

<400> 20

Met Val Thr Thr Gly Ile Ala Asp Pro Val Lys
1 5 10

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> pochodna epitopu

<400> 21

Met Val Thr Thr Gly Ala Ile Asp Pro Val Lys
1 5 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>

15
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SEQLTXT .txt

<223> pochodna epitopu
<400> 22

Met Val Thr Thr Ala Ile Ile Asp Pro Val Lys
1 5 10

<218> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> pochodna epitopu

<4e6> 23

Met Val Thr Ala Gly Ile Ile Asp Pro Val Lys
1 5 10

<218> 24

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> pochodna epitopu

<40e> 24

Met Val Ala Thr Gly Ile Ile Asp Pro Val Lys
1 5 10

<218> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> pochodna epitopu

<4@08> 25
Met Ala Thr Thr Gly Ile Ile Asp Pro Val Lys
1 5 10

<218> 26
<211> 11



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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SEQLTXT.txt
PRT
artificial

pochodna epitopu

26

Ala vVal Thr Thr Gly Ile Ile Asp Pro Val Lys

1

<216>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10
27
11
PRT
artificial

pochodna epitopu

27

Met Val Thr Thr Gly Ile Ile Asp Pro Val Lys

1

5 1e

17

Zastrzezenia patentowe

. Epitop specyficzny dla zakaznych Streptococcus agalactiae posiadajgcy sekwencje amino-
kwasowg wybrang sposréd Sekw. Nr 3—15 oraz ich pochodnych wybranych sposréd Sekw.
Nr 16-27.

. Sposéb wykrywania zakazenia pacjenta szczepem Streptococcus agalactiae, znamienny
tym, ze w pobranej od pacjenta probce sprawdza sie obecnos¢ epitopu posiadajgcego se-
kwencje aminokwasowg wybrang sposrod Sekw. Nr 3—15 lub przeciwciat specyficznych wo-
bec epitopu posiadajgcego sekwencje aminokwasowg wybrang sposrod Sekw. Nr 3—15 lub
przeciwciat specyficznych wobec pochodnej epitopu posiadajgcej sekwencje aminokwasowg
wybrang sposrod Sekw. Nr 16—-27, przy czym obecnos¢ tego epitopu lub takich przeciwciat
Swiadczy o zakazeniu pacjenta szczepem Streptococcus agalactiae.

. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze badanie przeprowadza sie z wykorzystaniem
znanych metod immunochemicznych, zwtaszcza Western Blotting lub ELISA.

. Sposoéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze jako badang probke wykorzystuje sie surowice
ludzkg, zwtaszcza w rozcienczeniu 500 — 10000 razy

. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze obecno$¢ epitopu lub przeciwciat Swiadczy
0 nosicielstwie przez pacjenta szczepu Streptococcus agalactiae.
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Tabela 1. Polipeptydowe epitopy rdzenne Streptococcus agalactiae.

Symbol epitopu

Sekwencja aminokwasowa peptydu rdzennego

Nr identyfikacyjny bialtka

Epl RAAADYLEVPLYSYLG NRID2
Ep2 DRAMIALDGTPNKG NRID2
Ep3 LTAAITTVLARRLP NRID4
Ep4 GQVLAKPGSINPHTKF NRID4
EpS VVKVGIGPGSICTTR NRID3
Ep6 QGRKFKTYRG NRIDS
Ep7 KAFGSPLITN NRID6
Ep8 AGGVAVIKVGAA NRID6
Ep9 MVTTGIDPVKV NRID6
Ep10 KLQERLAKLA NRID6
Epli AATETELKEMKLR NRID6
Ep12 KVTRSALQNA NRID6
Ep13 LONAASVASLILTTE NRID6
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Tabela 2. Charakterystyka klinicznych szczepow bakterii z gatunku S. agalactiae.

L Nazwa Material Pacjent/ Serot geny z Fenotyp gen gen
P szezepu kliniczny | rozpoznanie » rodziny Alp | oporno$ci | ermB | mefA/E
noworodek
1 1736/08 mocz ZUM* \Y alp? KMLSpB ermB -
kobieta .
2 D129 mocz ZUM* I rib - - -
kobieta .
3 D437 mocz ZUM* Ib epsilon - - -
MEZCZYZNna .
4 D280 mocz ZUM* Ia epsilon - - -
kobieta .
5 D481 mocz ZUM* v rib
kobieta
6 G413 mocz ZUM* A% alp? - - -
kobieta .
7 G408 mocz ZUM* Ib epsilon - - -
- kobieta :
8 G437 mocz ZUM* 11 rib - - -
. mezczyzna r " _ ) }
9 G361 mocz ZUM* v epsilon
mezezyzna : .
10 | 286378 mocz TUM* I rib KMLSB ermB
MGZCZYZNa : _ _
11 | 300666 mocz ZUM* \% alp2 iMLSP
noworodek
12 | 305139 mocz ZUM* I hca - - -
noworodek
13 | 306723 mocz ZUM* 111 alp? - - -
noworodek
14 | 13793/08 | mocz ZUM* A% alp? KMLSPB ermB -
3723 noworodek : )
15 | 13723/07 | mocz ZUM* 11T rib kMLSp ermB
noworodek .
16 | 2992/08 mocz ZUM* \Y rib - - -
17 | 5303/08 | mocz nowonodek ln | epsiton - - -
18 | ppa wymaz kgl_)leta bd alp2/3 _ R _
z pochwy nosicielstwo
19 | pps wymaz k_o‘t_neta bd alp2/3 _ R _
z pochwv nosicielstwo
20 | pp7 wymaz kobieta bd bd . . .
z pochwy nDsmle_lstwo
21 | PP wymaz kpbmta bd alp2/3 _ R _
z pochwyv nosicielstwo
22 | ppo wymaz ko‘t_;ieta bd vib ; . )
z pochwv nosiciclstwo
23 | NPP1 wymaz kobieta bd bd . . i}
z pochwy nosicielstwo
24 | GASI wymaz dziecko bd bd } ) i}
z gardla ar}Eina
25 BS1 Wymaz. dziecko bd 15273 R R R
GBS z gardla zakazenie “p
26 | GBS2 wymaz kobieta bd bd _ R _
Z rany martwicze
27 | 233708 | Wymaz | noworodek Ia | epsilon . . -
Z 1. ustnej kolonizacja
noworodek .
28 | CM47 krew EOD** II rib KMLSB ermB | -
noworodek E
29 | 13793/08 | krew EOD** \Y alp2 KMLSB ermB | -
Noworodek .
30 | 2992/08 mocz ZUM* A% rib

*ZUM - zakazenie ukladu moczowego ( S. agalactiae >10° CFU/ml); ** EOD — zakazenie o wczesnym poczatku
(ang. carly onset disease); bd — brak danych; ,,-” — brak.
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Tabela 3. Wykaz surowic GBS-dodatnich i GBS-ujemnych wykorzystanych do oceny
specyficznosci immunoreaktywnych biatek S. agalactiae 1 ich epitopow w testach

immunochemicznych.

Surowice GBS-dodatnie:

Krew zylna

Krew pgpowinowa

28/3. 14/3. 10/3, 3/3, 42/3

SK1. SK2, PP4, PP6. PP7, PPR. PPG. NPPI,
GBS1, GBS2a, GBS2b, PPY, SB3b, SB4b, PP7,

1/KP, 2/KP, 3/KP, 4/KP. 5/KP, 6/KP, 8/KP,
10/KP, 14/KP, 15/KP, 16/KP

Surowice GBS-ujemne:

Krew zylna

Krew pepowinowa

13/3,22/3, 34/3

SK8, SB7, SB8, SBY, SBla, SB1b, SB3a, 5/3,

12/KP, 13/KP, 24/KP, 28/KP, 29/KP
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Tab. 4. Procentowy wzrost immunoreaktywno$ci pochodnych epitopu MVTTGIIDPVK
wobec surowicy GBS-dodatniej, uzyskanych w wyniku podstawiania alaning kolejnych

aminokwasow.
Peptyd Srednia absorbancja % wzrost reaktywnosci w porownaniu z
(A405nm GBS+} sekwencjg wyjsciowg (MVTTGIIDPVK)
MVTTGIIDPVA 1,38510001 wzrost o 45%
MVTTGIIDPAK 1,01940002 wzrost 0 7%
MVTTGIIDAVK 1,32013333 wzrost o 38%
MVTTGIIAPVK 1,15009999 wzrost o 21%
MVTTGIADPVK 0,89886667 spadek o 6%
MVTTGAIDPVK 1,28863335 wzrost o0 35%
MVTTAIIDPVK 1,50660002 wzrost o 58%
MVTAGIIDPVK 1,24636666 wzrost o0 31%
MVATGIIDPVK 1,2343667 wzrost o 30%
MATTGIIDPVK 1,69836664 wzrost o 78%
AVTTGIIDPVK 1,34063331 wzrost o 40%
MVTTGIIDPVK 0,95466667
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Rysunki

Fig. 1

Sekwencje aminokwasowe immunoreaktywnych biatek S. agalactiae.

Sekw. NRIDS

MSNWDTKFLKKGFTFDDVLLIPAESHVLPNEVDMNTKLADNLTLNIPIITAAMDTVTDSKMAIAIARAG
GLGITHKNMSIVDQAEEVRKVKRSENGVIIDPFFLTPDNTVSEAEELMOQNYRISGVPIVETLENRKLVGIIT
NRDMRFISDYKQLISEHMTSQNLVTAPIGTDLETAERILHEHRIEKLPLVDDEGRLSGLITIKDIEK VIEFP
KAAKDEFGRLLVAGAVGVTSDTFERAEALFEAGADAIVIDTAHGHSAGVLRKIAEIRAHFPNRTLIAGNI
ATAEGARALYDAGVDVVKVGIGPGSICTTRVVAGVGVPQITAIYDAAAVAREYGKTIIADGGIKY SGDI
VKALAAGGNAVMLGSMFAGTDEAPGETEIFQGRKFKTYRGMGSIAAMKKGSSDRYFQGSVNEANKLYV
PEGIEGRVAYKGSVADIVFOMLGGIRSGMGYVGAANIKELHDNAQFVEMSGAGLKESHPHDVQITNEA
PNYSVH

Sekw. NRID6

MAKDIKFSADARSAMVRGVDILADTVKVTLGPKGRNVVLEKAFGSPLITNDGVTIAKEIELEDHFENMG
AKLVSEVASKTNDIAGDGTTTATVLTQAIVREGLENVTAGANPIGIRRGIETAVSAAVEELKEIAQPVSG
KEATAQVAAVSSRSEKVGEYISEAMERVGNDGVITIEESRGMETELEVVEGMQFDRGYLSQYMVTDNE
KMVSELENPYILITDKKISNIQEILPLLEEVLKTNRPLLIIADDVDGEALPTLVLNKIRGTFNVVAVKAPGF
GDRRKAMLEDIAILTGGTVVTEDLGLDLKDATMQVLGQSAKVTVDKDSTVIVEGAGDSSAIANRVAIIK
SOMEATTSDFDREKLQERLAKLAGGVAVIKVGAATETELKEMKLRIEDALNATRAAVEEGIVSGGGTA
LVNVIEKVAALKLNGDEETGRNIVLRALEEPVRQIAYNAGYEGSVIIERLKQSEIGTGFNAABGEW VDM
VTTGIIDPVKVTRSALQNAASVASLILTTEAVVANKPEPEAPTAPAMDPSMMGGF
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Fig. 2

Przyktadowe zdjecie z analizy Western blot z wykorzystaniem trzech szczepow: S55 (1736/08),
S57 (13793/08), D129. Do sprawdzenia immunogennosci wykorzystano surowice z krwi
pepowinowej: A) 3/KP (inaktywowana), B) 1/KP, C) 6/KP. Biatka immunoreaktywne to
NRIDS i NRIDG6 o masach okoto 55 kDa.

A B C
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Fig. 3

Specyficznosc¢ rdzennych epitopéw polipeptydowych S. agalactiae z miksem surowic GBS+

oraz miksem surowic GBS-.

epitopy rdzenne
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Fig. 4

Przykiad reaktywnosci peptydow zmodyfikowanych poprzez podstawianie alaning dla
pochodnej epitopu rdzennego MVTTGIIDPVKYV (Ep9) biatka NRID6.
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