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1. Cel Pracy
Celem pracy by o otrzymanie preparatów chimerycznych fimbrii typu Dr-

epitop zbudowanych z podjednostek bia kowych adhezyny DraE z

wprowadzonymi sekwencjami epitopowymi pochodz cymi z bia ek paso yta

Toxoplasma gondii, produkowanych na powierzchni komórek bakteryjnych

Escherichia coli. Otrzymane preparaty chimerycznych fimbrii testowano na ich

przydatno  jako szczepionki przeciwko zara eniu T. gondii na liniach

komórkowych oraz na zwierz tach.
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2. Streszczenie
Toksoplazmoza wywo ywana przez pierwotniaka paso ytniczego

Toxoplasma gondii jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych zara  na

wiecie. Inwazja ta wyst puje u wszystkich zwierz t sta ocieplnych i u 1/3

ludno ci wiata. Stanowi ponadto bardzo powa ny problem weterynaryjny,

poniewa  jest g ówn  przyczyn  strat reprodukcyjnych w hodowli zwierz t

(g ównie owiec). Najlepsz  form  walki z t  inwazj  paso ytnicz  by yby

szczepienia ochronne, poniewa  leczenie zara enia jest skomplikowane i

ugotrwa e. Próby opracowania skutecznych szczepionek przeciwko T. gondii

dla ludzi i zwierz t by y jak dotychczas ma o pomy lne. Nie uda o si

opracowa  szczepionki skutecznie chroni cej cz owieka przed zara eniem T.

gondii. Natomiast jedyn  szczepionk  stosowan  w weterynarii jest preparat

zawieraj cy atenuowane tachyzoity paso yta. Szczepionka ta jednak nie chroni

przed pionow  transmisj  choroby, ponadto jest kosztowana i powoduje efekty

uboczne, a ochrona zwierz t nie trwa d ej ni  3 lata. Wraz z rozwojem

in ynierii genetycznej i biologii molekularnej pojawi a si  mo liwo  nowych

strategii w konstruowaniu „idealnej” szczepionki, która b dzie ca kowicie

bezpieczna dla gospodarza, tania, atwa w podawaniu oraz zdolna do indukcji

szerokiej odpowiedzi immunologicznej.

W oparciu o modelowy system konstrukcji chimerycznych fimbrii

Escherichia coli opracowany w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gda skiej

otrzymano systemy ekspresji chimerycznych fimbrii typu DraE-epitop,

zbudowanych z podjednostek bia kowych adhezyny DraE z epitopami

pochodz cymi z antygenów SAG1, MAG1 oraz GRA1 T. gondii.

Fimbrie typu Dr produkowane s  przez uropatogenne szczepy Escherichia coli

odpowiedzialne za infekcje uk adu moczowego u ludzi. Bior c pod uwag  fakt,

e s  to organella powierzchniowe oraz, e ich liczba na powierzchni

pojedynczej komórki wynosi oko o 500, mo na przypuszcza , e b  one

bardzo dobrymi immunogenami. Fimbria typu Dr jest homopolimerem

zbudowanym z bia ka podjednostkowego DraE, które zawiera silnie

zakonserwowane sekwencje aminokwasowe na N- i C-ko cu bia ka. Mi dzy

tymi zakonserwowanymi sekwencjami znajduje si  region, którego zamiana w

uk adzie modelowym nie powoduje zaburzenia w biogenezie fimbrii. W trakcie
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prowadzonych bada  produkcj  chimerycznych bia ek DraE-epitop

potwierdzono metod  Western blotting z u yciem przeciwcia  anty-DraE, a

obecno  wprowadzonych sekwencji epitopowych z wykorzystaniem

przeciwcia  anty-epitop i metody ELISA. Analiza w ciwo ci chimerycznych

bia ek DraE z wykorzystaniem mikroskopii immunofluorescencyjnej, s czenia

molekularnego, a tak e bada  na liniach komórkowych wykaza a znacznie

ni sze zdolno ci polimeryzacyjne bia ek DraE-epitop w porównaniu z bia kiem

DraE dzikiego typu. Wykazano jednak, e chimeryczne bia ka DraE-epitop nie

straci y naturalnej zdolno ci wi zania si  z receptorem komórkowym DAF (ang.

decay-accelerating factor). Dzi ki temu mo liwe by o ich wykorzystanie do

immunizacji zwierz t. Jednak e, uzyskane wyniki wykaza y s abe w ciwo ci

protekcyjne i du  toksyczno  chimerycznych fimbrii typu Dr, co mo e

wskazywa  na ich nieprzydatno  jako szczepionka przeciwko toksoplazmozie.

Znaczne lepsze w ciwo ci protekcyjne uzyskano dla preparatów

rekombinantowych antygenów T. gondii.
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Summary
Toxoplasmosis caused by intracellular protozoan parasite Toxoplasma

gondii is widespread throughout the world. T. gondii infected all warm-blooded

animals and nearly one-third of human population. This infects occurs

asymptomatically in most individuals, but causes serious morbidity and mortality

in fetuses and adult immunocompromised patients and livestock.

Toxoplasmosis is very serious veterinary problem, which causes reproduction

waste of domestic animals (especially sheep). Treatment of T. gondii infection is

long-lasting and expensive and for this reason vaccination would be the best

way to prevent toxoplasmosis. Attempts to construct effective vaccines against

T. gondii infection for human and animals were not successful. There is the only

one anti-parasite vaccine for sheep commercially available, consist of live

attenuated T. gondii strain S48 tachyzoites. Production of this vaccine is labour-

intensive and expensive and protection persists only three years. Development

of molecular biology and genetics engineering methods allows for construction

of completely safe for host vaccines easy to use and able to induce wide range

of immunological response vaccines in cheaper way. The wealth of information

in genomics, proteomics and immunology creates new possibilities for vaccine

production.

The model expression system for Dr chimeric fimbriae previously,

established at Department of Microbiology of Gdansk University of Technology

was elaborated. This system was applied to create a new chimeric fimbriae

(DraE-epitops) consist of DraE fimbrial structural subunits with epitopes derived

from SAG1, MAG1 and GRA1 antigens of T. gondii.

E. coli strains bearing Dr fimbriae are associated with human urinary tract

infections. Fimbriae are long, thread-like surface organelles, found in as many

as 500 copies per cell. Each fimbrial fiber is a polymer composed of hundreds

of structural subunits. Thus, expression of a foreign epitope in a fimbrial

structural subunit may result in the production of an enormous number of copies

of the antigen of interest. For this reason fimbriae can be a very good

immunogens.

Dr fimbriae has N- and C-terminal conserved sequences. The insertion

between these sequences was not critical in the subunit-subunit interaction or in
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bioassembly of the fimbriae in model system. Expression of gene encoding

DraE-epitope subunit was confirmed by Western blotting analysis with anti-DraE

antibodies. The inserted epitopes was recognized by specific anti-epitopes

antibodies as evidenced by ELISA test. However, immunofluorescence

microscopy, gel filtration chromatography analysis and cell binding assay

between HeLa cells and E. coli strains expressing native Dr fimbriae and

chimeric Dr fimbriae demonstrated worse polymerization properties of chimeric

DraE-epitope than native DraE adhesin. The possibility of binding of DraE-

epitopes protein to DAF receptor (decay-accelerating factor) was proved in this

study. Therefore this construct might be useful to animal’s immunization.

However, the preliminary results demonstrated weak protective property of

potential vaccine and considerable toxicity. Much better results for recombinant

antigens of T. gondii were obtained.
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3. Wst p

3.1. Taksonomia Toxoplasma gondii
Pierwotniaka Toxoplasma gondii wykryto w 1908 roku u afryka skiego

gryzonia Ctenodactylus gondii. Jest to kosmopolityczny, wewn trzkomórkowy

paso yt, który rozwija si  w komórkach wielu gatunków zwierz t sta ocieplnych

oraz cz owieka. Podzia  systematyczny umieszcza go w typie Apicomplexa

(Rys. 1).

Rys. 1. Taksonomia T. gondii.

3.2. Cykl rozwojowy paso yta T. gondii
W cyklu yciowym T. gondii wyró niamy trzy zasadnicze formy rozwojowe:

wegetatywn , szybko namna aj  si  zwan  tachyzoitem (tachos gr. szybki),

cyst  tkankow  zawieraj  wewn trz bradyzoity (bradys gr. powolny) oraz

form  przetrwaln  paso yta zwan  oocyst  (Rys. 2). Rozwój T. gondii w

organizmie ywiciela mo e przebiega  dwoma drogami: p ciow  i bezp ciow .

Rozwój bezp ciowy pierwotniaka nazwany schizogoni , zachodzi w

komórkach wielu gatunków zwierz t sta ocieplnych, w tym tak e cz owieka. W

organizmie ywiciela po redniego w wyniku podzia u paso yta powstaje kilka

osobników zwanych schizontami lub merozoitami. Natomiast rozwój p ciowy

obejmuj cy dwie fazy (gametogoni i sporogoni ) mo e zachodzi  tylko w

komórkach nab onkowych b ony luzowej jelita cienkiego zwierz t nale cych

do rodziny kotowatych, które s ywicielami ostatecznymi T. gondii.

Rezerwuarem paso yta jest kot, ale tak e cz owiek oraz pozosta e ssaki (m.in.

szczury, myszy zaj ce, winie, kozy). Oocysty znajduj ce si  w odchodach kota

 odporne na czynniki rodowiska i zdolne s  do przetrwania w ziemi w

niekorzystnych warunkach przez ponad rok [Krupa i Bartoszcze, 1990].

Nadkrólestwo: Eucaryota
Królestwo:         Protista=Protocista
Dzia :                   Protozoa (Pierwotniaki)
Typ:                       Apicomplexa
Gromada:                 Coccidea
Rz d:                          Eimerida
Rodzina:                       Eimeriidea
Rodzaj: Toxoplasma
Gatunek: gondii
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Rys. 2. Trzy zasadnicze formy rozwojowe paso yta T. gondii: A) bradyzoit [Caramello, 2001],
B) oocysta [Dubey i wsp., 1998], C) tachyzoit [Caramello, 2001].

Cykl rozwojowy T. gondii zaczyna si  od wydalonej przez kota z ka em

oocyty (formy przetrwanej paso yta), w której znajduj  si  sporozoity. Po oko o

1 do 5 dni od momentu wydalenia do rodowiska zewn trznego, oocysta

przechodzi sporulacj  tworz c dwie sporocysty. Sporocysty dziel  si  nast pnie

dalej na 4 sporozoity, które stanowi  form  infekcyjn  dla cz owieka i innych

organizmów b cych ywicielami po rednimi. Kiedy oocysta dostanie si  do

organizmu ywiciela po redniego rozpada si  w dwunastnicy uwalniaj c 8

sporozoitów, które przechodz  przez cian  jelita do uk adu krwiono nego i

kr  po ca ym ustroju atakuj c ró ne komórki. Wewn trz komórki sporozoit

ulega przekszta ceniu do formy wegetatywnej – tachyzoitu, b cej tzw.

postaci  „agresywn ” paso yta, zdoln  do bezp ciowego rozmna ania przez

podzia  mitotyczny. Po namno eniu tachyzoity uwalniaj  si  rozrywaj c b on

komórkow  i atakuj  inne komórki powoduj c tak zwan  ostr  faz

toksoplazmozy. Nast pnie rozprzestrzeniaj  si  do w ów ch onnych i innych

A

C

B
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tkanek atakuj c tak e komórki nerwowe w mózgu. W wyniku rozwoju

odpowiedzi immunologicznej, u ywiciela z prawid owo funkcjonuj cym uk adem

odporno ciowym, tachyzoity ulegaj  przemianie w bradyzoity, których

pojawienie si  zwi zane jest z przej ciem wczesnej fazy choroby w przewlek .

Bradyzoity rosn  w cystach tkankowych, które najcz ciej znajduj  si  w mózgu

(o rodkowym uk adzie nerwowym), oku  i mi niach (g ównie szkieletowych i

mi niu serca). Mog  tam pozostawa  do ko ca ycia ssaka, albo ujawni  si

w wypadku os abienia uk adu odporno ciowego (np. immunosupresja,

radioterapia, AIDS). Zara enie innego organizmu mo liwe jest nie tylko przez

sporozoity znajduj ce si  w oocystach, ale tak e po spo yciu cyst

zawieraj cych bradyzoity.

Zupe nie inaczej przebiega rozwój T. gondii w organizmie kotowatych.

Kiedy oocysta lub cysta tkankowa dostanie si  do organizmu kota, sporozoity z

oocysty lub bradyzoity z cysty tkankowej atakuj  komórki nab onka jelita

cienkiego. Tworz  si  merozoity (czasami uznawane za czwart  form

rozwojow  paso yta), które s  wynikiem bezp ciowego podzia u w kocich

enterocytach. Po kilkukrotnych podzia ach cz  merozoitów przekszta ca si  w

gametocyty, a nast pnie w makro- i mikrogamety. Z nich po po czeniu

powstaj  zygoty – oocysty, które wydalone s  do wiat a jelita. Po oko o

miesi cu od momentu zara enia koty zaczynaj  wydala  miliony oocyst i cykl

si  zamyka (Rys. 3). Oocyty mog  pozosta  zaka ne przez ponad rok, a przy

odpowiedniej wilgotno ci i temperaturze mog  przetrwa  w glebie nawet dwa

lata [Johnson, 1997; Dubey, 1998; Black i Boothroyd, 2000].
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Rys. 3. Cykl rozwojowy T. gondii zmodyfikowany na podstawie [Dubey, 1998; Caramello, 2001].

3.3. Budowa T. gondii
Pierwotniak T. gondii oprócz typowych organelli takich jak j dro

komórkowe, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego, mitochondrium,

rybosomy, posiada organelle charakterystyczne dla typu Apicomplexa,

nazywane kompleksem apikalnym, w którego sk ad wchodz  roptrie,

mikronemy, apikalne i polarne pier cienie oraz konoid. Roptrie i mikronemy s

unikalnymi organellami wydzielniczymi zawieraj cymi produkty niezb dne przy

adhezji paso yta do komórek gospodarza, ich inwazji oraz przy tworzeniu

wakuoli paso ytniczej. Konoid jest ma  struktur  w kszta cie sto ka, z on  ze

spiralnych filamentów, która odgrywa rol  mechaniczn  podczas wnikania

paso yta do komórek gospodarza. Apikalne i polarne pier cienie s  cz ci

cytoszkieletu. Dodatkowo, poza kompleksem apikalnym, T. gondii posiada

równie  takie struktury jak apikoplast, b cy organell  chloroplastopodobn

oraz rozproszone granule o du ej g sto ci, które pe ni  funkcj  sekrecyjn

(Rys. 4).
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Rys. 4. Budowa T. gondii [Black i Boothroyd, 2000].

Cytoszkielet T. gondii stanowi z ony uk ad mikrotubul i innych struktur

makromolekularnych nadaj cych komórce polarno  (Rys. 5). Na ko cu

komórki znajduj  si  dwa apikalne pier cienie (1 i 2 na Rys. 5). Konoid sk ada

si  z czternastu elementów, skr conych odwrotnie do kierunku wskazówek

zegara, które powoduj , e mo e si  on obraca , przechyla , rozci ga  i

kurczy . Od pier cieni apikalnych poprzez konoid do wn trza komórki biegn

dwie mikrotubule, stanowi ce rusztowanie kieruj ce roptrie i mikronemy w

stron  konoidu, aby ich zawarto  uleg a sekrecji z apikalnego ko ca komórki.

Rys. 5. A) cytoszkielet T. gondii [Black i Boothroyd, 2000], B) kompleks apikalny w
powi kszeniu [Dubey i wsp., 1998].

Poni ej konoidu znajduj  si  pier cienie polarne (1 i 2). Pier cie  1, otaczaj cy

konoid, jest zako czeniem kompleksu wewn trzb onowego. Pier cie  2 stanowi

centrum, z którego odchodz   mikrotubule podpelikalne, biegn ce do dwóch

trzecich d ugo ci komórki. W po owie komórki znajduje si  mikropor uwa any za

A B
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ówne miejsce endocytozy. Pomimo, e u T. gondii nie wyst puj

mikrofilamenty to w konoidzie, pier cieniach konoidalnych i mikrotubulach

podpelikalnych wykryto aktyn .

Tachyzoity T. gondii maj  sierpowaty kszta t, 6 m d ugo ci i 2 m

szeroko ci. Jeden biegun komórki jest zaokr glony, a drugi (apikalny) ostro

wyd ony. Badania z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego wskazuj  na

zmiennokszta tny charakter T. gondii (owalny, sierpowaty) w zale no ci od

rodzaju szczepu paso yta oraz narz du ywiciela, w którym on bytuje.

Organizm pokryty jest trójwarstwow  pellikul  z on  z plazmolemmy i dwóch

blisko siebie po onych b on, tworz cych kompleks b ony wewn trznej. J dro

komórkowe zazwyczaj po one jest w centrum komórki, a pomi dzy nim i

ko cem apikalnym komórki znajduje si  8 do 10 maczugowatych roptrii. W

pobli u apikalnego ko ca znajduj  si  tak e mikronemy. Chocia  tachyzoity

mog  porusza  si  poprzez lizganie, zginanie, falowanie i rotacj , nie

posiadaj adnych widocznych organelli s cych do poruszania (Rys. 6).

Rys. 6. A) tachyzoit, B) bradyzoit. Oznaczenia: C-konoid, R-roptrie, M-mikronemy, DG-granule
o du ej g sto ci, N-j dro komórkowe, AG-ziarna amylopektynowe. [Dubey i wsp., 1998].

Bradyzoity strukturalnie niewiele ró ni  si  od tachyzoitów (Rys. 6). Maj

ok. 7 m d ugo ci i 1,5 m szeroko ci, a ich j dro komórkowe znajduje si

blisko dolnego bieguna komórki. Zawieraj  du  ilo  mikronem i posiadaj  tzw.

ziarna amylopektynowe, które nie wystepuj  u tachyzoitów. Ponadto, cech
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charakterystyczn  tej formy rozwojowej jest mniejsza zawarto  granul o du ej

sto ci. Komórka bardyzoitu jest w sza i mniej wra liwa na dzia anie

enzymów proteolitycznych ni  tachyzoity. M ode cysty tkankowe s  ma e i

zawieraj  tylko dwa bradyzoity, starsze mog  zawiera  ich setki. Cysty w

mózgu s  zwykle sferoidalne i rzadko maj rednic  wi ksz  ni  70 m,

podczas gdy cysty w mi niach s  wyd one i mog  mie  100 m d ugo ci.

ciana cysty tkankowej jest elastyczna i cienka (<0,5 m).

Sporozoity maj  d ugo  6-8 m i 2 m szeroko ci. S  podobne do

tachyzoitów jednak posiadaj  wi cej mikronem i roptrii oraz ziarna

amylopektynowe. Zawieraj  one równie  cia ka lipidowe, które s  rzadkie u

tachyzoitów oraz nieobecne u bradyzoitów. J dro umieszczone jest bli ej

zaokr glonego ko ca komórki. Oocysty przed sporulacj  s  sferyczne, a ich

cytoplazma zawiera du e j dro komórkowe. Po sporulacji ka da oocysta

zawiera dwie elipsoidalne sporocysty (6 m na 8 m), a ka da sporocysta

cztery sporozoity. ciana oocysty po sporulacji jest trójwarstwowa [Dubey,

1998; Gross i wsp., 1996].

3.4. Bioró norodno  paso yta
Rodzaj Toxoplasma obejmuje jeden gatunek, a jego poszczególne

szczepy i izolaty zosta y podzielone na 3 wewn trzgatunkowe typy (tzw. linie

klonalne: I, II i III), które nie s  charakterystyczne dla okre lonego regionu

geograficznego lub ywiciela. Zasi g geograficzny i szerokie spektrum ywicieli

po rednich daj  potencjalne mo liwo ci du ej zmienno ci genetycznej, jednak

odmienno  w sekwencji DNA trzech typów wynosi zaledwie 1% [Ajioka i wsp.,

2001]. Ró nice fenotypowe poszczególnych szczepów s  niewielkie i wynikaj

z ma ej liczby zmian genetycznych zachodz cych podczas mejozy. Genom

paso yta jest stosunkowo stabilny i podlega niewielkim zmianom. Równie

bardzo niewielkie jest zró nicowanie genetyczne poszczególnych szczepów.

Linie (typy) klonalne, klasyfikowane s  w oparciu o analiz  ró nych loci, z

zastosowaniem technik RFLP, „nested” PCR, czy te  poprzez elektroforetyczne

porównanie izoenzymów. Równie  bardzo wa ny jest podzia u dokonany w

oparciu o zjadliwo  paso yta wobec myszy (Tab. 1) [Boothroyd, 1993].

Paso yty nale ce do typu I po dootrzewnowym zara eniu dawk  mniejsz  lub

równ  100 tachyzoitów powoduj  ostr  infekcj  u myszy prowadz  do



19

mierci. Charakterystyzuj  si  zdolno ci  do przechodzenia fazy p ciowej w

cyklu yciowym oraz bardzo rzadko tworz  cysty tkankowe. Do typu II nale

natomiast paso yty, które nie powoduj mierci u myszy nawet w wysokich

dawkach (103 - 105 tachyzoitów), a tak e rozprzestrzenianie si  tachyzoitów jest

du o mniej intensywne. Paso yty typu II nie powoduj adnych objawów

chorobowych. Zdolne s  do wytwarzania cyst w mózgu, które wiadcz  o

przewlek ej formie zara enia. Ten typ paso yta jest najcz ciej izolowany od

ludzi chorych na toksoplazmoz . Typ III stanowi  paso yty ze zró nicowanym

genotypem [Darde, 2004; Dytnerska i wsp., 2004].

Tabela. 1. Wewn trzgatunkowe zró nicowanie T. gondii.

3.5. Inwazja T. gondii
T. gondii nie posiada typowych organelli lokomocyjnych (rz ski, wici), nie

ma równie  zdolno ci przemieszczania si  na drodze pe zania. Niezb dn  do

inwazji ruchliwo  paso yt zawdzi cza ruchowi obrotowo- lizgowemu

zale nemu od gradientu pH, oraz aktywno ci aktyny, miozyny i mikrotubul.

Pierwszym etapem wnikania paso yta do komórki gospodarza jest jego

bezpo rednie zwi zanie z powierzchni  atakowanej komórki. B ona lipidowa

zarówno T. gondii jak i komórki gospodarza w normalnych warunkach

Typ Szczep
paso yta Charakterystyka

I BK

RH

FOU

• wysoko zjadliwe dla myszy

• rzadko izolowane (wyizolowane ze miertelnych przypadków
wrodzonej i nabytej toksoplazmozy u ludzi)

• niektóre szczepy nie wytwarzaj  oocyt, cz sto  przemiany
tachyzoitów w bradyzoity jest wyra nie zredukowana, bardzo
intensywne podzia y tachyzoitów

II DX

NTE
• s abo zjadliwe dla myszy

• najcz ciej izolowane, zarówno u ludzi, jak i owiec czy wi

• powoduj  przewlek e zara enia i formowanie cyst  tkankowych

• atwo ulegaj  przemianie tachyzoitów w bradyzoity oraz zdolne s  do
tworzenia cyst tkankowych

III C56

NED
• szczepy o zró nicowanej zjadliwo ci dla myszy (wi kszo

charakteryzuje si  wi ksz  zjadliwo ci  ni  szczepy typu II)

• rzadko izolowane u ludzi, cz ciej wyst puj  w organizmach dzikich
zwierz t
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na adowana jest ujemnie. Do pokonania tego niekorzystnego oddzia ywania

dwóch ujemnie na adowanych b on komórkowych niezb dne jest zwi zanie

receptora na powierzchni komórki gospodarza z ligandem paso yta. Paso yt

wykazuje zdolno  do inwazji szerokiego spektrum komórek. W kulturach in

vitro T. gondii jest zdolny zainfekowa  prawie ka  komórk  ssaków, a tak e

owadów i ryb. To szerokie spektrum inwazji wymaga ekspresji przez paso yta,

albo du ej ilo ci ligandów dla ró nych receptorów, albo ekspresji kilku ligandów,

które wi  ró ne receptory. Dok adna charakterystyka powierzchni paso yta

wykaza a wyst powanie bardzo du ej ilo ci bia ek zaliczanych do rodziny

antygenów SAG1 [Boothroyd i wsp. 1998]. Bia ko to odgrywa niezwykle istotn

rol  w procesie adhezji. Jest ono rozpoznawane przez receptor glikoproteinowy

znajduj cy si  na powierzchni atakowanej komórki. Jednak e nie jest to jedyne

bia ko, które umo liwia adhezj  paso yta. Mutanty SAG1(-) nadal infekuj

komórki, ale wed ug odmiennego mechanizmu, wykorzystuj c inne bia ka,

mi dzy innymi antygeny nale ce do rodziny SAG2. Adhezja jest wtedy mniej

wydajna, ale potem paso yt potrzebuje mniej czasu na wnikni cie do wn trza

atakowanej komórki [Lekutis i wsp., 2001]. Wykazano równie , e lamina

znajduj ca si  w b onie komórkowej paso yta rozpoznawana jest przez

znajduj cy si  w komórce gospodarza receptor - αβ1 integryn  [Bonhomme i

wsp., 1999; Carruthers i Sibley, 1999].

Kszta t paso yta ma bardzo polarn  struktur , narzucon  przez budow

cytoszkieletu. T. gondii wi e si  z komórk  gospodarza swoim apikalnym

ko cem. Wnikni cie tachyzoitu do wn trza komórki gospodarza odbywa si

dzi ki charakterystycznemu spiralnemu ruchowi paso yta. Jest to proces

gwa towny i aktywny, trwaj cy zaledwie 15-30 sekund zachodz cy przy

ca kowitej bierno ci komórek makroorganizmu. Paso yt dzi ki obecno ci

konoidu i mikrotubul ma mo liwo  „wkr cenia si ” do atakowanej komórki.

Wykorzystywana jest do tego si a powstaj ca dzi ki uk adowi aktyny i miozyny

znajduj cej si  na apikalnym ko cu komórki paso yta. Podczas wnikania

tachyzoitu do komórki nast puje zmiana jego kszta tu. Staje si  on d szy i

cie szy, co zwi zane jest ze zmian  organizacji mikrotubul w cytoszkielecie.

Podczas inwazji nast puje wydzielanie szeregu bia ek

charakterystycznych dla typu Apicomplexa. W pierwszym etapie inwazji

nast puje wydzielanie bia ek zawartych w mikronemach (MIC). Sygna em do
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egzocytozy adhezyn (bia ek MIC) jest wzrost wewn trzkomórkowego st enia

jonów Ca2+ [Lovett i wsp., 2002]. Bia ka mikronem nigdy nie funkcjonuj

pojedny czo, ale tworz  tzw. kompleksy adhezyjne. Szczególna rola w procesie

inwazji T. gondii do komórki ywiciela zosta a przypisana dwóm bia kom

mikronem: MIC2 i M2AP (MIC2-associated protein), których domeny

cytoplazmatyczne wi  si  z aldolaz  (enzymem glikolitycznym rozk adaj cym

fruktozo-1,6-bisfosforan), a ta z kolei stanowi pomost mi dzy nimi i filamentami

aktynowymi. Przemieszczenie tego kompleksu w kierunku od bieguna

apikalnego do tylnego, przy udziale miozyny, zapocz tkowuje „wsuwanie si ”

paso yta do komórki gospodarza [Soldati i wsp., 2001]. Kolejne bia ka

wydzielane przez paso yta (antygeny roptrii) umo liwiaj  rozpocz cie procesu

biogenezy wakuoli paso ytniczej. Zwi kszaj  one lepko  b ony komórkowej i

dzi ki temu nast puje wg bianie si  b ony atakowanej komórki oraz

wzmocnienie inwazji. Tachyzoit zostaje zamkni ty w wakuoli paso ytniczej,

dzi ki temu mo e si  rozwija  i rosn  w wyspecjalizowanym rodowisku. W

pe ni wykszta conej wakuoli stwierdzono obecno  bia ek granularnych o du ej

sto ci. Prawdopodobnie dzi ki nim nast puje modyfikacja wakuoli

paso ytniczej, w której paso yt mo e dojrzewa  i replikowa  si  (Rys. 7).

[Bonhomme i wsp., 1999; Carruthers i wsp., 1999; Ngô i wsp., 2000;

ugo ska, 2005].

Rys. 7. Schemat inwazji T. gondii. Oznaczenia: ER - retikulum endoplazmatyczne,
TVMN – wewn trzna sie  b on (ang. tubulovesicular membranous network). [D ugo ska, 2004].
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3.6. Charakterystyka antygenowa paso yta

3.6.1. Definicja antygenu
Antygenami s  wszystkie substancje, które indukuj  odpowied

immunologiczn . Mog  nimi by  bia ka, w glowodany, a tak e lipidy.

Cz steczka antygenu mo e zawiera  wiele takich samych lub ró nych

determinant antygenowych, które w zainfekowanym organizmie mog

doprowadzi  do syntezy przeciwcia  lub powstania komórek efektorowych.

Najmniejsza jednostka (epitop), przeciwko której mo e zosta  wytworzone

przeciwcia o, sk ada si  najcz ciej z trzech do sze ciu reszt aminokwasowych

w cz steczce bia ka, oraz oko o pi ciu do sze ciu reszt cukrowych w

cz steczce w glowodanu. Wszystkie du e cz steczki s  wielodeterminantowe.

3.6.2. Antygeny T. gondii
Do antygenów T. gondii wyst puj cych we wszystkich formach

rozwojowych paso yta zalicza si  antygeny ESA (ang. excreted/secreted

antigens), które s  lokalizowane w granulach o du ej g sto ci (GRA) i

wydzielane do wakuoli paso ytniczej. Bia ka GRA1-10 stanowi  90% puli

antygenów wykrywanych w surowicy w pocz tkowym stadium zara enia

paso ytem. Do antygenów wspólnych, zarówno dla tachyzoitów jak i

bradyzoitów zaliczamy tak e antygeny mikronem (MIC1-11) oraz roptrii (ROP1-

9). Umo liwiaj  one adhezj  oraz penetracj T. gondii do komórek ywiciela.

Do g ównych antygenów T. gondii zalicza si  równie  hydrolaz

nukleozylofosforanow  (NTP1-2). W cytoplazmie paso yta wykryto obecno

dehydrogenazy mleczanowej w dwóch izoformach: form  LDH1 (o masie 33

kDa, pI=6.0) charakterystyczn  dla postaci tachyzoitów, oraz form  LDH2 (o

masie 35 kDa, pI=7,0) charakterystyczn  dla bradyzoitów. Enzymy te mog

 jako marker przemiany stadium rozwojowego tachyzoitu w bradyzoit

[Gross i wsp., 1996; D ugo ska i Dytnerska, 1999]. Ponadto, u T. gondii

wyst puj  dwie glikozylowane izoformy enolaz, ENO1 w ciwa dla bradzoitów

oraz ENO2 wyst puj ca w tachyzoitach, które tak e uznawane s  za markery

przemiany fazowej.

3.6.3. Antygeny charakterystyczne dla tachyzoitów
Antygeny powierzchniowe (ang. surface antygen), które

charakterystyczne s  dla tachyzoitów T. gondii, nale  do tzw. podrodziny
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SAG1 i SAG2. Typowymi bia kami tej formy rozwojowej jest antygen SAG1

(P30), SAG2A (P22), a tak e SAG5B oraz SAG5C. Cech  charakterystyczn

wszystkich antygenów SAG jest sposób zakotwiczenia w b onie zewn trznej

paso yta za pomoc  reszt GPI (glikozylofosfatydyloinozytolu). Do tej grupy

antygenów zaliczono tak e bia ka, których sekwencje s  homologiczne do

rodziny genów SAG. Oznaczono je jako SRS 1-3 (ang. SAG related sequence).

Ostatnio zidentyfikowano kolejne bia ka nale ce do tej grupy, m. in. antygeny

SRS 4-8. Antygeny powierzchniowe bior  udzia  w adhezji T. gondii do komórek

gospodarza. Bia ko SAG1 stanowi a  5% puli bia ek tachyzoitów i mo e s

jako marker tej postaci paso yta. Jest ono silnie immunogenne, indukuje

zarówno odpowied  komórkow , jak i humoraln  [Lekutis i wsp., 2001].

Bia ka charakterystyczne dla tachyzoitów bardzo cz sto wyst puj

równie  u sporozoitów, jednak e cz sto poziom ekspresji genów koduj cych te

antygeny jest ró ny. Ostatnie badania udowodni y wyst powanie równie

specyficznych antygenów dla sporozoitów, np. bia ko SporoSAG, nale ce do

superrodziny powierzchniowych bia ek SAG [Radke i wsp. 2004].

3.6.4. Antygeny charakterystyczne dla bradyzoitów
Dzi ki wykorzystaniu przeciwcia  mono- i poliklonalnych wykazano

obecno  kilku antygenów, charakterystycznych wy cznie dla formy

bradyzoitu. Antygenem bradyzoitów nale cym do rodziny SAG jest bia ko

SAG4A (18 kDa), BSR4 (p36) oraz SAG5A. Podobnie jak inne antygeny

powierzchniowe bia ka te zakotwiczone s  w b onie zewn trznej za pomoc

reszt GPI [Lekutis i wsp., 2001]. U bradyzoitów wykryto równie  antygen BAG

(ang. bradyzoite antigen), o masie 28-30 kDa, oznaczony jako BAG/hsp30 lub

BAG5. Antygen ten pojawia si  podczas przemiany tachyzoitu w bradyzoit i

podobnie jak antygen hsp70 stanowi marker tej postaci paso yta. Po

zako czeniu procesu ró nicowania ekspresja bia ka hsp70 znacznie spada.

Inny charakterystyczny dla bradyzoitu antygen to bia ko macierzy cyst

tkankowych MAG1 (ang. matrix antigen) – o masie 65 kDa. W tabeli 2

przedstawiono g ówne ró nice w profilu antygenowym dwóch postaci paso yta

[Gross i wsp., 1996; D ugo ska i Dytnerska, 1999].
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Tabela. 2. Antygeny bradzyzoitów i tachyzoitów.

Antygeny Toxoplasma gondii
Antygeny

charakterystyczne dla obu
postaci paso yta

Antygeny specyficzne
tachyzoitów

Antygeny specyficzne
bradyzoitów

MIC1-11
ROP1-7

GRA1-10
NTP1-2
SAG3

SAG1
SAG2A
SAG5B
SAG5C
SRS1-3
LDH1
ROP9
ENO2

SAG2c
SAG2D
SAG4A
SAG5A
BSR4

BAG/hsp30
hsp70
LDH2

p-ATpaza
ENO1
MAG1

3.6.5. Charakterystyka antygenu SAG1 paso yta T. gondii
Bia ko SAG1 (P30) jest g ównym powierzchniowym antygenem

tachyzoitów T. gondii. Strukturalnie SAG1 spokrewniony jest z antygenem

SAG3, z którym wykazuje 24% identyczno ci w sekwencji aminokwasowej.

Ponadto, obydwa antygeny zawieraj  12 reszt cysteiny, a tak e wiele krótkich

sekwencji aminokwasowych, które wiadcz  o ich zbli onej strukturze [Manger i

wsp., 1998]. Gen koduj cy to bia ko zosta  sklonowany, a wyprodukowany

antygen wykorzystany w diagnostyce [Kim i wsp., 1994; Harning i wsp., 1996].

Gen sag1 wyst puje w jednej kopii i nie zawiera intronów, a jego sekwencja jest

wysoce zakonserwowana ewolucyjnie. Obecnie poznano kilka nowych bia ek

powierzchniowych, które zosta y zaliczone do rodziny bia ek SAG1 (Rys. 8).

Rys. 8. Drzewo filogenetyczne powierzchniowych bia ek paso yta T. gondii [Lekutis i wsp.,
2001].
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Bia ko SAG1 razem z antygenem SAG2 jest niezmiernie wa ne we

wczesnym stadium inwazji T. gondii (bierze udzia  w adhezji paso yta do

komórek gospodarza) [Manger i wsp., 1998; Lekutis i wsp., 2001]. Antygen

SAG1 dzikiego typu zbudowany jest z 319 reszt aminokwasowych, posiada

sekwencj  sygnaln  oraz dwie domeny transmembranowe (Rys. 9). Stanowi

5% puli bia ek tachyzoitów i z tego powodu cz sto s y jako marker tej postaci

paso yta. Antygen ten wzbudza odpowied  zarówno limfocytów T, jak i B.

Limfocyty T rozpoznaj  g ównie sekwencj  zawart  mi dzy 238 a 256 reszt

aminokwasow , natomiast limfocyty B – ró ne epitopy rozmieszczone w ca ej

cz steczce bia ka [Beghetto i wsp., 2003]. U ludzi oraz zwierz t

eksperymentalnych SAG1 indukuje siln  odpowied  immunologiczn  [Nielsen i

wsp., 1999]. Poniewa  antygen ten zakotwiczony jest w b onie poprzez reszt

GPI, jego oczyszczanie z tachyzoitów jest trudne, czasoch onne i kosztowne. Z

tego powodu zacz to k  nacisk na produkcj  rekombinantowej formy bia ka

SAG1, które wykazuje zdolno  do indukcji odpowiedzi immunologicznej, dzi ki

czemu mo e by  wykorzystane w konstrukcji zestawów diagnostycznych

[Biemans i wsp., 1998].

Rys. 9. Sekwencja aminokwasowa antygenu SAG1. Kolorem zielonym zaznaczono sekwencj
sygnaln , czerwonym domeny transmembranowe, a niebieskim sekwencje epitopowe.

3.6.6. Charakterystyka antygenu MAG1 paso yta T. gondii
Antygen MAG1 (ang. matrix antigen), o masie cz steczkowej 65 kDa,

uznawany by  pocz tkowo za bia ko produkowane wy cznie przez bradyzoity

T. gondii. Z tego wzgl du przez d ugi czas s dzono, e jest to stabilny marker

do rozpoznania tego stadium rozwojowego. Jednak e, ostatnie badania

udowodni y, e ekspresja genu koduj cego bia ko MAG1 zachodzi równie  w

tachyzoitach [Ferguson i Parmley, 2002; Holec i wsp 2007]. Analiza

immunocytochemiczna pozwoli a ustali  lokalizacj  tego bia ka antygenowego

w komórkach myszy zara onych pierwotniakiem. Okaza o si , e antygen

MAG1 stanowi element budulcowy ciany cyst tkankowych oraz jest

1   MFPKAVRRAVTAGVFAAPTLMSFLLCGVMASDPPLVANQVVTCPDKKSTA
51  AVILTPTENHFTLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQICPAGTTSSCTSKAVTL
101 SSLIPEAEDSWWTGDSASLDTAGIKLTVPIEKFPVTTQTFVVGCIKGDDA
151 QSCMVTVTVQARASSVVNNVARCSYGADSTLGPVKLSAEGPTTMTLVCGK
201 DGVKVPQDNNQYCSGTTLTGCNEKSFKDILPKLTENPWQGNASSDKGATL
251 TIKKEAFPAESKSVIIGCTGGSPEKHHCTVKLEFAGAAGSAESAAGTASH
301 VSIFAMVIGLIGSIAACVA
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sk adnikiem ich macierzy. Natomiast w tachyzoitach, znajduj cych si  wewn trz

komórek ywiciela, MAG1 zlokalizowany jest w wakuolach paso ytniczych. U

tej formy rozwojowej paso yta ilo  tego antygenu jest relatywnie niska lecz

sam fakt wyst powania MAG1 w obu formach rozwojowych T. gondii

uniemo liwia jego wykorzystywanie jako markera przemiany fazowej [Ferguson

i Parmley, 2002; Ferguson, 2004].

W porównaniu do innych antygenów paso yta bia ko MAG1 jest stosunkowo

abo poznane. Konstrukcja biblioteki genomowej pierwotniaka z

wykorzystaniem faga λgt11 Sfi-Not oraz mRNA uzyskanego z komórek cyst

tkankowych szczepu ME49 T. gondii umo liwi a poznanie sekwencji genu

mag1. Okaza o si , e otwarta ramka odczytu koduj ca 452 reszty

aminokwasowe jest przerywana dwukrotnie sekwencj  intronow  [Parmley i

wsp., 1994]. Na N-ko cu bia ka MAG1 wyst puje sekwencja sygnalna

sk adaj ca si  z 25 reszt aminokwasowych, która odpowiada za transport

antygenu do wn trza cyst tkankowych (Rys. 10). Antygen MAG1 charakteryzuje

si  wyst powaniem du ej ilo ci reszt kwasu glutaminowego, powoduj cych

obni enie adunku bia ka oraz posiadaniem licznych domen o konformacji α-

helis. Niestety nie wiadomo jak taka budowa zwi zana jest z funkcj

strukturaln  MAG1 w komórkach cyst tkankowych. Zauwa ono pewne analogie

do bia ek neurofilamentu b cych sk adnikami cytoszkieletu komórek ssaków,

które równie  posiadaj  wysoki adunek wypadkowy, d ugie domeny α-helis

oraz wysoki stopie  fosforylacji. Wskazuje to na mo liwy zwi zek takiej

konformacji z pe nionymi w komórce funkcjami. Bia ko MAG1 ma charakter

hydrofilowy, lecz w obr bie jego sekwencji wyst puj  równie  fragmenty

hydrofobowe: na N-ko cu przy sekwencji sygnalnej oraz we fragmencie

obejmuj cym 154-189 reszt aminokwasowych, bogatym w reszty proliny (13

reszt Pro).

Bia ko MAG1 ma silne w ciwo ci immunogenne. U ludzi jak i zwierz t

zainfekowanych paso ytem obserwuje si  wysokie miano przeciwcia  anty-

MAG1 [Gamble i wsp., 2000; Di Cristina i wsp., 2004]. Bia ko to ma równie

silne w ciwo ci immunoprotekcyjne, co wzbudza nadziej  na jego

wykorzystanie jako antygenu szczepionkowego [Parmley i wsp., 2002; Nielsen i

wsp., 2006].
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Rys. 10. Sekwencja aminokwasowa bia ka MAG1. Kolorem zielonym zaznaczono sekwencj
sygnaln , czerownym zaznaczono sekwencj  epitopow .

3.6.7. Charakterystyka antygenu GRA1 paso yta T. gondii
Bia ko GRA1 (P24) (ang. dence granule antigens), zbudowane ze 190

reszt aminokwasowych, nale y do grupy antygenów ESA (ang.

excreted/secreted antigens) (Rys. 11). Wiekszo  z tych antygenów jest

zmagazynowana w granulach o du ej g sto ci i wydzielana do wakuoli

paso ytniczej b  cysty tkankowej. Antygeny ESA stanowi  oko o 90% puli

antygenów wykrywanych w surowicy w pocz tkowym stadium zara ania T.

gondii. Bia ko GRA1 jest g ównym antygenem wydzielniczym rozpoznawanym

w przypadku chronicznych inwazji, zarówno u ludzi, jak i zwierz t [Cesbron-

Delauw i wsp., 1989]. Antygen ten wydzielany jest przez tachyzoity i bradyzoity

oraz odgrywa istotn  rol  w stymulacji uk adu odporno ciowego gospodarza.

Silne w ciwo ci immunogenne i immunoprotekcyjne antygenów ESA,

wykazane na wielu modelach do wiadczalnych, wzbudzaj  nadzieje na ich

wykorzystanie jako antygenów szczepionkowych [Darcy i wsp. 1988; Duquesne

i wsp., 1990, 1991; Zenner i wsp., 1999].

Rys. 11. Sekwencja aminokwasowa bia ka GRA1. Kolorem zielonym zaznaczono sekwencj
sygnaln , czerwonym zaznaczono determinant  antygenow .

3.7. Toksoplazmoza
Toksoplazmoza jest chorob  wywo ywan  przez paso yta T. gondii.

Zara enie rozpowszechnione jest na ca ym wiecie w ród ludzi i zwierz t

(szczury, psy, koty, byd o, owce, kury, winie). Cz sto  zara enia w ród

populacji ludzkiej jest bardzo ró na i zale y od klimatu, sposobu od ywiania

oraz warunków sanitarno-epidemiologicznych i waha si  od 5% do 90%

1 MVRVSAIVGAAASVFVCLSAGAYAAEGGDNQSSAVSDRASLFGLLSGGTG
51  GLGIGESVDLEMMGNTYRVERPTGNPDLLKIAIKASDGSYSEVGNVNVEE
101 VIDTMKSMQRDEDIFLRALNKGETVEEAIEDVAQAEGLNSEQTLQLEDAV
151 SAVASVVQDEMKVIDDVQQLEKDKQQLKDDIGFLTGERE

1 MDCGQCRRQLHAAGVLGLFVTLATATVGLSQRVPELPEVEPFDEVGTGAR
51  RSGSITALLPQDAVLYENSEDVAVPSDSASTPSYFHVESPSASVEAATGA
101 VGEVVPDCEEQEQGDTTLSDHDFHSGGTEQEGLEPTEVAHQHETEEQYGT
151 EGMPPPVLPPAPVVHPRFIAVPGPSVPVPFFSLPDIHPDQVVYILRVQGS
201 GDFDISFEVGRAVKQLEAIKKAYREATGKLEADELESERGPAVSPRRRLV
251 DLIKDNQRRLRAALQKIKIQKKLEEIDDLLQLTRALKAMDARLRACQDMA
301 PIEEALCHKTKAFGEMVSQKAKEIREKAASLSSLLGVDAVEKQLRRVEPE
351 HEDNTRVEARVEELQKALEKAASEAKQLVGTAAGEIEEGVKADTQAVQDS
401 SKDVLTKSQLALVEAFKAIQRALLEAKTKELVEPTSKEAEEARQILAEQA
451 AA
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[Beazley i Egerman, 1998]. W naszej szeroko ci geograficznej cz sto

zara enia paso ytem wynosi ok. 60% [Tenter i wsp., 2000].

Toksoplazmoz  ogólnie mo na podzieli  na wczesn  i przewlek

(utajon ). We wczesnej fazie choroby zmiany histopatologiczne mog  dotyczy

prawie wszystkich narz dów i tkanek. W wielu narz dach mo e wyst powa

martwica mikro- i makroskopowa. Dotyczy to takich narz dów jak: serce, p uca,

ca y przewód pokarmowy, mi nie szkieletowe, mi sie  macicy, w troba i

ledziona

Po wyleczeniu ostrej postaci toksoplazmozy nie wszystkie pierwotniaki

zostaj  zniszczone. Cz  z nich wytwarza formy przetrwalne – cysty tkankowe

zawieraj ce bradyzoity, które powstaj  w wyniku rozwoju odpowiedzi

immunologicznej pacjenta z prawid owo funkcjonuj cym uk adem

odporno ciowym. Cysty najcz ciej umiejscowiaj  si  w ró nych mi niach

(tak e oka). Nie wyrz dzaj  w organizmie gospodarza adnych szkód, jednak e

nie mo na ich zniszczy  lekami. Pojawienie si  cyst tkankowych zwi zane jest

z przej ciem fazy wczesnej choroby w przewlek .

3.7.1. Toksoplazmoza wrodzona
Toksoplazmoza wrodzona dotyczy p odów zara onych przez ysko,

podczas czynnej pierwotnej inwazji u matki. Toksoplazmoza wrodzona

wystepuje z cz sto ci  ok. 1 - 4 przypadków na 1000 urodze . Ryzyko

zara enia p odu wzrasta z czasem trwania ci y i zale y od przepuszczalno ci

yska, zjadliwo ci paso yta oraz stanu uk adu odporno ciowego p odu.

W I trymestrze ci y dochodzi do zara enia p odu tylko w ok. 15%

przypadków. W nast pnym trymestrze ryzyko wzrasta do 45%, a w ostatnim

zara eniu ulega ok. 70% p odów. Trzeba jednak pami ta , e skutki zara enia

 odwrotnie proporcjonalne do ryzyka zara enia. Je eli zara enie p odu

nast pi w I trymestrze to zazwyczaj prowadzi to do poronienia, w wyniku zbyt

du ych zmian martwiczych w mi niach i uk adzie nerwowym. Zara enie w

pó niejszych trymestrach mo e by  szybko przezwyci one przez

nienarodzone dziecko, jednak choroba mo e ujawni  si  pó niej (nawet w

wieku m odzie czym lub dojrza ym) jako zaburzenia psychiczno-ruchowe i/lub

zaburzenia wzroku.
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Poniewa  ryzyko zara enia p odu jest dosy  du e, a skutki powa ne,

ka da kobieta ci arna powinna przeprowadzi  badanie krwi na obecno

przeciwcia  anty-T. gondii. Wynik s abo dodatni oznacza e kobieta przeby a

chorob  dawno temu i nie powinna obawia  si  zara enia, poniewa  w jej

organizmie znajduj  si  przeciwcia a anty-T. gondii, które s  w stanie ochroni

ód w momencie ponownego kontaktu z paso ytem. W przypadku wyniku

silnie dodatniego niezb dne jest podj cie leczenia u lekarza. Natomiast wynik

negatywny oznacza, e kobieta nie przeby a jeszcze inwazji. Wynik ten kryje

du e ryzyko, gdy  zara enie mo e nast pi  w ka dym momencie trwania ci y.

Choroba mo e przej  bezobjawowo i zosta  niewykryta, dlatego konieczne

jest powtórzenie badania krwi w szóstym miesi cu ci y, oraz na 6-7 tygodni

przed terminem porodu [Dymowska i Zieli ska, 1976].

3.7.2. Toksoplazmoza nabyta
Zara enie nabyte w du ej mierze ma charakter bezobjawowy lub sk po-

objawowy. Objawy kliniczne obserwowane s  jedynie u 5-20% pacjentów.

Przypominaj  zara enie grypowe, rzadko s  wi c w ciwie rozpoznawane. Z

tego powodu w normalnych warunkach toksoplazmoza w ciwie nie wymaga

leczenia. Komplikacje wyst puj  bardzo rzadko. Ró norodno  objawów

chorobowych stwierdzanych w przebiegu toksoplazmozy nabytej jest powodem

tworzenia licznych podzia ów klinicznych. Najcz ciej, bior c pod uwag

dominuj ce objawy, rozró nia si  toksoplazmoz : w ow , oczn , nerwow  i

ucn , a tak e inne postacie narz dowe [Milewska-Bobula, 1992].

3.7.3. Drogi zara enia
Zara enie cz owieka mo e nast pi :

1. drog  pokarmow , która jest najcz stsz  przyczyn  inwazji, w wyniku

kontaktu z po ywieniem, gleb  oraz wod  zanieczyszczon  oocystami

(cz owiek zara a si  tylko dojrza ymi oocystami zawieraj cymi

sporozoity); w wyniku spo ycia mi sa surowego lub lekko

przysma onego zawieraj cego cysty;

2. poprzez ysko w wyniku przenikania tachyzoitów z matki do p odu;

3. sporadycznie w wyniku przetoczenia krwi zawieraj cej tachyzoity

pierwotniaka, przeszczepu zara onych narz dów, lub w czasie pracy

personelu laboratoryjnego z materia em zaka nym.
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3.7.4. Toksoplazmoza u zwierz t
Toksoplazmoza to bardzo wa ny problem weterynaryjny, poniewa

stanowi jedn  z g ównych przyczyn strat reprodukcyjnych w hodowli zwierz t. U

zwierz t zara onych T. gondii wyst puj  niespecyficzne objawy kliniczne takie

jak: utrata apetytu, wyciek luzowy z nosa, a tak e biegunka, wymioty,

bolesno  pow ok brzusznych. Niekiedy stwierdza si  podwy szenie i

przy pieszenie t tna, nastroszenie w osa, znaczny spadek masy cia a i ogólne

os abienie. Jednak najwi ksze starty weterynaryjne powodowane przez T.

gondii wywo ane s  przez wch oni cia p odu, poronienia i porody martwego

potomstwa, przede wszystkim u owiec, kóz oraz wi  [Dubey i Beattie, 1998]. U

owiec poronienia wyst puj  w ka dym wieku, je eli zara enie paso ytem ma

miejsce pierwszy raz podczas trwania ci y. Takie owce pozostaj  zara one do

ko ca ycia, jednak e nie dochodzi ju  do kolejnych poronie . Odpowied

immunologiczna owczego p odu na pierwotniaka T. gondii rozwija si  po 70

dniach trwania ci y. Zara enia p odu przed tym terminem powoduje jego

gwa town mier  i poronienie, natomiast w pó niejszym okresie zazwyczaj

powoduje porody martwych p odów lub s abych jagni t, które najcz ciej maj

uszkodzenia centralnego uk adu nerwowego [Esteban-Redondo i Innes, 1997].

3.7.5. Odpowied  immunologiczna
Zara enie T. gondii u osób z prawid owo funkcjonuj cym uk adem

immunologicznym wywo uje kompleksow  odpowied  opart  na mechanizmach

nieswoistych oraz swoistych. Przeciwcia a powstaj ce w nast pstwie inwazji

pe ni  ma o znacz  rol  w obronie organizmu, a zwi zane jest to z

wewn trzkomórkowym sposobem bytowania paso yta. Dzia anie przeciwcia

ogranicza si  jedynie do zewn trzkomórkowych paso ytów, a wi c okresu

krótkotrwa ej parazytemii w organizmie gospodarza. Uwa a si , e odpowied

komórkowa z udzia em limfocytów T (pomocniczych Th oraz

supresorowych/cytotoksycznych Ts/Tc) jest najistotniejszym mechanizmem

kontroluj cym zara enie.

Limfocyty pomocnicze Th zapewniaj  pomoc limfocytom B poprzez

bezpo rednie przekazywanie sygna ów podczas kontaktu mi dzy tymi

komórkami lub przez wytworzone cytokiny niezb dnej do wzrostu i

ró nicowania limfocytów B. Znane s  dwie subpopulacje limfocytów Th: Th1
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oraz Th2, uczestnicz ce w regulacji odmiennych odpowiedzi

immunologicznych, co z kolei zwi zane jest z profilem wydzielanych przez nie

cytokin. Limfocyty cytotoksyczne Tc bior  udzia  w zabijaniu komórek

zaka onych g ównie wirusami.

Kompleks receptorowy limfocytów T sk ada si  z receptora dla antygenu

(TCR, zbudowanego z cuchów  i  lub  i ), który po czony jest z wieloma

innymi polipeptydami niezb dnymi do przekazywania sygna ów i

rozpoznawania. Najwa niejszym z nich jest cz steczka CD3 która zbudowana

jest z kilku polipeptydów. Niezwykle wa  cz steczk  wyst puj ca na

powierzchni limfocytów T jest cz steczka CD4, która wi  si  z

niepolimorficznym regionem MHC klasy II. Na limfocytach cytotoksycznych (Tc)

zamiast cz steczki CD4 wyst puje cz steczka CD8 która rozpoznaje

niepolimorficzny region MHC klasy I

Zara enie pierwotniakiem T. gondii bezpo rednio aktywuje limfocyty T .

W likwidowaniu tachyzoitów uczestnicz  limfocyty T , zarówno z antygenem

ró nicowania CD8 (Ts/Tc) dzia aj ce bezpo rednio cytotoksycznie, jak i CD4

(Th) [Suzuki i Remington, 1988; Gazinelli i wsp.,1992].

Mechanizmy swoistej odporno ci mediowanej przez limfocyty T mo na

opisa  nast puj co:

• limfocyty CD8 mog  zabija  wolne, pozakomórkowe tachyzoity T. gondii

(molekularne podstawy tego mechanizmu s  nieznane);

• limfocyty CD4 i CD8 zabijaj  komórki zara one paso ytem, proces ten

podlega restrykcji MHC;

• limfocyty CD4 i CD8, bior  udzia  w kszta towaniu odporno ci przeciw T.

gondii  przez wytwarzanie cytokin [D ugo ska, 2000].

Bardzo wa nym czynnikiem ograniczaj cym rozprzestrzenianie si  paso yta

w organizmie jest interferon gamma (IFN- ). Tachyzoity stymuluj  makrofagi do

produkcji interleukiny - 12 (IL-12) i martwiczego czynnika nowotworu -  (TNF -

ang. tumor necrosis factor). Obecno  tych cytokin stymuluje wydzielanie przez

komórki NK (ang. natural killer) IFN- . Pod jego wp ywem makrofagi wytwarzaj

reaktywne formy tlenu: H2O2, O2, czy OH, wykazuj ce bezpo rednie dzia anie

paso ytobójcze [Murray i Cohn, 1979]. Równie  IFN-  wspó dzia aj c z TNF-

umo liwia powstawanie NO , który jest wolnym rodnikiem o aktywno ci

cytotoksycznej. Kolejn  bardzo istotn  rol  IFN-  jest aktywacja
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enzymatycznego rozk adu tryptofanu, który jest niezb dny do namna ania si

T. gondii. Jednak e, niekontrolowane wytwarzanie IFN-  jest bardzo

niekorzystne dla organizmu (w niektórych przypadkach nawet miertelne),

dlatego bardzo wa  funkcj  pe ni  cytokiny regulatorowe. Limfocyty Th2

charakteryzuj  si  wytwarzaniem IL-4, IL-5, IL-6 oraz IL-10, które po pierwsze

dzia aj  hamuj co na makrofagi blokuj c efekt dzia ania IFN , a po drugie,

hamuj  ekspresj  cz steczek MHC klasy II oraz dzia aj  hamuj co na

produkcj  cytokin przez limfocyty Th1 (m. in. IL-12). Tak wi c odpowiednia

relacja mi dzy subpopulacjami limfocytów Th1 (promuj cymi odpowied

komórkow ), a limfocytami Th2 (promuj cymi odpowied  humoraln ) jest

niezwykle wa na i decyduje o rozwoju zara enia.

3.7.6. Leczenie toksoplazmozy
Na wiece do tej pory brak jest ujednoliconego sposobu leczenia

toksoplazmozy w odniesieniu do ci arnych z pierwotn  toksoplazmoz , jak i w

odniesieniu do noworodków i dzieci z toksoplazmoz  wrodzon . Od pocz tku

lat 60-tych zacz to wykorzystywa  spiramycyn  (rowamycyn ). Lek ten

wykazuje aktywno  przeciwpaso ytnicz , a tak e wykazano jego ochronne

dzia anie zabezpieczaj ce przy wrodzonym zara eniu. Zgodnie z rekomendacj

WHO, u kobiet z toksoplazmoz  nabyt  podczas ci y polecane jest

stosowanie spiramycyny do czasu uzyskania informacji odno nie stanu p odu.

Je eli p ód nie jest zara ony, spiramycyna powinna by  podawana

nieprzerwanie do ko ca ci y. Natomiast je eli p ód lub ysko uleg y

zara eniu wtedy dodatkowo wykorzystuje si  pirymetanin  oraz sulfadizyn .

Zamiast tych dwóch leków od lat 80-tych podawany jest kobietom Fansidar

(po czenie pirymetaniny i d ugo dzia aj cego sulfonamidu). Toksoplazmoza

wrodzona u noworodków wymaga leczenia, bez wzgl du na to czy pojawi y si

objawy kliniczne czy nie. W zale no ci od praktyki klinicznej leczenie to bywa

zró nicowane. Jedne o rodki wykorzystuj  pirymetanin  i sulfadizyn

podawan  codziennie przez 6 miesi cy, potem przez kolejne 6 miesi cy

podawana jest dodatkowo spiromycyna (tzw. „leczenie wysokimi dawkami”).

Natomiast inne o rodki stosuj  Fansidar podawany raz na tydzie  lub czasami

raz na 2 tygodnie (tzw. „leczenie niskimi dawkami”) [Milewska-Bobula, 1995].
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3.7.7. Diagnostyka toksoplazmozy
Prawid owe rozpoznanie toksoplazmozy jest nieodzownym warunkiem

odpowiednich decyzji dotycz cych leczenia i zapobiegania inwazji. Metody

ce do wykrycia T. gondii dzielimy na bezpo rednie i po rednie. Metody

bezpo rednie polegaj  na wykryciu i izolacji antygenu paso yta lub ca ego

paso yta. Natomiast metody po rednie polegaj  na badaniu reakcji

odporno ciowej organizmu – zarówno humoralnej jak i komórkowej.

Najwi ksze znaczenie diagnostyczne ma izolacja T. gondii z materia u

pobranego od pacjenta (izolacja z krwi, p ynu mózgowo- rdzeniowego, yska,

ynu ga kowego i innych). Ze wzgl du na to, e metody bezpo rednie s

bardzo pracoch onne, a tak e trzeba bardzo d ugo czeka  na wynik (nawet do 6

tygodni) – s  bardzo rzadko stosowane. Dlatego w praktyce najwi ksze

znaczenie maj  metody po rednie (serologiczne), które polegaj  na wykrywaniu

swoistych przeciwcia  skierowanych przeciwko bia kom powierzchniowym oraz

cytoplazmatycznym paso yta, które powstaj  w wyniku reakcji odporno ciowej

organizmu [Pinon i wsp., 2001]. Pierwszym stosowanym w diagnostyce

toksoplazmozy odczynem serologicznym by  odczyn barwny wprowadzony w

1948 przez Sabina i Feldmana. Twórcy testu zauwa yli, e w obecno ci

dope niacza i specyficznych przeciwcia  klasy IgG i IgM, tachyzoity T. gondii nie

barwi  si . Natomiast gdy nie ma przeciwcia , tachyzoity poch aniaj  barwnik

jakim jest b kit metylenowy. Odczyn ten jest bardzo czu y, jednak wad  jest to,

e nie ró nicuje klas przeciwcia , a tak e wymaga pracy z ywymi paso ytami.

Obecnie najcz ciej stosowanym testem serologicznym jest odczyn

immunoenzymatyczny - test ELISA  (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay). Wykrywa on wszystkie typy przeciwcia  (IgG, IgM, IgA i IgE). Jest to

metoda wysoce czu a i specyficzna. Dzi ki zastosowaniu znaczników

fluorescencyjnych lub radioaktywnych mo liwe jest wykrycie przeciwcia  z du

czu ci . Przeciwcia o mo e by  równie  zwi zane z enzymem (fosfataz

alkaliczn  lub peroksydaz  chrzanow ), który zmienia cz steczki dodanego

bezbarwnego substratu w barwne produkty [Bitkowska i wsp., 1989; Aubert i

wsp., 2000]. Równie cz sto w diagnostyce T. gondii stosuje si  odczyn

immunofluorescencji po redniej IFA (ang. Immuno Fluorescent Assay). Test

IFA wykrywa przeciwcia a skierowane przeciwko antygenom powierzchniowym

paso yta. Przeciwcia a s  tutaj znakowane fluorescencyjnie, dzi ki temu test
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ten jest czu y i powtarzalny. Wad  jest mo liwo  uzyskania wyników fa szywie

dodatnich. Kolejnym testem jest test aglutynacji immunoabsorbcyjnej (ISAGA)

(ang. ImmunoSorbent AgGlutination Assay). Test ISAGA wykrywa przeciwcia a

przeciwko T. gondii wykorzystuj c zjawisko aglutynacji antygenu. Obecnie

dost pne s  czu e i swoiste testy ISAGA PLUS IgA/IgM i IgE-ISAGA.

Wykrywanie przeciwcia  t  technik  ma szczególne znaczenie w diagnostyce

wczesnego okresu zara enia T. gondii. Kolejnym testem stosowanym w

diagnostyce jest odczyn ELIFA (ang. Enzyme-Linked ImmunoFiltration Assay),

który bada swoisto  przeciwcia  metod  immunoprecypitacji i metod

immunofiltracji z zastosowaniem przeciwcia  znakowanych enzymem. Metoda

ma szczególne zastosowanie w diagnostyce toksoplamozy wrodzonej. Test ten

wywodzi si  z testu ELISA, ale wykorzystywana jest tutaj membrana filtracyjna,

przez któr   przefiltrowywana jest próbka, a nast pnie przeciwcia a. Ze wzgl du

na du  pracoch onno  i czasoch onno  rzadziej stosowane s  takie testy jak

odczyn po redniej hemaglutynacji IHA (ang. Indirect Hemagglutination Assay)

czy odczyn wi zania dope niacza (OWD).

Obecnie w diagnostyce tokosoplazmozy oprócz testów serologicznych

mog  by  stosowane testy badaj ce odpowied  komórkow  organizmu

(swoist  i nieswoist ) takie jak: badania subpopulacji limfocytów, test

transformacji blastycznej, badanie procesów fagocytozy.

W diagnostyce toksoplazmozy du e mo liwo ci daje zastosowanie

technik biologii molekularnej. Najwa niejsze to wykrywanie DNA paso yta

dzi ki reakcji PCR – stosowane gdy wyniki testów serologicznych nie daj

jednoznacznej odpowiedzi diagnostycznej. Dotyczy to przede wszystkim

pacjentów z zaburzon  produkcj  przeciwcia  (chorych na AIDS, osób

immunosupresyjnych) lub immunologicznie niedojrza ych p odów [Go b, 1995 i

1996].

Pomimo rozwoju metod diagnostyki laboratoryjnej toksoplazmozy, nadal

istniej  powa ne trudno ci w odró nieniu wczesnego i przewlek ego zara enia

u ludzi, oraz wiarygodnego rozpoznania choroby. Inwazja T. gondii mo e by

rozpoznana jako choroba tylko wtedy, gdy uzyskano zarówno kliniczne, jak i

laboratoryjne dowody jej aktywno ci, przy u yciu nieraz bardzo drogich i

czasoch onnych bada  uzupe niaj cych, które musz  by  wielokrotnie

powtarzane. Do rozpoznania nabytej neurotoksoplazmozy, która pocz tkowo
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mo e by  mylona z ró nymi zespo ami neurologicznymi (m.in. z guzem mózgu,

stwardnieniem rozsianym, polineuropati ), nieodzowna jest poza badaniami

klinicznymi i serologicznymi kompleksowa analiza p ynu mózgowo-rdzeniowego

pacjenta, uzupe niona technikami obrazowymi, np. badaniem mózgu za

pomoc  rezonansu magnetycznego.

Serologicznymi dowodami, cz sto potwierdzaj cymi aktywno  inwazji,

jest wyst pienie zjawiska serokonwersji (zmiana ujemnego wyniku badania

serologicznego na dodatni), znamienny (czterokrotny) wzrost miana przeciwcia

anty-toksoplazmozowych (obecno , b  wysoki poziom przeciwcia  IgM oraz

wysoki poziom przeciwcia  klasy G), stwierdzany przynajmniej w dwóch

kolejnych oznaczeniach, w okresie nie krótszym ni  3 tygodnie.

W celu uzupe nienia rutynowej diagnostyki toksoplazmozy wykonywane s

testy umo liwiaj ce: okre lenie awidno ci przeciwcia  klasy IgG, oznaczenie

przeciwcia  anty-T. gondii w klasie IgA pojawiaj cych si  we wczesnej fazie

zara enia oraz nowoczesne techniki diagnostyczne, maj ce na celu wykrycie

tachyzoitów pierwotniaka lub jego kr cych antygenów albo DNA w p ynach

ustrojowych chorego. Wykrycie kr cego antygenu wiadczy o rozpoznaniu

ostatecznym.

3.8. Szczepionki przeciwko toksoplazmozie
Leczenie toksoplazmozy jest bardzo d ugotrwa e i skomplikowane, dlatego

najlepszym sposobem walki z t  chorob  by oby jej zapobieganie. Najbardziej

skuteczn  metod  zapobiegania wielu chorobom infekcyjnym s  szczepienia.

Ci y rozwój immunologii, biologii molekularnej prowadzi do nowych strategii w

konstruowaniu „idealnej” szczepionki, która b dzie ca kowicie bezpieczna dla

gospodarza, tania, atwa w podawaniu oraz zdolna do indukcji szerokiej

odpowiedzi immunologicznej. Szczepionka taka powinna spe nia  trzy

podstawowe warunki:

1. antygen musi dotrze  do w ciwego przedzia u komórki, aby móg  by

prezentowany w kontek cie cz steczek MHC klasy I lub II;

2. wprowadzenie antygenu powinno indukowa  wytworzenie odpowiedniego

naturalnego rodowiska cytokinowego i chemokinowego, które zainicjuje

rozwój odporno ci swoistej;
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3. antygen powinien wzbudzi  siln  ekspresj  cz steczek kostymulacyjnych

na komórkach prezentuj cych antygen i limfocytach T.

Jednak e, spe nienie tych trzech warunków w przypadku szczepionek

przeciwpaso ytniczych jest niezmiernie trudne. Zwi zane jest to ze z onym

cyklem rozwojowy paso yta, w którym pojawiaj  si  kolejno ró ne formy, nie

tylko pod wzgl dem morfologicznym, ale i antygenowym. Reakcja

immunologiczna organizmu ywiciela jest z ona i swoista dla danego

paso yta, a tak e poszczególnego stadium rozwojowego.

Obecnie dost pna jest tylko jedna szczepionka komercyjna o nazwie

„Toxovax”. Z ona jest ona z ywych atenuowanych tachyzoitów szczepu S48,

który nie ma zdolno ci tworzenia cyst tkankowych [Buxton, 1993]. Szczepionka

ta przeznaczona jest dla owiec, u których powoduje obni enie cz sto ci

poronie  wywo anych wewn trzmacicznym zara eniem p odu. G ówn  wad  tej

szczepionki jest to, e powoduje wiele efektów ubocznych, m. in. jest przyczyn

znacznego spadku masy cia a, ogólnego os abienia szczepionych owiec, a

tak e, nie chroni przed wertykalnym przenoszeniem paso yta. Z tego powodu

ca y czas prowadzone s  badania nad nowymi typami szczepionek.

Oprócz atenuowanego szczepu S48 do szczepienia zwierz t

wykorzystywane s  inne szczepy  T. gondii. W przypadku szczepienia wi

pracuje si  nad wykorzystaniem szczepu TS-4 paso yta [Lindsay i wsp., 1993;

Dubey i wsp, 1994]. Natomiast dla kotów obiecuj ce mo e by  wykorzystanie

szczepu T-263, który mo e indukowa  odporno , ale nie jest zdolny do

wytwarzania m skich gamet, a tym samym nie jest zdolny do zako czenia

swojego cyklu p ciowego i rozprzestrzeniania [Cornelissen i Schetters, 1996].

Jednak e, z powodu mo liwo ci rewersji paso yta do postaci zjadliwej, adna

atenuowana szczepionka nie mo e by  rozwa ana jako potencjalna

szczepionka dla ludzi.

W szczepieniu zwierz t mo liwe jest wykorzystanie bia ek izolowanych

bezpo rednio z komórek T. gondii (tzw. antygenów dzikiego typu). Jednym z

takich przyk adów jest szczepionka oparta na surowej frakcji bia ek roptrii

wyizolowanych ze szczepu LIV-5 paso yta po czonych z adjuwantem ISCOM

[Garcia i wsp., 2005]. Jednak e, szczepionki oparte na tego rodzaju

pojedynczych bia kach zazwyczaj daj  tylko cz ciow  ochron  przed inwazj .

Z tego powodu prace w tym zakresie dotycz  prób okre lenia w ciwo ci
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ochronnych wybranych antygenów naturalnych, u ytych nie w postaci

oczyszczonych pojedynczych bia ek, ale jako mieszanki odpowiednich

antygenów. Dobre rezultaty w uodparnianiu owiec uzyskano wprowadzaj c im

donosowo surowy tzw. poliwalentny antygen (lizat tachyzoitów), zamkni ty w

mikrokapsu kach z PLG (DL-lactide-co-glycolide) [Stanley i wsp., 2004]. Do

immunizacji myszy wykorzystano równie  wyizolowane chromatograficznie ze

szczepu BK T. gondii dwa antygeny mikronem: MIC1 i MIC4 [Lourenco i wsp.,

2006].

Wraz z rozwojem in ynierii genetycznej pojawi a si  nadzieja na

produkcj  antygenów protekcyjnych paso yta w zmodyfikowanych genetycznie

bakteriach i dro ach. Szczególne zainteresowanie skupiono dotychczas na

antygenie SAG1 i na bia kach organelli wydzielniczych, zaanga owanych w

proces adhezji paso yta do komórki gospodarza (antygeny mikronem, MIC),

biogenez  (antygeny roptrii, ROP) i funkcje wakuoli paso ytniczej (antygeny

granul o du ej g sto ci, GRA). Rzadziej badane s  w ciwo ci innych

antygenów, np. BAG1 (ang. bradyzoite antygen) czy MAG1. Do wiadczenia z

yciem antygenów rekombinantowych jako materia u szczepionkowego s

do  liczne, ale wyniki niejednoznaczne. Ostatnio potwierdzono silne

ciwo ci ochronne antygenu SAG1 [Liu i wsp., 2006]. Dwukrotne podanie

myszom tego bia ka z adiuwantem Freunda indukowa o siln  odpowied

ochronn  u myszy. Niestety okaza o si , e nie wszystkie antygeny protekcyjne

paso ytów ulegaj  ekspresji w natywnej formie w dost pnych uk adach

ekspresyjnych. Dlatego ostatnio podejmuje si  próby opracowania szczepionki

opartej na syntetycznych peptydach. Najlepsze rezultaty uzyskano dla 17

peptydów obejmuj cych region od 1 do 336 reszty aminokwasowej antygenu

SAG1 (16 peptydów d ugo ci 20 reszt aminokwasowych i jeden zbudowany z

16 reszt aminokwasowych). Myszy immunizowane peptydami obejmuj cymi

region pomi dzy 221 a 336 reszt  aminokwasow  i zara one wysoce zjadliwym

szczepem RH prze y d ej ni  myszy kontrolne [Siachoque i wsp. 2006].

Jednka e antygeny rekombinantowe wywo uj  g ównie odpowied  zale  od

limfocytów Th2, podczas gdy w wi kszo ci inwazji paso ytniczych kluczow

rol  w protekcji odgrywa odpowied  immunologiczna zale na od pobudzenia

limfocytów Th1.
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Szczepionki nowej generacji wykorzystuj  niepatogenne bakterie jelitowe

jako potencjalny no nik materia u szczepionkowego. Takie rekombinantowe

drobnoustroje z genami antygenów paso yta, podane drog  pokarmow ,

wywo uj  obok odpowiedzi ogólnej siln  odporno  miejscow  [Darji i wsp.

2000], która mo e okaza  si  bardzo skuteczn  ochron  m.in. w przypadku

zara enie T. gondii drog  pokarmow . Przyk adem takiej szczepionki mo e by

wykorzystanie szczepu Salmonella typhimurium do wprowadzenia

eukariotycznego plazmidu z wbudowanymi genami koduj cymi dwa

powierzchniowe antygeny paso yta rodziny antygenów SAG: SAG1 i SAG2

oraz podjednostki A2/B toksyny przecinkowców cholery jako adiuwant. Ta

doustna szczepionka okaza a spor  skuteczno : 40% myszy szczepionych 3-

krotnie prze o zara enie wysoce zjadliwym szczepem T. gondii (RH), a

wytworzona odporno  wykaza a typowy ochronny profil – z przewag

swoistych przeciwcia  izotypu IgG2 nad IgG1, siln  aktywno ci  proliferacyjn  i

cytotoksyczn  limfocytów oraz wzmo onym wytwarzaniem przez nie kluczowej

ochronnej cytokiny – IFN-γ [Cong i wsp., 2005]. Gorsze rezultaty uzyskano dla

Mycobacterium bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) z wbudowanym genem

koduj cym antygen GRA1, które okaza y si  s abym induktorem odporno ci

ochronnej zarówno u myszy jak i owiec. Do immunizacji wykorzystano tak e

rekombinantowe adenowirusy, niezdolne do replikacji, nios ce geny

zmodyfikowanych antygenów powierzchniowych: SAG1, SAG2 i SAG3, które

spowodowa y silne zahamowanie wytwarzania cyst tkankowych po zara eniu

cystotwórczym szczepem T. gondii P-Br [Caetano i wsp., 2006].

Jednak najlepsze rezultaty i najwi kszym zainteresowaniem (mimo kilku

powa nych wad) ciesz  si  szczepionki oparte na kwasach nukleinowych [Kofta

i W drychowicz, 2001; Ivory i Chadee, 2004]. W pierwszej fazie prac nad

skonstruowaniem efektywnej szczepionki przeciw toksoplazmozie skupiono si

przede wszystkim na genie koduj cym antygen SAG1 [Nielsen i wsp.,1999], a

tak e na atygenach GRA, ROP oraz MIC. Nast pnie dla uzyskania lepszej

skuteczno ci zacz to testowa  szczepionki wielogenowe, m. in. zastosowano

mieszank  plazmidów z wbudowanym genem SAG1 oraz sekwencj  ROP2

(196-561 reszty aminokwasowe) [Fachado i wsp. 2003]. Innym przyk adem jest

zastosowanie mieszanki DNA koduj cej fragmenty antygenów mikronem

[Beghetto i wsp., 2005]. Plazmidy wykorzystywane do immunizacji mog
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zawiera  nie tylko geny paso yta koduj ce bia ka antygenowe, ale tak e geny

koduj ce bia ka wspieraj ce odporno  poszczepienn , np. gen koduj cy

czynnik wzrostu stymuluj cy rozwój kolonii granulocytów makrofagów (GM-

CSF, granulocyte-macrophage colony stimulating factor). Skuteczno  takiej

szczepionki wykazano na modelu mysim, w którym gen GM-CSF skojarzony z

genem SAG1 i GRA4 zwi kszy  prze ywalno  wra liwego na toksoplazmoz

szczczepu myszy. Ostatnio zacz to prowadzi  równie  badania na

szczepionkach opartych na plazmidach z wklonowanymi genami BAG1 lub

MAG1 [Nielsen i wsp., 2006].

Ostatnie badania sugeruj , e oprócz DNA do szczepie  mo e by

równie  wykorzystane jako materia  szczepionkowy RNA. Mimo tego e

preparatyka RNA jest trudna oraz ten rodzaj kwasu nukleinowego jest du o

mniej stabilny ni  DNA, to szczepionka oparta na RNA nie ma mo liwo ci

integracji z chromosomem immunizowanego organizmu, co jest bardzo du

zalet . Szczepionka zawieraj ca RNA paso yta chroni a 50% myszy

zara onych letaln  dawk  cyst tkankowych T. gondii 76 K oraz obni a poziom

wytwarzanych w mózgu cyst [Dimier Poisson i wsp., 2006].

Bardzo obiecuj ce podej cie w wakcynologii prezentuje procedura

„heterologous prime-boost immunization”, w której stosuje si  ró ne wektory

podczas szczepienia podstawowego i przypominaj cego, np. najpierw

rekombinantowy plazmid, a potem rekombinantowy wirus, co prowadzi do

rozwoju silnej odporno ci komórkowej [Ramshaw i Ramsay, 2000].

Zupe nie nowym podej ciem do szczepionek jest wykorzystanie komórek

dendrytycznych oraz exosomów. Tego rodzaju szczepionka powstaje w wyniku

pobrania z organizmu komórek dendrytycznych. Nast pnie komórki te s

aktywowane poprzez ich inkubacj in vitro z antygenami paso yta i tak

zaktywowane komórki lub wydzielane przez nie exosomy, s  wprowadzane

ponownie do szczepionego organizmu. Wysok  skuteczno  tego rodzaju

szczepionek potwierdzono na modelach mysich, a przeprowadzone wst pne

badania potwierdzaj , e mog  by  one wykorzystane w immunoprofilkatyce

nie tylko zara  paso ytniczych, ale tak e mog  stanowi  szczepionki

przeciwnowotworowe [Flamand i wsp.,1994; Flohe i wsp., 1998; Aline i wsp.,

2004].
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Prace dotycz ce otrzymywania szczepionek przeciwko toksoplazmozie

prowadzone s  tak e od kilku lat w Katedrze Mikrobiologii Politechniki

Gda skiej we wspó pracy z Lincoln University w Nowej Zelandii. Dotychczas

otrzymano i oszacowano przydatno  szczepionek opartych na bia kowych

antygenach rekombinantowych (SAG1, GRA1, p22), a tak e szczepionek DNA.

Jednak problemem przy wykorzystaniu bia ek rekombinantowych, b

szczepionek DNA, w tym konkretnym przypadku jest zbyt s aba indukcja

odpowiedzi komórkowej organizmu. Mimo, e nast puje do  silna stymulacja

produkcji przeciwcia  owce nie nabywaj  pe nej odporno ci. Dlatego

chimeryczne fimbrie bakteryjne, które silnie indukuj  odpowied  komórkow ,

wydaj  si  by  doskona ym kandydatem na tak  szczepionk  [Goluszko i wsp.,

1997; Sauer i wsp., 2000].

3.8.1. Sposób podania szczepionki
Wa nym czynnikiem determinuj cym skuteczno  ka dej szczepionki

wydaje si  sposób jej podania. Na przyk ad tylko dojelitowe, ale nie podskórne,

szczepienie temperaturowra liwym szczepem T. gondii TS-4 zapobiega o

transmisji paso ytów przez ysko u myszy [McLeod i wsp.,1988]. O wa no ci

drogi wprowadzenia materia u szczepionkowego i jego formy wiadcz  równie

wyniki bada  Mohameda i wsp. (2003). Wytworzenie najsilniejszej odporno ci

ochronnej obserwowali oni po iniekcji genu dla HSP70 (heat shock protein 70)

technik  „gene gun vaccination”, mniej efektywna okaza a si  droga

domi niowa (mi nie czworog owe uda) i dootrzewnowa. Równie ródskórna

iniekcja plazmidowego DNA wywo uje d ugotrwa  ekspresj  zakodowanego

antygenu przez skórne keratocyty, fibroblasty, komórki Langerhansa i

makrofagi. Konsekwencj  tej ekspresji jest pobudzenie odpowiedzi komórkowej

i humoralnej typu Th1, podczas gdy podanie t  sam  drog  antygenu w postaci

bia kowej wywo uje odpowied  typu Th2.

3.8.2. Adiuwanty
Bardzo wa nym i trudnym problemem do rozwi zania jest u ycie

adiuwantów. Adiuwanty ( ac. adiuvare - pomaga ) to substancje dodawane do

szczepionek w celu pobudzenia lub zwi kszenia reakcji immunologicznej

organizmu. Wzmagaj  one nieswoi cie odpowied  immunologiczn  na antygen.

Niestety wiele z nich wywo uje szereg niebezpiecznych efektów ubocznych.
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Adiuwanty ró ni  si  mi dzy sob  pod wzgl dem sposobu dzia ania na uk ad

odporno ciowy, jak i efektami ubocznymi wynikaj cymi z nadmiernej aktywacji

systemu immunologicznego. Po raz pierwszy dzia anie adiuwantowe

zaobserwowano w 1920 r. w czasie bada  nad produkcj  surowic zwierz cych

do celów leczniczych. Odkryto wtedy, e niektóre substancje, np. sole glinu

dodane lub zemulgowane z antygenem, wydatnie zwi kszaj  produkcj

przeciwcia .  Do najbardziej znanych adiuwantów stosowanych w laboratoriach

nale y tak zwany pe ny adiuwant Freunda. Rozwój bada  nad rodkami

wspomagaj cymi Freunda by  nast pstwem bada  nad gru lic . Kilku badaczy

stwierdzi o, e reakcje immunologiczne u zwierz t na ró ne antygeny by y

wzmocnione przez wprowadzenie do organizmu zwierz cia ywych M.

tuberculosis (pr tków gru licy). W obecno ci tej bakterii uzyskano reakcj  typu

opó nionego, przenoszon  z leukocytami. Freund dokona  pomiarów wp ywu

oleju mineralnego na powodowanie nadwra liwo ci opó nionego typu na zabite

pr tki. Stwierdzi  wyra ny wzrost w reakcji wi zania dope niacza przeciwcia a,

jak równie  w opó nionej reakcji nadwra liwo ci. rodek wspomagaj cy

Freunda stanowi emulsj  wody w oleju wodnego antygenu w parafinie (oleju

mineralnym) o niskim ci arze w ciwym i niskiej lepko ci. Jako rodki

emulguj ce ogólnie stosowane s  Drakeol 6VR i Arlacel A (mannide

monooleate). S  dwa rodki wspomagaj ce Freunda: niekompletne i

kompletne. Niekompletne rodki wspomagaj ce Freunda zawieraj  emulsj

wody w oleju bez pr tków, natomiast kompletne - te same zwi zki, ale z

dodatkiem 5 mg wysuszonych, zabitych przy pomocy podwy szonej

temperatury M. tuberculosis lub zwi zków kwasu mas owego. Mechanizm

dzia ania rodków wspomagaj cych Freunda jest zwi zany z trzema

nast puj cymi zjawiskami:

• umieszczenie porcji antygenu w formie sta ej w miejscu wstrzykni cia

umo liwia stopniowe i sta e jego uwalnianie w celu stymulowania

przeciwcia ;

• zapewnienie rodka przenoszenia dla zemulsyfikowanego antygenu

przez system limfatyczny do oddalonych miejsc, takich jak w y

limfatyczne i ledziona, gdzie mog  powsta  nowe ogniska tworzenia

przeciwcia ;
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• tworzenie i akumulowanie serii komórek mononuklearnych, które s

ciwe dla produkcji przeciwcia  lokalnie i w miejscach oddalonych.

Wydaje si , e dzia anie adiuwantu zale y od dwu jego aktywno ci:

zag szczania antygenu w miejscu obecno ci limfocytów (efekt „sk adu-depot”)

oraz indukcji cytokin, które reguluj  ich funkcj . W przypadku ludzi u ycie

adiuwantów nie jest zalecane, jednak do tej pory dopuszczono do stosowania

niektóre sole nieorganiczne (wodorotlenek glinu, fosforan glinu oraz fosforan

wapnia), które wybiórczo wspieraj  rozwój Th2 swoistej reakcji

immunologicznej. Sole glinu prawdopodobnie pe ni  funkcj  deponowania

antygenu, tworz c ma e ziarenka, w których obecny jest antygen [Roitt, 2001].

Dobre rezultaty uzyskano tak e po zastosowaniu innych soli mineralnych

metali, jak azotan ceru, siarczan cynku, koloidalny wodorotlenek elazowy i

chlorek wapnia, jednak najlepsze wyniki daje wodorotlenek glinu. Równie

wodorotlenek berylu znacznie wzmaga odpowied  immunologiczn  organizmu,

jednak jest zbyt toksyczny aby móg  by  stosowany u ludzi. Fosforan wapnia

stosowany by  jako adiuwant w równoczesnych szczepieniach przeciwko

dyfterytowi, kokluszowi, t cowi, polio, gru licy, tej febrze, odrze i zapaleniu

troby B, równie  z alergenami [Coursaget i wsp., 1986]. Korzy ci ze

stosowania tego rodka wspomagaj cego upatrywano w fakcie, e jest on

normalnym sk adnikiem cia a oraz jest lepiej tolerowany od innych adiuwantów.

Wy apuje on bardzo skutecznie antygeny i umo liwia ich powolne uwalnianie.

Ponadto organizm, któremu podano ten adiuwant wytwarza du e ilo ci

przeciwcia  typu IgG i znacznie mniejsze przeciwcia  typu IgE.

Adiuwantami mog  by  równie  produkty bakteryjne. Szczepionki

zawieraj ce ca e zabite bakterie, a tak e pewne produkty metaboliczne oraz

sk adniki ró nych mikroorganizmów wywo uj  w odpowiedzi powstawanie

przeciwcia  i dzia aj  jako immunostymulanty. Dodanie takich mikroorganizmów

i substancji do szczepionek zwi ksza reakcj  immunologiczn  na inne antygeny

znajduj ce si  w takich szczepionkach. U ludzi stosuje si  jako adiuwanty

produkty bakteryjne - Bordetella pertussis (z toksoidami b oniczym i t cowym).

Innymi cz sto  stosowanymi jako adiuwanty produktami bakteryjnymi s :

sk adnik o nazwie P40 uzyskiwany z Corynebacterium, toksyna cholery, a tak e

pr tki. Równie  lipopolisacharydy (LPS) s rodkami wspomagaj cymi
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odporno  humoraln  i komórkow . Zwi kszaj  reakcj  immunologiczn ,

zarówno na antygeny bia kowe, jak i polisacharydowe. Jednak e, LPS jest zbyt

toksyczny i gor czkotwórczy, nawet w znikomych dawkach, aby móg  by

stosowany jako rodek wspomagaj cy u ludzi. Równie  pr tki i ich sk adniki

wykorzystywane jako adiuwanty okaza y si  zbyt toksyczne. Produkty

bakteryjne dzia aj  najprawdopodobniej g ównie przez stymulacj  produkcji

przeciwcia . Teori  t  potwierdza fakt, e same cytokiny s  skutecznymi

adiuwantami, zw aszcza gdy po czone s  bezpo rednio z antygenem.

Dzi ki wykonanym badaniom maj cym na celu detoksyfikacj  produktów

bakteryjnych otrzymano N-acetyl muranyl-L-analyl-D izoglutamin  oraz dipeptyd

muranylu (MDP). Zwi zki te podane bez antygenu zwi kszaj  niespecyficzn

odporno  przeciwko infekcjom bakteryjnym, grzybiczym, paso ytniczym i

wirusowym, a nawet przeciwko pewnym guzom [Woodard i wsp., 1980]. Do

ównych wad zaliczy  nale y to, i  s  one potencjalnie gor czkotwórcze i ich

dzia anie nie jest ca kowicie zrozumia e.

Kolejnym sk adnikiem bakteryjnym wykorzystywanym jako adiuwanty s

tzw. liposomy, sk adaj ce si  z koncentrycznych b on lipidowych zawieraj cych

fosfolipidy i inne lipidy w konfiguracji dwóch warstw oddzielonych przez komory

wodne. Ich rola polega najprawdopodobniej na zamykaniu antygenu i

dostarczeniu bezpo rednio do komórek prezentuj cych antygen. U ludzi by y

stosowane pozajelitowo jako no niki biologicznie aktywnych substancji i s

uwa ane za bezpieczne. Jednym z ostatnio wykorzystywanych adiuwantów o

mechanizmie dzia ania takim jak liposomy jest tzw. kompleks

immunostymuluj cy (ISCOMs) [Lovgren i Morein, 1991]. Jest to stosunkowo

stabilny, ale niekowalentnie zwi zany, kompleks saponinowego zwi zku

wspomagaj cego Quil-A, cholesterolu i antygenu amfipatycznego w stosunku

cz steczkowym oko o 1:1:1. Spektrum antygenów kapsydu wirusa i

amfipatycznych antygenów niewirusowych o istotnym znaczeniu dla

szczepionek przeznaczonych dla ludzi, jakie zawiera ISCOMs, obejmuje gryp ,

odr , w cieklizn , gp340 z wirusa EB, gp120 z HIV, Plasmodium falciparum i

Trypanosoma cruzi. Wykazano, e ISCOMs pobudzaj  cytotoksyczne limfocyty

T. Ponadto, mo e zosta  pobudzona specyficzna reakcja IgA. ISCOMs s

stosowane jedynie w szczepionkach weterynaryjnych, cz ciowo ze wzgl du na



44

ich dzia anie hemolityczne i pewne reakcje miejscowe (aktywno  detergentow

cz steczki Quil-A).

Inne rodki wspomagaj ce odpowied  immunologiczn  organizmu to m.

in. skwalen. Jest to polimer organiczny, który stosowany by  w

eksperymentalnych szczepionkach od 1987 roku [Asa i wsp., 2000] i w

eksperymentalnych szczepionkach podawanych du ej liczbie uczestników

wojny w Zatoce Perskiej. Adiuwant ten spowodowa  jednak kaskad  reakcji

zwanych “syndromem wojny w Zatoce", które stwierdzono u nierzy bior cych

w niej udzia . Symptomy, jakie u nich odkryto, obejmowa y zapalenie stawów,

bóle tkanki cznej, powi kszenie w ów ch onnych, wysypki uczuleniowe,

uczulenie na wiat o w postaci wysypki, wysypki w okolicy jarzmowej,

chroniczne zm czenie, chroniczne bóle g owy, nienormaln  utrat  w osów cia a,

nie ulegaj ce leczeniu ubytki skóry, owrzodzenia aftowe, zawroty g owy,

os abienie, utrat  pami ci, napady, zmiany nastroju, problemy

neuropsychiatryczne, uszkodzenia tarczycy, anemi , podwy szone OB,

systemowy liszaj rumieniowaty, stwardnienie rozsiane, ALS (stwardnienie

zanikowe boczne), zespó  Raynauda, syndrom Sjórgena, chroniczn  biegunk ,

nocne pocenie i stany podgor czkowe. Ta d uga lista reakcji ubocznych

wskazuje, jak wielkie szkody powoduj  adiuwanty wykorzystywane w

szczepionkach. Dlatego z jednej strony ca y czas prowadzone s  badania

maj ce na celu poszukiwanie adiuwantów lepszych od tradycyjnie

stosowanych, szczególnie dla odpowiedzi komórkowej (zale nej od limfocytów

T), m. in. próbuje si  jako adiuwanty stosowa  cytokiny promuj ce drog  Th1,

np. IL-2, IL-12 lub IL-15. Jednak z drugiej strony pracuje si  nad innymi

rodzajami szczepionek, które stymulowa yby odpowied  komórkow  bez

dodawania adiuwantów.

3.9. Bakteryjne systemy heterologiczne jako szczepionki
Systemy pozwalaj ce na ekspresj  heterologicznych bia ek obejmuj

wykorzystanie zewn trzkomórkowych struktur bakterii E. coli oraz bia ek

zewn trzb onowych (bia ka fimbrii 1 i P, flageliny, bia ka LamB, PhoE).

Wymienione bia ka mog  by  no nikiem sekwencji heterologicznych

determinant antygenowych, enzymów, pojedynczych cuchów przeciwcia

oraz peptydów chelatuj cych metale [Kjaergaard i wsp., 2000].
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Do najwa niejszych zastosowa  bia ek chimerycznych (zawieraj cych

bia ko no nikowe oraz sekwencj  heterologiczn ) nale y tworzenie szczepionek

rekombinantowych oraz otrzymywanie antygenów wykorzystywanych w testach

diagnostycznych. Szczepionki, dla których no nikiem s  podjednostki fimbrialne

posiadaj  podobne zalety do szczepionek zawieraj cych oczyszczone bia ka

fimbrialne.

Do wiadczenia b ce potwierdzeniem tego typu zastosowania adhezyn

bakteryjnych to mi dzy innymi:

• wprowadzenie epitopu cucha B toksyny cholery do bia ka FimA,

tworz cego struktur  rdzenia fimbrii typu 1 uropatogennych szczepów E.

coli [Stentebjerg-Olesen i wsp., 1997];

• wykorzystanie podjednostki strukturalnej fimbrii K88, FaeG, do

wprowadzenia epitopów pochodz cych z ludzkiego wirusa grypy (o

wielko ci od 7-12 reszt aminokwasowych), wirusa HIV1 (o wielko ci 11

aminokwasów) [Bakker i wsp., 1990], pilinowej podjednostki bia kowej

Neisseria gonorhoea (o wielko ci 11 aminokwasów) i hormonu

somatostatyny (o wielko ci 14 aminokwasów) [Thiry i wsp., 1989];

• wykorzystanie bakteryjnych adhezyn fimbrii 987P pochodz cych z

enterotoksycznych szczepów E. coli do ekspresji epitów wirusa HSV1 i

wirusa TGEV. Immunizacja królików oczyszczonymi bia kami

chimerycznymi powodowa a wytwarzanie wysokiego poziomu przeciwcia

skierowanych przeciwko epitopom wirusa HSV1 i TGEV [Rani i wsp.,

1999];

• wprowadzenie epitopu HSV1 do bia ka podjednostkowego fimbrii typu

Dr, uropatogennych szczepów E. coli [Zalewska i wsp., 2003];

• wykorzystanie oczyszczonego preparatu fimbrii typu Dr jako szczepionki

przeciwko chronicznemu zapaleniu ukladu moczowego u myszy

[Goluszko i wsp., 2005].

3.10. Adhezyny bakteryjne
W ka dej infekcji bakteryjnej pierwszym etapem jest interakcja na

poziomie molekularnym pomi dzy bakteri , a komórk  gospodarza. Aby

zainicjowa  infekcj  patogen najpierw musi skolonizowa  odpowiedni  komórk

docelow . Bez wzgl du czy mamy do czynienia z kolonizacj
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zewn trzkomórkow  czy wewn trzkomórkow  najpierw nast puje adhezja

bakterii do powierzchni komórki gospodarza. Proces ten umo liwiaj

wyst puj ce na powierzchni komórki bakteryjnej ró nego rodzaju adhezyny. S

one odpowiedzialne za rozpoznanie i zwi zanie si  ze specyficznymi

receptorami wyst puj cymi na komórkach gospodarza. Wi zanie receptorów

komórkowych prowadzi do aktywacji z onych kaskad transdukcji sygna u.

Nast puje uruchomienie wrodzonych mechanizmów obronnych organizmu

gospodarza, ale równie  uruchomiane s  mechanizmy, które u atwi  proces

kolonizacji i inwazji bakterii. Ponadto, adhezja mo e równie  aktywowa

ekspresj  nowych genów bakteryjnych wa nych w procesie patogenezy. W

wielu przypadkach adhezyny (budu ce fimbrie lub pile) s  strukturami

osopodobnymi, zbudowanymi z wielu podjednostek bia kowych, które wystaj

ponad powierzchni  bakterii. Ró norodno  struktur fimbrialnych jest bardzo

du a, jednak e g ówn  funkcj  wszystkich typów jest wi zanie si  ze

specyficznymi receptorami komórkowymi,  za co odpowiadaj  adhezyny

rozmieszczone wzd  osi fimbrii lub znajduj ce si  na szczycie fimbrii.

Czasami bia ko podjednostkowe buduj ce fimbrie pe ni funkcj  adhezyny

[Westerlund-Wikstrom i Korhonen,  2005]. Wi kszo  typów fimbrii osi ga oko o

2 m d ugo ci, a ich rednica waha si  od 2 do 10 nm. Pod wzgl dem budowy

mo na podzieli  je na dwie g ówne grupy. Pierwsza z nich obejmuje fimbrie,

które zbudowane s  z podjednostek tworz cych ciasno upakowan   skr con

helis , w której na jeden skr t przypada oko o 3,2 podjednostek. rednica

zewn trzna tego rodzaju fimbri wynosi oko o 7 nm i ich cech

charakterystyczn  jest wyst powanie w rodku otworu o rednicy oko o 1,5 nm.

Druga grupa fimbri jest struktur  cie sz  o rednicy 2 do 4 nm i nie posiada

wewn trz otworu. Wyst puj  równie  przypadki kiedy adhezyny zwi zane s

bezpo rednio z powierzchni  komórek bakteryjnych, s  to tzw. struktury

afimbrialne.

W celu wykszta cenia adhezyny na powierzchni komórki bakteryjnej,

bia ka buduj ce t  struktur  musz  zosta  przetransportowane przez b on

wewn trzn  i zewn trzn , a nast pnie uformowane w odpowiedni  struktur

polimeryczn . W procesie ewolucji wykszta ci y si  ró ne systemy transportu na

zewn trz komórki. Ka dy system odpowiedzialny jest za sekrecj  zwykle

jednego typu organellum. Biogeneza tych struktur mo e przebiega  w
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zale no ci od rodzaju adhezyny z wykorzystaniem jednego z czterech ró nych

mechanizmów: szlak sekrecji „chaperone/usher” (pile typu P, typu 1 i typu Dr),

ówny szlak sekrecji (GSP) (pile typu IV), pozakomórkowa precypitacja (fimbrie

agreguj ce) lub alternatywny „chaperonowy” szlak sekrecji (pile typu CS1) [Soto

i Hultgren, 1999].

3.10.1. Pile typu P i typu 1
  Pile typu P wyst puj  na powierzchni wi kszo ci szczepów E. coli

wywo uj cych odmiedniczkowe zapalenie nerek [Kallenius i wsp., 1981]. W

biogenez  tego rodzaju struktur zaanga owane jest 11 bia ek kodowanych

przez operon pap. Badania strukturalne wykaza y, e w budowie fimbrii tego

typu mo na wyró ni  sztywny rdze  z ony z powtarzaj cych si  podjednostek

bia ka PapA (3,28 bia ka na skr t helisy) oraz wyst puj cej na szczycie fimbrii

elastycznej struktury zwanej fibrillum zbudowanej z bia ka PapE. Na samym

ko cu fimbrii znajduje si  adhezyna PapG odpowiedzialna za wi zanie si  z

resztami Gal (1,4) Gal, wyst puj cymi na powierzchni glikolipidowej b ony

nab onka wy cie aj cego drogi moczowe oraz na powierzchni erytrocytów.

Adhezyna PapG po czona jest z fibrillum za pomoc  bia ka adaptorowego

PapF, natomiast fibrillum po czone jest z rdzeniem fimbrii za pomoc

adaptorowego bia ka PapK. Ca a fimbria do powierzchni komórki bakteryjnej

przy czona jest za pomoc  bia ka PapH. D ugo  takiej pili wynosi ok. 1 m i

zbudowana jest z ok. 3000 podjednostek bia kowych.

Pile typu 1 wyst puj  na powierzchni bakterii E. coli wywo uj cych

zapalenie p cherza moczowego, a tak e na wi kszo ci bakterii nale cych do

rodziny Enterobacteriaceae.  one kodowane przez operon fim zawieraj cy 9

otwartych ramek odczytu koduj cych zarówno bia ka strukturalne pili jak

równie  bia ka odpowiedzialne za regulacj  ekspresji. W strukturze fimbrii tego

typu, podobnie jak w przypadku fimbrii typu P, wyró niamy sztywny rdze

zbudowany z podjednostek bia ka FimA (3,125 bia ka na skr t helisy) oraz

elastyczne fibrillum (du o krótsze ni  w przypadku pili typu P) zbudowane z

bia ka FimG wyst puj cego na szczycie fimbrii. Adhezyn  w przypadku pili typu

1 jest bia ko FimH odpowiedzialne za wi zanie si  z resztami mannozy.

Fibrillum do rdzenia fimbrii przy czone jest za pomoc  bia ka adaptorowego

FimF. Pile tego typu maj  bardzo zbli on  budow  do fimbrii typu P.
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Fimbrie typu P oraz typu 1 powstaj  na drodze sekrecji „chaperone/usher”.

W biogenez  fimbrii zaanga owane s  dwa g ówne bia ka. Pierwsze z nich to

wyst puj ce w przestrzeni periplazmatycznej bia ko opieku cze „chaperone”

odpowiedzialne za interakcje z bia kiem podjednostkowym fimbrii oraz transport

bia ek z b ony wewn trznej do zewn trznej. Drugie bia ko charakterystyczne dla

tego rodzaju sekrecji to „usher”, wyst puj cy w b onie zewn trznej i

umo liwiaj cy transport bia ek podjednostkowych tworz cych fimbrie z

przestrzeni periplazmatycznej na zewn trz komórki bakteryjnej (Rys. 12).

Rys. 12. Biogeneza fimbrii typu P [Soto i Hultgren, 1999]. Kolorem czerwonym oznaczono
bia ko opieku cze „chaperone”, PapA (A) – bia ko podjednostkowe tworz ce rdze  fimbrii, PapE
(E) – bia ko podjednostkowe tworz ce fibrillum, PapF (F) – bia ko adaptorowe cz ce
adhezyn  z fibrillum, PapG (G) – adhezyna, PapK (K) – bia ko adaptorowe cz ce fibrillum z
rdzeniem fimbrii, PapH (H) – bia ko adaptorowe cz ce rdze  fimbrii z b on  zewn trzn .

3.10.2. Pile typu IV
Pile typu IV, pe ni ce ró ne funkcje, wyst puj  na powierzchni wielu

gatunków bakterii, m. in. Pseudomonas aeruginosa, chorobotwórczych

gatunków Neisseria, Moraxella bovis, Dichelobacter nodosus czy Vibrio

cholerae oraz enteropatogennych E. coli. Pile tego typu zbudowane s  z wielu

takich samych podjednostek oraz kilku kopii innych bia ek. [Rudel i wsp., 1995].

Cech  charakterystyczna pili typu IV jest specyficzna budowa bia ka

podjednostkowego. Struktura krystaliczna pojedynczej podjednostki buduj cej

takie pile u bakterii Neisseria gonorrhoeae wykaza a m. in. wyst powanie
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ugiej hydrofobowej  helisy wyst puj cej na N-ko cu bia ka, która umo liwia

czenie si  poszczególnych podjednostek w struktur  stabilnej pili.

 Pile typu IV powstaj  z wykorzystaniem g ównego szlaku sekrecji (ang.

general secretion pathway). System ten funkcjonuje niezale nie od jakiejkolwiek

aktywno ci „chaperonowej”, a tak e nie wymaga systemu transportu

podjednostek fimbrialnych w formie rozpuszczalnej przez przestrze

periplazmatyczn . W biogenez  tego rodzaju fimbrii zaanga owanych jest

kilkana cie bia ek, z których mo na wymieni  kilka charakterystycznych.

Pierwsze z nich to peptydaza odcinaj ca krótkie sekwencje aminokwasowe z

bia ek podjednostkowych fimbrii. Nast pnie zintegrowane z b on  wewn trzn

bia ka wykorzystywane s  jako platforma w procesie biogenezy. Niezwykle

istotne jest równie  bia ko, którego funkcj  jest dostarczanie energii niezb dnej

do biogenezy fimbrii. Wyst puje ono w cytoplazmie komórki bakteryjnej albo

czone jest z b on  wewn trzn  od strony cytoplazmy. Ostatnie bia ko

charakterystyczne dla tego typu sekrecji wyst puje w b onie zewn trznej i

tworzy kana  umo liwiaj cy powstanie fimbrii na zewn trz komórki bakteryjnej.

Tego typu system sekrecji wykorzystywany jest nie tylko w przypadku

biogenezy fimbrii, ale tak e w przypadku sekrecji ró nego typu proteaz, toksyn

czy innych substancji zewn trzkomórkowych (Rys. 13).

Rys. 13. Biogeneza pili typu IV N. gonorrhoeae [Soto i Hultgren, 1999]. PilE – bia ko
podjednostkowe pili, PilD/F/G/T… - grupa bia ek tworz cych platform  w b onie wewn trznej,
PilQ i PilP – bia ka tworz ce kana  w b onie zewn trznej.
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3.10.3. Agreguj ce fimbrie
Wiele szczepów klinicznych E. coli oraz Salmonella na swojej

powierzchni wytwarza fimbrie, które s  cienkie, nieregularne oraz maj

zdolno  do tworzenia agregatów (ang. curli). Struktury te maj  zdolno

wi zania si  do ró nych bia ek komórkowych i s  niezwykle stabilne. G ównym

bia kiem buduj cym fimbrie tego typu jest w przypadku E. coli bia ko CsgA,

ce homologiem bia ka AfgA wyst puj cego u Salmonella. W strukturze

fimbrii znajduje si  równie  bia ko CsgB, które wyst puje na powierzchni

zewn trznej b ony komórkowej lub rozmieszczone jest na ca ej d ugo ci fimbrii.

Ponadto, w proces biogenezy fimbrii zaanga owane s  takie bia ka jak CsgE,

CsgF oraz CsgG, które zabezpieczaj  podjednostki bia kowe fimbrii przed

degradacj  lub tworz  kana  umo liwiaj cy ich transport na zewn trz komórki

bakteryjnej. Jednak e, do tej pory nie uda o si  okre li  w jaki sposób zachodz

interakcje pomi dzy podjednostkami w procesie tworzenia fimbrii.

Proces ten przebiega w zupe nie odmienny sposób ni  w przypadku pili

typu P (typu 1) lub typu IV. Tworzenie struktury fimbrii w odró nieniu od innych

systemów nast puje na zewn trz komórki bakteryjnej. Bia ka podjednostkowe

fimbrii (CsgA) ulegaj  sekrecji do rodowiska zewn trznego gdzie nast puje

proces precypitacji bia ka na powierzchni bakterii. Proces polimeryzacji

najprawdopodobniej jest inicjowany przez bia ko CsgB, co zosta o pokazane z

wykorzystaniem mutantów CsgA- CsgB+ oraz CsgA+ CsgB- [Hammar i wsp.

1996]. Ponadto bia ko CsgB mo e do czy  si  do istniej cej fimbri i

zainicjowa  powstanie rozga zienia (Rys. 14).
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Rys. 14. Biogeneza fimbrii agreguj cych E. coli [Soto i Hultgren, 1999]. CsgA – bia ko
podjednostkowe tworz ce fimbrie, CsgB – bia ko inicjuj ce proces polimeryzacji, G (?) – grupa
bia ek umo liwiaj cych transport podjednostek fimbrailnych na zewn trz komórki.

3.10.4. Pile typu CS1
Pile typu CS1 zosta y odkryte na powierzchni enteropatogennych

szczepów E. coli i zaanga owane s  w proces kolonizacji jelita przez te

bakterie. Zbudowane s  w g ównej mierze z jednego bia ka CooA, a tak e

wyst puj cego na ko cu fimbrii bia ka CooD. Ich struktura morfologiczna

podobna jest do fimbri typu P i typu 1, jednak e bia ka strukturalne fimbrii typu

CS1 nie posiadaj  charakterystycznych sekwencji pozwalaj cych

zaklasyfikowa  je do wcze niej wymienionych typów.

W biogenez  tego rodzaju fimbrii zaanga owany jest szlak sekrecji zwany

alternatywnym szlakiem „chaperonowym”. W tym przypadku wykorzystywane

jest bia ko pe ni ce funkcj  „chaperonu”, jednak e o odmiennej budowie ni  w

przypadku szlaku sekrecji „chaperone/usher”.  Dla pili typu CS1 „chaperonem”

jest bia ko CooB, które tworzy w przestrzeni periplazmatycznej kompleks z

bia kami podjednostkowymi fimbrii CooA oraz CooD. Podjednostki biakowe

fimbrii transportowane s  do przestrzeni periplazmatycznej z wykorzystaniem

sytemu sekrecji Sec-zale nej. Oba bia ka podjednostkowe posiadaj

zakonserwowane ewolucyjnie sekwencje znajduj ce si  we fragmencie C-

ko cowym, jednak e nie wykazuj  one homologi z analogicznymi sekwencjami

znajduj cymi si  na ko cach bia ek podjednostkowych fimbrii typu P lub typu 1.
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W b onie zewn trznej wyst puje bia ko CooC, które tworzy kana  umo liwiaj cy

powstawanie fimbrii. Bia ko to ma mo liwo  wi zania si  ze stabilizuj cym je

„chaperonem” CooB. System biogenezy fimbri typu P (typu 1) oraz system

biogenezy fimbrii typu CS powsta  najprawdopodobniej na drodze niezale nej

ewolucji zbie nej (Rys. 15).

Rys. 15. Biogeneza fimbrii typu CS1 E. coli [Soto i Hultgren, 1999]. B (CooB) – bia ko
opieku cze „chaperone”, A (CooA) - bia ko podjednostkowe fimbrii, C (CooC) – bia ko tworz ce
kana  w b onie zewn trznej D (CooD) – adhezyna.

3.11. Charakterystyka adhezyn rodziny Dr
Patogenne szczepy E. coli powoduj  szereg ró nych chorób. Szczepy te

charakteryzuj  si  obecno ci  ro nych bia ek lub ca ych struktur

umo liwiaj cych pokonanie uk adu odporno ciowego atakowanego organizmu.

Jedn  z sze ciu g ównych grup patogennych szczepów E. coli s  szczepy

nale ce do grupy DAEC (ang. diffusely adhering E. coli). Do jednej z klas

szczepów DAEC zaliczamy bakterie u których wykryto adhezyny Afa/Dr  (Afa/Dr

DAEC). Szczepy te powoduj  mi dzy innymi zapalenie dróg moczowych.

Adhezyny Afa/Dr zosta y odkryte w roku 1984. W wyniku prowadzonych bada

stwierdzono, e geny odpowiedzialne za biogenez  tych adhezyn s

zlokalizowane w operonach o podobnej strukturze. Kolejno  genów w tych

operonach jest taka sama, a wielko ci odpowiednich genów z poszczególnych

operonów s  prawie identyczne. Znaczn  homologi  wykazuj  geny koduj ce

bia ka zaanga owane w biosyntez  struktur adhezyjnych i bia ka regulatorowe
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w przeciwie stwie do genów koduj cych adhezyny. Do rodziny adhezyn Afa/Dr

zaliczmy struktury o budowie fimbrialnej, afimbrialnej i niefimbrialnej,

obejmuj ce 13 adhezyn o ró nej specyficzno ci receptorowej (Tab. 3). W

wyniku prowadzonych bada  stwierdzono, e receptorem adhezyn Dr, AfaE-I,

AfaE-III oraz F1845 (odkrytych jako pierwsze) jest bia ko DAF (ang. decay-

accelerating factor), b ce no nikiem antygenu grup krwi Dra, co da o

pocz tek nazwie rodziny adhezyn Dr [Nowicki i wsp. 1989; Carnoy i wsp., 1997;

Nowicki i wsp., 2001]. Jak do tej pory najlepiej poznanymi adhezynami s :

AfaE-I, AfaE-III, Dr, Dr-II oraz F1845, w przypadku których w pe ni zbadano

organizacj  genetyczn , specyfik  receptorow  i rol  w patogenezie szczepów

Afa/Dr DAEC [Servin, 2005].

Tabela 3. Charakterystyka adhezyn Afa/Dr [Serwin, 2005].

Receptor komórkowy
Adhezyna Rodzaj

struktury
Pochodzenie Kolagen

typu IV

DAF CEACAMs*

AfaE-I afimbrialna ludzkie negatywne pozytywne negatywne

AfaE-II afimbrialna ludzkie nieznane pozytywne nieznane

AfaE-III afimbrialna ludzkie negatywne pozytywne pozytywne

AfaE-V afimbrialna ludzkie nieznane pozytywne nieznane

AfaE-VII afimbrialna bydl ce nieznane negatywne nieznane

AfaE-VIII afimbrialna ludzkie,
zwierz ce nieznane negatywne nieznane

Dr fimbrialna ludzkie pozytywne pozytywne pozytywne

Dr-II niefimbrialna ludzkie negatywne pozytywne negatywne

F1845 fimbrialna ludzkie negatywne pozytywne pozytywne

Nfa-I niefimbrialna ludzkie nieznane pozytywne nieznane

AAF-I fimbrialna ludzkie nieznane nieznane nieznane

AAF-II fimbrialna ludzkie nieznane nieznane nieznane

AAF-III fimbrialna ludzkie nieznane nieznane nieznane
*CEACAM1, CEA oraz CEACAM6

3.12. Fimbrie Dr uropatogennych szczepów E. coli
Stworzony w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gda skiej modelowy

system ekspresji chimerycznych fimbrii opiera si  na fimbriach typu Dr. Fimbrie

Dr produkowane s  przez szczepy E. coli O75:K5:H- wywo uj ce
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odmiedniczkowe zapalenie nerek. Struktury te kodowane s  przez operon dra,

sk adaj cy si  z sze ciu otwartych ramek odczytu (ORF- ang. open reading

frames): draA, draB, draC, draD, draP oraz draE (Rys. 16) [Glouszko i wsp.,

1997, Nowicki i wsp., 2001]. Produktami genów operonu dra s  bia ka

odpowiedzialne za regulacj  transkrypcji operonu (DraA i DraP), bia ka

zaanga owane w biosyntez  fimbrii (DraB, DraC, DraE) oraz inwazyna DraD.

Fimbria Dr zbudowana jest z powtarzaj cych si  sekwencji bia ka

podjednostkowego DraE, b cego jednocze nie adhezyn . DraB jest bia kiem

opieku czym, natomiast DraC to bia ko tworz ce kana  w b onie zewn trznej

„usher”.

Rys. 16. Schemat operonu dra. draA – gen koduj cy bia ko regulatorowe DraA o masie 11 kDa,
draB – gen koduj cy bia ko opieku cze DraB o masie 23 kDa, draC – gen koduj cy bia ko DraC
o masie 90 kDa tworz ce kana  w b onie zewn trznej, draD – gen koduj cy inwazyn  DraD o
masie 13 kDa, draP – gen koduj cy biako regulatorowe DraP, draE – gen koduj cy bia ko
podjednostkowe fimbrii DraE o masie 16 kDa.

3.12.1. Biogeneza fimbrii typu Dr
ównym mechanizmem biosyntezy ponad trzydziestu rodzajów struktur

fimbrialnych i afimbrialnych jest mechanizm „chaperone/usher”, w którym

wymagana jest obecno  bia ka opieku czego (ang. chaperone) oraz bia ka

tworz cego kana  w b onie zewn trznej (ang. usher). Na podstawie homologii

sekwencji aminokwasowej pomi dzy bia kiem DraB, a „chaperonami” maj cymi

prawie identyczn  struktur  (np. FimC i PapD) stwierdzono, e biosynteza

fimbrii kodowanych przez operon dra odbywa si  równie  wed ug tego

mechanizmu (Rys. 17) [Sauer i wsp., 2000]. Przypuszczenia te zosta y

potwierdzone w do wiadczeniach z wykorzystaniem kompleksów DraE-DraB, a

tak e mutantów delecyjnych bia ka podjednostkowego DraE [Pi tek i wsp.,

2005].

2311 13 1690 6

draEdraPdraBdraA draDdraC
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Rys. 17. Mechanizm biogenezy fimbrii Dr. Oznaczenia: DraE - bia ko adhezyny, DraB - bia ko
opieku cze, DraC - homooligomeryczne bia ko tworz ce kana  w zewn trznej b onie
komórkowej, DraE/DraB - kompleksy podjednostek fimbrialnych z „chaperonem”, a tak e bia ka
systemu Sec: SecB, SecA, SecY, SecE. Kolorem czerwonym zaznaczono sekwencj  sygnaln
bia ka DraE.

W mechanizmie tym syntetyzowane prekursorowe podjednostki

fimbrialne DraE (z sekwencj  sygnaln  na N-ko cu) poprzez system Sec

(„chaperon” SecB, kompleks translokazy SecA, kompleks bia ek tworz cych

kana  w b onie - SecY, SecE) dostaj  si  do periplazmy. Nie mog  one jednak

przyj  spontanicznie formy natywnej i za pomoc  domen hydrofobowych wi

si  z b on  wewn trzn . Periplazmatyczne bia ko opieku cze DraB oddzia uje z

tak  podjednostk , u atwiaj c jej uwolnienie z b ony cytoplazmatycznej w

wyniku fa dowania si  bia ka DraE w natywn , zdoln  do polimeryzacji

struktur , na matrycy „chaperonu” DraB. Dzieje si  tak dzi ki mechanizmowi

komplementacji nici donorowej (ang. donor strand complementaton - DSC).

Bia ko „chaperonowe” zbudowane jest z dwóch domen immunoglobulino-

podobnych mi dzy którymi znajduje si  szczelina. Cech  charakterystyczn

„chaperonów”, które nie s  po czone z bia kiem podjenostkowym, s  wystaj ce
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dwie  harmonijki zawieraj ce ewolucyjnie zakonserwowane hydrofobowe

reszty aminokwasowe. Natomiast w bia ku podjednostkowym DraE, które ma

równie  budow  immunoglobulino-podobn  brakuje jednej antyrównoleg ej 

harmonijki, która powoduje powstanie na powierzchni bia ka du ej hydrofobowej

szczeliny. Bia ko „chaperonowe” wi e bia ko podjednostkowe przez

dostarczenie brakuj cej  harmonijki. Hydrofobowa cz cucha 

harmonijki pochodz cej z bia ka „chaperonowego” po zwi zaniu w

hydrofobowej szczelinie bia ka akceptorowego staje si  integraln  cz ci

hydrofobowego rdzenia bia ka podjenostkowego (Rys. 18). Bia ko DraB

pozostaje w kompleksie z podjednostk  DraE, stabilizuj c j  i os aniaj c

aktywn  powierzchni , zapobiegaj c dzi ki temu przedwczesnej agregacji w

periplazmie. Kompleksy bia ko opieku cze/podjednostka fimbrialna s

nast pnie kierowane do bia ka DraC („usher”), tworz cego kana  w b onie

zewn trznej, który jest miejscem polimeryzacji podjednostek DraE.

Równocze nie bia ko podjednostkowe zwi zane z „chaperonem” posiada

asn  wystaj  harmonijk  o zbli onej budowie do  harmonijki bia ka

„chaperonowego”. Dzi ki temu mo liwe jest czenie si  poszczególnych

podjednostek w procesie zwanym donorow  wymian  nici (ang. donor strand

exchange - DSE). Donorowa  harmonijka bia ka „chaperonowego” zostaje

zast piona przez N-ko cow  cz  kolejnego bia ka podjednostkowego.

Nast pnie bia ko DraB ulega oddysocjowaniu, a fimbria jest wyd ana przez

do czanie kolejnych podjednostek DraE do jej podstawy w b onie zewn trznej.

Cech  charakterystyczn  tego procesu jest to, e uwolnienie bia ka

podjednostkowego i polimeryzacja w struktur  fimbrii nie wymaga dostarczenia

energii [Smyth i wsp., 1996; Sauer i wsp., 2000; Zavialov i wsp., 2003; Pi tek i

wsp., 2005].
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Rys. 18. Mechanizm DSC/DSE. A) Struktura krystaliczna bia ka podjednostkowego fimbrii typu
P (PapE) przed i po procesie donorowej wymiany nici. Kolorem tym zaznaczono -
harmonijk  pochodz  od bia ka „chaperonowego”, natomiast kolorem czerwonym -
harmonijk  pochodz  od kolejnego bia ka podjednostkowego. Cech  charakterystyczn  jest
zmiana pozycji N i C-ko ca bia ka (zamkni cie szczeliny)  [Sauer i wsp., 2002]. B) Schemat
topologiczny po czonych bia ek podjednostkowych DraE [Anderson i wsp., 2004].

3.12.2. Charakterystyka fimbrialnej podjednostki strukturalnej DraE
Bia ko podjednostkowe fimbrii DraE wykazuje budow  immunoglobulino-

podobn . Struktura krystaliczna bia ka AfaE-III, b cego homologiem bia ka

DraE (ró nica 3 reszt aminokwasowych), wykaza a istnienie dwóch grup 

harmonijek u onych naprzeciwko siebie. Brak jednej  harmonijki w strukturze

podjednostki fimbrialnej potwierdza mechanizm DSC/DSE prowadz cy do

polimeryzacji podjednostek w struktur  fimbrii [Anderson i wsp., 2004].

Adhezyna DraE wykazuje zdolno  wi zania receptora DAF i kolagenu typu IV,

a oczyszczone rekombinantowe bia ko DraE wi e si  z b on  podstawn

A

B
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kanalików nerkowych i torebek Bowman’a [Nowicki i wsp., 2001]. W wi zaniu

si  do receptora DAF (zlokalizowanego na jego jednej stronie) zaanga owana

jest du a cz  bia ka podjednostkowego DraE. Bia ko to ma równie

mo liwo  wi zania chloramfenikolu, co powoduje zahamowanie wi zania DraE

do receptora DAF. Najprawdopodobniej wynika to z cz ciowego zakrycia

przez zwi zany chloramfenikol powierzchni bia ka DraE zaanga owanej w

wi zanie receptora [Anderson i wsp., 2004]. Dodatkowo adhezyna DraE ma

zdolno  wi zania si  z antygenem karcynoembrionalnym (CEACAMs ang.

carcinoembryonic antigenrelated cell adhesion molecules). Antygen ten bierze

udzia  w adhezji mi dzykomórkowej w wyniku oddzia ywa  zarówno

heterotypowych jak i homotypowych. Do rodziny antygenów CEACAM nale

takie antygeny jak CEA, CEACAM1, CEACAM3, CEACAM4, CEACAM6,

CEACAM7 i CEACAM8. Wykazano, e bia ko DraE wi e si  z receptorem

CECAM1, CEA oraz CEACAM6 [Berger i wsp., 2004]. Jednak e rola

receptorów CEACAM w infekcji E. coli nie jest do ko ca wyja niona.

Najprawdopodobniej, tak jak w przypadku N. gonorrhoeae, wi zanie z tymi

receptorami powoduje cis e przyleganie bakterii do b ony zewn trznej

atakowanej komórki i w konsekwencji wch oni cie bakterii do jej wn trza

[Korotkova i wsp., 2006].

Podjednostka DraE zawiera N-ko cow , powierzchniowo eksponowan ,

domen  2. Zakonserwowane reszty cysteiny w pozycji 19 (40 w przypadku

bia ka DraE z sekwencj  sygnaln ) i 51 (72) bia ka DraE tworz  mostek

disiarczkowy, co powoduje powstanie p tli z onej z 33 aminokwasów na N-

ko cu bia ka (Rys. 19). Mutacja tych reszt cysteinowych w bia ku DraE

powoduje utrat  aktywno ci hemaglutynacyjnej oraz zdolno ci wi zania

kolagenu typu IV, a tak e wp ywa na biosyntez  i stabilno  ca ej fimbrialnej

podjednostki strukturalnej [Carnoy i Moseley, 1997]. Proces polimeryzacji

podjednostek fimbrialnych jest determinowany silnie zakonserwowanymi

sekwencjami zlokalizowanymi na N- i C-ko cu bia ka DraE. Pomi dzy tymi

regionami zlokalizowany jest fragment znacznie mniej zakonserwowany i zdolny

do akomodacji obcych sekwencji (np. antygenowych) (Rys. 20). Bia ko

adhezyny DraE mo e zatem pe ni  funkcj  no nika determinant antygenowych,

a takie chimeryczne podjednostki fimbrialne, z obcymi sekwencjami
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antygenowymi posiadaj  zdolno  do polimeryzacji w wysoce immunogenn

struktur  [Zalewska i wsp., 2003].

Rys. 19. Sekwencja aminokwasowa bia ka DraE. Kolorem szarym zaznaczono sekwencj
sygnaln , niebieskim sekwencje odpowiedzialne za wi zanie z receptorem DAF, czerwonym
sekwencj  domeny 2, fioletowym sekwencje odpowiedzialne za wi zanie z kolagenem typu IV,
zielonym sekwencje odpowiedzialne za wi zanie z CEA.

Adhezyna DraE zbudowana jest ze 160 reszt aminokwasowych, zawiera

sekwencj  sygnaln  umo liwiaj  transport bia ka do przestrzeni

periplazmatycznej. Oszacowana masa cz steczkowa z wykorzystaniem

programu komputerowego (Antheport) wynosi 17,0 kDa dla bia ka z sekwencj

sygnaln  i 14,9 kDa dla bia ka bez sekwencji sygnalnej, a punkt izoelektryczny

jest równy 6,55

Rys. 20. Struktura krystaliczcna bia ka DraE opracowana z wykorzystaniem programu VMD.
Kolorem tym zaznaczono sekwencj  domeny 2, czerwonym oraz bia ym zaznaczono
sekwencj  lub poszczególne aminokwasy odpowiedzialne za wi zanie z receptorem DAF
[Anderson i wsp., 2004]

1 MKKLAIMAAASMVFAVSSAHAGFTPSGTTGTTKLTVTEECQVRVGDLTVA
51 KTRGQLTDAAPIGPVTVQALGCDARQVALKADTDNFEQGKFFLISDNNRD
101 KLYVNIRPTDNSAWTTDNGVFYKNDVGSWGGIIGIYVDGQQTNTPPGNYT
151 LTLTGGYWAK
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3.12.3. Analiza mutacyjna adhezyny DraE
Geny koduj ce bia ka podjednostkowe fimbrii nale cych do rodziny

fimbrii typu Dr wykazuj  du e zró nicowanie podczas gdy geny koduj ce bia ka

regulatorowe oraz bia ka zaanga owane w biosyntez  fimbrii s  wysoko

zakonserwowane ewolucyjnie [Servin, 2005]. Naturalnie wyst puj ce punktowe

mutacje w genach adhezyn nale cych do rodziny Dr znacz co wp ywaj  na ich

zdolno  do oddzia ywania z ró nymi receptorami. Przyk adem mo e by

podjednostka fimbrialna DraE opisana wcze niej i bia ko AfaE-III ró nice si

trzema resztami aminokwasowymi. Bia ko AfaE-III, w odró nieniu od bia ka

DraE, nie ma zdolno ci wi zania si  do kolagenu oraz wi zanie do receptora

DAF i CEA nie jest hamowane przez chloramfenikol [Korotkova i wsp., 2006].

Analiza ró nych szczepów E. coli posiadaj cych fimbrie zbudowane z

bia ka nale cego do grupy DraE wykaza a, e najwi ksze zmiany w strukturze

i w ciwo ciach bia ka wyst puj  w wyniku mutacji reszt aminokwasowych w

pozycjach: D52(73), D61(82), I85(106), T88(109), I111(132) oraz T131(152). W

wyniku mutacji poszczególnych aminokwasów zaobserwano ró nice w wi zaniu

si  adhezyny do receptora DAF jak i kolagenu oraz receptora CEA. Zamiana

reszty aminokwasowej w pozycji T131N lub I85M, T131A albo G68D, T88M

spowodowa a wyra ny wzrost zdolno ci bia ka do wi zania czerwonych krwinek

w te cie hemaglutynacji. Równocze nie zaobserwowano, e hamuj cy

hemaglutynacj  dodatek chloramfenikolu zostaje zniesiony w przypadku

adhezyn, w których zosta y zmutowane reszty aminokwasowe w pozycji D61G i

I111T, a tak e w bia ku ze zmutowanym resztami  D52M, T88M oraz I111T.

Cz ciow  odporno  wykaza y szczepy bakteryjne posiadaj ce adhezyn  ze

zmienion  reszt  aminokwasow  I111T lub T131N. Równie  zamiana jednego

aminokwasu w adhezynie I111T lub T88M powoduje utrat  zdolno ci do

wi zania si  z kolagenem typu IV, a tak e zmniejszenie zdolno ci do wi zania z

receptorem CEA [Korotkova i wsp., 2007].

W celu identyfikacji reszt aminokwasowych bia ka DraE

zaanga owanych bezpo rednio w oddzia ywanie z receptorem DAF dokonano

szeregu pojedynczych mutacji w podjednostce DraE. Pierwsze doniesienia na

temat regionu bia ka DraE odpowiedzialnego za wi zanie z receptorem DAF

wykaza y, e znajduje si  on mi dzy  63(82), a 81(100) reszt  aminokwasow .

Analiza mutacyjna bia ka DraE wykaza a, e wprowadzone w tym regionie
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mutacje znacznie zmniejszaj  si  wi zania si  bia ka DraE z receptorem DAF

oraz w du o mniejszym stopniu wp ywaj  na wi zanie si  z kolagenem typu IV.

Wykazano równie , e najistotniejsze reszty aminokwasowe w wi zaniu

receptora DAF to D63(82) i N79(98). Stwierdzono tak e, e na zdolno

wi zania z receptorem wp ywaj  reszty w pozycji T10(29) oraz oraz T131(150)

[Van Loy i wsp., 2002]. Kolejne badania pozwoli y stwierdzi , e w proces

wi zania z receptorem DAF zaanga owane jest wiele innych reszt

aminokwasowych znajduj cych si  g ównie w pozycjach 7(28) – 15(36) oraz

127(148) – 135(156) [Anderson i wsp., 2004]. Ostatnie badania dowodz , e w

proces wi zania si  bia ka DraE z receptorem DAF zaanga owane s  trzy

regiony: pierwszy obejmuje reszty aminokwasowe 7(28) – 9(30), drugi reszty

61(82) – 79(100) i trzeci 129(150) – 132(153) [Korotkova i wsp., 2007].

Adhezyna DraE jako jedyna w obr bie rodziny Dr charakteryzuje si

zdolno ci  do wi zania kolagenu typu IV. Kolagen typu IV stanowi

charakterystyczny sk adnik b ony podstawnej tkanki nab onkowej dróg

moczowych [Van Loy i wsp., 2002]. Zawiera trzy domeny, z których domena N-

ko cowa (7S) jest miejscem wi zania bakterii E. coli Dr+ [Westerlund i wsp.,

1989]. Oddzia ywanie to jest hamowane przez chloramfenikol (podobnie jak w

przypadku receptora DAF) [Le Bouguenec i wsp., 1993; Pettigrew i wsp., 2004].

Przeprowadzona wnikliwa analiza mutacyjna adhezyny DraE umo liwi a

identyfikacj  reszty aminokwasowej w pozycji I111(132), która wydaje si  mie

istotny wp yw na zdolno  wi zania szczepów E. coli Dr+ z kolagenem typu IV

[Carnoy i Moseley, 1997]. Równie  reszty aminokwasowe znajduj ce si   w

pozycjach P40(61), P43(64), I114(135) i Y115(136) maj  bardzo istotny wp yw

na wi zanie si  bia ka DraE do kolagenu [Korotkova i wsp., 2007].

Adhezyna DraE ma tak e zdolno  wi zania si  z antygenem

karcynoembrionalnym CEACAMs. Analiza mutacyjna wykaza a, e w wi zanie

to zaanga owane s  reszty P40(61), P43(64), I85(106), R86(107), I111(132),

G113(134) oraz Y115(136). Interesuj cy jest fakt, e wi zanie si  adhezyny do

receptora DAF nie powoduje zak ócenia w wi zaniu do receptora CEA, dzi ki

temu adhezyna mo e równocze nie wi za  si  z dwoma receptorami

[Korotkova i wsp., 2006].

Badania krystalograficzne i otrzymane kompleksy DraE z

chloramfenikolem wykaza y, e jest on zwi zany na powierzchni cz steczki
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bia ka w kieszeni wyst puj cej mi dzy N-ko cow  cz ci  harmonijki B oraz

C-ko cow  cz ci  harmonijki E. Z jednej strony chloramfenikol si ami van

der Waalsa zwi zany jest z metylenowymi grupami P40(61), G42(63), P43(64),

oraz G113(134), natomiast z drugiej strony czy si  z I111(132) I114(135), a

tak e Y115(136). Wi zanie chloramfenikolu w tym miejscu t umaczy brak

mo liwo ci wi zania bia ka DraE z receptorem DAF. Spowodowane jest to tym,

e chloramfenikol zas ania cz  powierzchni bia ka DraE zaanga owanej w

wi zanie receptora DAF [Pettigrew i wsp., 2004].

Rys. 21. Wi zanie chloramfenikolu do powierzchni bia ka DraE. Kolorem czerwonym
zaznaczono reszty aminokwasowe odgrywaj ce najwa niejsz , pomara czowym redni  i

tym ma  rol , w procesie wi zania chloramfenikolu [Pettigrew i wsp., 2004].

3.12.4. Receptor DAF
Mimo, i  bia ko DraE posiada zdolno  wi zania si  do kolagenu typu IV,

czy antygenów CEACAMs, to oddzia ywanie z receptorem DAF odgrywa

kluczow  rol  w procesie inwazji bakterii do komórek gospodarza. Bia ko DAF

jest receptorem komórkowym nie tylko dla adhezyn DraE, ale równie  ca ej

rodziny adhezyn Dr. Przeprowadzone badania wykazuj , e DAF jest tak e

receptorem komórkowym dla wirusów (np. enterowirusów) oraz niektórych

bakterii (Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori i

Streptococcus pyogenes) [Das i wsp., 2005].

Ludzki receptor DAF jest glikoprotein  o masie cz steczkowej od 55 do

70 kDa w zale no ci od stopnia glikozylacji. Du e ilo ci tego receptora znajduj

si  na powierzchni komórek nab onka wy cie aj cego b ony luzowe dróg
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oddechowych lub drogi pokarmowej, kanalików nerkowych, moczowódu czy te

cherza moczowego. Rol  czynnika przyspieszaj cego rozpad - DAF (ang.

decay-acccelerating factor) jest regulacja aktywacji systemu dope niacza

poprzez bezpo rednie wi zanie C3b oraz C4b, a tym samym hamowanie

konwertazy C3 [Nicholson-Weller i Wang., 1994]. Receptor ten zbudowany jest

z czterech ok. 60 aminokwasowych domen SCR (ang. short consensus

repeats). SCR kodowane s  przez powtarzaj ce si  homologiczne egzony i

stwarzaj  strukturalne rusztowanie cz steczki zapewniaj ce swoisto  wi zania

bia ka. Oprócz czterech zewn trzkomórkowych domen (SCR-1, SCR-2, SCR-3 i

SCR-4) bia ko to posiada domen  bogat  w reszty seryny, treoniny oraz proliny,

cz  domeny SCR z resztami glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), dzi ki

którym bia ko DAF jest zakotwiczone w b onie zewn trznej komórki (Rys. 22).

 Adhezyny Afa/Dr rozpoznaj  domen  SCR-3 receptora DAF. Wystarczy

pojedyncza zmiana reszty aminokwasowej w tej domenie (seryna 165 na

leucyn ) aby spowodowa  ca kowit  utrat  wi zania adhezyjnej struktury

polimerycznej [Nowicki i wsp., 1993; 2001]. Jednak e, strategiczn  rol  we

wzajemnym oddzia ywaniu adhezyn i domeny SCR-3 odgrywa nie reszta seryny

w pozycji 165, ale reszta seryny w pozycji 155 oraz reszty Gly 159, Tyr 160 i

Leu 162. Równie  istotn  rol  odgrywaj  reszty fenyloalaniny w pozycjach 123 i

148, zlokalizowane na granicy domen SCR-2 i SCR-3, wymagane do

prawid owego zwi zania z receptorem [Hasan i wsp., 2002]. Dalsze badania

wykaza y kluczow  rol  domen SCR-2 i SCR-3 bia ka DAF w wi zaniu adhezyn

Dr. Ponadto, do wiadczenie z wykorzystaniem konstruktów delecyjnych

receptora DAF (SCR-1 , SCR-2 , SCR-3 , SCR-4 ), wskazuje jednoznacznie,

e bakterie E. coli Dr+ w procesie inwazji wymagaj  obecno ci tylko domen

SCR-2 i SCR-3 (Rys. 22) [Selvarangan i wsp., 2000].



64

Rys. 22. Uproszczona struktura receptora DAF przedstawiaj ca hipotetyczne miejsca
przy czania adhezyn kodowanych przez operony dra, afa oraz daa. Niektóre z adhezyn
rodziny Dr cz  si  równie  z domen  SCR-2 (na rysunku linia przerywana) [Pham i wsp.,
1995].
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4. Materia y

4.1. Szczepy bakteryjne

Szczep Genotyp Pochodzenie

E. coli TOP10F’
F’ {lacIq Tn 10 (TetR)}, mcrA ∆(mrr- hsd
RMS- mcr BC) φ80lacZ∆M15, ∆lacX74
deo R recA1 araD139 ∆(ava 
leu)7697 galU galK rspL endA1nupG

Invitrogen,
USA

E. coli
BL21(DE3)pLysS

F- ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal dcm (DE3)
pLysS (CmR)

Novagen,
Wielka
Brytania

E. coli
Rosetta(DE3)pLysS

F- ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal dcm lacY1
(DE3) pLacIRARE (CmR)

Novagen,
Wielka
Brytania

4.2.  Materia  genetyczny
• pUC19 - wysokokopijny plazmid wielko ci 2686 pz, wykorzystywany do

wst pnego klonowania DNA w komórkach E. coli (Invitrogen, USA).

• pET-30 Ek/LIC - plazmid ekspresyjny o wielko ci 5439 pz, zawieraj cy

gen warunkuj cy oporno  na kanamycyn ; promotor φ10T7lac;

terminator transkrypcji faga T7; origin replikacji wektora pBR322; miejsce

operatorowe dla represora LacI; gen koduj cy represor LacI oraz miejsce

wielokrotnego klonowania (MCS) (Novagen, Wielka Brytania).

• pBJN406 – plazmid rekombinantowy otrzymany przez wklonowanie do

plazmidu pACYC184 fragmentu DNA zawieraj cego sekwencj  ca ego

operonu dra. Fragment DNA z sekwencj  operonu dra otrzymano przez

trawienie genomowego DNA pochodz cego z klinicznych szczepów

Escherichia coli 075:K5:H enzymem HindIII. Transformacja

niepatogennych szczepów E. coli plazmidem pBJN406 powoduje, e

staj  si  one zjadliwe (otrzymany od prof. B. Nowickiego z University of

Texas) [Nowicki i wsp., 1987; 1988; Goluszko i wsp., 1997].

• pCC90 - plazmid rekombinantowy otrzymany przez wklonowanie

do plazmidu pACYC177 fragmentu DNA wielko ci 8600 pz,

zawieraj cego sekwencj  nukleotydow  operonu dra bez genów

regulatorowych. Wspó istnienie w jednej komórce bakteryjnej plazmidu

pCC90 razem z plazmidami z origin replikacji z grupy ColE1 (pBR322,
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pUC19) umo liwia replikon p15A plazmidu pACYC177 (plazmidy

zgodne).

Sekwencj  nukleotydow  operonu dra bez regionu promotorowego i

genów regulatorowych otrzymano poprzez wst pne trawienie DNA

plazmidu pBJN406 restryktaz EcoRI (po wprowadzeniu dodatkowego

miejsca rozpoznania dla restryktazy EcoRI 45 pz powy ej genu draB w

plazmidzie pBJN406) (otrzymany od prof. B. Nowickiego z University of

Texas) [Carnoy i wsp., 1997].

• pCC90D54stop – plazmid rekombinantowy pCC90, w którym przy

pomocy mutagenezy miejscowo-specyficznej zast piono kodonem stop

trójk  nukleotydow  (GAC), koduj  kwas asparaginowy (Asp54).

Plazmid ten uniemo liwia ekspresj  natywnego bia ka adhezyny DraE

(otrzymany od prof. B. Nowickiego z University of Texas) [Carnoy i wsp.,

1997].

• plazmidy rekombinantowe – otrzymane przez wklonowanie do DNA

wektora pUET1 [D browski i Kur, 1999] DNA insertów koduj cych bia ka

antygenowe SAG1, MAG1 lub GRA1 T. gondii (kolekcja Katedry

Mikrobiologii)

Nazwa Wklonowany insert Odno nik
literaturowy

pUET1/SAG1 gen koduj cy antygen
powierzchniowy SAG1 T. gondii
(reszty aminokwasowe od 49 do
313)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp.,
2003]

pUET1/GRA1 gen koduj cy antygen granul o
du ej g sto ci GRA1 T. gondii
(reszty aminokwasowe od 24 do
190)

[Hiszczy ska-
Sawicka i wsp.,
2003]

pUET1/MAG1 gen koduj cy antygen macierzy
cyst taknkowych MAG1 T. gondii
(reszty aminokwasowe od 30 do
222)

[Holec i wsp., 2007]

4.3. Po ywki i pod a bakteriologiczne
• Po ywka LB (Luria Bertani): trypton 10 g, ekstrakt dro owy 5 g, NaCl

10 g, woda destylowana do 1000 ml (pH=7,0-7,2)
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• Po ywka 2YT: trypton 16 g, ekstrakt dro owy 10 g, NaCl 5 g, woda

destylowana do 1000 ml (pH=7,0)

• Pod e LA (Luria Bertani Agar): trypton 10 g, ekstrakt dro owy 10

g, NaCl 10 g, agar 15 g, woda destylowana do 1000 ml

Wszystkie po ywki i pod a sterylizowano 30 min, w temperaturze 120°C.

4.4. Antybiotyki
• Ampicylina – roztwór wyj ciowy: 100 mg/ml H2O

• Chloramfenikol – roztwór wyj ciowy: 34 mg/ml 70% etanolu

• Tetracyklina – roztwór wyj ciowy: 12,5 mg/ml 70% etanolu

• Kanamycyna – roztwór wyj ciowy: 20 mg/ml H2O

4.5. Enzymy i bufory
• Enzymy restrykcyjne i bufory do trawienia:

Enzym
restrykcyjny

Rozpoznawana
sekwencja

Bufor do trawienia Optymalna
temperatura

trawienia
BamHI(BioLabs) 5’-G/GATCC-3’ NEBuffer for BamHI + BSA 37ºC

Cfr10I (Fermentas) 5’-R/CCGGY-3’ Cfr10I+ buffer 37ºC

EcoRI (BioLabs) 5’-G/AATTC-3’ NEBuffer for EcoRI 37ºC

HindIII (BioLabs) 5’-A/AGCTT-3’ NEBuffer 2 37ºC

KpnI (BioLabs) 5’-GGTAC/C-3’ NEBuffer 1 + BSA 37ºC

MspI (Fermentas) 5’-C/CGG-3’ Y+/Tango (yellow) 37ºC

NdeI (BioLabs) 5’-CA/TATG-3’ NEBuffer 4 37ºC

BstEII(BioLabs) 5’-G/GTNACC-3’ NEBuffer 3 + BSA 60ºC

Sk ad buforów:

Ø NEBuffer BamHI + BSA: 150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2;

1 mM ditiotreitol; 100 µg/ml BSA;

Ø NEBuffer EcoRI: 50 mM NaCl; 100 mM Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 0,025%

Triton X-100;

Ø NEBuffer 1 + BSA: 10 mM Bis Tris-HCl; 10 mM MgCl2; 1 mM ditiotreitol;

100 µg/ml BSA;

Ø NEBuffer 2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2; 1 mM

ditiotreitol;
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Ø NEBuffer 3 + BSA: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2; 1 mM

ditiotreitol; 100 µg/ml BSA;

Ø NEBuffer 4: 50 mM octan potasu, 20 mM Tris-octan; 10 mM octan

magnezu; 1 mM ditiotreitol;

Ø bufor Y+/Tango (yellow): 33 mM Tris-octan; 10 mM octan magnezu, 66

mM octan potasu; 0,1 mg/ml BSA;

Ø bufor dla enzymu Cfr10I: 10 mM Tris-HCl; 5 mM MgCl2; 100 mM NaCl;

0,02% Triton X-100; 0,1 mg/ml BSA.

• polimeraza DNA Pwo (DNA Gda sk II s.c) – polimeraza DNA

rekombinantowa Pyrococcus woesei, wykazuj ca aktywno

polimeryzacji 5’-3’ i aktywno  egzonukleazy 3’-5’. Dzi ki  aktywno ci

egzonukleolitycznej 3’-5’ ma mo liwo  od czania

niekomplementarnych nukleozydów, w wyniku czego pope nia mniej

dów w procesie elongacji cucha DNA i posiada 12 razy wi ksz

wierno  syntezy DNA ni  polimeraza Taq.

• Enzym i odczynniki do reakcji ligacji:

Ø ligaza polinukleotydowa faga T4 (Epicentre);

Ø bufor do reakcji ligacji (Epicentre): 100 mM NaCl, 50 mM Tris

(pH=7,5); 0,1 mM EDTA; 1 mM ditiotreitol; 0,1% Triton X-100; 50%

glicerol;

Ø roztwór ATP (Epicentre).

4.6. Bufory i odczynniki do reakcji PCR
• Bufor do reakcji dla polimerazy DNA Pwo (10x st ony) – 50 mM KCl,

Tris (pH=8,8), 0,1% Triton X-100

• Roztwór 15 mM MgCl2
• Trifosforany deoksynukleozydów (dNTP): dATP, dGTP, dCTP, dTTP -

roztwór podstawowy o st eniu 10 mM dla ka dego z nukleotydów

• Woda redestylowana ja owa

• Matryca do reakcji PCR - DNA plazmidu pBJN406

• Startery:

Startery do amplifikacji fragmentu DNA genu draE koduj cego N-terminaln

cz  bia ka adhezyny DraE z odpowiednimi epitopami SAG1, MAG1 i GRA1:
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Ø starter „forward” 1-DraE:

 - CGGCGCGGTACCCAT ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCG - 3
                                  KpnI NdeI

Ø starter „reverse” 2-DraE-SAG-ep1:
 ATCGGATCCTGTCGATTTTTTATCTGGGGTCAGGTCACCAACCCG - 3

BamHI sekwencja nukleotydowa koduj ca epitop 1 SAG1

Ø starter „reverse” 2-DraE-SAG-ep2:
 - ATAGGATCCGCTATCTTCTGCTTCAGGGGTCAGGTCACCAACCCG - 3

BamHI sekwencja nukleotydowa koduj ca epitop 2 SAG1

Ø starter „reverse” 2-DraE-SAG1-ep3:
ATAGGATCCGTTCTCAGTTAATTTTGGCAAAATATCTTTGAACGATTTCT

BamHI sekwencja nukleotydowa koduj ca epitop 3 SAG1
CGTTGGTCAGGTCACCAACCCGTACCTGGC - 3

Ø starter „reverse” 2-DraE-MAG1:
 ATAGGATCCCGGAACGGCAACGTCCTCTGAGTTCTCATATAAAACAGCGT

BamHI sekwencja nukleotydowa koduj ca epitop MAG1
CGGTCAGGTCACCAACCCGTACCTGGC - 3

Ø starter „reverse” 2-DraE-GRA1:
 TATGGATCCGTCCTCGTCCCTCTGCATGCTTTTCATAGTATCAATCACCT

BamHI sekwencja nukleotydowa koduj ca epitop GRA1
CGGTCAGGTCACCAACCCGTACCTGGC-3

Ø starter „reverse” 2-DraE-GRA1-nowy:
 TATGGATCCGTCCTCGTCCCTCTGCATGCTTTTCATAGTATCCTTAGCCA

BamHI sekwencja nukleotydowa koduj ca epitop GRA1
CGGTCAGGTCACCAACCCG -3

Ø starter „reverse” 2-DraE-SAG1-nowy:
 ATAGGATCCAGATAATTTTGGCAAAATATCTTTGAACGATTTCTTAGCCC

BamHI sekwencja nukleotydowa koduj ca epitop SAG1
GGTCAGGTGACACCAACCC -3

Startery wykorzystywane przy amplifikacji fragmentu DNA genu draE

koduj cego C-ko cow  cz  bia ka adhezyny DraE:
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Ø starter „forward” 3-DraE:
 -AGCGGATCCGCACCAATAGGGCCGGTCACCG- 3

BamHI

Ø starter „forward” 3-DraE-nowy:
AGCGGATCCGTCACCGTGCAAGCGCTGGGATGC - 3

BamHI

Ø starter „reverse” 4-DraE-:
 -GCGAGGAAGCTTGAATTCTCATTTTGCCCAGTAACCCCCGG- 3

HindIII EcoRI

4.7. Markery wielko ci
• Markery wielko ci DNA:

Ø marker wielko ci M1 (DNA Gda sk II s.c.): 110, 111, 147, 190, 242,

331, 404, 489, 501 pz

Ø marker wielko ci M100-500 (DNA Gda sk II s.c.): 100, 200, 300, 400,

500 pz

Ø marker wielko ci /BstEII: 702, 1264,1371,1929, 2323, 3646, 4324,

4822, 5686, 6369, 7242, 8454 pz

Ø marker wielko ci GeneRuler™ 100 bp DNA (Fermentas, SM 0243):

80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031 pz

Ø marker wielko ci GeneRuler™ 100 bp DNA (Fermentas, SM 0321):

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1001, 1200, 1500, 2000,

3000 pz

• Markery bia kowe:

Ø marker bia kowy firmy Sigma (M-4038): 6,5; 14,2; 20,1; 24; 29; 36;

45; 55; 66; 84; 97,4; 116; 205 kDa

Ø marker bia kowy firmy Fermentas (SM 0671): 10; 16; 24; 35; 48; 54;

73; 100; 130; 180 kDa

Ø marker bia kowy firmy Fermentas (SM 0431): 14,4; 18,4; 25; 35; 45;

66,2; 116 kDa

4.8. Roztwory i bufory do elektroforezy agarozowej
• Bufor do elektroforezy agarozowej:

§ bufor 1 x TAE
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§ sk ad buforu podstawowego 50 x TAE: 242 g Tris; 100 ml 0,5 M

EDTA; 57 ml kwas octowy; woda destylowana do 1000 ml

• Barwnik obci aj cy: 0,25% b kit bromofenolowy; 40% sacharoza

• Roztwór podstawowy bromku etydyny (Sigma): 5 mg/ml

4.9. Roztwory i bufory do elektroforezy poliakrylamidowej
• el poliakrylamidowy do rozdzia u bia ek w warunkach denaturuj cych

(SDS-PAGE):

§ 30% roztwór akrylamidów (29% akrylamidu, 1% N,N-metyleno-

bisakrylamidu)

§ 10% SDS (Sigma)

§ 1,5 M Tris-HCl (pH=8,8) (Sigma)

§ 1 M Tris-HCl (pH=6,8) (Sigma)

§ 10% nadsiarczan amonu (Sigma)

§ TEMED (Sigma)

• Barwnik do nanoszenia próbek na el: 0,25% b kit bromofenolowy; 10%

glicerol; 10% SDS; 1 M β-merkaptoetanol; 1 M Tris-HCl (pH=6,8)

• Roztwór barwi cy do eli poliakrylamidowych: 50% metanol; 10% kwas

octowy; 0,05% Coomasie Brilant Blue R-250 (Sigma)

• Roztwór odbarwiaj cy do eli poliakrylamidowych: 40% metanol; 7%

kwas octowy

• Bufor do przeprowadzenia elektroforezy poliakrylamidowej:

§ 1 x Tris-glicyna (pH=8,3)

§ sk ad buforu podstawowego 5 x Tris-glicyna (pH=8,3): 15,1 g Tris;

94 g glicyna; 50 ml 10% SDS; woda destylowana do 1000 ml

4.10. Inne bufory i roztwory
• Bufor TE (pH=8,0): 10 mM Tris; 1 mM EDTA

• Roztwór do indukcji: 1 M IPTG, (Sigma)

• 100 mM roztwór CaCl2 (Fluka)

• 10% roztwór glicerolu

• Bufor PBS (pH=7,5): 80 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; 100 mM NaCl
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• Odczynnik Bradforda: 85% kwas ortofosforowy – 100 ml; 95% alkohol

etylowy – 50 ml; Coomassie Brilliant Blue G 250 – 100 mg; woda

destylowana do 1000 ml

4.11. Bufory stosowane do oczyszczania bia ek metod  chromatografii
metalopowinowactwa i do regeneracji z a

• Bufor podstawowy A (pH=7,9): 5 mM imidazol; 20 mM Tris; 0,5 M NaCl;

0,1% TritonX-100

• Bufor p ucz cy MA (pH=7,9): bufor A zawieraj cy 5 M mocznik

• Bufor p ucz cy MB (pH=7,9): bufor MA zwieraj cy 50 mM imidazol

• Bufor elucyjny C (pH=7,9): bufor A zwieraj cy 0,5 M imidazol

• Bufor do regeneracji kolumny (His•bind® Resin, Novagen) (pH=8,0):

0,05 M EDTA; 1% SDS

4.12. Bufory i odczynniki do techniki Western blotting
• przeciwcia a pierwszorz dowe:

- poliklonalne królicze przeciwcia a anty-Dr, specyficzne dla bia ka

adhezyny DraE (otrzymane od prof. B. Nowickiego z University of

Texas)

- poliklonalne królicze przeciwcia a anty-SAG1, specyficzne dla

antygenowego bia ka SAG1T. gondii (otrzymane od prof. H.

ugo skiej z Uniwersytetu ódzkiego)

- poliklonalne królicze przeciwcia a anty-GRA1, specyficzne dla

antygenowego bia ka GRA1 T. gondii (otrzymane od prof. H.

ugo skiej z Uniwersytetu ódzkiego)

- poliklonalne królicze przeciwcia a anty-MAG1, specyficzne dla

antygenowego bia ka MAG1 T. gondii (otrzymane od prof. H.

ugo skiej z Uniwersytetu ódzkiego)

• przeciwcia a drugorz dowe:

- przeciwcia a anty-mysie wyznakowane peroksydaz  chrzanow

(ang. Anti-Mouse IgG peroxidase conjugate) - Sigma, nr A-4416

- przeciwcia a anty-królicze wyznakowane peroksydaz  chrzanow

(ang. Anti-Rabbit IgG Peroxidase Conjugate) - Sigma, nr A-6154

• Bufor TBST (pH=7,5): 10 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20
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• Bufor blokuj cy: bufor TBST (pH=7,5) zawieraj cy 5% odt uszczone

mleko w proszku

• Bufor do elektrotransferu bia ek z elu poliakrylamidowego na b on

nitrocelulozow : 12,5 mM Tris; 96 mM glicyna; 10% metanol

• B ona nitrocelulozowa – wielko  porów 0,45 m; (Sigma)

• Bibu a Whatman 3 MM (Sigma)

• Odczynnik do detekcji:

§ DAB (3,3’diaminobenzydyna, 3,3’,4,4’-tetra-aminobifenyl

otrzymywany w postaci tetrachlorowodorku (C12H14N4·4HCl)

(Sigma)

Przygotowanie: 6 mg DAB + 10 ml 0,05 M buforu Tris-HCl

(pH=7,6)

• 30% roztwór H2O2 - dodawano 0,1 ml H2O2 na 9 ml roztworu odczynnika

do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCl (pH 7,6)

4.13. Bufory i odczynniki do testu ELISA
• Bufor op aszczaj cy (pH=9,6): 50 mM bufor w glanowy

• Bufor p ucz cy (pH=7,4): 50 mM Tris; 0,88% NaCl; 0,1% Tween 20

• Bufor blokuj cy (pH=7,2): 0,5 M NaCl; 3 mM KCl; 1 mM KH2PO4×2H2O;

1%TritonX-100; 1% BSA; 0,001% czerwie  fenolowa

• Bufor substratowy i substrat reakcji barwnej: Fast o-phenylenediamine

dihydrochloride (Sigma)

Przygotowanie: na 20 ml wody - 1 tabletka buforu + 1 tabletka substratu

• Roztwór stopuj cy reakcj  barwn : 1N H2SO4

• Przeciwcia a: anty-królicze IgG, wyznakowane peroksydaz  chrzanow

(ang. Anti-Rabitt IgG Peroxidase Conjugate) (Sigma)

§ Poliwalentny antygen natywny (TLA ang. Toxoplasma Lysate Antigen) w

st eniu 1 g/ml (otrzymany od prof. H. D ugo skiej z Uniwersytetu

ódzkiego)

• Frakcja elucyjna otrzymana podczas oczyszczania lizatu komórek

szczepu E. coli szczepu BL21(DE3) metod  chromatografii

metalopowinowactwa

• Mikrop ytki do testu ELISA (NUNC – ImmunoTMPlates, Surface –

MaxiSorp)
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4.14. Odczynniki do izolacji bia ek podjednostkowych natywnych fimbrii
Dr oraz chimerycznych fimbrii Dr-epitop

• bufor PBS (pH 7,5): 80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl

• 40% (NH4)2SO4 w buforze PBS

• b ona dializacyjna (M.W. 12,000) - Sigma, nr D-9652

4.15. Bufory i odczynniki do mikroskopii immunofluorescencyjnej
• bufor PBS (pH 7,5): 80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl;

• przeciwcia a pierwszorz dowe:

- poliklonalne królicze przeciwcia a anty-Dr, specyficzne dla bia ka

adhezyny DraE

• przeciwcia a drugorz dowe:

- przeciwcia a anty-królicze (ang. Anti-Rabbit IgG from goat, Whole

Molecule) znakowane FITC - Sigma, nr F-0382

• olejek imersyjny (Olympus)

• szkie ka mikroskopowe (76 x 26 mm) i szkie ka nakrywkowe (15 x 15

mm) (Medlab)

4.16. Materia y wykorzystane do bada  na liniach komórkowych
• linie komórkowe HeLa Ohio (ECACC 84 121901) – komórki raka szyjki

macicy

• po ywka minimalna (ang. minimum essential medium) zawieraj ca sole

Earle’a oraz L-glutamine (GIBCO Laboratories, France)

• 10% p odowa surowica bydl ca inaktywowana termicznie (GIBCO)

• 1% mieszanina aminokwasów (ICN Biomedicals, Costa Mesa, Calif.)

• 0,25% roztwór trypsyny

• Antybiotyki pencilana-streptomycyna (Sigma)

• Barwnik Giemsa
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4.17. Aparatura
• Aparat do elektroforezy agarozowej Delfin (DNA Gda sk II s.c.)

• Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej (DNA Gda sk II s.c.)

• Aparat do HPLC (Merck-Hitachi), kolumna Superdex 75 (Amersham)

• Aparat do techniki Western Blotting (Fermentas)

• Autoklaw (Systec lub/i PrestigeMedical)

• Czytnik p ytek ELISA: VICTOR 3V Perkin Elmer

• Dezintegrator ultrad wi kowy Soniprep 150 MSE (SANYO)

• Komora laminarna

• Kuchenka mikrofalowa

• Mieszad o magnetyczne (ATM)

• MicroPulser Electroporator firmy Bio-Rad

• Mikroskop immunofluorescencyjny (Olympus BX-60).

• Mikrowirówka Sigma (typ MPW-210)

• pH-metr (Amersham)

• Spektrofotometr SPEKTRO 23 (LabMed)

• Termoblok (DNA Gda sk II s.c.)

• Termocykler (Perkin Elmer 2400)

• Transiluminator UV (Sigma)

• Versa Doc, Imagin System Model 1000  (BIO-RAD)

• Waga laboratoryjna

• Wirówka High Speed Bruchless Centrifuge MPW – 350R

• Wirówka Sigma 1-15, nr 66315 (SIGMA)

• Wytrz sarka (DNA Gda sk II s.c.)

• Zasilacz stabilizowany pr du sta ego (DNA Gda sk II s.c.)
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5. Metody

5.1. Hodowle bakteryjne
• Hodowle bakterii E. coli w po ywce LB [Materia y 4.3] prowadzono w

wytrz sarce powietrznej, w temperaturze 37 C lub 30 C.

• Hodowle bakterii E. coli na pod u LA [Materia y 4.3] wylanym na p ytki

Petriego prowadzono w cieplarce w temperaturze 37 C.

W razie potrzeby do hodowli dodawano ampicylin  do st enia 100 g/ml,

chloramfenikol do st enia 34 g/ml, kanamycyn  do st enia 20 g/ml,

tetracyklin  do st enia 12,5 g/ml [Materia y 4.4], X-Gal do st enia 32 g/ml

oraz IPTG do st enia 80 g/ml [Materia y 4.10].

5.2. Amplifikacja fragmentu genu draE koduj cego N-ko cow  cz
bia ka adhezyny DraE z wprowadzonym epitopem bia ka SAG1,
GRA1 lub MAG1 T. gondii

We wszystkich przeprowadzonych standardowych reakcjach PCR

wykorzystano:

• polimeraz  DNA Pwo [Materia y 4.5];

• bufor do reakcji (10x st ony) [Materia y 4.6];

• trifosforany deoksynukleozydów (dNTP) [Materia y 4.6];

• roztwór 15 mM MgCl2 [Materia y 4.6];

• odpowiednie startery.

Zastosowany profil temperaturowo-czasowy we wszystkich przeprowadzonych

reakcjach PCR przedstawiono w poni szej tabeli:

Temperatura [ C] Czas
[sekundy]

Liczba cykli

94 120 1
94 30
65 30
72 30

35

72 300 1
Sch odzenie do 4 C
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• sk ad mieszaniny reakcyjnej (obj to  ca kowita 50 l):

Sk adnik Ilo  [ l]
Matryca DNA plazmidu pBNJ406 1
Bufor dla polimerazy Pwo (10x st .)  5
dNTP 5
Starter 1-DraE 2
Starter 2-DraE-ep1-SAG1; 2-DraE-SAG1-
ep2, 2-DraE-SAG1-ep3, 2-DraE-MAG1, 2-
DraE-GRA1 lub 2-DraE-SAG1-nowy, 2-DraE-
GRA1-nowy

2

MgCl2 2
Redestylowana woda ja owa 32
Polimeraza DNA Pwo 1

Amplifikacj  przeprowadzano w termocyklerze Perkin Elmer 2400.

5.3. Amplifikacja fragmentu genu draE koduj cego C-ko cow  cz
bia ka adhezyny DraE

• zastosowane startery - 3-DraE lub 3-DraEN oraz 4-DraE oraz;

• wykorzystana polimeraza DNA – polimeraza DNA Pwo;

• profil temperaturowo - czasowy:

Temperatura [ C] Czas
[sekundy]

Liczba cykli

94 120 1
94 30
65 30
72 30

35

72 300 1
Sch odzenie do 4 C

• sk ad mieszaniny reakcyjnej:

Sk adnik Ilo  [ l]
Matryca DNA plazmidu pBNJ406 1

Bufor dla polimerazy DNA  (10xst .) 5

dNTP 5

Starter 1 3-DraE lub 3-DraE-nowy 2

Starter 2 4-DraE 2

MgCl2 2

Redestylowana woda ja owa 32

Polimeraza DNA Pwo 1

Amplifikacj  przeprowadzano w termocyklerze Perkin Elmer 2400.
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5.4. Techniki wykorzystywane przy klonowaniu fragmentów DNA
5.4.1. Izolacja DNA plazmidowego wysokiej czysto ci

DNA z 1,5 – 3 ml hodowli bakteryjnej izolowano z u yciem zestawu

„Plasmid Miniprep Plus” firmy A&A  Biotechnology (Polska).

5.4.2. Oczyszczanie DNA po reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi

DNA po reakcjach enzymatycznych oczyszczano z u yciem zestawu

„Clean Up” firmy A&A Biotechnology (Polska).

5.4.3. Izolacja fragmentu DNA z elu agarozowego

Fragmenty restrykcyjne rozdzielano w elu agarozowym (1-1,5%) w

buforze 1 x TAE [Materia y 4.8]. Wycinano z elu bloczek agarozowy

zawieraj cy odpowiedni fragment DNA. Izolacj  fragmentów DNA z elu

agarozowego przeprowadzano z u yciem zestawu „DNA Gel Out” firmy A&A

Biotechnology (Polska).

5.4.4. Reakcja trawienia DNA (insertów i wektorów do klonowania)
enzymami restrykcyjnymi

Reakcj  trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi prowadzono w

odpowiednim buforze do trawienia dla danego enzymu restrykcyjnego, w

temperaturze 37°C (w cieplarce lub w termobloku), przez 1 do 1,5 godziny.

Obj to  ko cowa mieszaniny reakcyjnej wynosi a od 20 do 50 l. Wyniki

reakcji trawienia obserwowano po przeprowadzeniu rozdzia u

elektroforetycznego w 1%, 1,5%, 1,7% lub 2% elu agarozowym.

5.4.5. Reakcja ligacji DNA wektora z insertem

Reakcj  ligacji prowadzono przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej:

DNA wektora i insertu, buforu dla ligazy DNA, roztworu ATP oraz ligazy DNA

faga T4 [Materia y 4.5]. Tak przygotowan  mieszanin  reakcyjn  inkubowano

przez 2 do 3 godziny w temperaturze 18°C.

Sk ad poszczególnych mieszanin ligacyjnych i ich obj to  ko cowa (25-

50 l) uzale niona by a od st enia ligowanych fragmentów DNA (wektorów i

insertów).
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5.5. Sekwencjonowanie DNA plazmidowego
DNA plazmidowe sekwencjonowano w firmie AGOWA GmbH (Berlin,

Niemcy).

5.6. Transformacja komórek E. coli plazmidowym DNA
Komórki kompetentne E. coli okre lonego szczepu i transformacj

komórek kompetentnych DNA plazmidowym wykonywano wed ug standardowej

procedury [Sambrook i wsp., 1989].

5.7. Techniki elektroforetyczne
5.7.1. Elektroforeza w elu agarozowym

Elektoforez  agarozow  prowadzono w 1; 1,5, 1,7% lub 2% elu

agarozowym (w zale no ci od wielko ci rozdzielanych cz steczek DNA)

[Sambrook i wsp., 1989].

5.7.2. Elektroforeza bia ek w elu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Elektroforez  w elu poliakrylamidowym prowadzono wed ug metody

Laemmli w 5% elu zag szczaj cym i 12% elu rozdzielaj cym, w buforze 1 x

Tris-glicyna, przy napi ciu pr du 80 V ( el zag szczaj cy) i 120 V ( el

rozdzielaj cy) [Laemmli, 1970]. Rozdzia  ko czono w momencie, kiedy barwnik

dosi ga  ko ca elu. el barwiano roztworem barwi cym zawieraj cym

Coomassie Brilliant Blue [Materia y 4.9], a nast pnie odbarwiano roztworem

odbarwiaj cym [Materia y 4.9] przez 2 godziny.

Lizaty komórkowe do analizy elektroforetycznej przygotowywano przez

zawieszenie osadu komórek z 1 ml hodowli bakteryjnej w 0,4 ml buforu TE

[Materia y 4.10]. Nast pnie 10 l tak przygotowanej próbki mieszano z 5 l

barwnika do nanoszenia próbek na el [Materia y 4.9], próbk  worteksowano i

inkubowano w temperaturze 98°C, przez 10 minut. Po zako czeniu inkubacji

lizaty wirowano (30 sekund, przy 12000 x g) i nanoszono na el.

5.8. Ekspresja genów koduj cych poszczególne bia ka rekombinantowe
T. gondii w uk adzie Tabora-Studiera

Komórki poszczególnych szczepów E. coli, zawieraj ce odpowiednie

plazmidy rekombinantowe, zaszczepiano w 20 ml po ywki LB zawieraj cej

antybiotyki: ampicylin  i chloramfenikol. Hodowl  inkubowano przez noc w
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wytrz sarce w odpowiedniej temperaturze (37°C, 30°C lub 20°C). Nast pnie 20

ml hodowli przenoszono do 1000 ml wie ej po ywki LB, zawieraj cej takie

same antybiotyki. Gdy hodowla osi gn a odpowiedni  g sto  optyczn

(OD600), indukowano ekspresj  genu przez dodatek roztworu IPTG [Materia y

4.10] do ko cowego st enia 1 mM. Nast pnie hodowl  inkubowano w

odpowiedniej temperaturze z wytrz saniem przez odpowiedni okres czasu (od 4

do 18 godzin w zale no ci od produkowanego bia ka).

Podczas inkubacji pobierano próbki hodowli o obj to ci 1 ml

bezpo rednio przed indukcj  oraz w kolejnych godzinach prowadzenia hodowli

bakteryjnej a  do momentu jej zako czenia, po czym ca  hodowl  wirowano

przez 10 minut przy 4000 x g. Uzyskany osad zamra ano do dalszych bada .

Przeprowadzano rozdzia  elektroforetyczny uzyskanych próbek

ca kowitych lizatów bakteryjnych, w celu stwierdzenia obecno ci i oszacowania

ilo ci wyprodukowanych bia ek rekombinantowych.

5.9. Oczyszczanie bia ek rekombinantowych metod  chromatografii
metalopowinowactwa

Bia ka rekombinantowe oczyszczano z u yciem metody chromatografii

metalopowinowactwa na kolumnie (10 ml obj to ci martwej) wype nionej

em Ni2+-IDA (His•Bind® Resin, Novagen). Przed u yciem z e

regenerowano przemywaj c buforem do regeneracji (3-5 obj to ci z a)

[Materia y 4.11], a nast pnie p ukano wod  (10-20 obj to ci z a) i nanoszono

roztwór NiCl2 (3-5 obj to ci z a), po czym p ukano buforem A o pH=7,9 (5-10

obj to ci z a) [Materia y 4.11].

Osad komórek E. coli nadprodukuj cych odpowiednie bia ka fuzyjne z

1000 ml hodowli zawieszano w ok. 80 ml buforu MA o pH=7,9 [Materia y 4.11].

Nast pnie przeprowadzano dezintegracj  komórek przez sonifikacj  (3 x 1

minuta, przy mocy 50 W, w temperaturze 4°C), po czym wirowano lizat przy

9000 x g przez 20 minut. Uzyskany supernatant nanoszono na kolumn , po

czym z e p ukano buforem MA (ok. 15 obj to ci z a), buforem MB (ok. 20

obj to ci z a), a nast pnie eluowano odpowiednie bia ka rekombinantowe

trzema – sze cioma 5 ml porcjami buforu C o pH=7,9 [Materia y 4.11].
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5.10. Elektrotransformacja komórek E. coli BL21(DE3) DNA plazmidu
pCC90 lub E. coli BL21(DE3)pCC90D54Stop DNA plazmidu pDraE-
epitop

 Nocn  hodowl  odpowiednich komórek bakteryjnych odm adzano w 50

ml po ywki LB i inkubowano z wytrz saniem w 37ºC do otrzymania OD600 = 0,5-

0,7. Nast pnie komórki trzymano w ni wodnej o temperaturze 0ºC, przez 20

minut. Po sch odzeniu hodowl  wirowano przez 15 minut, w temperaturze 4ºC

przy 4000 x g. Osad zawieszono w 50 ml 10% zimnego glicerolu i wirowano

przez 15 minut, w 4ºC, przy 4000 x g. Tak uzyskany osad zawieszano w 25 ml

10 % glicerolu i ponownie wirowano przez 15 minut, przy 4000 x g. Osad

ko cowy zawieszano w 2 ml 10% glicerolu. Nast pnie do 50 l komórek

dodawano 10 l DNA odpowiedniego plazmidu rekombinantowego. Po

wymieszaniu, zawarto  probówki przenoszono do kuwety, któr  nast pnie

umieszczano w pojemniku elektropulsora [Materia y 4.16]. Na generatorze

impulsu elektrycznego ustawiano odpowiednie parametry napi cia oraz czasu

trwania impulsu. Po wykonaniu impulsu do kuwety natychmiast dodawano

po ywk  LB. Zawarto  kuwety mieszano i przenoszono do próbówki, któr

wytrz sano przez 1 godzin  w 37ºC. Nat pnie wysiewano komórki na p ytki LA

z dodatkiem odpowiednich antybiotyków. P ytki inkubowano przez 16 godzin w

37ºC.

Otrzymany rekombinantowy szczep E. coli BL21(DE)pCC90 umo liwia

ekspresj  natywnych fimbrii typu Dr na powierzchni komórek bakteryjnych.

Natomiast szczep bakterii E. coli BL21(DE)pCC90D54stop/pDraE-epitop

wykorzystano do produkcji bia ek chimerycznych DraE.

Szczep bakterii E. coli BL21(DE)pCC90D54stop stanowi  kontrol

negatywn  do wiadczenia ze wzgl du na brak ekspresji natywnych fimbrii typu

Dr na powierzchni komórek bakteryjnych.

5.11. Ekspresja i izolacja natywnych fimbrii typu Dr i chimerycznych
fimbrii Dr-epitop
Pojedyncze kolonie bakteryjne E. coli BL21(DE3)pCC90 oraz E. coli

BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop oraz E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop

zawieszano w buforze PBS [Materia y 4.14] (ka  koloni  bakteryjn

zawieszano w 400 µl buforu PBS) i wykonywano posiew zawiesin bakteryjnych

na p ytki o rednicy 150 mm (350 µl zawiesiny bakteryjnej na ka  p ytk ) z
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pod em sta ym LA i dodatkiem odpowiednich antybiotyków oraz IPTG w

przypadku fimbrii chimerycznych [Matria y 4.3 i 4.4]. Po 24 godzinach inkubacji

w temperaturze 37°C komórki bakteryjne zbierano z p ytek za pomoc  ja owej,

jednorazowej g aszczki i zawieszano w 15 ml buforu PBS. Tak przygotowan

zawiesin  bakteryjn  worteksowano przez 1 minut  i inkubowano w ni

wodnej przez 1 godzin  w temperaturze 65°C. Nast pnie zawiesin  bakteryjn

wirowano w wirówce Sorvall przy 6000 x g, przez 10 minut. Uzyskany

supernantant komórkowy zbierano do ja owych probówek wirowniczych. Bia ka

precypitowano siarczanem amonu do ko cowego st enia 20% przez noc, w

temperaturze 4°C [Materia y 4.14]. Po 24 godzinach inkubacji wytr cone bia ka

wirowano w wirówce Sorvall przy 2500 x g, przez 30 minut, w temperaturze

4°C, zawieszano w 3 ml buforu PBS i dializowano do buforu PBS przez noc w

temperaturze 4°C. Uzyskane frakcje fimbrialne poddawano analizie w 15% elu

poliakrylamidowym w warunkach denaturuj cych [Metody 5.7.2].

5.12. Dializa
Dializ  prowadzono wobec buforu PBS [Materia y 4.14], przy delikatnym

mieszaniu za pomoc  mieszade ka magnetycznego, przez 24 godziny w

temperaturze 4°C. Proces prowadzono trzykrotnie, u ywaj c po 2 litry buforu.

5.13. Oznaczanie st enia bia ka
Do 0,1 ml preparatu dodawano 1 ml odczynnika Bradforda [Materia y

4.10], inkubowano 15 minut, a nast pnie mierzono absorbcj  przy d ugo ci fali

595 nm. St enie wyznaczano wed ug krzywej wzorcowej sporz dzonej dla

roztworów BSA w zakresie 5 - 200 g/ml.

5.14. Testy immunologiczne

5.14.1. Test Western blotting
• Przeprowadzono elektroforez  bia ek w 12% elu poliakrylamidowym w

warunkach denaturuj cych (SDS-PAGE), a nast pnie wykonano

elektrotransfer bia ek z elu na b on  nitrocelulozow :

- na powierzchni aparatu (elektroda na adowana dodatnio)

umieszczano trzy, odpowiednio wyci te bibu y, namoczone w

buforze do transferu [Materia y 4.12];
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- nast pnie k adziono przyci , namoczon  w buforze do transferu

on  nitrocelulozow , a na niej el przemyty kilkakrotnie tym

samym buforem (dok adnie usuni to powsta e p cherze powietrza

mi dzy b on  a elem);

- el przykrywano trzema nas czonymi bibu ami, nast pnie

zamykano aparat.

• Transfer prowadzono przy nat eniu pr du wynosz cym 0,8 mA na cm2

elu, przez 1 godzin .

• Po zako czonym transferze el umieszczano w buforze blokuj cym

[Materia y 4.12] i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzin , z

wytrz saniem.

• B on  p ukano trzykrotnie buforem TBST [Materia y 4.12], przez 5 minut w

temperaturze pokojowej.

• Nast pnie b on  inkubowano z przeciwcia ami anty-Dr w rozcie czeniu

1:2000, przez 1 godzin , w temperaturze pokojowej z wytrz saniem. W

kolejnym etapie p ukano b on  3 x 5 minut buforem TBST, po czym

inkubawano z drugorz dowymi przeciwcia ami anty-króliczymi w

rozcie czeniu 1:2000, przez 1 godzin  z wytrz saniem. Nast pnie b on

ukano 3 x 5 minut buforem TBST i wywo ywano roztworem

diaminobenzydyny [Materia y 4.12], do pojawienia br zowych pr ków, które

wiadczy y o dodatnim wyniku reakcji immunoenzymatycznej.

5.14.2. Test ELISA

• Do studzienek na mikrop ytce do testu ELISA nanoszono: po 100 l

odpowiednio rozcie czonych rekombinantowych bia ek antygenowych T.

gondii; po 100 l poliwalentnego antygenu natywnego (TLA) w st eniu

1 g/ml; po 100 l roztworu frakcji elucyjnej otrzymanej podczas

oczyszczania lizatu komórek szczepu E. coli BL21(DE3)pLysS/pUET1 w

rozcie czeniu 1:500, a tak e po 100 l/ml oczyszczonych frakcji fimbrii

natywnych lub chimerycznych. Wszystkie rozcie czenia wykonywano w

buforze op aszczaj cym (w glanowym) [Materia y 4.13].

• Op aszczone p ytki inkubowano przez ca  noc w temperaturze 4°C.
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• Po inkubacji p ukano studzienki trzykrotnie po 2 minuty z 200-300 l

buforu p ucz cego na ka  ze studzienek [Materia y 4.13].

• Dodawano do ka dej studzienki po 100 l buforu blokuj cego [Materia y

4.13] i inkubowano p ytk  przez 35 minut w temperaturze pokojowej, po

czym p ytk  p ukano 3 x 5 minut buforem p ucz cym (200-300 l buforu

na jedn  studzienk ).

• Nanoszono po 100 l surowic rozcie czonych 1:100 w buforze

blokuj cym [Materia y 4.13].

• Inkubowano p ytk  w temperaturze 37°C, przez 45 minut.

• P ukano studzienki 3 x 5 minut buforem p ucz cym (200-300 l na ka

studzienk ).

• Nanoszono do studzienek po 100 l roztworu przeciwcia  anty-króliczych

[Materia y 4.13], rozcie czonych 1:4000 w buforze blokuj cym i

inkubowano w ciemni w temperaturze 37°C, przez 40 minut.

• P ukano studzienki 3 x 5 minut buforem p ucz cym (200-300 l na ka

studzienk ).

• Do ka dej ze studzienek nanoszono po 100 l substratu [Materia y 4.13] i

inkubowano p ytk  w ciemni w temperaturze 37°C, przez 40 minut. W

studzienkach, w których zasz a reakcja antygen–przeciwcia o

obserwowano to–br zowe zabarwienie.

• Reakcj  hamowano poprzez dodawanie do studzienek po 100 l

roztworu stopuj cego reakcj  barwn  [Materia y 4.13].

• Mierzono absorbancj  przy d ugo ci fali 490 nm.

5.14.3. Mikroskopia immunofulorescencyjna
Do bada  mikroskopii immunofluorescencyjnej wykorzystano hodowle

bakteryjne:

• E. coli BL21(DE)pCC90 eksprymuj ce natywne fimbrie typu Dr (kontrola

pozytywna);

• E. coli BL21(DE)pCC90D54stop-pDraE-ep3-SAG1, eksprymuj ce

chimeryczne fimbrie typu Dr-ep3-SAG1;

• E. coli BL21(DE)pCC90D54stop-pDraE-GRA1, eksprymuj ce

chimeryczne fimbrie typu Dr-GRA1;
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• E. coli BL21(DE)pCC90D54stop-pDraE-MAG1, eksprymuj ce

chimeryczne fimbrie typu Dr-MAG1;

• E. coli BL21(DE)pCC90D54stop nie eksprymuj ce natywnych fimbrii typu

Dr (kontrola negatywna).

Komórki bakteryjne z pod  sta ych przenoszono za pomoc  ja owych

ez do ja owych probówek Eppendorfa, p ukano trzykrotnie 1 ml buforu PBS i

rozcie czano w buforze PBS. Przygotowane frakcje, stanowi ce zawiesiny

bakterii powy szych rekombinantowych szczepów E. coli w buforze PBS,

inkubowano z przeciwcia ami pierwotnymi i wtórnymi zgodnie z poni sz

procedur :

• 100 µl zawiesin odpowiednich bakterii w buforze PBS inkubowano z 50

µl króliczych poliklonalnych przeciwcia  anty-Dr (rozcie czonych w

stosunku 1:500), specyficznych dla bia ka adhezyny DraE [Materia y

4.15], w temperaturze pokojowej, przez 60 minut.

• Nadmiar niezwi zanych przeciwcia  usuwano przez trzykrotne p ukanie 1

ml buforu PBS [Materia y 4.14].

• Nast pnie 100 µl zawiesin odpowiednich bakterii w buforze PBS

inkubowano z 50 µl przeciwcia  anty-króliczych (rozcie czonych w

stosunku 1:25) znakowanych FITC, w temperaturze pokojowej przez 60

minut [Materia y 4.15].

• Nadmiar niezwi zanych przeciwcia  usuwano przez trzykrotne p ukanie 1

ml buforu PBS.

• Po 10 µl ka dej zawiesiny bakteryjnej nanoszono na szkie ka

mikroskopowe i obserwowano pod mikroskopem

immunofluorescencyjnym (Olympus BX-60).

5.15. Badania na liniach komórkowych

5.15.1. Prowadzenie hodowli komórek HeLa
Hodowl  ludzkich komórek raka szyjki macicy (HeLa) prowadzono w

po ywce MEM z 10% dodatkiem p odowej surowicy bydl cej i antybiotykami

(streptomycyna 0,1 g/ml; penicylina 100 U/ml), w inkubatorze zapewniaj cym

odpowiednie sta e, kontrolowane warunki rodowiska – 5% CO2, 95%

wilgotno  i temperatura 37°C.
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5.15.2. Badanie zdolno ci adhezji komórek E. coli do powierzchni

komórek HeLa

• Zawiesin  komórek HeLa, b cych w logarytmicznej fazie wzrostu

wysiewano do p ytek hodowlanych 6-cio studzienkowych, w których

umieszczono szkie ko nakrywkowe i inkubowano przez 24 godziny.

• Do komórek HeLa dodawano odpowiednie bakterie E. coli zawieszone w

buforze PBS (OD600=0,4).

• Komórki HeLa z bakteriami inkubowano przez 2 godziny w temperaturze

37°C.

• Po inkubacji komórki utrwalono 70% etanolem.

• P ukano 3 x 4 ml buforu PBS.

• Barwiono barwnikiem Giemsa i szkie ka nakrywkowe ogl dano pod

mikroskopem (Olympus BX-60).

5.15.3. Badanie zdolno ci wi zania chimerycznego bia ka DraE-epitop do

powierzchni komórek HeLa

• Zawiesin  komórek HeLa b cych w logarytmicznej fazie wzrostu

wysiewano do p ytek hodowlanych 6-cio studzienkowych, w których

umieszczono szkie ko nakrywkowe i inkubowano przez 24 godziny.

• Do komórek HeLa dodawano odpowiednie kuleczki polistyrenowe

op aszczone wg standardowej procedury, oczyszczon  frakcj  fimbrialn

zawieraj  chimeryczne bia ko DraE-epitop lub bia ko DraE dzikiego

typu. Jako kontrol  negatywn  wykorzystano kuleczki polistyrenowe

op aszczone bia kiem BSA.

• Komórki HeLa z op aszczonymi kuleczkami polistyrenowymi inkubowano

przez 2 godziny, w temperaturze 37°C.

• Po inkubacji komórki utrwalono 70% etanolem.

• P ukano 3 x 4 ml buforu PBS.

• Do komórek dodawano przeciwcia i anty-Dr (rozcie czonych w stosunku

1:500), specyficznych dla bia ka adhezyny DraE [Materia y 4.15], w

temperaturze pokojowej, przez 60 minut.

• Nadmiar niezwi zanych przeciwcia  usuwano przez trzykrotne p ukanie 1

ml buforu PBS [Materia y 4.14].
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• Nast pnie komórki inkubowano z przeciwcia ami anty-króliczymi

(rozcie czonymi w stosunku 1:25) znakowanymi TRITC, w temperaturze

pokojowej przez 60 minut [Materia y 4.15].

• Nadmiar niezwi zanych przeciwcia  usuwano przez trzykrotne p ukanie 1

ml buforu PBS.

• Nakrywkowe szkie ka mikroskopowe obserwowano pod mikroskopem

immunofluorescencyjnym (Olympus BX-60).

5.16. Badania na zwierz tach
Eksperymenty na zwierz tach zosta y wykonane we wspó pracy z prof.

Henryk  D ugo sk  z Uniwersytetu ódzkiego. Lokalna komisja etyczna

wyrazi a zgod  na przeprowadzenie do wiadcze  na zwierz tach w zakresie

onego wniosku (uchwa a nr. 19/ B323/2006 z dnia 17 lipca 2006).

Do przeprowadzenia pierwszego eksperymentu wybrano 42 myszy p ci

skiej, szczepu BALB/c, które podzielono na 6 grup po 7 osobników.

Procedur  immunizacji przestawono w poni szej tabeli.

procedura
kolejne dni

od pierwszej
immunizacji

dawka
preparatów /

mysz
miejsce podania preparatu

I 0

100 g +
kompletny
adiuwant
Freunda

• podeszwy ap,
• podskórnie,
• dootrzewnowo

II 16

50 g +
niekompletny

adiuwant
Freunda

• podskórnie,
• dootrzewnowo

immunizacja

III 30

50 g +
niekompletny

adiuwant
Freunda

• dootrzewnowo

pobieranie krwi 45 • splot ylny oczodo u

Do przeprowadzenia drugiego eksperymentu wybrano 42 myszy p ci

skiej, szczepu C3H/HeJ (odpornego na lipopolisacharyd), które podzielono

na 3 grupy po 8 osobników i 2 po 9 osobników. Procedur  immunizacji

przestawono w poni szej tabeli.
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procedura
kolejne dni

od pierwszej
immunizacji

dawka
preparatów /

mysz
miejsce podania preparatu

I 0

100 g +
kompletny
adiuwant
Freunda

• podeszwy ap,
• podskórnie,
• dootrzewnowo

II 14

100 g +
niekompletny

adiuwant
Freunda

• podskórnie,
• dootrzewnowo

immunizacja

III 28

100 g +
niekompletny

adiuwant
Freunda

• dootrzewnowo

pobieranie krwi 56 • splot ylny oczodo u

zara enie T. gondii DX 58 5 cyst • dootrzewnowo

5.17. Programy komputerowe
• Analiz  restrykcyjn  oraz symulacj  klonowania wykonano przy

zastosowaniu programu Clone 3.1 (Scientific & Educational Software).

• Analiz  domen transmembranowych, sekwencji sygnalnych oraz

obliczenie punktów izoelektrycznych i teoretyczne oszacowanie mas

cz steczkowych wykonano przy pomocy programu Antheprot 5.0

(Institute of Biology and Chemistry of Proteins, Lyon).

• Analiz  determinant antygenowych wykonano przy zastosowaniu

programów dost pnych na stornie internetowej: http://www.expasy.com

[Chow i Fasman, 1978; Hopp i Woods, 1981; Kyte i Doolittle, 1982].

• Procentow  zawarto  bia ek uzyskan  podczas oczyszczania

oszacowano densytometrycznie z wykorzystaniem systemu Versa Doc

(program Quantity One).

• Analiz  struktur krystalicznych bia ek wykonano przy zastosowaniu

programu VMD (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/)

http://www.expasy.com
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6. Wyniki

6.1. Fimbrie jako szczepionka
Fimbrie s  to cienkie podobne do w osa struktury do 2 m d ugo ci,

wyst puj ce w liczbie ok. 100-500 kopii na komórk  bakteryjn . Bior c pod

uwag  fakt, e ka da fimbria zbudowana jest z kilkuset po czonych ze sob

takich samych podjednostek bia ka DraE mo liwe jest stworzenie

chimerycznych fmbrii, gdzie ka de bia ko podjednostkowe b dzie zawiera o

wybran  przez nas sekwencj  epitopow . Taki modelowy system ekspresji

chimerycznych fimbrii zosta  stworzony w Katedrze Mikrobiologii Politechniki

Gda skiej. System ten polega na koekspresji bia ek z wprowadzonych do

komórek E. coli dwóch plazmidów tworz cych fimbrie, zawieraj ce w bia ku

podjednostkowym DraE immunogenny epitop wirusa HSV1 [Zalewska i wsp.,

2003]. Bia ko DraE b ce podjednostk  fimbrialn  zmodyfikowane jest w ten

sposób, e zamiast sekwencji koduj cej domen  2 wprowadzona jest

sekwencja odpowiedniego epitopu. Takie zmodyfikowane bia ko DraE mo e

nadal tworzy  struktur  fimbrii i zachowuje swoje w asno ci adhezyjne oraz

posiada epitop, który indukuje odpowied  immunologiczn . Elementem

ograniczaj cym zastosowanie bakteryjnych adhezyn jako no ników determinant

antygenowych jest ich wielko , która nie mo e zaburza  struktury adhezyny w

takim stopniu, aby uniemo liwi  jej polimeryzacj  w struktur  fimbrii.

Skonstruowane chimeryczne fimbrie bakteryjne mog  by  podawane

zwierz tom w dwóch postaciach. Pierwsz  postaci  otrzymanej szczepionki

mo e by  oczyszczony preparat chimerycznych fimbrii, wyst puj cych w

bardzo du ej liczbie na powierzchni komórek E. coli. Otrzymanie

oczyszczonych preparatów fimbriowych jest metod  prost , ekonomiczn  i

bardzo wydajn . Drug  postaci  szczepionki mog  by  oczyszczone kompleksy

bia ka opieku czego z bia kiem podjednostkowym fimbrii zawieraj cym

odpowiednie determinanty antygenowe. Takie kompleksy wykazuj  równie

bardzo du e w asno ci immunogenne [Zavialov i wsp., 2002].
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6.2. Konstrukcja ekspresyjnego plazmidu rekombinantowego pDraE-
epitop

6.2.1. Amplifikacja DNA fragmentów genu draE koduj cych C- i N-
ko cow  cz  bia ka adhezyny DraE z wprowadzon  sekwencj
koduj  odpowiedni epitop bia ek paso yta T. gondii
Pierwszym etapem otrzymania plazmidów rekombinantowych by o

przeprowadzenie reakcji amplifikacji. Jako matrycy u yto DNA plazmidu

rekombinantowego pBJN406 zawieraj cego ca y operon dra. Fragmenty DNA

koduj ce N- i C-ko cow  cz  bia ka adhezyny DraE uzyskano metod  PCR z

wykorzystaniem starterów [Materia y 4.6], umo liwiaj cych wprowadzenie

nast puj cych sekwencji epitopowych: trzech sekwencji pochodz cych z bia ka

antygenowego SAG1 (PDKKSTGS, PEAEDSGS oraz

NEKSFKDILPKLTENGS), sekwencji DAVLYENSEDVAVPGS pochodz cej z

antygenu MAG1 oraz EVIDTMKSMQRDEDGS pochodz cej z antygenu GRA1

T. gondii. Wszystkie sekwencje epitopowe zosta y wybrane w oparciu o dane

literaturowe [Biemans i wsp., 1998; Nielsen i wsp., 1999; Beghettoet i wsp.,

2001 i 2003; Cristina i wsp., 2004], a tak e dzi ki przeprowadzonej analizie

komputerowej. Poszczególne epitopy wprowadzono do sekwencji

aminokwasowej bia ka DraE zamiast fragmentu 11 reszt aminokwasowych

(VAKTRGQLTDA) N-ko cowej powierzchniowo eksponowanej domeny 2.

Reszty aminokwasowe zaznaczone kolorem niebieskim (GS) w przedstawionej

sekwencji epitopowej, pochodz  od wprowadzonego miejsca rozpoznania dla

restryktazy BamHI.

Startery wykorzystane w reakcji PCR zaprojektowano w taki sposób, aby

umo liwia y efektywne klonowanie produktów reakcji PCR do wektorów

docelowych. Sk ad mieszaniny reakcyjnej oraz zastosowany profil

temperaturowo - czasowy reakcji amplifikacji we wszystkich przypadkach by

identyczny [Metody 5.2].
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Rys. 23. Rozdzia  elektroforetyczny produktów reakcji PCR w 2% elu agarozowym.
M - marker wielko ci M 100-500 (DNA Gda sk)
1 -  produkt reakcji PCR wielko ci 186 pz zawieraj cy epitop 1 SAG1
2 -  produkt reakcji PCR wielko ci 186 pz zawieraj cy epitop 2 SAG1
3 -  produkt reakcji PCR wielko ci 213 pz zawieraj cy epitop 3 SAG1
4 -  produkt reakcji PCR wielko ci 210 pz zawieraj cy epitop MAG1
5 -  produkt reakcji PCR wielko ci 210 pz zawieraj cy epitop GRA1
6 -  produkt reakcji wielko ci 333 pz
7 -  kontrola ujemna reakcji PCR

W wyniku reakcji amplifikacji otrzymano pi  fragmentów DNA

koduj cych N-ko cow  cz  bia ka DraE z epitopami: ep1-SAG1 (186 pz),

ep2-SAG1 (186 pz), ep3-SAG1 (213 pz), MAG1 (210 pz) i GRA1 (210 pz) (Rys.

23). Do produktów PCR na ko cu 5’ wprowadzone zosta o miejsce rozpoznania

dla restryktaz KpnI i NdeI, a na ko cu 3’ sekwencje koduj ce odpowiednie

determinanty antygenowe bia ek SAG1, MAG1 lub GRA1 T. gondii oraz miejsce

rozpoznania dla restryktazy BamHI (Rys. 24).

                 KpnI          NdeI
1 cggcgcggta cccatatgaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgaccc cagataaaaa atcgacagga tccgat

sekwencja koduj ca epitop 1 SAG1 BamHI

                               KpnI          NdeI
1 cggcgcggta cccatatgaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgaccc ctgaagcaga agatagcgga tccgat

sekwencja koduj ca epitop 2 SAG1 BamHI

A

B

 M    1     2      3      4      5      6     7
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KpnI          NdeI
1 cggcgcggta cccatatgaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgacca acgagaaatc gttcaaagat attttgccaa aattaactga

sekwencja koduj ca epitop 3 SAG1
201 gaacggatcc gat

     BamHI

KpnI          NdeI
1 cggcgcggta cccatatgaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgaccg acgctgtttt atatgagaac tcagaggacg ttgccgttcc

sekwencja koduj ca epitop MAG1
201 gggatccgat

     BamHI

                               KpnI          NdeI
1 cggcgcggta cccatatgaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat

51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgaccg aggtgattga tactatgaaa agcatgcaga gggacgagga
                                                                sekwencja koduj ca epitop  GRA1
201 cggatccata

BamHI

Rys. 24. Sekwencje nukleotydowe produktów PCR otrzymanych w wyniku reakcji amplifikacji
(fragmentu genu draE koduj cego N-ko cow  cz  adhezyny DraE) z wprowadzonymi
fragmentami koduj cymi: A) epitop 1 SAG1, B) epitop 2 SAG1, C) epitop 3 SAG1, D) epitop
MAG1, E) epitop GRA1. Podkre lono sekwencje pochodz ce ze starterów, a w nich kolorem
zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne do matrycy; kolor czerwony i niebieski
wskazuj  miejsca rozpoznania dla odpowiednich enzymów restrykcyjnych; pogrubiono
sekwencj  koduj  odpowiednie epitopy.

W kolejnym etapie otrzymano fragment DNA koduj cy C-ko cow  cz

bia ka DraE o wielko ci 333 pz (Rys. 23). W wyniku reakcji amplifikacji do

produktu PCR na koniec 5’ zosta a wprowadzona sekwencja rozpoznania dla

enzymu restrykcyjnego BamHI, a na koniec 3’ miejsce rozpoznania dla

restryktaz EcoRI i HindIII (Rys. 25) [Metody 5.3].

C

D

E
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                     BamHI
1 agcggatccg caccaatagg gccggtcacc gtgcaagcgc tgggatgcga
51 cgcccgccag gtcgcgttga aggcagacac cgataacttc gaacagggca
101 agttcttcct gatcagcgac aacaataggg ataagctcta tgtcaatata
151 cggcctacgg ataactccgc ctggacgacc gacaatggtg tcttctacaa
201 aaacgatgtc gggagctggg gtggaattat cgggatctac gtagatgggc
251 aacaaacgaa cacaccgccc ggcaactaca cactgaccct gaccgggggt
301 tactgggcaa aatgagaatt caagcttcct cgc
                                                       EcoRI        HindIII

Rys. 25. Sekwencja nukleotydowa produktu PCR otrzymanego w wyniku reakcji amplifikacji
fragmenu genu draE koduj cego C-ko cow  cz  bia ka DraE. Podkre lono sekwencje
pochodz ce ze starterów, a w nich kolorem zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne
do matrycy; kolor czerwony i niebieski wskazuj  miejsca rozpoznania dla odpowiednich
enzymów restrykcyjnych.

6.2.2. Konstrukcja DNA plazmidów rekombinantowych pUC19-epitopA

Wst pne klonowanie do wektora pUC19 [Materia y 4.2] ma na celu

utrwalenie produktu amplifikacji DNA w postaci stabilniejszej formy i warunkuje

otrzymanie du ej ilo ci DNA zawieraj cego gen draE z wprowadzon

sekwencj  odpowiedniego epitopu.

Uzyskane w wyniku reakcji amplifikacji fragmenty koduj ce N-ko cow

cz  bia ka DraE z sekwencj  epitopow , a tak e plazmid pUC19 poddano

reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi BamHI i KpnI w odpowiednich

buforach, przez jedn  godzin , w temperaturze 37°C [Metody 5.4.4]. Liniowe

cz steczki DNA insertu i wektora poddane zosta y reakcji ligacji w uk adzie na

„lepko” [Metody 5.4.5]. Nast pnie mieszanin  ligacyjn  transformowano

komórki kompetentne E. coli TOP10F’ [Metody 5.6]. W wyniku transformacji

otrzymano szereg bia ych i niebieskich kolonii na p ytkach z pod em LA

zawieraj cym ampicylin , tetracyklin , IPTG oraz X-Gal. Bia e kolonie z p ytek

po transformacji przesiano na nowe p ytki Petriego, które inkubowano przez 18

godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji z bia ych kolonii bakteryjnych

izolowano plazmidy wykorzystuj c zestaw do izolacji ultraczystego DNA

plazmidowego [Metody 5.4.1].

W celu potwierdzenia czy DNA plazmidów wytypowanych na podstawie

ró nicy wielko ci w stosunku do natywnego plazmidu pUC19 s  w ciwymi

plazmidami rekombinantowymi, poddano je analizie restrykcyjnej z

wykorzystaniem enzymów MspI i NdeI [Materia y 4.5]. Wielko  fragmentów

powsta ych w wyniku reakcji trawienia oszacowano z wykorzystaniem programu

Clone [Metody 5.17].
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 Zastosowana analiza restrykcyjna potwierdzi a poprawno

skonstruowanych plazmidów rekombinantowych pUC19-epitopA (pUC19-ep1-

SAG1A, pUC19-ep2-SAG1A pUC19-ep3-SAG1A, pUC19-MAG1A oraz pUC19-

GRA1A), zawieraj cych wklonowane DNA koduj ce N-ko cow  cz  bia ka

DraE z sekwencj  odpowiedniego epitopu antygenu T. gondii.

6.2.3. Konstrukcja DNA plazmidów rekombinantowych pUC19-epitopB
Nast pnym etapem by o otrzymanie plazmidów pUC19-epitopB,

zawieraj cych ca y gen koduj cy adhezyn  DraE z wprowadzon  sekwencj

odpowiedniego epitopu. Do ich konstrukcji wykorzystano odpowiednie plazmidy

rekombinantowe pUC19-epitopA otrzymane w poprzednim etapie.

Uzyskany w wyniku reakcji amplifikacji fragment DNA o wielko ci 333 pz,

koduj cy C-ko cow  cz  bia ka DraE, a tak e odpowiednie plazmidy pUC19-

epitopA, poddano reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi BamHI i HindIII, w

odpowiednich buforach, przez jedn  godzin , w temperaturze 37oC [Metody

5.4.4]. W rezultacie otrzymano cz steczki DNA zawieraj ce 5’ i 3’ „lepkie”

ko ce. Liniowe cz steczki DNA insertu i wektora, poddane zosta y reakcji ligacji

w uk adzie na „lepko” [Metody 5.4.5]. Nast pnie mieszanin  ligacyjn

transformowano komórki kompetentne E. coli TOP10F’ [Metody 5.6]. Kolonie

otrzymane po transformacji przesiano na nowe p ytki Petriego z pod em LA

zawieraj cym ampicylin  i tetracyklin . Po inkubacji kolonie zaszczepiano na

po ywk  LB z ampicylin  oraz tetracyklin  i hodowano przez 18 godzin w

wytrz sarce, w temperaturze 37oC. Nast pnie hodowle wirowano i izolowano

plazmidy wykorzystuj c zestaw do izolacji ultraczystego DNA plazmidowego

[Metody 5.4.1]. W celu potwierdzenia czy otrzymane plazmidy s  w ciwymi

plazmidami rekombinantowymi, poddano je analizie restrykcyjnej z

wykorzystaniem restryktaz EcoRI i Cfr10I [Materia y 4.5]. Wielko  fragmentów

powstaj cych po reakcji trawienia oszacowano z wykorzystaniem programu

komputerowego Clone [Metody 5.17].

 W wyniku przeprowadzonych do wiadcze  otrzymano DNA plazmidów

rekombinantowych pUC19-epitopB (pUC19-ep1-SAG1B, pUC19-ep2-SAG1B,

pUC19-ep3-SAG1B, pUC19-MAG1B oraz pUC19-GRA1B), zawieraj cych gen

koduj cy ca e bia ko DraE z wprowadzon  sekwencj  epitopow  odpowiednich

antygenów T. gondii. Analiza restrykcyjna wszystkich plazmidów potwierdzi a
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poprawno  otrzymanych konstruktów. Otrzymane plazmidy rekombinantowe

pUC19-epitopB wykorzystano nast pnie do otrzymania rekombinantowych

plazmidów ekspresyjnych.

6.2.4. Konstrukcja DNA rekombinantowych plazmidów ekspresyjnych
pDraE-epitop
Ostatnim etapem konstrukcji plazmidów ekspresyjnych by o

przeklonowanie genu koduj cego bia ko DraE z wprowadzon  odpowiedni

sekwencj  epitopow  bia ka SAG1, MAG1 lub GRA1 T. gondii z plazmidu

pUC19-epitopB do plazmidu ekspresyjnego pET-30LIC, umo liwiaj cego

kontrolowan  i wydajn  ekspresj  chimerycznego bia ka DraE w komórkach E.

coli  BL21(DE3) w systemie ekspresyjnym Tabora-Studiera [Materia y 4.2].

DNA genu koduj cego bia ko DraE z wprowadzon  sekwencj

odpowiedniej determinanty antygenowej bia ka SAG1, MAG1 lub GRA1

otrzymano przez trawienie plazmidu pUC19-epitopB enzymami restrykcyjnymi

NdeI i EcoRI [Metody 5.4.4]. Tmi samymi enzymami restrykcyjnymi trawiono

DNA plazmidu pET-30LIC. Nast pnie przeprowadzono reakcj  ligacji [Metody

5.4.5] i mieszanin  ligacyjn  transformowano komórki kompetentne E. coli

TOP10F’ [Metody 5.6]. Kolonie otrzymane w wyniku transformacji przesiewano

na nowe p ytki z pod em LA zawieraj cym kanamycyn  i tetracyklin , które

nast pnie inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji

kolonie zaszczepiano do po ywki p ynnej LB z tymi samymi antybiotykami i

hodowano przez 18 godzin w wytrz sarce, w temperaturze 37°C. Nast pnie

hodowle wirowano i izolowano plazmidy wykorzystuj c zestaw do izolacji

ultraczystego DNA plazmidowego [Metody 5.4.1]. W celu potwierdzenia

poprawno ci konstrukcji plazmidów ekspresyjnych poddano je analizie

restrykcyjnej przy u yciu enzymu restrykcyjnego BstEII [Materia y 4.5]. Wielko

produktów powstaj cych w wyniku reakcji trawienia  oszacowano z

wykorzystaniem programu komputerowego Clone [Metody 5.17].

Schemat ca ej procedury klonowania w celu uzyskania

rekombinantowych plazmidów ekspresyjnych pDraE-epitop przedstawiono na

rysunku 26.
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Rys. 26. Schemat podsumowuj cy konstrukcj  plazmidu rekombinantowego pDraE-epitop.
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 W wyniku przeprowadzonych do wiadcze  skonstruowano pi

ekspresyjnych plazmidów rekombinantowych pDraE-epitop: pDraE-ep1-SAG1

(o wielko ci 5746 pz - Rys. 27), pDraE-ep2-SAG1(5746 pz - Rys. 28), pDraE-

ep3-SAG1 (5773 pz - Rys. 29), pDraE-MAG1 (5770 pz - Rys. 30) oraz pDraE-

GRA1 (5770 pz - Rys. 31), zawieraj cych sekwencj  genu koduj cego

adhezyn  DraE z wprowadzonym odpowiednim epitopem bia ek SAG1, MAG1

lub GRA1, znajduj cego si  pod kontrol  fagowego promotora T7. Wszystkie

plazmidy rekombinantowe zosta y zsekwencjonowane [Metody 5.5].

Plazmidy rekombinantowe pDraE-epitop mo na u  do koekspresji

bia ek zaanga owanych w biosyntez  fimbrii Dr z plazmidu pDraE-epitop oraz

plazmidu pCC90D54stop zawieraj cego operon dra z mutacj  w genie draE,

prowadz  do przedwczesnej terminacji syntezy bia ka DraE.
     promotor T7 

GGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs NdeI
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE 
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCGCGGCCAGCATGGTGTTCGCCGTGAGCTCCGCGCA
 M  K  K  L  A  I  M  A  A  A  S  M  V  F  A  V  S  S  A  H

TGCTGGGTTCACCCCGAGTGGCACCACCGGCACCACCAAACTCACAGTTACCGAAGAGT
  A  G  F  T  P  S  G  T  T  G  T  T  K  L  T  V  T  E  E

2-DraE-SAG-ep1 sekwencja pierwszego epitopu bia ka SAG1
GCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACCCCAGATAAAAAATCGACAGGATCCGCACCAATA
C  Q  V  R  V  G  D  L  T P  D  K  K  S  T  G  S  A  P  I

3-DraE 
GGGCCGGTCACCGTGCAAGCGCTGGGATGCGACGCCCGCCAGGTCGCGTTGAAGGCAGA
 G  P  V  T  V  Q  A  L  G  C  D  A  R  Q  V  A  L  K  A  D

CACCGATAACTTCGAACAGGGCAAGTTCTTCCTGATCAGCGACAACAATAGGGATAAGC
  T  D  N  F  E  Q  G  K  F  F  L  I  S  D  N  N  R  D  K

TCTATGTCAATATACGGCCTACGGATAACTCCGCCTGGACGACCGACAATSGTGTCTTC
L  Y  V  N  I  R  P  T  D  N  S  A  W  T  T  D  N  G  V  F

TACAAAAACGATGTCGGGAGCTGGGGTGGAATTATCGGGATCTACGTAGATGGGCAACA
 Y  K  N  D  V  G  S  W  G  G  I  I  G  I  Y  V  D  G  Q  Q

4-DraE stop
AACGAACACACCGCCCGGCAACTACACACTGACCCTGACCGGGGGTTACTGGGCAAAAT
  T  N  T  P  P  G  N  Y  T  L  T  L  T  G  G  Y  W  A  K
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EcoRI
GAGAATTCGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAAC

AAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAGTAACTAGCATAACC

Terminator T7
CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Rys. 27. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-ep1-SAG1
w rejonie insercji genu, koduj cego bia ko adhezyny DraE z pierwszym epitopem bia ka SAG1.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu bia ka
SAG1.

                                                                                             promotor T7 
GGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs NdeI
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE 
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCGCGGCCAGCATGGTG.....................
 M  K  K  L  A  I  M  A  A  A  S  M  V

                  2-DraE-SAG-ep2 sekwencja drugiego epitopu bia a SAG1
GCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACCCCTGAAGCAGAAGATAGCGGATCCGCACCAATA
C  Q  V  R  V  G  D  L  T P  E  A  E  D  S  G  S  A  P  I

       3-DraE 
GGGCCGGTCACCGTGCAAGCGCTGGGATGCGACGCCCGCCAG..................
 G  P  V  T  V  Q  A  L  G  C  D  A  R  Q

4-DraE stop
AACGAACACACCGCCCGGCAACTACACACTGACCCTGACCGGGGGTTACTGGGCAAAAT
  T  N  T  P  P  G  N  Y  T  L  T  L  T  G  G  Y  W  A  K

EcoRI                                                                Terminator T7
GAGAATTCG...CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Rys. 28. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-ep2-SAG1
w rejonie insercji genu, koduj cego bia ko adhezyny DraE z drug  sekwencj  epitopow  bia ka
SAG1. Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu
bia ka SAG1.
                                                                                             promotor T7 

GGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs NdeI
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE 
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCGCGGCCAGCATGGTG.....................
 M  K  K  L  A  I  M  A  A  A  S  M  V

           2-DraE-SAG-ep3 sekwencja trzeciego epitopu bia a SAG1
GCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACCAACGAGAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAA
C  Q  V  R  V  G  D  L T N  E  K  S  F  K  D  I  L  P  K
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3-DraE
TTAACTGAGAACGGATCCGCACCAATAGGGCCGGTCACCGTGCAAG..............

L  T  E  N  G  S  A  P  I  G  P  V  T  V  Q

4-DraE stop
AACGAACACACCGCCCGGCAACTACACACTGACCCTGACCGGGGGTTACTGGGCAAAAT
  T  N  T  P  P  G  N  Y  T  L  T  L  T  G  G  Y  W  A  K

EcoRI                                                                Terminator T7
GAGAATTCG...CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Rys. 29. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-ep3-SAG1
w rejonie insercji genu, koduj cego bia ko adhezyny DraE z trzecim epitopem bia ka SAG1.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu bia ka
SAG1.
                                                                                             promotor T7 

GGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs NdeI
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE 
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCGCGGCCAGCATGGTG.....................
 M  K  K  L  A  I  M  A  A  A  S  M  V

                         2-DraE-MAG1              sekwencja epitopu bia a MAG1
GCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACCGACGCTGTTTTATATGAGAACTCAGAGGACGT
C  Q  V  R  V  G  D  L  T  D  A  V  L  Y  E  N  S  E  D  V

                                                  3-DraE 
TGCCGTTCCGGGATCCGCACCAATAGGGCCGGTCACCGTGCAAGCGC.............

A  V  P  G  S  A  P  I  G  P  V  T  V  Q  A
4-DraE stop

AACGAACACACCGCCCGGCAACTACACACTGACCCTGACCGGGGGTTACTGGGCAAAAT
  T  N  T  P  P  G  N  Y  T  L  T  L  T  G  G  Y  W  A  K

EcoRI                                                                Terminator T7
GAGAATTCG...CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Rys. 30. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-MAG1 w
rejonie insercji genu, koduj cego bia ko adhezyny DraE z sekwencj  epitopow  bia ka MAG1.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu bia ka
MAG1.

                                                                                             promotor T7 
GGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs NdeI
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE 
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCGCGGCCAGCATGGTG.....................
 M  K  K  L  A  I  M  A  A  A  S  M  V

2-DraE-GRA1                 sekwencja epitopu bia a GRA1
GCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACCGAGGTGATTGATACTATGAAAAGCATG
C  Q  V  R  V  G  D  L T E  V  I  D  T  M  K  S  M
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starter 3-DraE
CAGAGGGACGAGGACGCACCAATAGGGCCGGTCACCGTGCAAGCGC............
 Q  R  D  E  D  G  S   A  P  I  G  P  V  T  V

4-DraE stop
AACGAACACACCGCCCGGCAACTACACACTGACCCTGACCGGGGGTTACTGGGCAAAAT
  T  N  T  P  P  G  N  Y  T  L  T  L  T  G  G  Y  W  A  K

EcoRI                                                                Terminator T7
GAGAATTCG...CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Rys. 31. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-GRA1 w
rejonie insercji genu, koduj cego bia ko adhezyny DraE z sekwencj  epitopow  bia ka GRA1.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonej determinanty
antygenowej bia ka GRA1.

Skonstruowane plazmidy rekombinantowe pDraE-epitop pozwoli y na

uzyskanie nast puj cych bia ek fuzyjnych (Rys. 32):

• DraE-ep1-SAG1 zbudowanego ze 157 reszt aminokwasowych o masie

cz steczkowej (oszacowanej z wykorzystaniem programu Antheport)

16,8 kDa dla bia ka z sekwencj  sygnaln , umo liwiaj  jego transport

do przestrzeni periplazmatycznej i 14,6 kDa dla bia ka bez sekwencji

sygnalnej oraz punkcie izoelektrycznym (pI) równym 6,55 [Metody

5.17];

• DraE-ep2-SAG zbudowanego ze 157 reszt aminokwasowych o masie

16,7 kDa (14,6 kDa) oraz pI = 4,83;

• DraE-ep3-SAG zbudowanego ze 166 reszt aminokwasowych, o masie

17,8 kDa (15,6 kDa) oraz pI = 5,77;

• DraE-MAG1 zbudowanego ze 165 reszt aminokwasowych, o masie

17,5 kDa (15,4 kDa) oraz pI = 4,70 oraz

• DraE-GRA1 zbudowanego ze 165 reszt aminokwasowych, o masie

17,7 kDa (15,6 kDa) i pI = 4,88.

  1 MKKLAIMAAA SMVFAVSSAH AGFTPSGTTG TTKLTVTEEC QVRVGDLTPD
51 KKSTGSAPIG PVTVQALGCD ARQVALKADT DNFEQGKFFL ISDNNRDKLY

101 VNIRPTDNSA WTTDNGVFYK NDVGSWGGII GIYVDGQQTN TPPGNYTLTL
151 TGGYWAK

1 MKKLAIMAAA SMVFAVSSAH AGFTPSGTTG TTKLTVTEEC QVRVGDLTPE
51 AEDSGSAPIG PVTVQALGCD ARQVALKADT DNFEQGKFFL ISDNNRDKLY

101 VNIRPTDNSA WTTDNGVFYK NDVGSWGGII GIYVDGQQTN TPPGNYTLTL
151 TGGYWAK

A

B



101

1 MKKLAIMAAA SMVFAVSSAH AGFTPSGTTG TTKLTVTEEC QVRVGDLTNE
51 KSFKDILPKL TENGSAPIGP VTVQALGCDA RQVALKADTD NFEQGKFFLI

101 SDNNRDKLYV NIRPTDNSAW TTDNGVFYKN DVGSWGGIIG IYVDGQQTNT
151 PPGNYTLTLT GGYWAK

1 MKKLAIMAAA SMVFAVSSAH AGFTPSGTTG TTKLTVTEEC QVRVGDLTDA
51 VLYENSEDVA VPGSAPIGPV TVQALGCDAR QVALKADTDN FEQGKFFLIS

101 DNNRDKLYVN IRPTDNSAWT TDNGVFYKND VGSWGGIIGI YVDGQQTNTP
151 PGNYTLTLTG GYWAK

1 MKKLAIMAAASMVFAVSSAHAGFTPSGTTGTTKLTVTEECQVRVGDLTEV
51 IDTMKSMQRDEDGSAPIGPVTVQALGCDARQVALKADTDNFEQGKFFLIS
101 DNNRDKLYVNIRPTDNSAWTTDNGVFYKNDVGSWGGIIGIYVDGQQTNTP
151 PGNYTLTLTGGYWAK

Rys. 32. Sekwencje aminokwasowe bia ek DraE z wprowadzon  sekwencj  epitopow
odpowiednich antygenów T. gondii: A) ep1-SAG1, B) ep2-SAG1, C) ep3-SAG1, D) MAG1, E)
GRA1. Podkre lono sekwencj  sygnaln , kolorem niebieskim oznaczono pierwszy aminokwas
w dojrza ym bia ku, zielonym wprowadzon  sekwencj  odpowiedniego epitopu.

6.3. Ekspresja genu koduj cego rekombinantowe bia ko DraE-epitop w
komórkach E. coli BL21(DE3)

Komórki E. coli BL21(DE3) transformowano DNA plazmidów

rekombinantowych pDraE-epitop (pDraE-ep1-SAG1, pDraE-ep2-SAG1, pDraE-

ep3-SAG1, pDraE-MAG1 oraz pDraE-GRA1) [Metody 5.10]. Pojedyncze

kolonie bakteryjne, otrzymane w wyniku transformacji, zaszczepiano do 20 ml

po ywki LB z kanamycyn  [Materia y 4.3] i hodowano w wytrz sarce

powietrznej, w temperaturze 30oC, przez 18 godzin. Nast pnie hodowl

odm adzano w 1000 ml po ywki LB z dodatkiem antybiotyku [Metody 5.1] i

prowadzono ekspresj  [Metody 5.8].

Przeprowadzano rozdzia  elektroforetyczny uzyskanych próbek

ca kowitych lizatów bakteryjnych w 15% elu poliakrylamidowym w warunkach

denaturuj cych [Metody 5.7.2]. Przyk adowy rozdzia  elektroforetyczny bia ek

zawartych we frakcjach ca kowitych lizatów pokazany jest na rysunku 33

E

D

C



102

1      2      3      4      5      6      7

DraE-ep3-SAG1

Rys. 33. Przyk adowy rozdzia  elektroforetyczny bia ek zawartych we frakcjach ca kowitych
lizatów komórek E. coli BL21(DE3) zbieranych podczas prowadzenia ekspresji genu
koduj cego DraE-ep3-SAG1.
1- 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych przed indukcj ;
2- 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 1h po indukcji;
3- 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 2h po indukcji
4- 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 3h po indukcji;
5- 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 4h po indukcji;
6- 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 5h po indukcji;
7- 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 20h po indukcji.

Na podstawie przeprowadzonych elektroforez poliakrylamidowych dla

pi ciu badanych systemów ekspresyjnych stwierdzono wysoki poziom produkcji

bia ka rekombinantowego we frakcjach ca kowitych lizatów zebranych po 3, 4 i

5 godzinach od momentu indukcji. Na elektroforogramach widoczne s  wyra ne

pr ki bia ka na tle pozosta ych bia ek komórkowych, których masy

cz steczkowe odpowiada y masom bia ek rekombinantowych DraE-epitop bez

sekwencji sygnalnej. Najwi ksza ilo danych bia ek zawarta by a w lizatach

pobranych po 3 lub 4 godzinach od momentu indukcji, po czym ich ilo ci

wyra nie spadaj  (Rys. 33).

6.4. Immunoidentyfikacja bia ek DraE-epitop metod  Western blotting
W celu detekcji poszczególnych bia ek rekombinantowych DraE-epitop

przeprowadzono elektroforez  w warunkach denaturujacych w 15% elu

poliakrylamidowym [Metody 5.7.2] próbek ca kowitych lizatów komórek E. coli

BL21(DE3) zawieraj cych plazmid rekombinantowy pDraE-epitop pobranych

podczas zoptymalizowanej procedury prowadzenia ekspresji, a nast pnie

wykonano elektrotransfer rozdzielonych bia ek na b on  nitrocelulozow . Do

enzymatycznej detekcji bia ka DraE-epitop u yto 3,3’-diaminobenzydyny i H2O2

jako substratów dla peroksydazy chrzanowej [Metody 5.14.1].
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Rys. 34. Wynik testu Western blotting z wykorzystaniem przeciwcia  anty-Dr.
M- marker wielko ci (Fermentas);
1- lizat komórek E. coli BL21(DE3) - kontrola negatywna;
2- lizat komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE-ep3-SAG1 pobranych 4h po indukcji;
3- lizat komórek E. coli BL21(DE3) + pDraE-GRA1 pobranych 4h po indukcj;

   4- oczyszczona frakcja piliowa- kontrola pozytywna.

 Pozytywny wynik przeprowadzonej analizy w przypadku zastosowania

przeciwcia  anty-Dr wiadczy o poprawno ci konstrukcji bia ek

rekombinantowych DraE-epitop. Przyk adowy wynik testu Western blotting

pokazano na rysunku 34. Zmiana sekwencji  genu draE nie spowodowa a

trwa ych zmian w strukturze determinant antygenowych rozpoznawanych przez

przeciwcia a anty-Dr, co by o argumentem do zastosowania rekombinantowego

plazmidu pDraE-epitop w eksperymentach komplementacji zmutowanego genu

draE w plazmidzie rekombinantowym pCC90D54stop oraz ekspresji

chimerycznych fimbrii typu DraE-epitop na powierzchni komórek bakteryjnych

E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop.

6.5. Produkcja natywnych fimbrii typu Dr i chimerycznych fimbrii typu
Dr-epitop oraz izolacja fimbrialnych bia ek podjednostkowych DraE i
DraE-epitop
Wykonano elektrotransformacj  komórek kompetentnych E. coli

BL21(DE3) DNA plazmidu rekombinantowego pCC90 oraz niezale nie

transformacj  DNA plazmidu rekombinantowego pCC90D54stop [Materia y 4.2;

Metody 5.10]. W ten sposób uzyskano rekombinantowy szczep E. coli

BL21(DE3)pCC90 pozwalaj cy na ekspresj  natywnych fimbrii typu Dr,

M     1     2       3      4
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zbudowanych z podjednostek bia kowych adhezyny DraE oraz rekombinantowy

szczep E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop, stanowi cy kontrol  negatywn

do wiadczenia ze wzgl du na brak wytwarzania na powierzchni komórek

bakteryjnych natywnych fimbrii typu Dr, spowodowany przedwczesn

terminacj  syntezy podjednostek fimbrialnych DraE.

Nast pnie wykonano transformacj  komórek kompetentnych E. coli

BL21(DE3)pCC90D54stop DNA plazmidu rekominantowego pDraE-epitop,

koduj cego bia ko DraE z odpowiednim epitopem bia ka SAG1, MAG1 lub

GRA1 T. gondii [Metody 5.10]. Uzyskano rekombinantowe szczepy E. coli

BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, warunkuj ce (przy odpowiednich

warunkach prowadzenia hodowli bakteryjnej) produkcj  chimerycznych fimbrii

typu Dr-epitop zbudowanych z podjednostek fimbrialnych DraE-epitop.

Plazmidy rekombinantowe pDraE-epitop koduj ce fuzyjne bia ko DraE z

epitopem wykorzystano do komplementacji in trans zmutowanego genu draE w

plazmidzie pCC90D54stop i ekspresji chimerycznych fimbrii typu Dr-epitop na

powierzchni komórek bakteryjnych E. coli. Dodatkowo sprawdzono mo liwo

koekspresji bia ek zaanga owanych w biosyntez  fimbrii z dwóch plazmidów w

komórkach szczepu E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop.

W celu ekspresji natywnych fimbrii typu Dr oraz chimerycznych fimbrii

typu Dr-epitop wykorzystano hodowle rekombinantowych szczepów bakterii E.

coli BL21(DE3)pCC90 oraz E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop na

pod ach sta ych z dodatkiem odpowiednich antybiotyków [Materia y 4.3;

Metody 5.1] oraz roztworu IPTG w przypadku ekspresji chimerycznych fimbrii

typu Dr-epitop [Metody 5.11]. Uzyskane frakcje fimbrialne poddano analizie w

15% elu poliakrylamidowym w warunkach denaturuj cych (Rys. 35) [Metody,

5.7.2].
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Rys. 35. Rozdzia  elektroforetyczny frakcji fimbrialnych w 15% elu polikarylamidowym.
M1- marker wielko ci (Sigma)
1 - 10µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-ep1-SAG1
2 - 10µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-ep2-SAG1
M2 – marker wielko ci  (Fermentas)
3 - 10µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-ep3-SAG1
4 - 10µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-MAG1
5 - 10µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-GRA1
6 - 10µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90

Na podstawie przeprowadzonej elektroforezy stwierdzono wysoki poziom

fimbrialnych bia ek DraE i DraE-epitop w wyizolowanych frakcjach fimbrii Dr i

Dr-epitop (Rys. 35). Widoczne s  intensywne pr ki w ród innych bia ek

powierzchniowych, których masa cz steczkowa odpowiada masie bia ka DraE

dzikiego typu bez sekwencji sygnalnej oraz chimerycznych bia kek DraE-epitop

bez sekwencji sygnalnej. Jedynie w przypadku bia ek DraE-ep2-SAG1 oraz

DraE-MAG1 powstaj ce bia ko ma mas  nieco wi ksz  ni  masa bia ka DraE

dzikiego typu. Spowodowane jest to najprawdopodobniej tym, e punkt

izoelektryczny bia ek DraE-ep2-SAG1 (pI=4,83) oraz DraE-MAG1 (pI=4,70) jest

du o ni szy od punktu izoelektrycznego natywnego bia ka DraE (pI=6,55) i w

zwi zku z tym mo e zachodzi  anormalna migracja bia ek podczas rozdzia u

elektorofretycznego.

DraE

     M1    1      2  M2     3       4       5        6
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6.6. Immunoidentyfikacja bia ka DraE-epitop metod  ELISA z
wykorzystaniem przeciwcia  anty-epitop

W celu wst pnego sprawdzenia czy wprowadzona sekwencja epitopowa

do bia ka DraE jest zdolna do oddzia ywania z przeciwcia ami anty-epitop,

wykonano test po redni ELISA. Na pod u sta ym unieruchomiono natywne

bia ko DraE (kontrola do wiadczenia) oraz chimeryczne bia ka DraE-epitop

(DraE-ep1-SAG1, DraE-ep2-SAG1, DraE-ep3-SAG1, DraE-GRA1 oraz DraE-

MAG1), a nast pnie dodawano poliklonalne przeciwcia a anty-SAG1, anty-

GRA1 lub anty-MAG1 uzyskane z surowicy królika immunnizowanego

odpowiednimi bia kami rekombinantowymi [Metody 5.14.2]. Wyniki

przedstawiono na Rys. 36.

Rys. 36. Wyniki po redniego testu ELISA z wykorzystaniem surowic anty-SAG1 (1:8000) kolor
niebieski, anty-GRA1 (1:4000) kolor czerwony, anty-MAG1 (1:4000) kolor ty.

 W wyniku przeprowadzonego testu ELISA z wykorzystaniem przeciwcia

anty-epitop stwierdzono, e natywne bia ko DraE nie ma zdolno ci do

oddzia ywania z przeciwcia ami anty-epitop. Skonstruowane bia ka DraE-ep1-

SAG1 oraz DraE-ep2-SAG1 równie  nie wykazuj  zdolno ci do wi zania si  ze

specyficznymi przeciwcia ami anty-SAG1. Spowodowane jest to

najprawdopodobniej tym, e wprowadzone sekwencje epitopowe, zbudowane z
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6 reszt amionkwasowych, s  zbyt krótkie aby mog y wi za  przeciwcia o. W

przypadku pozosta ych trzech bia ek zachodzi wyra na reakcja z odpowiednimi

przeciwcia ami i dlatego tylko te trzy bia ka zosta y wykorzystane do dalszych

bada .

6.7. Badanie zdolno ci tworzenia struktur fimbrialnych przez bia ka
DraE-epitop z wykorzystaniem metody Western blotting

W celu okre lenia zdolno ci skonstruowanych bia ek DraE-epitop do

polimeryzacji i tworzenia struktury fimbrii przeprowadzono rozdzia

elektroforetyczny otrzymanych frakcji fimbrialnych bez wst pnej denaturacji

termicznej w 15% elu poliakrylamidowym, a nast pnie wykonano test Western

blotting z wykorzystaniem przeciwcia  anty-Dr (Rys. 37) [Metody 5.14.1].

Rys. 37. Wynik testu Western blotting z wykorzystaniem przeciwcia  anty-Dr.
M - Marker wielko ci (Fermentas)
1 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90 po 10 min denaturacji próbki w
98οC
2 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90 bez denaturacji termicznej
3 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-GRA1 po 10
minutach denaturacji próbki w 98οC
4 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-GRA1 bez
denaturacji termicznej
5 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-SAG1 po 10
minutach denaturacji próbki w 98οC
6 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-SAG1 bez
denaturacji termicznej
7 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-MAG1 po 10
minutach denaturacji próbki w 98οC
8 – 20 µl frakcji fimbrialnej komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-MAG1 bez
denaturacji termicznej

M    1     2     3    4 M   5    6     7     8
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Natywne bia ko DraE tworzy bardzo stabiln  struktur  fimbrii. Nawet po

podgrzaniu próbki przez 10 minut w 98οC struktura fimbrii nie ulega

ca kowitemu zniszczeniu. Na przedstawionym zdj ciu wida  wyra nie sygna y

pochodz ce od dimerów, trimerów oraz multimerów bia ka DraE. W próbce

niedenaturowanej termicznie monomeryczne bia ko DraE nie wyst puje.

Natomiast w przypadku skonstruowanych chimerycznych bia ek DraE-epitop

jedynie w przypadku bia ka DraE-GRA1 mo liwe jest zaobserwowanie

sygna ów pochodz cych od dimerów, trimerów oraz tertramerów (brak sygna u

od multimerów tego bia ka). W przypadku bia ek DraE-SAG1 oraz DraE-MAG1

nie zaobserwowano ró nic mi dzy próbkami denaturowanymi oraz

niedenaturowanymi, co mo e wiadczy  o tym, e wprowadzone sekwencje

epitopowe zak ócaj  proces polimeryzacji chimerycznego bia ka DraE w

struktur  fimbrii lub struktury te s  labilne i ulegaj atwo rozpadowi w czasie

elektroforetycznego rozdzia u lub pod wp ywem SDS-u.

6.8. Badanie zdolno ci tworzenia struktur fimbrialnych przez bia ka
DraE-epitop z wykorzystaniem metody s czenia molekularnego

Z tego wzgl du, i  eksperyment w którym rozdzielano denaturowanane

lub niedenaturowane termicznie próbki w elu poliakrylamidowym nie by

przeprowadzony w natywnych warunkach istnia a mo liwo , e chimeryczne

fimbrie ulega y rozpadowi pod wp ywem np. SDS-u zawartego w roztworach do

elektroforezy poliakrylamidowej. Zatem w celu przeprowadzenia rozdzia u

frakcji fimbrialnej w warunkach natywnych, preparat bia kowy poddano s czeniu

molekularnemu na kolumnie Superdex 75 (Amersham) sprz onej z aparatem

HPLC firmy Merck-Hitachi. Na kolumn  jednorazowo nastrzykiwano 200 µl

próby (do rozdzia u u ywano buforu PBS). Otrzymane wyniki przedstawiono na

rysunkach 38, 39 , 40 ,41 i 42.
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Rys. 38. Chromatogram przedstawiaj cy zale no  absorbancji (280 nm) od czasu
retencji uzyskany dla frakcji fimbrialnej bia ka DraE dzikiego typu.

Rys. 39. Chromatogram przedstawiaj cy zale no  absorbancji (280 nm) od czasu retencji
uzyskany dla frakcji fimbrialnej chimerycznego bia ka DraE-GRA1.

Rys. 40. Chromatogram przedstawiaj cy zale no  absorbancji (280 nm) od czasu retencji
uzyskany dla frakcji fimbrialnej chimerycznego bia ka DraE-SAG1.
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Rys. 41. Chromatogram przedstawiaj cy zale no  absorbancji (280 nm) od czasu retencji
uzyskany dla frakcji fimbrialnej chimerycznego bia ka DraE-MAG1.

Wykorzystana do s czenia molekularnego kolumna Superdex 75

(Amersham) ma zdolno  rozdzielcz  do 75 kDa. W przypadku natywnych

fimbrii typu Dr bia ko eluowane jest po czasie 16,00 minut (Rys. 38) co

odpowiada martwej obj to ci kolumny. Z tego wzgl du mo na wnioskowa , e

natywne bia ko DraE (o masie ok. 14,9 kDa) w warunkach natywnych

polimeryzuje tworz c struktury o masie powy ej 75 kDa. W przypadku fimbrii

typu DraE-GRA1 (Rys. 39) maksimum elucji nast puje po 16,85 minuty co

odpowiada masie bia ka oko o 70 kDa (warto  oszacowana na podstawie

wykresu wzorcowego). Oszacowana masa bia ka DraE-GRA1, z

wykorzystaniem programy komputerowego Antheprot, wynosi ok. 15,5 kDa, tak

wi c w tym przypadku mo na wnioskowa , e w warunkach natywnych bia ko

DraE-GRA1 przybiera form  tetrameru. W przypadku fimbrii typu DraE-SAG1

otrzymujemy czas retencji wynosz cy 17,51 minuty, czyli jest to

najprawdopodobniej trimer lub dimer (Rys. 40). Natomiast w przypadku fimbrii

typu Dr-MAG1 czas retencji wynosi 21,08 minuty co odpowiada elucji  bia ka o

masie oko o 16 kDa (Rys. 41). Wyniki te potwierdzi y dane otrzymane w

eksperymencie z wykorzystaniem metody Western blotting. Nale y zwróci

równie  uwag  na fakt, e w przypadku bia ek DraE-MAG1 oraz DraE-SAG1

poziom absorbancji jest zdecydowanie ni szy ni  w przypadku bia ek DraE i

DraE-GRA1, co równie  mo e wiadczy  o lepszej zdolno ci do tworzenia

struktur multimerycznych przez bia ko DraE-GRA1 w porównaniu do antygenów
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DraE-MAG1 oraz DraE-SAG1. Wprowadzona sekwencja epitopowa zak óca

proces polimeryzacji fimbrii, a tym samym chimeryczne bia ka typu DraE-epitop

nie s  zdolne do stworzenia stabilnych struktur fimbrialnych tak jak bia ko

dzikiego typu.

6.9. Badanie zdolno ci tworzenia struktur fimbrialnych przez bia ka
DraE-epitop z wykorzystaniem mikroskopii immunofluorescencyjnej
Do bada  imunofluorescencyjnych zosta y wykorzystane hodowle

bakteryjne E. coli:

Ø szczepu BL21(DE3)pCC90, eksprymuj cego natywne fimbrie typu Dr

(kontrola pozytywna);

Ø szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, eksprymuj cego

chimeryczne fimbrie typu Dr-epitop;

Ø szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop nie eksprymuj cego fimbrii

(kontrola negatywna).

Hodowle bakteryjne odpowiednich szczepów rozcie czono w buforze

PBS, a nast pnie inkubowano z pierwotnymi przeciwcia ami anty-Dr oraz

wtórnymi przeciwcia ami anty-króliczymi znakowanymi fluorescencyjnie [Metody

5.14.3].

Rys. 42. Mikroskopia immunofluorescencyja komórek bakteryjnych E. coli szczepu BL21(DE3)
zawieraj cych plazmidy: A) pCC90, B) pCC90D54stop, C) pCC90D54stop/pDraE-GRA1, D)
pCC90D54stop/pDraE-SAG1, E) pCC90D54stop/pDraE-MAG1, inkubowanych z przeciwcia ami
króliczymi anty-Dr i anty-króliczymi znakowanymi FITC. Prawa cz  panelu – wiat o widzialne,
lewa - UV (powi kszenie X 2500; mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60).
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Mikroskopia immunofluorescencyjna komórek bakteryjnych E. coli

okre lonych szczepów eksprymuj cych natywne fimbrie Dr lub chimeryczne

fimbrie DraE-epitop z u yciem pierwszorz dowych przeciwcia  anty-Dr oraz

drugorz dowych przeciwcia  znakowanych FITC pozwoli a na stwierdzenie

obecno ci bia ka DraE na powierzchni komórek bakteryjnych szczepu E. coli

BL21(DE3)pCC90. Jednak e, w szczepach bakteryjnych E. coli

BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, eksprymuj cych chimeryczne fimbrie

Dr-SAG1, DraE-MAG1 lub DraE-GRA1, stwierdzono sygna y ró ni ce si  od

sygna u otrzymanego w przypadku fimbrii natywnych (Rys. 42). Potwierdza to

wcze niej wysuni ty wniosek, i  wprowadzone sekwecje epitopowe w

znacznym stopniu zak óci y proces polimeryzacji bia ka DraE.

6.10. Badanie zdolno ci adhezyjnych chimerycznych bia ek DraE-epitop
do powierzchni komórek HeLa
Bakterie zaopatrzone w fimbrie Dr, zbudowane z adhezyny DraE, zdolne

 do wi zania si  z komórkami zawieraj cymi na swojej powierzchni receptor

DAF. Zatem mo liwe jest sprawdzenie czy wprowadzenie sekwencji epitopowej

do adhezyny DraE nie powoduje hamowania wi zania si  z tym receptorem

komórkowym. Do bada  adhezji na liniach komórkowych HeLa zosta y

wykorzystane hodowle bakteryjne E. coli:

Ø szczepu BL21(DE3)pCC90, eksprymuj cego natywne fimbrie typu Dr

(kontrola pozytywna);

Ø szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, eksprymuj cego

chimeryczne fimbrie typu Dr-epitop;

Ø szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop nie eksprymuj cego fimbrii

(kontrola negatywna).

Hodowle bakteryjne odpowiednich szczepów inkubowano z komórkami

HeLa, a nast pnie  dodano do komórek barwnika Giemsy [Metody 5.15.2].
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Rys. 43. Mikrofotografia komórek HeLa inkubowanych z komórkami E. coli BL21(DE3)
zawieraj cymi plazmid: A) pCC90, B) pCC90D54stop, C) pCC90D54stop/pDraE-GRA1, D)
pCC90D54stop/pDraE-SAG1, E) pCC90D54stop/pDraE-MAG1. Powi kszenie x 2500;
mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60, barwienie barwnikiem Giemsy.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu okaza o si , e bakterie E.

coli szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/DraE-epitop zachowuj  w bardzo

niewielkim stopniu zdolno  wi zania si  z powierzchni  komórek HeLa. W

porównaniu do komórek bakteryjnych eksprymuj cych natywne fimbrie typu Dr,

które ulegaj  bardzo wydajnej adhezji, tylko nieliczne bakterie eksprymuj ce

chimeryczne fimbrie uleg y adhezji. Jest to kolejny dowód potwierdzaj cy fakt,

e wprowadzenie sekwencji epitopowej do adhezyny DraE w znacznym stopniu

zak óca proces biogenzy fimbrii. Jednak e, w dalszym ci gu mo liwe jest

oczyszczenie podjednostkowego bia ka DraE z powierzchni komórek E. coli

szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/DraE-epitop. W celu sprawdzenia czy

oczyszczone chimeryczne bia ko DraE nie utraci o zdolno ci wi zania si  z

komórkami HeLa wykorzystano oczyszczone frakcje fimbrialne pochodz ce ze

szczepów E. coli: BL21(DE3)pCC90 oraz BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-

epitop. Nast pnie op aszczano polistyrenowe kulki oczyszczonymi

chimerycznymi bia kami DraE. Jako kontrol  negatywn  do wiadczenia

wykorzystano kulki polistyrenowe op aszczone bia kiem BSA [Metody 5.15.3].
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Rys. 44 Mikrofotografia komórek HeLa inkubowanych z polistyrenowymi kuleczkami
op aszczonymi oczyszczon  frakcj  fimbrialn  szczepu E. coli  BL21(DE3), zawieraj cych
plazmidy: A) pCC90, B) pCC90D54stop, C) pCC90D54stop/pDraE-GRA1, D)
pCC90D54stop/pDraE-SAG1, E) pCC90D54stop/pDraE-MAG1 inkubowanych z przeciwcia ami
króliczymi anty-Dr i anty-króliczymi znakowanymi TRITC. Prawa cz  panelu – wiat o
widzialne, lewa - UV (powi kszenie X 2500; mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60).
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Przeciwnie w stosunku do bada  przedstawionych powy ej, w których

wykazano, e bakteryjne szczepy E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-

epitop nie s  w stanie stworzy  stabilnej struktury fimbrii o budowie zbli onej do

fimbrii natywnych, okaza o si , e oczyszczone bia ka DraE-epitop nie straci y

swojej zdolno ci adhezyjnej. Na przedstawionych zdj ciach wyra nie wida

komórki HeLa ze zwi zanymi na swojej powierzchni kuleczkami

polistyrenowymi, op aszczonymi natywnym jak i chimerycznymi bia kami DraE

(Rys. 44). W przypadku bia ek DraE-SAG1 oraz DraE-GRA1 uzyskano

identyczne wyniki jak w przypadku bia ka DraE dzikiego typu. Jedynie w

przypadku bia ka DraE-MAG1 adhezja by a nieco ni sza, co

najprawdopodobniej by o spowodowane prawie ca kowitym brakiem zdolno ci

polimeryzacyjnych tego bia ka. Te wyniki by y podstaw  do przeprowadzenia

bada  na zwierz tach dla oszacowania potencja u szczepionkowego badanych

preparatów bia ek DraE-epitop.

6.11. Badanie skuteczno ci chimerycznych fimbrii Dr oraz bia ek
rekombinantowych SAG1, MAG1 i GRA1 jako szczepionki
Pomimo, i  wprowadzenie epitopów antygenów SAG1, MAG1 oraz

GRA1 T. gondii do bia ka DraE zak óci o proces biogenezy fimbrii nadal

mo liwe jest wykorzystanie podjednostkowych bia ek fimbrialnych jako

szczepionki przeciwko toksoplazmozie. Otrzymane preparaty chimerycznych

fimbrii nie straci y swojej zdolno ci adhezyjnej, a tak e wyra nie reagowa y z

przeciwcia ami anty-epitop. W celu sprawdzenia skuteczno ci szczepionek

opartych na chimerycznych fimbriach typu Dr niezb dne by o przeprowadzenie

do wiadcze  na zwierz tach. Tylko takie badania mog y da  odpowied  na

pytanie czy chimeryczne fimbrie typu Dr-epitop pobudz  odpowied  humoraln ,

a przede wszystkim komórkow  immunizowanego organizmu.

6.11.1. Otrzymanie bia ek do szczepie  zwierz t
Dodatkowo do szczepie  jako kontrol  wykorzystano bia ka

rekombinantowe SAG1, MAG1 oraz GRA1. Wykorzystuj c systemy

ekspresyjne E. coli skonstruowane uprzednio w Katedrze Mikrobiologii PG

[Hiszczy ska-Sawicka i wsp., 2003; Holec i wsp., 2007] otrzymano odpowiednie

preparaty do szczepie . Antygeny rekombinantowe zawiera y na N- i C-ko cu

sekwencje oligohistydynowe umo liwiaj c ich oczyszczanie z wykorzystaniem
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chromatografii metalopowinowactwa. Z bia ek tych zosta y równie  usuni te

sekwencje domen transmembranowych oraz sekwecje sygnalne (Rys. 45).

A
1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLGTDD DDKSPGFSST

51 MAISDPEGGD NQSSAVSDRA SLFGLLSGGT GQGLGIGESV DLEMMGNTYR
101 VERPTGNPDL LKIAIKASDG SYSEVGNVNV EEVIDTMKSM QRDEDIFLRA
151 LNKGETVEEA IEDVAQAEGL NSEQTLQLED AVSAVASVVQ DEMKVIDDVQ
201 QLEKDKQQLK DDIGFLTGER EGINSSSVDK LAAALEHHHH HH

B
1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDPPLVA NQVVTCPDKK
51 STAAVILTPT ENHFTLKCPK TALTEPPTLA YSPNRQICPA GTTSSCTSKA
101 VTLSSLIPEA EDSWWTGDSA SLDTAGIKLT VPIEKFPVTT QTFVVGCIKG
151 DDAQSCMVTV TVQARASSVV NNVARCSYGA DSTLGPVKLS AEGPTTMTLV
201 CGKDGVKVPQ DNNQYCSGTT LTGCNEKSFK DILPKLTENP WQGNASSDKG
251 ATLTIKKEAF PAESKSVIIG CTGGSPEKHH CTVKLEFAGA AGSAKSAGIN
301 SSSVDKLAAA LEHHHHHH

C
  1 MHHHHHHSSG LVPRGSGMKE TAAAKFERQH MDSPDLSQRV PELPEVESFD
51 EVGTGARRSG SIATLLPQDA GLYENSEDVA VPSDSASTPS YFHVESPSAS
101 VEAATGAVGE VVPGCEERQE QGDTTLSDHD FHSGGTEGEG LPETEVAHQH
151 ETEEQYGTEG MPPPVLPPAP VVHPRFIAVP GPSVPVPFFS LPDIHPDQVV
201 YILRVQGSGK LAAALEHHHH HH

Rys. 45. Sekwencje aminokwasowe bia ek fuzyjnych. A) His6-GRA1-His6, B) His6-SAG1-His6,
C) His6-MAG1-His6. Kolorem czarnym oznaczono sekwencj  pochodz  z wektora pUET1.

Ekspresj  genów koduj cych bia ka rekombinatowe SAG1, GRA1 i

MAG1 w komórkach E. coli BL21(DE3)pLysS, zawieraj cych odpowiednie

plazmidy rekombinantowe (pUET1/SAG1, pUET1/GRA1 oraz pUET1/MAG1),

przeprowadzono zgodnie z procedur  opisan  przez Hiszczy sk -Sawick  i

wsp., (2003), z pewnymi modyfikacjami. Hodowl  startow  inkubowano w 37°C

(w przypadku szczepu produkuj cego bia ko MAG1 w 20°C) przez 18 godzin.

Nast pnie 2 ml hodowli bakteryjnej odm adzano w 1000 ml po ywki p ynnej LB

zawieraj cej ampicylin  i chloramfenikol i hodowano w wytrz sarce w 37°C do

uzyskania OD595=0,2 (oko o 2 godzin), po czym dodawano IPTG do ko cowego

st enia 1 mM. Po indukcji ekspresji prowadzano hodowl  przez noc (16

godzin), w temperaturze 37°C. Pobierano próbki hodowli bakteryjnej

bezpo rednio przed indukcj , oraz 1, 2, 3, 4 i 16 godzin po indukcji. Próbki
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przygotowywano wg standardowej procedury [Metody 5.9], a nast pnie

rozdzielano elektroforetycznie w 12% elu poliakrylamidowym w warunkach

denaturuj cych [Metody 5.7.2] (Rys. 46).

Rys. 46. Rozdzia  elektroforetyczny lizatów bakteryjnych E. coli BL21(DE3) pLysS
nadprodukuj cych rekombinantowe bia ka: A) His6-MAG1-His6, B) His6-GRA1-His6, C) His6-
SAG1-His6.

M -  marker wielko ci (Sigma)
1 - 10µl lizatu komórek pobranych przed indukcj
2 - 10µl lizatu komórek pobranych 1 h po indukcji
3 - 10µl lizatu komórek pobranych 2 h po indukcji
4 - 10µl lizatu komórek pobranych 3 h po indukcji
5 - 10µl lizatu komórek pobranych 4 h po indukcji
6 - 10µl lizatu komórek pobranych 16 h po indukcji

Analiza otrzymanych elektroforogramów pozwoli a zoptymalizowa

produkcj  bia ek rekombinantowych. Maksymaln  produkcj  bia ka GRA1 i

SAG1 uzyskano w temperaturze 37°C po 16 godzinach od momentu indukcji, a

w przypadku MAG1 w temperaturze 20°C równie  po 16 godzinach od

momentu indukcji. Powy sze zoptymalizowane warunki prowadzenia hodowli

zastosowano do wyprodukowania dostatecznej ilo ci bia ek rekombinantowych

do szczepie .

M   1   2   3   4   5   6

A B

C

M  1  2  3  4  5  6

MAG1
GRA1

M  1   2   3   4   5  6

SAG1
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Nast pnie bia ka His6-SAG1-His6, His6-MAG1-His6 oraz His6-GRA1-His6

oczyszczano z lizatów komórkowych, stosuj c chromatografi

metalopowinowactwa na z u Ni2+-IDA (His•Bind® Resin, firmy Novagen)

[Metody 5.9]. Wyniki oczyszczania przedstawiono na rysunku 47. Otrzymano

wysoko oczyszczone preparaty antygenów rekombinantowych, które zosta y

zastosowane do szczepie  zwierz t.

Rys. 47. Rozdzia  elektroforetyczny w 12% elu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) bia ek
zawartych we frakcjach uzyskanych podczas ekspresji i oczyszczania bia ka fuzyjnego. A) His6-
MAG1-His6, B) His6-GRA1-His6, oraz C) His6-SAG1-His6.

M -   marker wielko ci (Sigma)
1 -  10µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) pLysS zawieraj cych plazmid rekombinantowy

pUET1/MAG1 lub pUET1/GRA1 lub pUET1/SAG1 przed indukcj
2 - 10µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3) pLysS zawieraj cych plazmid rekombinantowy

pUET1/MAG1 lub pUET1/GRA1 lub pUET1/SAG1 pobranych 16 godzin po indukcji
ekspresji IPTG

3 - 10µl frakcji bia ek zebranych po p ukaniu buforem zawieraj cym  0,5 M imidazol

Czysto  preparatów oszacowanych z wykorzystaniem systemu

VersaDoc wynosi a 90-95%. Po zmierzeniu st enia bia ka [Metody 5.13],

oszacowano ilo  poszczególnych bia ek rekombinantowych otrzymywanych z

jednego litra hodowli bakteryjnej na ok. 55 mg dla bia ka MAG1, 45 mg dla

bia ka GRA1 oraz 30 mg dla bia ka SAG1.

6.11.2. Immunizacja myszy oraz przeprowadzenie testu ELISA
Badania na zwierz tach zosta y wykonane we wspó pracy z prof. H.

ugo sk  z Uniwersytetu ódzkiego. Do przeprowadzenia eksperymentu

wybrano 42 myszy szczepu BALB/c, które podzielono na 6 grup (po 7

osobników).

M    1    2    3 M   1    2    3 M     1      2     3
A B C
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Myszy immunizowane by y nast puj cymi preparatami:

• grupa 1 - PBS (grupa kontrolna);

• grupa 2 - poliwalentny antygen natywnym TLA szczepu BK T. gondii

(TLAvBK) z adiuwantem (grupa kontrolna);

• grupa 3 - natywne fimbrie z adiuwantem;

• grupa 4 - chimeryczne fimbrie DraE-SAG1 oraz DraE-GRA1 z

adiuwantem;

• grupa 5 - natywne fimbrie;

• grupa 6 - chimeryczne fimbrie DraE-SAG1 oraz DraE-GRA1.

W pierwszym przeprowadzonym eksperymencie myszy otrzyma y 3

dawki preparatów w odst pach 2 tygodni [Metody 5.16]. Pierwsza dawka (z

kompletnym adiuwantem Freunda dla grup 3 i 4) by a podawana do poduszek

ap, podskórnie i dootrzewnowo. Do szczepienia zosta y wykorzystane

preparaty chimerycznych fimbrii typu DraE-SAG1 oraz DraE-GRA1, które

otrzymano wg wcze niej opisanej procedury [Metody 5.11] (jednak bez

str cania siarczanem amonu). Szacowana czysto  preparatu wynosi a ok.

50%. Druga dawka (z niekompletnym adiuwantem Freunda dla grup 3 i 4)

podana zosta a podskórnie i dootrzewnowo, natomiast trzecia (równie  z

niekompletnym adiuwantem Freunda dla grup 3 i 4) tylko dootrzewnowo.

Niestety w wyniku szoku endotoksycznego trzy myszy z grupy 3 nie prze y

pierwszej dawki szczepionki, z tego wzgl du dwie kolejne dawki zosta y

dwukrotnie zmniejszone. Niestety po kolejnych dwóch dawkach pad y jeszcze

dwie myszy z grupy 3. Równie  do ko ca eksperymentu nie prze y dwie

myszy z grupy 4.

Dwa tygodnie po ostatniej dawce szczepionki, od wszystkich myszy

zosta a pobrana krew i poddana analizie. Test wykonano z u yciem metody

ELISA, w której p ytki op aszczono preparatem fimbrii typu Dr, preparatem

chimerycznych fimbrii typu DraE-SAG1, preparatem chimerycznych fimbrii typu

DraE-GRA1, bia kiem rekombinantowym SAG1, bia kiem rekombinantowym

GRA1, poliwalentnym antygenem natywnym (TLAvBK) oraz lizatem komórek E.

coli BL(21). Pocz tkowo wszystkie uzyskane surowice zosta y przetestowane w

jednym rozcie czeniu 1:100. Okaza o si  jednak, e reaktywno  wielu surowic

z niektórymi preparatami antygenowymi jest bardzo wysoka, dlatego wykonano
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drugi test z surowicami o wysokim mianie w dwóch rozcie czeniach: 1:1000 i

1:10000 [Metody 5.14.2]. Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresach w

postaci s upków, przy czym jeden s upek reprezentuje warto  absorbancji w

reakcji jednej surowicy z danym preparatem antygenowym (Rys. 48, 49, 50, 51,

52, 53).

Rys. 48. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 1 traktowanych PBS. Kolorem niebieskim
zaznaczono surowice pobrane od dwóch myszy z grupy 1 przed immunizacj . Kolorem
czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizacji od 7 myszy z grupy 1.
Kolorem tym zaznaczono surowic  pobran  od myszy zara onej T. gondii. Kolorem zielonym
zaznaczono t o rekacji.

Surowcie pobrane po immunizacji preparatem PBS nie wykazuj

reaktywno ci z bia kami rekombinantowymi SAG1 oraz GRA1, a tak e z lizatem

T. gondii (TLAvBK). Jednak e nale y zwróci  uwag  na stosunkowo wysoki

poziom przeciwcia  zawartych w surowicach przed immunizacj  skierowanych

na oczyszczone preparaty fimbrii typu DraE oraz DraE-SAG1 czy DraE-GRA1

(Rys. 48).
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Rys. 49. . Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 2 traktowanych TLAvBK z adiuwantem.
Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwóch myszy z grupy 2 przed
immunizacj . Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizacji od 7
myszy z grupy 2. Kolorem tym zaznaczono surowic  pobran  od myszy zara onej T. gondii.
Kolorem zielonym zaznaczono t o rekacji.

Surowice pobrane od myszy z grupy 2 po ostatniej immunizacji bardzo

silnie reagowa y z lizatem TLAvBK oraz z bia kami rekombinatowymi. Widoczna

jest równie  (chocia  znacznie s abiej) reakcja tych surowic z preparatami

chimerycznych fimbrii (Rys. 49).

Rys. 50. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 3 traktowanych frakcj  fimbrii DraE z
adiuwantem. Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od czterech myszy z grupy 3
przed immunizacj . Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizacji
(tylko 2 myszy prze y). Kolorem tym zaznaczono surowic  pobran  od myszy zara onej T.
gondii. Kolorem zielonym zaznaczono t o rekacji.

Z grupy 3, myszy immunizowanych oczyszczonym preparatem fimbrii

typu DraE, do ko ca eksperymentu prze y tylko dwa osobniki. mier

nast pi a najprawdopodobniej w wyniku szoku endotoksycznego. Przy analizie

wyników zwraca uwag  wysoki poziom reakcji przeciwcia  zawartych w
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surowicach szczepionych myszy z preparatami fimbrii typu DraE-SAG1 i DraE-

GRA1, porównywalny z preparatem fimbrii dzikiego typu (Rys. 50).

Rys. 51. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 4 traktowanych frakcj  chimerycznych fimbrii
DraE-epitop z adiuwantem. Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwóch
myszy z grupy 4 przed immunizacj . Kolorem jasnozielonym surowice pobrane 2 tygodnie po
ostatniej immunizacji rozcie czone 1:10000. Kolorem tym zaznaczono surowic  pobran  od
myszy zara onej T. gondii. Kolorem zielonym zaznaczono t o rekacji.

Badania przeprowadzone na surowicach pobranych od myszy z grupy 4

(szczepionych preparatem chimerycznych fimbrii) wykaza y, e fimbrie typu Dr

(natywne i chimeryczne) stymuluj  bardzo siln  produkcj  przeciwcia . W

przypadku rozcie czenia surowic 1:100 otrzymywano wyniki w granicach

plateau. Z tego powodu wykonano drugi test, w którym wykorzystano

rozcie czenia surowic 1:10000. Mimo tak du ego rozcie czenia otrzymano

bardzo silny sygna  dla bia ek DraE oraz rekombinantowego bia ka GRA1 (dla

bia ka SAG1 sygna  by  równie  silny jednak nieco ni szy). Niestety, mimo

zastosowania niskiego rozcie czenia surowic (1:100) nie zaobserwowano

sygna u z TLAvBK (Rys. 51).

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

A
Grupa 4 - DraE-SAG1 +DraE-GRA1 / FA

             DraE       GRA1             SAG1             DraE-GRA1             DraE-SAG1              TLAvBK BL-21

rozcie czenie surowicy - 1:10 000
kontrola pozytywna

o reakcji

rozcie czenie surowicy - 1:100
surowica przed immunizacj

OD495



123

Rys. 52. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 5 traktowanych frakcj  fimbrii DraE bez
adiuwantem. Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwóch myszy z grupy 5
przed immunizacj . Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizacji
od 7 myszy z grupy 5. Kolorem tym zaznaczono surowic  pobran  od myszy zara onej T.
gondii. Kolorem zielonym zaznaczono t o rekacji.

Surowice pobrane od myszy z grupy 5 (szczepionych fimbriami typu Dr

bez adiuwantu) bardzo silnie zareagowa y z preparatami chimerycznych i

natywnych fimbrii typu Dr. Natomiast zgodnie z przewidywaniami reakcja z

bia kami rekombinantowymi SAG1 i GRA1 oraz z poliwalentnym antygenem

natywnym (TLA) by a stosunkowo niska (Rys. 52).

Rys. 53. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 6 traktowanych frakcj  chimerycznych fimbrii
DraE-epitop bez adiuwantem Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwóch
myszy z grupy 6 przed immunizacj . Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po
ostatniej immunizacji (tylko 3 myszy prze y) Kolorem jasnozielonym surowice pobrane 2
tygodnie po ostatniej immunizacji rozcie czone 1:10000. Kolorem tym zaznaczono surowic
pobran  od myszy zara onej T. gondii. Kolorem zielonym zaznaczono t o rekacji.
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Na rysunku 53 przedstawiono poziom absorbancji w przeprowadzonym

te cie ELISA, w którym badano surowice pobrane od myszy z grupy 6

(szczepionych preparatem chimerycznych fimbrii bez adiuwantu)

rozcie czonych 1:10000. Zaobserwowano wysoki poziom reakcji z preparatami

chimerycznych jak i natywnych fimbrii typu Dr, a tak e z bia kami

rekombinantowymi SAG1 oraz GRA1. Niestety nie zaobserwowano wyra nej

reakcji z preparatem TLAvBK.

Podsumowanie pierwszego eksperymentu na zwierz tach

Myszy odpowiadaj  bardzo silnie na immunizacj  zarówno fimbriami jak i

poliwalentnym antygenem natywnym (TLAvBK). Zgodnie z oczekiwaniami

surowice od myszy kontrolnych, którym podawano PBS reaguj  bardzo s abo z

antygenami rekombinantowymi, TLAvBK i lizatem E. coli szczepu BL(21)DE3

(przygotowanym w analogiczny sposób jak bia ka rekombinantowe). Natomiast

wykazuj  reaktywno  w stosunku do fimbrii. Najprawdopodobniej

spowodowane jest to obecno ci  innych bia ek E. coli w preparacie

op aszczonym na mikrop ytkach. Podczas oczyszczania frakcji fimbrialnej (bez

str cania siarczanem amonu) bia ko DraE stanowi ok. 50% uzyskanego

preparatu. Reszt  stanowi  inne powierzchniowe bia ka bakteryjne.

Prawdopodobnie przeciwcia a skierowane na bia ka E. coli by y obecne w krwi

myszy przed eksperymentem.

Surowice od myszy immunizowanych TLAvBK w te cie ELISA reaguj  z

TLA immobilizowanym na p ytce, ale równie  z antygenami rekombinantowymi

GRA1 i SAG1. W przypadku naturalnych zara  myszy obserwowuje si

silniejsz  reakcj  z antygenem SAG1 eksponowanym na powierzchni

tachyzoitów. W przeprowadzonym eksperymencie surowice reaguj  silniej z

antygenem GRA1, co mo na by o przewidzie  bior c pod uwag , e TLAvBK

stanowi lizat komórek zawieraj cy g ównie bia ka wydzielnicze. Myszy

immunizowane fimbriami odpowiadaj  silnie na ten antygen, przy czym

immunizacja z adiuwantem stymuluje silniejsz  produkcj  przeciwcia .

Równocze nie surowice od myszy immunizowanych fimbriami z epitopami

rozpoznaj  antygeny rekombinantowe, ale nieoczekiwanie nie reaguj  z

TLAvBK. Zwraca uwag  wysoka reaktywno  z lizatem kontrolnym E. coli
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BL(21)DE3, jednak reakcja z antygenami rekombinantowymi (zw aszcza GRA1)

wydaje si  zdecydowanie wy sza.

W przypadku surowic myszy immunizowanych chimerycznymi fimbriami z

epitopami (bez adiuwantu) obserwuje si  bardzo wysok  odpowied  na sam

antygen fimbrii, niemniej jednak reaktywno  z preparatami fimbrii

zawieraj cymi epitopy wydaje si  nieco wy sza. W grupie myszy

immunizowanych fimbriami z epitopami i adiuwantem produkcja przeciwcia

by a tak silna, e nawet przy rozcie czeniu surowic 1:10000 uzyskuje si

warto ci w granicach plateau. W tym przypadku tak e mo na zauwa , e

surowice te reaguj  troch  wy ej z chimerycznymi fimbriami ni  z natywnymi.

Wydaje si , e surowice rozpoznaj  lepiej epitopy GRA1 w obr bie fimbrii DraE

i reakcja z preparatem DraE-GRA1 jest nieco wy sza ni  z DraE-SAG1.

Prawdopodobnie spowodowane jest to tym, e bia ko DraE-GRA1 jest w stanie

polimeryzowa , tworz c struktury o wi kszej masie cz steczkowej. Wp yw na

poziom reakcji mo e mie  tak e dobór epitopów, które s  eksponowane na

powierzchni chimerycznych bia ek DraE.

Surowice myszy immunizowanych natywnymi fimbriami reaguj  ze

wszystkimi preparatami fimbrii, ale najsilniej w uk adzie homologicznym (czyli z

natywnymi fimbriami).

6.11.3. Immunizacja myszy i zara enie T. gondii szczepem DX
 Wyniki pierwszego eksperymentu na zwierz tach pokaza y, e frakcje

fimbrialne podawane zwierz tom powinny by  lepiej oczyszczone. Otrzymane

frakcje fimbrialne bez str cania siarcznem amonu o czysto ci ok. 50% okaza y

si  zbyt toksyczne dla zwierz t (liczne padni cia myszy w czasie

eksperymentu). Dlatego do drugiego eksperymentu zosta y przygotowane

preparaty o wi kszej czysto ci (70%- 80%). U yto 42 myszy szczepu C3H/HeJ

(bardziej odpornego na endotoksyny), podzielonych na 5 grup, którym

podawano:

• grupa 1 - PBS (grupa kontrolna) (8 osobników);

• grupa 2 - poliwalentny antygen natywny TLA szczepu BK T. gondii

(TLAvBK) z adiuwantem (grupa kontrolna) (8 osobników);

• grupa 3 - natywne fimbrie z adiuwantem (8 osobników);



126

• grupa 4 - chimeryczne fimbrie DraE-SAG1, DraE-MAG1oraz DraE-

GRA1 z adiuwantem (9 osobników);

• grupa 5 - bia ka rekombinantow SAG1, MAG1 oraz GRA1 z adiuwantem

(9 osobników).

Podobnie jak w pierwszym eksperymencie myszy otrzyma y 3 dawki

preparatów w odst pach 2 tygodni przy zastosowaniu takiej samej procedury

szczepie . Nast pnie po up ywie 4 tygodni myszom zosta a pobrana krew, a

nast pnie po 2 dniach zosta y zara one dootrzewnowo paso ytem T. gondii

szczepu DX (szczep cystotwórczy). Pierwszy eksperyment wykaza , e

odpowied  z adiuwantem ma taki sam profil jak w przypadku szczepie  bez

adiuwantu, ale jest zdecydowanie silniejsza. Dlatego w drugim eksperymencie

immunizowano zwierz ta tylko preparatami z adiuwantem.

Niestety równie  w tym wypadku preparat okaza  si  zbyt toksyczny

chocia  nie by o konieczno ci zmniejszania dawki. Jedynie myszy z grupy 5

prze y po wszystkich dawkach szczepie  i zara eniu paso ytem. W

przypadku myszy z grupy 3 jeden osobnik pad  po drugiej dawce szczepionki

oraz 3 po trzeciej dawce szczepionki. Troch  bardziej odporne by y myszy z

grupy 4, dwie pad y po trzeciej dawce szczepionki i nast pne dwie po zara eniu

paso ytem. Równie  pad a jedna mysz z grupy 2 i cztery myszy z grupy 1.

Jednak e w przypadku tych dwóch grup by y to padni cia przypadkowe

zwi zane ze z  reakcj  na eter stosowany przy pobieraniu krwi.

Celem tego eksperymentu by o stwierdzenie czy szczepionka oparta na

chimerycznych fimbriach jest w stanie ochroni  mysz przed zara eniem

cystotwórczym szczepem paso yta. Dlatego po wszystkich szczepieniach

myszy by y zara ane paso ytem, a nast pnie zabijane i sprawdzano ilo  cyst

utworzonych przez paso yta w mózgu myszy (Tab. 5).
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Tabela 5. Ilo  cyst wytworzonych przez T. gondii w mózgach immunizowanych
myszy.

Ilo  cyst wykryta w mózgach poszczególnych myszyNr
grupy

Immunizacja
preparatem

1 2 3 4 5 6 7 8 9 rednia

1 PBS/FA 242 524 201 169 - - - - 284

2 TLA/FA 6 12 7 13 8 17 11 - 11

3 DraE-SAG1+DraE-
GRA1+DraE-MAG1/FA 267 179 67 136 - - - - - 162

4 DraE/FA 119 220 236 184 364 - - - 225

5 SAG1+GRA1+MAG1
/FA 46 37 7 19 13 60 59 23 6 30

Podsumowanie drugiego eksperymentu

 Podobnie jak w pierwszym eksperymencie tak i w drugim myszy

odpowiadaj  bardzo silnie na immunizacj  zarówno fimbriami jak i

poliwalentnym antygenem natywnym (TLAvBK). U wszystkich zwierz t (oprócz

grupy 1) stwierdzono du o wy sze miano przeciwcia  ni  w pierwszym

eksperymencie. Spowodowane to by o tym, e immunizowane myszy szczepu

C3H/HeJ by y du o bardziej odporne na zawarty w preparatach LPS od myszy

BALB/c, a tym samym mog y by  immunizowane wi ksz  dawk  szczepionki.

Ponadto, preparat chimerycznych fimbrii, którym szczepiono myszy by  du o

czystszy w porównaniu do preparatu u ytego w pierwszym eksperymencie.

Profil powsta ych przeciwcia  by  identyczny jak w pierwszym eksperymencie.

Surowice od myszy immunizowanych TLAvBK w te cie ELISA reaguj  z TLA

immobilizowanym na p ytce, ale równie  z antygenami rekombinantowymi

GRA1, MAG1 i SAG1. Natomiast myszy immunizowane fimbriami z epitopami

podobnie jak w przypadku pierwszego eksperymentu rozpoznaj  odpowiednie

antygeny rekombinantowe, ale bardzo s abo reaguj  z TLAvBK. Okaza o si , e

preparaty do immunizacji, mimo wi kszej czysto ci zawiera y nadal

endotoksyny wywo uj ce niekorzystne efekty uboczne. Wszystkie myszy po

trzeciej immunizacji zarówno preparatem natywnych fimbrii, jak równie

chimerycznych fimbrii, wygl da y na bardzo os abione, a cz  z nich zara ana
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paso ytem T. gondii szczepem cystotwórczym DX, który nie jest zjadliwy,

pad a. Z tych powodów ma o prawdopodobne jest wykorzystanie preparatów

chimerycznych fimbrii jako szczepionki. Otrzymanie preparatu czystszego i

pozbawionego endotoksyn jest bardzo czaso- i pracoch onne co niweluje jedn

z zalet potencjalnych szczepionek opartych na chimerycznych fimbriach jak

jest, atwo  otrzymania. Trzeba równie  zaznaczy , e drugi eksperyment

wykonywany by  na myszach szczepu C3H/HeJ, które s  bardziej odporne na

endotoksyny, natomiast docelowy eksperyment mia  by  wykonywany na

myszach szczepu C57BL/6, bardzo wra liwego na endotoksyny.

 Porównuj  ilo  cyst wytworzonych przez paso yta w mózgach

immunizowanych myszy mo na stwierdz , e w przypadku grupy kontrolnej

ilo  ta waha a si  od 169 do 524 ( rednio 284). W przypadku myszy, którym

podano preparat natywnych fimbrii rednia ilo  cyst zmniejszy a si  do 225

Natomiast w przypadku myszy immunizowanych chimerycznymi fimbriami ilo

ta zmniejszy a si  do 162. Wyniki te jednak s  zdecydowanie niezadowalaj ce.

Z jednej strony obserwujemy spadek ilo ci cyst, ale jest on generalnie niski, nie

jest statystycznie znacz cy. Wyst puje zbyt du a rozbie no  otrzymanych

wyników (od 67 do 267), aby mo na mówi  o znacz cych w ciwo ciach

protekcyjnych chimerycznych fimbrii. Zdecydowanie lepsze wyniki otrzymano w

przypadku myszy z grup 2 oraz 5, które immunizowano odpowiednio

preparatem TLA oraz mieszank  antygenów rekombinantowych. W tych

przypadkach otrzymali my powtarzalne wyniki i rednie warto ci 11 cyst w

przypadku myszy immunizowanych TLA oraz 30 cyst w przypadku myszy

immunizowanych mieszank  antygenów rekombinantowych. Tak wi c

szczepionka oparta nie na chimerycznych fimbriach, ale na rekombinantowych

bia kach antygenowych okaza a si  du o bardziej skuteczna. Jednak e trzeba

zwróci  uwag , e wszytkie preparaty podawane by y razem z adiuwantem

Freunda co w znacznym stopniu poprawi o ich w ciwo ci immunoprotekcyjne.

6.12. Próba uzyskania preparatów fimbrialnych DraE-epitop o wysokim
stopniu polimeryzacji

Wyboru sekwencji VAKTRGQLTDA wyst puj cej w bia ku DraE, któr

zast powano sekwencj  epitopow  pochodz  z antygenów T. gondii

dokonano na podstawie danych literaturowych oraz komputerowej analizy

sekwencji bia ka. W trakcie wykonywanych bada  zosta a opublikowana
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struktura krystaliczna adhezyny DraE [Andreson i wsp., 2004]. Dzi ki temu

mo liwe by o bardziej racjonalne wybranie miejsca wprowadzenia epitopu.

Okaza o si , e trzy pierwsze reszty aminokwasowe z wymienianej sekwencji

domeny 2 nale  do jednej z  harmonijek bia ka DraE. Taka lokalizacja insercji

mog a by  przyczyn  niskiego stopnia polimeryzacji chimerycznych fimbrii

DraE-epitop. W celu ewentualnego poprawienia stopnia polimeryzacji badanych

chimerycznych fimbrii postanowiono skonstruowa  dwa nowe szczepy

rekombinantowe E. coli produkuj ce bia ka DraE z przesuni  wymienian

sekwencj  (Rys. 54).

Rys. 54. Porównanie miejsca wstawienia sekwencji epitopowej w bia ku DraE. Kolorem
zielonym zaznaczono wymienian  sekwencj  w bia kach: A) DraE-epitop, B) DraE-epitop-nowe.

Ca  procedur  klonowania przeprowadzno w analogiczny sposób jak

opisano to wcze niej. Fragmenty DNA koduj ce N- i C-ko cow  cz  bia ka

adhezyny DraE uzyskano metod  PCR [Metody 5.2]. Do reakcji amplifikacji

yto DNA plazmidu rekombinantowego pBJN406. Startery wykorzystane do

reakcji PCR [Materia y 4.9] umo liwi y wprowadzenie nast puj cych sekwencji

epitopowych: sekwencja pochodz ca z bia ka antygenowego SAG1

KSFKDILPKLTGS oraz sekwencja DTMKSMQRDEDGS pochodz ca z

antygenu GRA1 T. gondii. Sekwencje epitopowe by y odpowiednio o 4 i 3 reszty

aminokwasowe krótsze w porównaniu do wcze niejszych konstruktów tak, aby

A B
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chimeryczne bia ko DraE-epitop-nowy mia o identyczn  ilo  reszt

aminokwasowych jak bia ko DraE dzikiego typu. Sekwencje te wprowadzono

zamiast fragmentu koduj cego 13 reszt aminokwasowych (TRGQLTDAAPIGP)

N-ko cowej powierzchniowo eksponowanej domeny 2 bia ka adhezyny DraE –

przesuni cie o trzy reszty aminokwasowe. W przedstawionych sekwencjach

epitopowych kolorem niebieskim zaznaczono reszty aminokwasowe

pochodz ce od wprowadzonego miejsca rozpoznania dla restryktazy BamHI

(GS).

W wyniku reakcji amplifikacji otrzymano fragmenty DNA koduj ce N-

ko cow  cz  bia ka DraE o wielko ci 210 pz (Rys. 55). Do produktu PCR na

ko cu 5’ wprowadzone zosta o miejsce rozpoznania dla restryktaz KpnI i NdeI,

a na ko cu 3’ sekwencja koduj ca determinant  antygenow  bia ka SAG1 lub

GRA1 T. gondii oraz miejsce rozpoznania dla restryktazy BamHI.

A                          KpnI          NdeI
1 cggcgcggta cccatatgaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgaccg tggctaagaa atcgttcaaa gatattttgc caaaattatc
                                                                                      sekwencja koduj ca epitop bia ka SAG1
201 tggatcctat

BamHI

B
                              KpnI          NdeI

1 cggcgcggta cccatatgaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgaccg tggctaagga tactatgaaa agcatgcaga gggacgagga
                                                                                       sekwencja koduj ca epitop bia ka GRA1
201 cggatccata

BamHI

Rys. 55. Sekwencje nukleotydowe produktów PCR otrzymanych w wyniku reakcji amplifikacji
fragmentu genu draE koduj cego N-ko cow  cz  adhezyny DraE z wprowadzonymi
sekwencjami koduj cymi epitop: A) SAG1, B) GRA1. Podkre lono sekwencje pochodz ce ze
starterów, a w nich kolorem zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne do matrycy;
kolor czerwony i niebieski wskazuj  miejsca rozpoznania dla odpowiednich enzymów
restrykcyjnych; pogrubiono sekwencj  koduj  odpowiednie epitopy.

Otrzymano równie  fragment DNA koduj cy C-ko cow  cz  bia ka

DraE o wielko ci 318 pz. W wyniku reakcji amplifikacji do produktu PCR na

ko cu 5’ zosta a wprowadzona sekwencja zawieraj ca miejsce rozpoznania dla
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restryktazy BamHI, a na ko cu 3’ miejsce rozpoznania dla restryktaz EcoRI i

HindIII (Rys. 56).
                     BamHI

1 agcggatccg tcaccgtgca agcgctggga tgcgacgccc gccaggtcgc
51 gttgaaggca gacaccgata acttcgaaca gggcaagttc ttcctgatca
101 gcgacaacaa tagggataag ctctatgtca atatacggcc tacggataac
151 tccgcctgga cgaccgacaa tggtgtcttc tacaaaaacg atgtcgggag
201 ctggggtgga attatcggga tctacgtaga tgggcaacaa acgaacacac
251 cgcccggcaa ctacacactg accctgaccg ggggttactg ggcaaaatga
301 gaattcaagc ttcctcgc
            EcoRI        HindIII

Rys. 56. Sekwencja nukleotydowa produktu PCR otrzymanego w wyniku reakcji amplifikacji
fragmentu genu draE koduj cego C-ko cow  cz  bia ka DraE. Podkre lono sekwencje
pochodz ce ze starterów, a w nich kolorem zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne
do matrycy; kolor czerwony i niebieski wskazuj  miejsca rozpoznania dla odpowiednich
enzymów restrykcyjnych.

6.12.1. Konstrukcja DNA plazmidu rekombinantowego pDraE-GRA1N
oraz pDraE-SAG1N

W wyniku przeprowadzonych analogicznych do wcze niej opisywanych

do wiadcze  skonstruowano dwa ekspresyjne plazmidy rekombinantowe

pDraE-epitopN (pDraE-SAG1N oraz pDraE-GRA1N, o wielko ciach 5755 pz),

zawieraj ce sekwencj  genu koduj cego bia ko DraE z wprowadzon

sekwencj  koduj  odpowiedni epitop SAG1 lub GRA1, znajduj cego si  pod

kontrol  fagowego promotora T7 (Rys. 57 i 58).
                                                                                                promotor T7 
GGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA

           lac operator rbs NdeI
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE 
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCGCGGCCAGCATGGTGTTCGCCGTGAGCTCCGCGCA
 M  K  K  L  A  I  M  A  A  A  S  M  V  F  A  V  S  S  A  H

TGCTGGGTTCACCCCGAGTGGCACCACCGGCACCACCAAACTCACAGTTACCGAAGAGT
  A  G  F  T  P  S  G  T  T  G  T  T  K  L  T  V  T  E  E

                             2-DraE-SAG-nowy sekwencja epitopowa antygenu SAG1
GCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACCGTGGCTAAGGAAATCGTTCAAAGATATTTTGC
 C  Q  V  R  V  G  D  L  T  V  A  K  K  S  F  K  D I  L

                                3-DraE-nowy 
CAAAATTATCTGGATCCGTCACCGTGCAAGCGCTGGGATGCGACGCCCGCCAGGTCGCG
P  K  L  S  G  S V  T  V  Q  A  L  G  C  D  A  R  Q  V  A  L

AAGGCAGACACCGATAACTTCGAACAGGGCAAGTTCTTCCTGATCAGCGACAACAATAGG
 K  A  D  T  D  N  F  E  Q  G  K  F  F  L  I  S  D  N  N  R
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GATAAGCTCTATGTCAATATACGGCCTACGGATAACTCCGCCTGGACGACCGACAATGGT
 D  K  L  Y  V  N  I  R  P  T  D  N  S  A  W  T  T  D  N  G

GTCTTCTACAAAAACGATGTCGGGAGCTGGGGTGGAATTATCGGGATCTACGTAGATGGG
 V  F  Y  K  N  D  V  G  S  W  G  G  I  I  G  I  Y  V  D  G

 4-DraE
CAACAAACGAACACACCGCCCGGCAACTACACACTGACCCTGACCGGGGGTTACTGGGCA
 Q  Q  T  N  T  P  P  G  N  Y  T  L  T  L  T  G  G  Y  W  A

      stop EcoRI
AAATGAGAATTCGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCT

AACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAGTAACTAGCATAA

Terminator T7
CCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Rys. 57. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa fragmentu plazmidu ekspresyjnego pDraE-
SAG1N w rejonie insercji genu koduj cego bia ko adhezyny DraE z sekwencj  epitopow  bia ka
SAG1. Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonegoepitopu
antygenu SAG1.

 promotor T7 
GGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGA

           lac operator rbs NdeI
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGCCGCGGCCAGCATGGTGTTCGCCGTGAGCTCCGCGCA
 M  K  K  L  A  I  M  A  A  A  S  M  V  F  A  V  S  S  A  H

TGCTGGGTTCACCCCGAGTGGCACCACCGGCACCACCAAACTCACAGTTACCGAAGAGT
  A  G  F  T  P  S  G  T  T  G  T  T  K  L  T  V  T  E  E

                                 2-DraE-SAG-nowy sekwencja epitopowa antygenu GRA1
GCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACCGTGGCTAAGGATACTATGAAAAGCATGCAGAGG
C  Q  V  R  V  G  D  L  T  V  A  K  D  T  M  K  S  M  Q  R

                                    3-DraE-nowy 
GACGAGGACGGATCCGTCACCGTGCAAGCGCTGGGATGCGACGCCCGCC............
 D  E  D  G  S V  T  V  Q  A  L  G  C  D  A  R

4-DraE stop
CGAACACACCGCCCGGCAACTACACACTGACCCTGACCGGGGGTTACTGGGCAAAATGA
T  N  T  P  P  G  N  Y  T  L  T  L  T  G  G  Y  W  A  K

     EcoRI                                                                Terminator T7
GAATTCG...CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Rys. 58. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa fragmentu plazmidu ekspresyjnego pDraE-
GRA1N w rejonie insercji genu, koduj cego bia ko adhezyny DraE z sekwencj  epitopow
bia ka GRA1. Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego
epitopu antygenu GRA1.
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Skonstruowane plazmidy rekombinantowe pDraE-epitopN umo liwiaj

uzyskanie dwóch bia ek chimerycznych DraE-SAG1-nowy oraz DraE-GRA1-

nowy. Bia ka te zbudowane s  ze 160 reszt aminokwasowych, a punkty

izoelektryczne wynosz  odpowiednio 8,51 oraz 5,30  (Rys. 59).

1 MKKLAIMAAA SMVFAVSSAH AGFTPSGTTG TTKLTVTEEC QVRVGDLTVA
51 KKSFKDILPK LSGSVTVQAL GCDARQVALK ADTDNFEQGK FFLISDNNRD

101 KLYVNIRPTD NSAWTTDNGV FYKNDVGSWG GIIGIYVDGQ QTNTPPGNYT
151 LTLTGGYWAK

  1 MKKLAIMAAA SMVFAVSSAH AGFTPSGTTG TTKLTVTEEC QVRVGDLTVA
51 KDTMKSMQRD EDGSVTVQAL GCDARQVALK ADTDNFEQGK FFLISDNNRD
101 KLYVNIRPTD NSAWTTDNGV FYKNDVGSWG GIIGIYVDGQ QTNTPPGNYT
151 LTLTGGYWAK

Rys. 59. Sekwencja aminokwasowa bia ka DraE z wprowadzon  sekwencj  epitopow
antygenów T. gondii:  A) SAG1, B) GRA1. Podkre lono sekwencj  sygnaln , kolorem
niebieskim oznaczono pierwszy aminokwas w dojrza ych bia kach, zielonym wprowadzon
sekwencj  epitopow .

Porównanie sekwencji aminokwasowej otrzymanych chimerycznych

bia ek DraE-SAG1-nowy oraz DraE-GRA1-nowy z sekwencjami

aminokwasowymi otrzymanych wcze niej bia ek DraE-SAG1 oraz DraE-GRA1

przedstawiono na rysunku 60.

Rys. 60. Porównanie sekwencji aminokwasowej fragmentów bia ek: A) DraE, DraE-SAG1 i
DraE-GRA1, B) DraE, DraE-SAG1-nowy i DraE-GRA1-nowy. Kolorem zielonym zaznaczono
wymienian  sekwencj  w pierwszych konstruktach, czerwonym wymienian  sekwencj
przesuni  o trzy reszty aminokwasowe w kolejnych konstruktach, niebieskim kolorem
podkre lono wprowadzan  krótsz  sekwencj  epitopow  do bia ek  DraE-SAG1-nowy oraz
DraE-GRA1-nowy.

A

B
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6.12.2. Ekspresja genu koduj cego chimeryczne fimbrie typu DraE-
epitop-nowy

Ekspresj  genów koduj cych nowe chimeryczne fimbrie (DraE-SAG1-

nowy, DraE-GRA1-nowy) przeprowadzono w sposób analogiczny jak dla

uprzednio opisanych fimbrii DraE-epitop [Materia y 4.2; Metody 5.10 i 5.11].

Uzyskane lizaty komórek bakteryjnych rekombinantowych szczepów E.

coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitopN poddano analizie w 15% elu

poliakrylamidowym w warunkach denaturuj cych (Rys. 61) [Metody 5.7.2].

Rys. 61. Rozdzia  elektroforetyczny bia ek zawartych we frakcjach ca kowitych lizatów komórek
E. coli BL21(DE3) w 15% elu polikarylamidowym
1 - 10µl lizatu komórek E.coli BL21(DE3)pCC90
2 - 10µl lizatu komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-SAG1N
3 - 10µl lizatu komórek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-GRA1N

Na podstawie przeprowadzonej elektroforezy bia ek ca kowitych lizatów

komórek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitopN, w warunkach

denaturuj cych stwierdzono wysoki poziom produkcji fimbrialnych, nowych

bia ek DraE-SAG1N oraz DraE-GRA1N.

6.12.3. Badanie zdolno ci tworzenia struktur polimerycznych przez bia ka
DraE-epitop-nowe z wykorzystaniem metody Western blotting
W celu oszacowania zdolno ci polimeryzacyjnych bia ek DraE-SAG1-

nowy oraz DraE-GRA1-nowy, przeprowadzono elektroforez  próbek

ca kowitych lizatów komórek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitopN

w warunkach denaturujacych w 15% elu poliakrylamidowym, bez wst pnej

denaturacji [Metody 5.7.2]. Nast pnie wykonano elektrotransfer rozdzielonych

bia ek na b on  nitrocelulozow  [Metody 5.14.1].

DraE

1    2     3
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Rys. 62. Wynik testu Western blotting z wykorzystaniem przeciwcia  anty-Dr.
M  -  marker wielko ci (Fermentas):
1 - 15 µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop - (kontrola negatywna);
2 - 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-SAG1N pobranych 16h po

indukcji – próbka niedenaturowana termicznie;
3 - 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-GRA1N pobranych 16h po

indukcji – próbka niedenaturowana termicznie;
4 - 15µl lizatu komórek E. coli BL21(DE3)pCC90 – (kontrola pozytywna) – próbka

niedenaturowana termicznie;

 Podobnie jak we wcze niejszych eksperymentach wprowadzenie

sekwencji epitopowej pochodz cej z antygenów paso yta T. gondii do bia ka

DraE nie znios o reaktywno ci epitopów z przeciwcia ami anty-Dr. Jednak e,

bia ka DraE-SAG1-nowe i DraE-GRA1-nowe wykaza y brak tworzenia si

jakichkolwiek struktur multimetrycznych, co by o nieoczekiwane ze wzgl du na

przesuni cie sekwencji wymienianej, dok adnie w p tle domeny 2 bia ka DraE.

6.12.4. Badanie zdolno ci tworzenia struktur fimbrialnych przez bia ka
DraE-epitop-nowy z wykorzystaniem metody s czenia
molekularnego

W celu sprawdzenia zdolno ci chimerycznych bia ek DraE-epitop-nowy do

tworzenia struktur polimerycznych i porównania uzyskania wyników z wynikami

otrzymanymi w przypadku bia ek DraE-epitop, preparat bia kowy poddano

czeniu molekularnemu na kolumnie Superdex 75 (Amersham) sprz onej z

aparatem HPLC firmy Merck-Hitachi. Otrzymane wyniki przedstawiono na

poni szym wykresie (Rys. 63).

M   1   2    3   4
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Rys. 63. Na one trzy chromatogramy przedstawiaj ce zale no  absorbancji (280 nm) od
czasu retencji, uzyskane dla frakcji fimbrialnej bia ka DraE dzikiego typu (kolor zielony), dla
frakcji fimbrialnej chimerycznego bia ka DraE-GRA1 (kolor czerwony) oraz dla frakcji fimbrialnej
chimerycznego bia ka DraE-GRA1-nowy (kolor niebieski).

W przypadku nowo otrzymanych fimbrii typu DraE-GRA1-nowy czas elucji

wynosi  17,00 minut, jednak na przedstawionym chromatografie wyra nie

wida , e zdecydowanie wi cej bia ka eluowane jest w pó niejszym czasie. Na

podstawie tego do wiadczenia stwierdzono, e nowo otrzymane bia ko DraE-

GRA1-nowe ma zdecydowanie gorsze zdolno ci do polimeryzacji ni  bia ko

DraE-GRA1.

W przypadku bia ka DraE-SAG1N nie uda o si  otrzyma  frakcji fimbrialnej

wed ug standardowej metody oczyszczania fimbrii. Prawdopodobnie struktura

tego bia ka zosta a zak ócona w stopniu uniemo liwiaj cym jego transport na

powierzchni  komórki bakteryjnej.

W zwi zku z tym, e przesuni cie wymienienej sekwencji w bia ku DraE

dzikiego typu nie poprawi o, a wr cz pogorszy o zdolno ci polimeryzacyjne

chimerycznych bia ek DraE, zaprzestano dalszych do wiadcze  z

wykorzystaniem szczepów bakteryjnych produkuj cych chimeryczne bia ka

DraE-GRA1-nowy oraz DraE-SAG1-nowy.
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7. Podsumowanie i wnioski ko cowe
Przeprowadzone badania dotyczy y otrzymania chimerycznych fimbrii

typu Dr zawieraj cych epitopy bia ek antygenowych (SAG1, MAG1 i GRA1)

paso yta T. gondii, a nast pnie ocenienia ich przydatno ci jako szczepionki

przeciwko toksoplazmozie. W konstrukcji chimerycznych bia ek

podjednostkowych fimbrii najwa niejsze jest odpowiednie dobranie

wprowadzanej sekwencji epitopowej, która z jednej strony powinna silnie

stymulowa  uk ad odporno ciowy immunizowanego organizmu, a z drugiej nie

zak óca  zdolno ci bia ka DraE do polimeryzowania w d ugie fimbrie. W

przypadku otrzymanych w tej pracy konstruktów stwierdzono, i  wprowadzane

sekwencje epitopowe hamowa y proces biogenezy fimbrii. Prawdopodobnie

jedn  z przyczyn tego by a zmiana punktu izoelektrycznego otrzymanych bia ek

w porównaniu do bia ka DraE dzikiego typu. Epitopy antygenowe posiadaj

zdefiniowan  sekwencj  aminokwasow  i z tego powodu nie ma mo liwo ci

wprowadzania jakichkolwiek zmian w jej obr bie tej sekwencji. Na podstawie

uzyskanych wyników stwierdzono, e wytypowanie sekwencji epitopowej, która

nie zmienia aby charakteru fizyko-chemicznego i strukturalnego bia ka

podjednostkowego fimbrii, a tak e nie zak óca a procesu jego polimeryzacji jest

skomplikowane. Równie  racjonalne wybranie miejsca insercji sekwencji

epitopowej, na podstawie struktury krystalicznej bia ka DraE nie wp yn o na

popraw  zdolno ci polimeryzacyjnych chimerycznych bia ek DraE.

Jednak e, mimo znacznego zak ócenia procesu biogenzy fimbrii,

polegaj cego na obni eniu zdolno ci polimeryzacyjnych bia ek DraE-epitop, w

dalszym ci gu mo liwe by o oczyszczenie chimerycznych fimbrii w stosunkowo

du ych ilo ciach. Dzi ki temu, a tak e dzi ki zachowanej zdolno ci

chimerycznych bia ek do wi zania si  z receptorami DAF znajduj cymi si  na

powierzchni komórek HeLa, mo liwe by o wykorzystanie otrzymanych

preparatów do immunizacji myszy. W wyniku przeprowadzonych

eksperymentów okaza o si , e chimeryczne bia ka DraE-epitop bardzo silnie

stymuluj  uk ad odporno ciowy immunizowanych zwierz t. Jednak e po

przebadaniu surowic tych zwierz t stwierdzono bardzo wysokie miano

przeciwcia  skierowanych na bia ko DraE, natomiast niski poziom produkcji

przeciwcia  skierowanych na wprowadzone epitopy. Znacznie lepsze w asno ci
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immunizacyjne wykaza y zastosowane do szczepie  bia ka rekombinantowe

SAG1, MAG1 i GRA1 T. gondii. Ponadto, oczyszczone preparaty fimbrii by y

bardzo toksyczne dla zwierz t. W przypadku myszy szczepu BALB/c, którym

podano preparaty chimerycznych, b  natywnych fimbri z adiuwantem Freuda

widoczne by y wyra ne efekty uboczne (ogólne os abienie, wypadanie sier ci,

mier ) ju  po pierwszej dawce szczepionki. Dalsze badania na myszach z

wykorzystaniem szczepu C3H/HeJ wykaza y, e preparaty chimerycznych

fimbrii nie posiadaj  znacz cych w asno ci protekcyjnych u immunizowanych

zwierz t. Du o lepsze wyniki otrzymano dla rekombinantowych bia ek

podawanych razem z adiuwantem. Wyniki wykonanych eksperymentów

wyra nie wskazuj  na s abe zdolno ci chimerycznych bia ek podjednostkowych

DraE-epitop do polimeryzacji w struktur  fimbrii oraz s abe w ciwo ci

protekcyjne. Dyskwalifikuje to chimeryczne fimbrie jako potencjalne szczepionki

przeciwko zara eniom T. gondii. Poszukiwanie skutecznej szczepionki anty-T.

gondii powinno by  w przysz ci nakierowane na wykorzystanie odpowiednich

mieszanek antygenów rekominantowych paso yta lub szczepionki DNA.
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9. Opis stosowanych skrótów

AIDS zespó  nabytego niedoboru odporno ci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome)

ang. z angielskiego

ATP adenozynotrifosforan

BSA albumina osocza krwi bydl cej (ang. Bovine Serum Albumin)
Da Dalton

DAB 3,3’ diaminobenzydyna

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

EDTA sól sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

ELIFA test immunofiltracyjny (ang. Enzyme-Linked Immunofiltration Assay)

ELISA test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

FITC izotiocyjanian fluoresceiny (ang. Fluorescein isothiocyanate)

gr. z greckiego

HSP bia ko szoku termicznego (ang. Heat-Shock Protein)

IFN Interferon

Ig immunoglobulina

IL Interluekina

IPTG izopropylo-β-D-tiogalaktozyd
ISAGA test aglutynacji immunoabsorbcyjnej (ang. Immunosorbent Agglutination Assay)
M st enie molowe [mol/dm3]

MCS miejsce wielokrotnego klonowania (ang. Multyply Cloning Site)

MHC ówny uk ad zgodno ci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)

PCR cuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

pz par zasad

SDS sól sodowa siarczanu dodecylu

SDS-PAGE elektrofreza w elu poliakrylamidowym w warunkach denaturuj cych z u yciem
SDS (ang. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

RBS miejsce wi zania RNA (ang. RNA Binding Site)

RNA kwas rybonukleinowy

Tc limfocyt T cytotoksyczny

TCR receptor limfocytu T (ang. T Cell Receptor)

Th limfocyt T pomocniczy
TLA poliwalentny antygen natywny (ang. Toxoplasma Lysate Antigen)

TNF czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)

Tris tris[hydroksymetylo]aminometan

TRITC izocyjanian tetrametylorodaminy (ang. Tetramethylrhodamine isothiocyanate)

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolilo- -D-galaktopiranozyd
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