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PRODUCT MANAGER DS. BORELIOZY

Nowatorskie antygeny
stosowane w testach
Blot anty-Borrelia

Wistep

Borelioza jest chorobg zakazna wywotywang przez kretka Bor-
relia burgdorferi sensu lato. Rezerwuarem B. burgdorferi sg dziko
zyjace w lesie zwierzeta: gryzonie, jelenie, dziki oraz inne ssaki i pta-
ki. Kleszcz, zywiac si¢ ich krwia, staje sie Zrodtem zakazenia dla
cztowieka. Przebywajac w miejscach wystepowania kleszcza, staje-
my sie jego potencjalnymi zywicielami. Kretki Borrelia przenoszo-
ne s3 na czlowieka podczas uklucia przez zainfekowanego kleszcza

+ (Ixodes ricinus). W USA wystepuje jeden patogenny dla cztowieka
gatunek B. burgdorferi sensu stricto, podczas gdy w Europie wyrdz-
nia si¢ ich az cztery: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii
oraz B. spielmanii.

W efekcie zakazenia dochodzi do indukcji komérkowej oraz
humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Mnogo$¢ antygenéw
z B. burgdorferi skutkuje pojawianiem si¢ w surowicy chorego
szeregu réznych przeciwcial. Obecnie zalecana strategia diagno-
styczna zaktada wykrycie specyficznych dla B. burgdorferi prze-
ciwcial poprzez zastosowanie dwuetapowéj strategii: w pierwszej
kolejnosci nalezy wykona¢ test ELISA, nastepnie Westernblot, jako
test potwierdzenia.

Monowalentne wigzanie
przeciwciat IgM
- niskie powinowactwo
- wymagana duza ilos¢ antygenu
- reakcje niespecyficzne

Biatko OspC: natywne, rekombinant monomer,
rekombinant dimer

Biatko OspC (ang. Outer surface protein C) jest najwazniejszym
antygenem dla przeciwcial klasy IgM we wczesnym stadium bore-
liozy. Przeciwciala IgM przeciwko OspC s3 wysoko specyficznym
i glownym markerem wczesnego zakazenia. Ich prewalencja u pa-
cjentéw ze $wieza boreliozg siega 90%. Biatko OspC w testach Immu-
noblot stosowane bylo przez lata w postaci natywnej. Jednakze pro-
dukcja testow Blot z natywnymi antygenami wymaga czasochtonnej
hodowli in vitro i wigze si¢ ze znacznymi kosztami. Ekspresja anty-
genu OspC jest zalezna od wielu czynnikéw, m.in. temperatury, ste-
zenia tlenu i dwutlenku wegla, co znacznie utrudnia standaryzacje
produkcji natywnej postaci tego biatka [1].

Dotychczas w testach ELISA oraz Immunoblot stosowano re-
kombinowane biatko OspC w postaci monomeru bez N-terminalnej
sekwencji sygnalowej oraz sgsiadujgcej reszty cysteinowej, ktére sta-
nowia immunogenny fragment. Rekombinanty pozbawione reszty
cysteinowej s3 poddawane odmiennym reakcjom potranslacyjnym,
co prowadzi do obnizonej specyficznosci takiego antygenu i wiekszej
liczby wynikéw falszywych. Dlatego rekombinowane biatko OspC
bylo mniej specyficzne od natywnego [2].

NOWOSC
Rekombinowane OspC,,,

Biwalentne wigzanie
przeciwciat igM

- wysokie powinowactwo
- wymagana niewielka ilo$¢ antygenu
- wigksza specyficznosé
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Przetomem bylo poznanie struktury biatka OspC, ktore w Scia-
nie komorkowej bakterii wystepuje w postaci dimerycznej. Taka
forma antygenu zapewnia bardziej specyficzne, biwalentne wigza-
nie przeciwcial IgM (Rysunek 1).

= Rysunek 2. Sktad antygenowy testu Anty-Borrelia e
= EUROLINE RN-AT IgM,a. W roku 2012 naukowcom z Instytutu Immunologii Dosw1adczal:
g ................................................................................................................. nej EUROIMMUN AG (Lubeka) udalo 519 StWOrZYé 1 OpatentOWaC
2 - RN ot Wysale spesyficzny anbygan technologie produkgji rekombinowanego OspC, w ktérym dwie mo-
5 v B Aepdlh rekombinowany nomeryczne podjednostki biatka polaczone s3 mostkiem disiarcz-
= i T Nowe antygeny rekombinowane kowym w dimer. W takiej postaci rekombinowane biatko OspC
0spC,,  B. afzelii posiada identyczne wlasciwosci antygenowe jak postac natywna,
0spC,,,  B. burgdorferi | Wysoko specyficzne antygeny aw poréwnaniu do klasycznego rekombinowanego OspC wyka-
B ool rekombinowane OspC advanced zuje 0 30% wyzsza specyficznoéé [1]. Réznice wynikaja prawdopo-
oot by (Bdlme /r') z 4 genogatunkow dobnie z biwalentnego wigzania IgM zapewniajacego wyzsze powi-
e F nowactwo przeciwcial IgM do dimeru OspC advanced (OspC,qy).
Ten nowy antygen zastosowany zostal w testach Immunoblot firmy
EUROIMMUN (Anty-Borrelia EUROLINE RN-AT IgG, IgM,4,).
Antygeny lipidowe
Stosowane w testach serologicznych antygeny biatkowe stanowig
standard. Okazuje sie, Ze rowniez frakcje lipidowe z B. burgdorferi
i B. afzelii wykazujg silng immunogennos¢.
e Prof. Bettina Wilske, autorka niemieckich standardéw diagno-
IgM VLNt kontrolne dldhuesyatdeH styki boreliozy, na ktore powotujg si¢ oérodki opiniotwoércze w Pol-
Kontrola etapow inkubagji sce, opublikowata w 2009 roku prace opisujaca przydatnos¢ frak-
cji lipidowych w diagnostyce boreliozy [3]. W przeprowadzonych

badaniach udowodniono wysokg immunogennoé¢ dwoch frakeji:
« 6-0-acylo-p-D-galaktopiranozyd cholesterolu (ACGal)
o mono-beta-D-galaktopiranozyd diacyolglicerolu (MGalD)
Przeciwciala przeciwko ACGal i MGalD wykazuja wysoka
specyficzno$¢ dla zakazen B. burgdorferi, przy czym przeciwciala

Anty-Borrelia RN-AT IgG/igiV
advanced

Antygeny rekombinowane roznych genogatunkow
Szerokie spektrum antygendw:

® 14 antygenow do badania przeciwciat IgG
e 7 antygendw do badania przeciwciat IgM

Antygeny lipidowe

Unikalne markery pdznej postaci choroby

OspC advanced

Rekombinowane biatko identyczne z dimeryczna postacia
natywng. Wyzsza o 30% specyficznosé w stosunku do
- klasycznego, rekombinowanego OspC.
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Blona Borrelia burgdorferi

Blona zewnetrzna

Btona wewnetrzna
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Zhomogenizowana
btona Borrelia
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anty-ACGal wystepuja z wyzsza prewalencja, co jest spowodowane
obfitym wystepowaniem frakcji ACGal w trzech najistotniejszych
klinicznie gatunkach B. burgdorferi sensu lato.

Przeciwciata przeciwko lipidom a postac boreliozy

W badaniach prof. Wilske oceniano, czy pacjenci z borelioza
w réznych stadiach choroby wytwarzajg przeciwciata przeciwko li-
pidom. Zbadano 68 pacjentéw: 20 z rumieniem wedrujagcym (EM),
19 z wczesng neuroboreliozg (NB), 14 z Acrodermatitis chronica
atrophicans (ACA) i 15 z zapaleniem stawow (Lyme Arthritis, LA).
Przebadano réwniez 20 prébek od zdrowych oséb.

Przeciwciala przeciwko ACGal w klasie IgG stwierdza sie w su-
rowicach pacjentéw wszystkich faz boreliozy, jednak najczesciej
u pacjentéw w poznej fazie choroby (Tabela 1). Ponad 80% chorych
z pozng fazg zakazenia wytwarza przeciwciala przeciwko ACGal
w mianach siegajacych 1:32 000 [3].

Tabela 1. Prewalencja przeciwciat przeciwko antygenom
lipidowym (MGalD oraz ACGal) kretkéw Borrelia
w zaleznosci od postaci choroby [3].

Przeciwciata prze- Rumieriwe- Neurobore- ACA/LA
drujacy

Dawcy krwi

ciwko: lioza

Przeciwciata przeciwko lipidom a powodzenie leczenia

Spadek przeciwciat przeciwko ACGali MGalD po leczeniu u pa-
cjentéw z Lyme Arthritis jest nieznaczny. Dlatego przeciwciala te
nie moga stuzy¢ jako marker powodzenia leczenia i eradykacji za-
kazenia. Przeciwnie: odpowiedz przeciwko glikolipidom Borrelia
utrzymuje sie przez lata po zakazeniu. Co wiecej, u tych pacjentéw

nie obserwowano reinfekji. Dlatego glikolipidy wydaja si¢ przy-
datne do immunizacji [4].

Zastosowanie antygenow lipidowych w diagnostyce rutynowej

Pojecie antygenu natywnego czy rekombinowanego zarezerwo-
wane jest wylacznie dla antygenéw biatkowych. W przypadku an-
tygenéw lipidowych pojecia te nie maja sensu, gdyz rekombino-
wa¢é mozna wylacznie biatka. Dwie immunogenne frakeje lipidowe
2 B. afzeliii B. burgdorferizostaly zatem wyekstrahowane bezposred-
nio zzewnetrznej blony komérkowej metods ,,Bligh-Dyer” (Rysunek 3).
Po ich oczyszczeniu zostaly umieszczone na paskach membrano-
wych w teécie Anty-Borrelia EUROLINE RN-AT IgG, a nastepnie
okreglono ich czuto$¢ i specyficzno$c (Tabela 2). Przeciwciata prze-
ciwko lipidom Borrelia czesto wskazuja na pozing faze infekeji,
dlatego czuto$¢, ktéra podyktowana jest prewalencjg przeciwcial,
wynosi ok. 25%. Warto zwrdci¢ uwage, ze specyficznoéc obu frakeji
lipidow w tych badaniach siegneta 100%, co przemawia za tym, ze
antygeny lipidowe nie powoduja reakcji nieswoistych.

Tabela 2. Specyficznos¢ i czutos¢ antygenéw lipidowych
zastosowanych w tescie Anty-Borrelia EUROLINE RN-
AT do oznaczania przeciwciat klasy 1gG obliczone za

Antygen Czutos¢ Specyficznos¢
%) (%)
Lipid Ba 25,1 100
Lipid Bb 25,1 99,6
Podsumowanie

Dimeryczne biatko OspC,q, faczy w sobie zalety biatka rekom-
binowanego (prostota produkcji, standaryzacji i poréwnywalnos¢
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Rysunek 4. Sktad antygenowy
testu Anty-Borrelia EUROLINE

RN-AT IgG.
1gG _—
mark;r =
poznej |-
fazy == <— Lipid Bb B. burgdorferi
st <—— P83 B. burgdorferi
b < P41 B. afzelii
[ <—— 139 B. afzelii
marker
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ciwienistwie do powszechnie uzywanych,
monomerycznych rekombinowanych OspC
- OspCiqy pozwala na oznaczenie specy-
ficznych dla boreliozy przeciwciat IgM ze
swoistoscia, ktorg dotychczas mozna byto
osiggna¢ jedynie przy uzyciu natywnych
antygenow.

Testy wykorzystujace antygeny lipido-
we cechuje wysoka czulo$¢ (szczegdlnie
wpéznych stadiach choroby) oraz wybitna
swoistos¢, gdyz przeciwciat tych nie wykry-
to u 0séb zdrowych. Wiaczenie lipidéw do
paneluantygenéw w diagnostyce serologicz-
nej boreliozy dostarcza lekarzowi dodatko-
wych informacji, a mianowicie w przypad-
ku objawéw klinicznych wskazuje na dtugo
trwajaca infekcje.
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