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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Clostridium difficile jest przyczyna jednego z najczgstszych zakazen szpitalnych, czyli biegunki
poantybiotykowej, ktdra moze si¢ rozwingé w rzekomobtoniaste zapalenie jelit i rozdecie okreznicy, co w wielu
przypadkach prowadzi do $mierci pacjenta. Zakazenie bakterig C. difficile (CDI) jest szczegdlnie niebezpieczne
dla ludzi starszych, u ktérych powoduje najwicksza §miertelno$¢. W Polsce czestos¢ zakazen bakterig C. difficile
jest duzo wyzsza niz $rednia europejska i wynosi 76 przypadkéw na 10 000 szpitalnych przyje¢. Poziom
$miertelnosci u chorych, u ktérych stwierdzono rzekomobloniaste zapalenie jelit, wynosi 6-30% i utrzymuje si¢
rowniez na wysokim poziomie u pacjentéw, u ktérych nie zdiagnozowano wcze$niej rzekomobloniastego
zapalenia jelit. W Stanach Zjednoczonych koszty leczenia jednego pacjenta zakazonego C. difficile wynosza
2 000-72 000 $, a walka z biegunkami wywotanymi zakazeniem C. difficile wynosi rocznie okoto 1,1 miliarda
dolaréw. Warto odnotowac, ze coraz wiecej chorych zakaza si¢ poza jednostkami opieki medyczne;.

Infekcja zwykle powstaje w trakcie kuracji antybiotykowej, ktdra zaburza sktad naturalnej mikroflory
jelitowej cztowieka, a to stwarza dogodne warunki do kolonizacji jelit. Leczenie polega przede wszystkim na
odstawieniu antybiotykow, ktore byly podawane do czasu wystgpienia zakazenia co pomaga zwykle u 23%
pacjentow. W razie braku poprawy stosuje si¢ antybiotyki w postaci metronidazolu lub wankomycyny.

C. difficile posiada wiele czynnikow wirulencji, przez co jest patogenem trudnym do zwalczania. Wiele
grup badawczych pracuje nad nowymi sposobami zwalczania tego drobnoustroju, bedacymi alternatywa dla
antybiotykow. Nie wprowadzono jeszcze do sprzedazy szczepionki zapobiegajacej zakazeniu. Trwaja badania
kliniczne III fazy nad szczepionka oparta na najlepiej poznanych sktadnikach wirulencji C. difficile, czyli
toksynach. Fragmenty toksyn A i B podane jako antygeny wzbudzaja odpowiedz systemowa, ktora neutralizuje
dziatanie toksyn, jednak indukcja odpowiedzi miejscowej w jelicie jest bardzo staba. Udowodniono dziatanie
ochronne szczepionek opartych na toksynach A i B. Na zdrowych ochotnikach wykazano, ze szczepionki sa
bezpieczne i immunogenne oraz ze zapobiegaja nawrotom choroby u oséb cierpiacych na nawracajace CDI.
Istniejg jednak doniesienia o duzej zmienno$ci toksyn wytwarzanych przez bakteri¢, zwlaszcza w rejonie
najsilniej wzbudzajacego odpowiedz odpornosciowa C-konca tych biatek. Nie wiadomo, czy wytworzenie
aktywnych przeciwciat skierowanych na toksyny wyeliminuje nosicielstwo oraz przenoszenie miedzy
pacjentami zakazenia przez spory. Jednym z badanych rozwigzan jest wykorzystanie immunogennych
wiasciwosci biatek wchodzacych w sktad warstwy powierzchniowej patogenu, jako sktadnikow szczepionki.
Jedna z metod prewencji zakazen C. difficile moze by¢ indukcja swoistych przeciwciat skierowanych przeciwko
czasteczkom zaangazowanym w proces adhezji, poniewaz zablokowanie miejsc wigzacych na powierzchni
bakterii uniemozliwiatoby przyleganie patogenu do komoérek nablonkowych czlowieka i tym samym nie
dochodzitoby do rozwinigcia si¢ stanu zapalnego. Wlasciwosci immunogenne sktadnikéw powierzchni
C. difficile stwarzaja mozliwo§¢ wykorzystania ich w szczepionkach. Za wykorzystaniem bialek
w szczepionkach przemawia rowniez to, ze cze¢$¢ z nich ma regiony konserwatywne.

Celem naszego projektu jest przede wszystkim znalezienie miejsc wigzania przeciwcial do bialek na
powierzchni komorki bakterii Clostridium difficile. Zlokalizowanie takich miejsc pozwoli w przyszlosci na
zaprojektowanie efektywnej szczepionki. OkreSlony epitop zostanie nastepnie potaczony z biatkiem
no$nikowym w celu wzmocnienia jego immunoreaktywno$ci. Tak przygotowany koniugat zostanie
przetestowany jako protoszczepionka podana w nowoczesnym nanoadiuwancie w badaniach in vivo i in vitro.
Nanoadiuwant ma wlasciwosci ochronne wzgledem antygenu oraz wzmacnia odpowiedz odpornosciowa u
szczepionych myszy. Efektem projektu bedzie dobrze opisana formulacja w postaci immunogennego
koniugatu oraz nanoadiuwantu gotowa do dalszego testowania, co w przyszloSci moze skutkowaé
powstaniem pierwszej polskiej szczepionki przeciwko Clostridium difficile.

Zadania przewidziane w projekcie obejmuja:

a) Poszukiwanie bakteryjnego biatka silnie wigzanego przez przeciwciata ludzkie za pomocg jednej z technik
mapowania epitopow.

b) Przygotowanie koniugatu syntetycznego peptydu z biatkiem no$nikowym.

c) Polaczenie koniugatu i nanoadiuwantu.

d) Testowanie wtasciwosci biologicznych formulacji in vitro (z uzyciem linii komérkowych).

¢) Testowanie wlasciwosci ochronnych formulacji in vivo (z uzyciem modelu zwierzecego).



