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1. Cel Pracy

Celem pracy byto otrzymanie preparatow chimerycznych fimbrii typu Dr-
epitop zbudowanych z podjednostek biatkowych adhezyny DraE z
wprowadzonymi sekwencjami epitopowymi pochodzacymi z biatek pasozyta
Toxoplasma gondii, produkowanych na powierzchni komorek bakteryjnych
Escherichia coli. Otrzymane preparaty chimerycznych fimbrii testowano na ich
przydatnos¢ jako szczepionki przeciwko zarazeniu T. gondii na liniach
komdrkowych oraz na zwierzetach.



2. Streszczenie

Toksoplazmoza  wywotywana przez pierwotniaka  pasozytniczego
Toxoplasma gondii jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych zarazen na
Swiecie. Inwazja ta wystepuje u wszystkich zwierzat statocieplnych i u 1/3
ludnosci Swiata. Stanowi ponadto bardzo powazny problem weterynaryjny,
poniewaz jest gtdwng przyczyng strat reprodukcyjnych w hodowli zwierzat
(gtdbwnie owiec). Najlepszg formg walki z tg inwazjg pasozytnicza bytyby
szczepienia ochronne, poniewaz leczenie zarazenia jest skomplikowane i
diugotrwate. Proby opracowania skutecznych szczepionek przeciwko T. gondii
dla ludzi i zwierzat byty jak dotychczas mato pomys$ine. Nie udato sie
opracowac szczepionki skutecznie chronigcej cztowieka przed zarazeniem T.
gondii. Natomiast jedyng szczepionkg stosowang w weterynarii jest preparat
zawierajgcy atenuowane tachyzoity pasozyta. Szczepionka ta jednak nie chroni
przed pionowg transmisjg choroby, ponadto jest kosztowana i powoduje efekty
uboczne, a ochrona zwierzat nie trwa dtuzej niz 3 lata. Wraz z rozwojem
inzynierii genetycznej i biologii molekularnej pojawita sie mozliwos¢ nowych
strategii w konstruowaniu ,idealnej” szczepionki, ktéra bedzie catkowicie
bezpieczna dla gospodarza, tania, tatwa w podawaniu oraz zdolna do indukcji
szerokiej odpowiedzi immunologicznej.

W oparciu o modelowy system konstrukcji chimerycznych fimbrii
Escherichia coli opracowany w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
otrzymano systemy ekspresji chimerycznych fimbrii typu DraE-epitop,
zbudowanych z podjednostek biatkowych adhezyny DraE z epitopami
pochodzacymi z antygendw SAG1, MAG1 oraz GRA1 T. gondii.

Fimbrie typu Dr produkowane sg przez uropatogenne szczepy Escherichia coli
odpowiedzialne za infekcje uktadu moczowego u ludzi. Biorgc pod uwage fakt,
ze sg to organella powierzchniowe oraz, ze ich liczba na powierzchni
pojedynczej komorki wynosi okoto 500, mozna przypuszczaé, ze bedg one
bardzo dobrymi immunogenami. Fimbria typu Dr jest homopolimerem
zbudowanym z biatka podjednostkowego DraE, ktére zawiera silnie
zakonserwowane sekwencje aminokwasowe na N- i C-koncu biatka. Miedzy
tymi zakonserwowanymi sekwencjami znajduje sie region, ktérego zamiana w

uktadzie modelowym nie powoduje zaburzenia w biogenezie fimbrii. W trakcie



prowadzonych badan produkcje chimerycznych biatek DraE-epitop
potwierdzono metodg Western blotting z uzyciem przeciwciat anty-DraE, a
obecnos¢ wprowadzonych sekwencji epitopowych z  wykorzystaniem
przeciwciat anty-epitop i metody ELISA. Analiza wiasciwosci chimerycznych
biatek DraE z wykorzystaniem mikroskopii immunofluorescencyjnej, saczenia
molekularnego, a takze badan na liniach komérkowych wykazata znacznie
nizsze zdolnosci polimeryzacyjne biatek DraE-epitop w poréwnaniu z biatkiem
DraE dzikiego typu. Wykazano jednak, ze chimeryczne biatka DraE-epitop nie
stracity naturalnej zdolnosci wigzania sie z receptorem komoérkowym DAF (ang.
decay-accelerating factor). Dzieki temu mozliwe byto ich wykorzystanie do
immunizacji zwierzat. Jednakze, uzyskane wyniki wykazaty stabe wtasciwosci
protekcyjne i duzg toksycznos¢ chimerycznych fimbrii typu Dr, co moze
wskazywac na ich nieprzydatno$¢ jako szczepionka przeciwko toksoplazmozie.
Znaczne lepsze wiasciwosci protekcyjne uzyskano dla preparatéw

rekombinantowych antygendéw T. gondii.



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 HelLa 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. Wstep

3.1. Taksonomia Toxoplasma gondii
Pierwotniaka Toxoplasma gondii wykryto w 1908 roku u afrykanskiego

gryzonia Ctenodactylus gondii. Jest to kosmopolityczny, wewnatrzkomérkowy
pasozyt, ktory rozwija sie w komorkach wielu gatunkow zwierzat statocieplnych
oraz cztowieka. Podziat systematyczny umieszcza go w typie Apicomplexa
(Rys. 1).

Nadkrélestwo: Eucaryota

Krélestwo: Protista=Protocista
Dziat: Protozoa (Pierwotniaki)
Typ: Apicomplexa
Gromada: Coccidea

Rzad: Eimerida
Rodzina: Eimeriidea
Rodzaj: Toxoplasma
Gatunek: gondi

Rys. 1. Taksonomia T. gondii.

3.2. Cykl rozwojowy pasozyta T. gondii
W cyklu zyciowym T. gondii wyrézniamy trzy zasadnicze formy rozwojowe:

wegetatywng, szybko namnazajacq sie zwang tachyzoitem (tachos gr. szybki),
cyste tkankowg zawierajgcg wewnatrz bradyzoity (bradys gr. powolny) oraz
forme przetrwalng pasozyta zwang oocystg (Rys. 2). Rozwoj T. gondii w
organizmie zywiciela moze przebiega¢ dwoma drogami: ptciowg i bezptciowa.
Rozwdj bezpitciowy pierwotniaka nazwany schizogonig, zachodzi w
komérkach wielu gatunkow zwierzat statocieplnych, w tym takze cztowieka. W
organizmie zywiciela posredniego w wyniku podziatu pasozyta powstaje kilka
osobnikbw zwanych schizontami lub merozoitami. Natomiast rozwoj ptciowy
obejmujgcy dwie fazy (gametogonie i sporogonie) moze zachodzi¢ tylko w
komérkach nabtonkowych btony $luzowej jelita cienkiego zwierzat nalezacych
do rodziny kotowatych, ktore sg zywicielami ostatecznymi T. gondii
Rezerwuarem pasozyta jest kot, ale takze cztowiek oraz pozostate ssaki (m.in.
szczury, myszy zajgce, swinie, kozy). Oocysty znajdujgce sie w odchodach kota
sg odporne na czynniki srodowiska i zdolne sg do przetrwania w ziemi w

niekorzystnych warunkach przez ponad rok [Krupa i Bartoszcze, 1990].
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Rys. 2. Trzy zasadnicze formy rozwojowe pasozyta T. gondii: A) bradyzoit [Caramello, 2001],
B) oocysta [Dubey i wsp., 1998], C) tachyzoit [Caramello, 2001].

Cykl rozwojowy T. gondii zaczyna sie od wydalonej przez kota z katem
oocyty (formy przetrwanej pasozyta), w ktérej znajdujg sie sporozoity. Po okoto
1 do 5 dni od momentu wydalenia do $rodowiska zewnetrznego, oocysta
przechodzi sporulacje tworzac dwie sporocysty. Sporocysty dzielg sie nastepnie
dalej na 4 sporozoity, ktére stanowig forme infekcyjng dla cztowieka i innych
organizmow bedacych zywicielami posrednimi. Kiedy oocysta dostanie sie do
organizmu zywiciela posredniego rozpada sie w dwunastnicy uwalniajac 8
sporozoitéw, ktére przechodzg przez sciane jelita do uktadu krwionosnego i
kraza po catym ustroju atakujgc rozne komorki. Wewnatrz komérki sporozoit
ulega przeksztatceniu do formy wegetatywnej — tachyzoitu, bedacej tzw.
postacig ,agresywng”’ pasozyta, zdolng do bezptciowego rozmnazania przez
podziat mitotyczny. Po namnozeniu tachyzoity uwalniajg sie rozrywajac btone
komérkowg i atakujg inne komérki powodujac tak zwang ostrg faze

toksoplazmozy. Nastepnie rozprzestrzeniajg sie do weztdw chtonnych i innych
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tkanek atakujgc takze komorki nerwowe w moézgu. W wyniku rozwoju
odpowiedzi immunologicznej, u zywiciela z prawidtowo funkcjonujgcym uktadem
odpornosciowym, tachyzoity ulegajg przemianie w bradyzoity, ktorych
pojawienie sie zwigzane jest z przejsciem wczesnej fazy choroby w przewlekis.
Bradyzoity rosng w cystach tkankowych, ktére najczesciej znajdujg sie w mézgu
(osrodkowym uktadzie nerwowym), oku i miesniach (gtébwnie szkieletowych i
miesniu serca). Mogg tam pozostawaé¢ do kohca zycia ssaka, albo ujawnié sie
w wypadku ostabienia uktadu odpornosciowego (np. immunosupresija,
radioterapia, AIDS). Zarazenie innego organizmu mozliwe jest nie tylko przez
sporozoity znajdujgce sie w oocystach, ale takze po spozyciu cyst
zawierajacych bradyzoity.

Zupetnie inaczej przebiega rozwéj T. gondii w organizmie kotowatych.
Kiedy oocysta lub cysta tkankowa dostanie sie do organizmu kota, sporozoity z
oocysty lub bradyzoity z cysty tkankowej atakujg komorki nabtonka jelita
cienkiego. Tworzg sie merozoity (czasami uznawane za czwartg forme
rozwojowg pasozyta), ktére sg wynikiem bezptciowego podziatu w kocich
enterocytach. Po kilkukrotnych podziatach cze$¢ merozoitéw przeksztatca sie w
gametocyty, a nastepnie w makro- i mikrogamety. Z nich po potaczeniu
powstajg zygoty — oocysty, ktore wydalone sg do swiatla jelita. Po okoto
miesigcu od momentu zarazenia koty zaczynajg wydala¢ miliony oocyst i cykl
sie zamyka (Rys. 3). Oocyty mogq pozostac zakazne przez ponad rok, a przy
odpowiedniej wilgotnosci i temperaturze mogq przetrwac¢ 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 oprécz typowych organelli takich jak jadro
komodrkowe, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego, mitochondrium,
rybosomy, posiada organelle charakterystyczne dla typu Apicomplexa,
nazywane kompleksem apikalnym, w ktérego sktad wchodzg roptrie,
mikronemy, apikalne i polarne pierscienie oraz konoid. Roptrie i mikronemy sg
unikalnymi organellami wydzielniczymi zawierajgcymi produkty niezbedne przy
adhezji pasozyta do komérek gospodarza, ich inwazji oraz przy tworzeniu
wakuoli pasozytniczej. Konoid jest matg strukturg w ksztatcie stozka, ztozong ze
spiralnych filamentéw, ktéra odgrywa role mechaniczng podczas wnikania
pasozyta do komorek gospodarza. Apikalne i polarne pierscienie sg czescig
cytoszkieletu. Dodatkowo, poza kompleksem apikalnym, T. gondii posiada
réwniez takie struktury jak apikoplast, bedacy organellg chloroplastopodobng
oraz rozproszone granule o duzej gestosci, ktére petnig funkcje sekrecyjng
(Rys. 4).
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Rys. 4. Budowa T. gondii [Black i Boothroyd, 2000].

Cytoszkielet T. gondii stanowi ztozony uktad mikrotubul i innych struktur
makromolekularnych nadajgcych komorce polarnosé (Rys. 5). Na koncu
komorki znajdujg sie dwa apikalne pierscienie (1 i 2 na Rys. 5). Konoid skfada
sie z czternastu elementow, skreconych odwrotnie do kierunku wskazowek
zegara, ktére powodujg, ze moze sie on obracaé, przechyla¢, rozciggac i
kurczy¢. Od pierscieni apikalnych poprzez konoid do wnetrza komorki biegng
dwie mikrotubule, stanowigce rusztowanie kierujgce roptrie i mikronemy w

strone konoidu, aby ich zawarto$¢ ulegta sekrecji z apikalnego konca komorki.

A B

mikrotubule apikalne_ ¢

pierscien apikalny 1

konoid pierscien apikalny 2

pierscien polarny 1

kompleks
't pierscieri polarny 2

wewnatrzblonowy AN

mikrotubule
podpelikalne

mikropor

plazmalemma ,a;.-’.

\\— mikrotubule podpelikalne

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

Ponizej konoidu znajdujg sie pierscienie polarne (1 i 2). Pierscien 1, otaczajacy
konoid, jest zakonczeniem kompleksu wewnatrzbtonowego. Pierscien 2 stanowi
centrum, z ktérego odchodzg mikrotubule podpelikalne, biegngce do dwoch
trzecich dtugosci komérki. W potowie komorki znajduje sie mikropor uwazany za
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gtbwne miejsce endocytozy. Pomimo, ze u T. gondii nie wystepujg
mikrofilamenty to w konoidzie, pierscieniach konoidalnych i mikrotubulach
podpelikalnych wykryto aktyne.

Tachyzoity T. gondii majg sierpowaty ksztatt, 6 um dtugosci i 2 ym
szerokoéci. Jeden biegun komorki jest zaokrgglony, a drugi (apikalny) ostro
wydtuzony. Badania z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego wskazujg na
zmiennoksztaitny charakter T. gondii (owalny, sierpowaty) w zaleznosci od
rodzaju szczepu pasozyta oraz narzadu zywiciela, w ktorym on bytuje.
Organizm pokryty jest trojwarstwowg pellikulg ztozong z plazmolemmy i dwoch
blisko siebie potozonych bton, tworzacych kompleks btony wewnetrznej. Jadro
komérkowe zazwyczaj potozone jest w centrum komorki, a pomiedzy nim i
koncem apikalnym komorki znajduje sie 8 do 10 maczugowatych roptrii. W
poblizu apikalnego konca znajdujg sie takze mikronemy. Chociaz tachyzoity
moga poruszac¢ sie poprzez Sslizganie, zginanie, falowanie i rotacje, nie

posiadajg zadnych widocznych organelli stuzgcych do poruszania (Rys. 6).

Rys. 6. A) tachyzoit, B) bradyzoit. Oznaczenia: C-konoid, R-roptrie, M-mikronemy, DG-granule
o duzej gestosci, N-jadro komdrkowe, AG-ziarna amylopektynowe. [Dubey i wsp., 1998].

Bradyzoity strukturalnie niewiele r6znig sie od tachyzoitéw (Rys. 6). Majg
ok. 7 ym dtugosci i 1,5 ym szerokosci, a ich jadro komorkowe znajduje sie
blisko dolnego bieguna komérki. Zawierajg duzg ilos¢ mikronem i posiadajg tzw.
ziarna amylopektynowe, ktére nie wystepujg u tachyzoitow. Ponadto, cechg
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charakterystyczng tej formy rozwojowej jest mniejsza zawartos¢ granul o duzej
gestosci. Komorka bardyzoitu jest wezsza i mniej wrazliwa na dziatanie
enzymow proteolitycznych niz tachyzoity. Mtode cysty tkankowe sg mate i
zawierajg tylko dwa bradyzoity, starsze mogg zawiera¢ ich setki. Cysty w
mozgu sg zwykle sferoidalne i rzadko majg $rednice wiekszg niz 70 pm,
podczas gdy cysty w miesniach sg wydtuzone i mogg mie¢ 100 pm dtugosci.
Sciana cysty tkankowej jest elastyczna i cienka (<0,5 pym).

Sporozoity majg dtugos¢ 6-8 um i 2 ym szerokosci. Sg podobne do
tachyzoitbw jednak posiadajg wiecej mikronem i roptrii oraz ziarna
amylopektynowe. Zawierajg one réwniez ciatka lipidowe, ktore sg rzadkie u
tachyzoitbw oraz nieobecne u bradyzoitow. Jadro umieszczone jest blizej
zaokraglonego konca komérki. Oocysty przed sporulacjg sg sferyczne, a ich
cytoplazma zawiera duze jadro komorkowe. Po sporulacji kazda oocysta
zawiera dwie elipsoidalne sporocysty (6 ym na 8 ym), a kazda sporocysta
cztery sporozoity. Sciana oocysty po sporulacji jest tréjwarstwowa [Dubey,
1998; Gross i wsp., 1996].

3.4. Biordéznorodnos$¢ pasozyta
Rodzaj Toxoplasma obejmuje jeden gatunek, a jego poszczegdblne

szczepy i izolaty zostaty podzielone na 3 wewnatrzgatunkowe typy (tzw. linie
klonalne: I, 1l i 1ll), ktére nie sg charakterystyczne dla okreslonego regionu
geograficznego lub zywiciela. Zasieg geograficzny i szerokie spektrum zywicieli
posrednich dajg potencjalne mozliwosci duzej zmiennosci genetycznej, jednak
odmiennos¢ w sekwencji DNA trzech typdw wynosi zaledwie 1% [Ajioka i wsp.,
2001]. Réznice fenotypowe poszczegoélnych szczepdw sg niewielkie i wynikajg
z matej liczby zmian genetycznych zachodzacych podczas mejozy. Genom
pasozyta jest stosunkowo stabilny i podlega niewielkim zmianom. Réwniez
bardzo niewielkie jest zr6znicowanie genetyczne poszczegoélnych szczepdw.
Linie (typy) klonalne, klasyfikowane sg w oparciu o analize réznych loci, z
zastosowaniem technik RFLP, ,nested” PCR, czy tez poprzez elektroforetyczne
poréwnanie izoenzymow. Réwniez bardzo wazny jest podzialu dokonany w
oparciu o zjadliwos¢ pasozyta wobec myszy (Tab. 1) [Boothroyd, 1993].
Pasozyty nalezgce do typu | po dootrzewnowym zarazeniu dawkg mniejszg lub

rowng 100 tachyzoitbw powodujg ostrg infekcje u myszy prowadzacg do
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Smierci. Charakterystyzujg sie zdolnoscig do przechodzenia fazy ptciowej w
cyklu zyciowym oraz bardzo rzadko tworzg cysty tkankowe. Do typu Il nalezg
natomiast pasozyty, ktore nie powodujg $Smierci u myszy nawet w wysokich
dawkach (10° - 10° tachyzoitéw), a takze rozprzestrzenianie sie tachyzoitéw jest
duzo mniej intensywne. Pasozyty typu Il nie powodujg zadnych objawow
chorobowych. Zdolne sg do wytwarzania cyst w mozgu, ktére swiadczg o
przewlektej formie zarazenia. Ten typ pasozyta jest najczesciej izolowany od
ludzi chorych na toksoplazmoze. Typ Il stanowig pasozyty ze zréznicowanym
genotypem [Darde, 2004; Dytnerska i wsp., 2004].

Tabela. 1. Wewnatrzgatunkowe zréznicowanie T. gondii.

Szczep
Typ pasozyta Charakterystyka
I BK - wysoko zjadliwe dla myszy
RH - rzadko izolowane (wyizolowane ze $miertelnych przypadkow
FOU wrodzonej i nabytej toksoplazmozy u ludzi)
niektére szczepy nie wytwarzaja oocyt, czestos¢ przemiany
tachyzoitbw w bradyzoity jest wyraznie zredukowana, bardzo
intensywne podziaty tachyzoitéw
I DX - stabo zjadliwe dla myszy
NTE - najczesciej izolowane, zaréwno u ludzi, jak i owiec czy $win
powodujg przewlekte zarazenia i formowanie cyst tkankowych
tatwo ulegajg przemianie tachyzoitéw w bradyzoity oraz zdolne sg do
tworzenia cyst tkankowych
0l C56 - szczepy O zroznicowanej zjadliwosci dla myszy (wiekszo$é
NED charakteryzuje sie wiekszg zjadliwoscig niz szczepy typu II)
rzadko izolowane u ludzi, czesciej wystepujg w organizmach dzikich
zwierzat

3.5. Inwazja T. gondii

T. gondii nie posiada typowych organelli lokomocyjnych (rzeski, wici), nie
ma rowniez zdolnosci przemieszczania sie na drodze pefzania. Niezbedng do
inwazji ruchliwos¢ pasozyt zawdziecza ruchowi obrotowo-slizgowemu
zaleznemu od gradientu pH, oraz aktywnosci aktyny, miozyny i mikrotubul.
Pierwszym etapem wnikania pasozyta do komodrki gospodarza jest jego
bezposrednie zwigzanie z powierzchnig atakowanej komorki. Btona lipidowa

zarowno T. gondii jak i komorki gospodarza w normalnych warunkach
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natadowana jest ujemnie. Do pokonania tego niekorzystnego oddziatywania
dwéch ujemnie natadowanych bton komorkowych niezbedne jest zwigzanie
receptora na powierzchni komérki gospodarza z ligandem pasozyta. Pasozyt
wykazuje zdolno$¢ do inwazji szerokiego spektrum komérek. W kulturach in
vitro T. gondii jest zdolny zainfekowa¢ prawie kazdg komodrke ssakéw, a takze
owaddw i ryb. To szerokie spektrum inwazji wymaga ekspresji przez pasozyta,
albo duzej ilosci ligandéw dla r6znych receptoréw, albo ekspresiji kilku ligandow,
ktére wigzg rézne receptory. Doktadna charakterystyka powierzchni pasozyta
wykazata wystepowanie bardzo duzej ilosci biatek zaliczanych do rodziny
antygenow SAG1 [Boothroyd i wsp. 1998]. Biatko to odgrywa niezwykle istotng
role w procesie adhezji. Jest ono rozpoznawane przez receptor glikoproteinowy
znajdujacy sie na powierzchni atakowanej komorki. Jednakze nie jest to jedyne
biatko, ktore umozliwia adhezje pasozyta. Mutanty SAG1(-) nadal infekujg
komorki, ale wedtug odmiennego mechanizmu, wykorzystujgc inne biatka,
miedzy innymi antygeny nalezace do rodziny SAG2. Adhezja jest wtedy mniej
wydajna, ale potem pasozyt potrzebuje mniej czasu na wnikniecie do wnetrza
atakowanej komorki [Lekutis i wsp., 2001]. Wykazano roéwniez, ze lamina
znajdujgca sie w btonie komorkowej pasozyta rozpoznawana jest przez
znajdujacy sie w komoérce gospodarza receptor - abl integryne [Bonhomme i
wsp., 1999; Carruthers i Sibley, 1999].

Ksztaft pasozyta ma bardzo polarng strukture, narzucong przez budowe
cytoszkieletu. T. gondii wigze sie z komoérka gospodarza swoim apikalnym
koncem. Whnikniecie tachyzoitu do wnetrza komorki gospodarza odbywa sie
dzieki charakterystycznemu spiralnemu ruchowi pasozyta. Jest to proces
gwattowny i aktywny, trwajacy zaledwie 15-30 sekund zachodzacy przy
catkowitej biernosci komorek makroorganizmu. Pasozyt dzieki obecnosci
konoidu i mikrotubul ma mozliwo$¢ ,wkrecenia sie” do atakowanej komorki.
Wykorzystywana jest do tego sita powstajgca dzieki uktadowi aktyny i miozyny
znajdujgcej sie na apikalnym koncu komorki pasozyta. Podczas wnikania
tachyzoitu do komorki nastepuje zmiana jego ksztattu. Staje sie on dtuzszy i
cienszy, co zwigzane jest ze zmiang organizacji mikrotubul w cytoszkielecie.

Podczas inwazji nastepuje wydzielanie szeregu biatek
charakterystycznych dla typu Apicomplexa. W pierwszym etapie inwazji

nastepuje wydzielanie biatek zawartych w mikronemach (MIC). Sygnatem do
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egzocytozy adhezyn (biatek MIC) jest wzrost wewnagtrzkomérkowego stezenia
jonéw Ca?" [Lovett i wsp., 2002]. Biatka mikronem nigdy nie funkcjonuja
pojednynczo, ale tworzg tzw. kompleksy adhezyjne. Szczegdlna rola w procesie
inwazji T. gondii do komorki zywiciela zostata przypisana dwom biatkom
mikronem: MIC2 i M2AP (MIC2-associated protein), ktérych domeny
cytoplazmatyczne wigza sie z aldolazg (enzymem glikolitycznym rozktadajgcym
fruktozo-1,6-bisfosforan), a ta z kolei stanowi pomost miedzy nimi i filamentami
aktynowymi. Przemieszczenie tego kompleksu w kierunku od bieguna
apikalnego do tylnego, przy udziale miozyny, zapoczatkowuje ,wsuwanie sie”
pasozyta do komorki gospodarza [Soldati i wsp., 2001]. Kolejne biatka
wydzielane przez pasozyta (antygeny roptrii) umozliwiajg rozpoczecie procesu
biogenezy wakuoli pasozytniczej. Zwiekszajg one lepkos¢ btony komdérkowej i
dzieki temu nastepuje wgtebianie sie btony atakowanej komorki oraz
wzmocnienie inwazji. Tachyzoit zostaje zamkniety w wakuoli pasozytniczej,
dzieki temu moze sie rozwija¢ i rosng¢ w wyspecjalizowanym srodowisku. W
petni wyksztatconej wakuoli stwierdzono obecnos¢ biatek granularnych o duzej
gestosci. Prawdopodobnie dzieki nim nastepuje modyfikacja wakuoli
pasozytniczej, w ktérej pasozyt moze dojrzewac i replikowac¢ sie (Rys. 7).
[Bonhomme i wsp., 1999; Carruthers i wsp., 1999; Ngb i wsp., 2000;
Dtugonska, 2005].

Przytaczenie Penetracja Internalizacja

granule duzej ruch obrotowy

gestosci w(.\
- o)

roptrie

mikronemy

komoérka gospodarza

Rys. 7. Schemat inwazji T. gondii. Oznaczenia: ER - retikulum endoplazmatyczne,
TVMN — wewnetrzna sie¢ bton (ang. tubulovesicular membranous network). [Diugonska, 2004].
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3.6. Charakterystyka antygenowa pasozyta
3.6.1. Definicja antygenu

Antygenami sg wszystkie substancje, ktore indukujg odpowiedz
immunologiczng. Moga nimi by¢ biatka, weglowodany, a takze lipidy.
Czagsteczka antygenu moze zawiera¢ wiele takich samych lub r6znych
determinant antygenowych, ktére w zainfekowanym organizmie mogg
doprowadzi¢ do syntezy przeciwciat lub powstania komérek efektorowych.
Najmniejsza jednostka (epitop), przeciwko ktdrej moze zosta¢ wytworzone
przeciwciato, sktada sie najczesciej z trzech do szesciu reszt aminokwasowych
W czgsteczce biatka, oraz okoto pieciu do szesciu reszt cukrowych w
czagsteczce weglowodanu. Wszystkie duze czgsteczki sg wielodeterminantowe.

3.6.2. Antygeny T. gondii
Do antygenéw T. gondii wystepujgcych we wszystkich formach

rozwojowych pasozyta zalicza sie antygeny ESA (ang. excreted/secreted
antigens), ktére sg lokalizowane w granulach o duzej gestosci (GRA) i
wydzielane do wakuoli pasozytnicze). Biatka GRA1-10 stanowig 90% puli
antygenow wykrywanych w surowicy w poczatkowym stadium zarazenia
pasozytem. Do antygenow wspélnych, zaréwno dla tachyzoitow jak i
bradyzoitow zaliczamy takze antygeny mikronem (MIC1-11) oraz roptrii (ROP1-
9). Umozliwiajg one adhezje oraz penetracje T. gondii do komorek zywiciela.

Do gtéwnych antygenéw T. gondii zalicza sie rowniez hydrolaze
nukleozylofosforanowg (NTP1-2). W cytoplazmie pasozyta wykryto obecnosc¢
dehydrogenazy mleczanowej w dwéch izoformach: forme LDH1 (o masie 33
kDa, pl=6.0) charakterystyczng dla postaci tachyzoitéw, oraz forme LDH2 (o
masie 35 kDa, pl=7,0) charakterystyczng dla bradyzoitow. Enzymy te mogg
stuzy¢ jako marker przemiany stadium rozwojowego tachyzoitu w bradyzoit
[Gross i wsp., 1996; Dtugonska i Dytnerska, 1999]. Ponadto, u T. gondii
wystepujg dwie glikozylowane izoformy enolaz, ENO1 wtasciwa dla bradzoitow
oraz ENO2 wystepujgca w tachyzoitach, ktore takze uznawane sg za markery

przemiany fazowej.

3.6.3. Antygeny charakterystyczne dla tachyzoitow
Antygeny powierzchniowe (ang. surface antygen), ktore

charakterystyczne sg dla tachyzoitow T. gondii, nalezg do tzw. podrodziny
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SAG1 i SAG2. Typowymi biatkami tej formy rozwojowej jest antygen SAG1
(P30), SAG2A (P22), a takze SAG5B oraz SAG5C. Cechg charakterystyczng
wszystkich antygendw SAG jest sposéb zakotwiczenia w bfonie zewnetrznej
pasozyta za pomocg reszt GPI (glikozylofosfatydyloinozytolu). Do tej grupy
antygenow zaliczono takze biatka, ktérych sekwencje sg homologiczne do
rodziny genéw SAG. Oznaczono je jako SRS 1-3 (ang. SAG related sequence).
Ostatnio zidentyfikowano kolejne biatka nalezace do tej grupy, m. in. antygeny
SRS 4-8. Antygeny powierzchniowe biorg udziat w adhezji T. gondii do komorek
gospodarza. Biatko SAG1 stanowi az 5% puli biatek tachyzoitéw i moze stuzyc
jako marker tej postaci pasozyta. Jest ono silnie immunogenne, indukuje
zarOwno odpowiedz komorkowa, jak i humoralng [Lekutis i wsp., 2001].

Biatka charakterystyczne dla tachyzoitdw bardzo czesto wystepujg
rébwniez u sporozoitow, jednakze czesto poziom ekspresji genéw kodujacych te
antygeny jest rézny. Ostatnie badania udowodnity wystepowanie réwniez
specyficznych antygenéw dla sporozoitow, np. biatko SporoSAG, nalezace do
superrodziny powierzchniowych biatek SAG [Radke i wsp. 2004].

3.6.4. Antygeny charakterystyczne dla bradyzoitéw
Dzieki wykorzystaniu przeciwciat mono- i poliklonalnych wykazano

obecnos¢ kilku antygenow, charakterystycznych wytgcznie dla formy
bradyzoitu. Antygenem bradyzoitbw nalezagcym do rodziny SAG jest biatko
SAG4A (18 kDa), BSR4 (p36) oraz SAG5A. Podobnie jak inne antygeny
powierzchniowe biatka te zakotwiczone sg w btonie zewnetrznej za pomoca
reszt GPI [Lekutis i wsp., 2001]. U bradyzoitéw wykryto rowniez antygen BAG
(ang. bradyzoite antigen), o masie 28-30 kDa, oznaczony jako BAG/hsp30 lub
BAG5. Antygen ten pojawia sie podczas przemiany tachyzoitu w bradyzoit i
podobnie jak antygen hsp70 stanowi marker tej postaci pasozyta. Po
zakonczeniu procesu réznicowania ekspresja biatka hsp70 znacznie spada.
Inny charakterystyczny dla bradyzoitu antygen to biatko macierzy cyst
tkankowych MAG1 (ang. matrix antigen) — o masie 65 kDa. W tabeli 2
przedstawiono gtéwne réznice w profilu antygenowym dwoch postaci pasozyta
[Gross i wsp., 1996; Dtugonska i Dytnerska, 1999].
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Tabela. 2. Antygeny bradzyzoitow i tachyzoitéw.

Antygeny Toxoplasma gondii
Antygeny Antygeny specyficzne Antygeny specyficzne
charakterystyczne dla obu tachyzoitéw bradyzoitéw
postaci pasozyta
MIC1-11 SAG1 SAG2c
ROP1-7 SAG2A SAG2D
GRAL1-10 SAG5B SAG4A
NTP1-2 SAG5C SAG5A
SAG3 SRS1-3 BSR4
LDH1 BAG/hsp30
ROP9 hsp70
ENO2 LDH2
p-ATpaza
ENO1
MAG1

3.6.5. Charakterystyka antygenu SAG1 pasozyta T. gondii
Biatko SAG1 (P30) jest gtbwnym powierzchniowym antygenem

tachyzoitéw T. gondii. Strukturalnie SAG1 spokrewniony jest z antygenem
SAG3, z ktorym wykazuje 24% identycznosci w sekwencji aminokwasowe;.
Ponadto, obydwa antygeny zawierajg 12 reszt cysteiny, a takze wiele krotkich
sekwencji aminokwasowych, ktore swiadczg o ich zblizonej strukturze [Manger i
wsp., 1998]. Gen kodujgcy to biatko zostat sklonowany, a wyprodukowany
antygen wykorzystany w diagnostyce [Kim i wsp., 1994; Harning i wsp., 1996].
Gen sagl wystepuje w jednej kopii i nie zawiera intronéw, a jego sekwencja jest
wysoce zakonserwowana ewolucyjnie. Obecnie poznano kilka nowych biatek
powierzchniowych, ktore zostaty zaliczone do rodziny biatek SAG1 (Rys. 8).

sAGzA— _— f
SAG2B

“~SAG5A
SRS4 / |\srse  sAGSBAC

/ ’|I35Fi4
SRSY /

= SRSS

Rys. 8. Drzewo filogenetyczne powierzchniowych biatek pasozyta T. gondii [Lekutis i wsp.,
2001].
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Biatko SAG1 razem z antygenem SAG2 jest niezmiernie wazne we
wczesnym stadium inwazji T. gondii (bierze udziat w adhezji pasozyta do
komoérek gospodarza) [Manger i wsp., 1998; Lekutis i wsp., 2001]. Antygen
SAG1 dzikiego typu zbudowany jest z 319 reszt aminokwasowych, posiada
sekwencje sygnalng oraz dwie domeny transmembranowe (Rys. 9). Stanowi
5% puli biatek tachyzoitéw i z tego powodu czesto stuzy jako marker tej postaci
pasozyta. Antygen ten wzbudza odpowiedz zaréwno limfocytéw T, jak i B.
Limfocyty T rozpoznajg gtdwnie sekwencje zawartg miedzy 238 a 256 resztg
aminokwasowg, natomiast limfocyty B — r6zne epitopy rozmieszczone w catej
czasteczce biatka [Beghetto i wsp., 2003]. U ludzi oraz zwierzat
eksperymentalnych SAG1 indukuje silng odpowiedz immunologiczng [Nielsen i
wsp., 1999]. Poniewaz antygen ten zakotwiczony jest w btonie poprzez reszte
GPI, jego oczyszczanie z tachyzoitow jest trudne, czasochtonne i kosztowne. Z
tego powodu zaczeto ktas¢ nacisk na produkcje rekombinantowej formy biatka
SAG1, ktore wykazuje zdolnos$¢ do indukciji odpowiedzi immunologicznej, dzieki
czemu moze by¢ wykorzystane w konstrukcji zestawdw diagnostycznych
[Biemans i wsp., 1998].

1 VFPKAVRRAVTAGVFAAPT L VSFL L CGVMASDPPLVANQVVTCPDKKSTA
51 AVI LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQ CPAGTTSSCTSKAVTL
101 SSLI PEAEDSWM GDSASLDTAG KLTVPI EKFPVTTQIFVWGCI KGDDA
151 QSCWTVTVQARASSVVNNVARCSYGADSTLGPVKLSAEGPTTMILVCEK
201 DGVKVPQDNNQYCSGI TLTGCNEKSFKDI LPKLTENPWOGNASSDKGATL
251 TI KKEAFPAESKSVI | GCTGGSPEKHHCT VKLEFAGAAGSAESAAGT ASH
301 VSI FAMWVI Gl GSI AACVA

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

3.6.6. Charakterystyka antygenu MAG1 pasozyta T. gondii

Antygen MAG1 (ang. matrix antigen), o masie czgsteczkowej 65 kDa,
uznawany byt poczatkowo za biatko produkowane wytacznie przez bradyzoity
T. gondii. Z tego wzgledu przez diugi czas sadzono, ze jest to stabilny marker
do rozpoznania tego stadium rozwojowego. Jednakze, ostatnie badania
udowodnity, ze ekspresja genu kodujgcego biatko MAG1 zachodzi réwniez w
tachyzoitach [Ferguson i Parmley, 2002; Holec i wsp 2007]. Analiza
immunocytochemiczna pozwolita ustali¢ lokalizacje tego biatka antygenowego
w komorkach myszy zarazonych pierwotniakiem. Okazato sie, ze antygen

MAG1 stanowi element budulcowy $ciany cyst tkankowych oraz jest
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sktadnikiem ich macierzy. Natomiast w tachyzoitach, znajdujacych sie wewnatrz
komérek zywiciela, MAGL1 zlokalizowany jest w wakuolach pasozytniczych. U
tej formy rozwojowej pasozyta ilos¢ tego antygenu jest relatywnie niska lecz
sam fakt wystepowania MAG1l w obu formach rozwojowych T. gondii
uniemozliwia jego wykorzystywanie jako markera przemiany fazowej [Ferguson
i Parmley, 2002; Ferguson, 2004].

W poréwnaniu do innych antygenow pasozyta biatko MAG1 jest stosunkowo
stabo poznane. Konstrukcja biblioteki genomowej pierwotniaka @z
wykorzystaniem faga | gtll Sfi-Not oraz mRNA uzyskanego z komérek cyst
tkankowych szczepu ME49 T. gondii umozliwita poznanie sekwencji genu
magl. Okazato sie, ze otwarta ramka odczytu kodujgca 452 reszty
aminokwasowe jest przerywana dwukrotnie sekwencjg intronowg [Parmley i
wsp., 1994]. Na N-koncu biatka MAG1 wystepuje sekwencja sygnalna
sktadajgca sie z 25 reszt aminokwasowych, ktéra odpowiada za transport
antygenu do wnetrza cyst tkankowych (Rys. 10). Antygen MAGL1 charakteryzuje
sie wystepowaniem duzej ilosci reszt kwasu glutaminowego, powodujacych
obnizenie fadunku biatka oraz posiadaniem licznych domen o konformacji a-
helis. Niestety nie wiadomo jak taka budowa zwigzana jest z funkcjg
strukturalng MAG1 w komorkach cyst tkankowych. Zauwazono pewne analogie
do biatek neurofilamentu bedacych sktadnikami cytoszkieletu komoérek ssakow,
ktore rowniez posiadajg wysoki tadunek wypadkowy, dtugie domeny a-helis
oraz wysoki stopien fosforylacji. Wskazuje to na mozliwy zwigzek takiej
konformacji z petnionymi w komorce funkcjami. Biatko MAG1 ma charakter
hydrofilowy, lecz w obrebie jego sekwencji wystepujg rowniez fragmenty
hydrofobowe: na N-koncu przy sekwencji sygnalnej oraz we fragmencie
obejmujgcym 154-189 reszt aminokwasowych, bogatym w reszty proliny (13
reszt Pro).

Biatko MAG1 ma silne wtasciwosci immunogenne. U ludzi jak i zwierzat
zainfekowanych pasozytem obserwuje sie wysokie miano przeciwciat anty-
MAG1 [Gamble i wsp., 2000; Di Cristina i wsp., 2004]. Biatko to ma réwniez
silne wiasciwosci immunoprotekcyjne, co wzbudza nadzieje na jego
wykorzystanie jako antygenu szczepionkowego [Parmley i wsp., 2002; Nielsen i
wsp., 2006].
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1 MDCGQCRROLHAAGVLGLFVTLATATVG SQRVPEL PEVEPFDEVGT GAR
51 RSGS| TALLPQDAVLYENSEDVAVPSDSASTPSYFHVESPSASVEAATGA
101 VGEVWPDCEEQEQGDTTL SDHDFHSGGTEQEGL EPTEVAHQHETEEQYGT
151 EGVPPPVLPPAPVWHPRFI AVPGPSVPVPFFSLPDI HPDQWYI LRVQGS
201 GDFDI SFEVGRAVKQLEAI KKAYREATGKL EADEL ESERGPAVSPRRRLV
251 DLI KDNQRRLRAALQKI KI QKKLEEI DDLL QL TRALKAVDARL RACQDVA
301 Pl EEALCHKTKAFGEMVSQKAKEI REKAASL SSL L GVDAVEKQL RRVEPE
351 HEDNTRVEARVEEL QKAL EKAASEAKQLVGTAAGEI EEGVKADTQAVQDS
401 SKDVLTKSQLALVEAFKAI QRALLEAKTKELVEPTSKEAEEARQ LAEQA
451 AA

Rys. 10. Sekwencja aminokwasowa biatka MAG1. Kolorem zielonym zaznaczono sekwencje
sygnalng, czerownym zaznaczono sekwencje epitopowa.

3.6.7. Charakterystyka antygenu GRA1 pasozyta T. gondii
Biatko GRA1 (P24) (ang. dence granule antigens), zbudowane ze 190

reszt aminokwasowych, nalezy do grupy antygenbw ESA (ang.
excreted/secreted antigens) (Rys. 11). Wiekszos¢ z tych antygendw jest
zmagazynowana w granulach o duzej gestosci i wydzielana do wakuoli
pasozytniczej badz cysty tkankowej. Antygeny ESA stanowig okoto 90% puli
antygenow wykrywanych w surowicy w poczatkowym stadium zarazania T.
gondii. Biatko GRAL jest gtbwnym antygenem wydzielniczym rozpoznawanym
w przypadku chronicznych inwazji, zaréwno u ludzi, jak i zwierzat [Cesbron-
Delauw i wsp., 1989]. Antygen ten wydzielany jest przez tachyzoity i bradyzoity
oraz odgrywa istotng role w stymulacji uktadu odpornosciowego gospodarza.
Silne wtasciwosci immunogenne i immunoprotekcyjne antygendéw ESA,
wykazane na wielu modelach doswiadczalnych, wzbudzajg nadzieje na ich
wykorzystanie jako antygenow szczepionkowych [Darcy i wsp. 1988; Duquesne
i wsp., 1990, 1991; Zenner i wsp., 1999].

1 MWRVSAI VGAAASVFVCL SAGAYAAEGEDNQSSAVSDRASL FALLSGGTG

51 G.d GESVDLEMMGNTYRVERPTGNPDLLKI Al KASDGSYSEVGNVNVEE

101 VI DTMKSMORDEDI FLRALNKGETVEEAI EDVAQAEGLNSEQTLQLEDAV
151 SAVASVWVQDENMKVI DDVQQLEKDKQQLKDDI GFLTGERE

Rys. 11. Sekwencja aminokwasowa biatka GRA1. Kolorem zielonym zaznaczono sekwencje
sygnalng, czerwonym zaznaczono determinante antygenowa.

3.7. Toksoplazmoza

Toksoplazmoza jest chorobg wywotywang przez pasozyta T. gondii.
Zarazenie rozpowszechnione jest na caltym $Swiecie wsrdd ludzi i zwierzat
(szczury, psy, koty, bydto, owce, kury, swinie). Czestos¢ zarazenia wsrod
populacji ludzkiej jest bardzo rézna i zalezy od klimatu, sposobu odzywiania

oraz warunkow sanitarno-epidemiologicznych i waha sie od 5% do 90%
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[Beazley i Egerman, 1998]. W nasze] szerokosci geograficznej czestosé
zarazenia pasozytem wynosi ok. 60% [Tenter i wsp., 2000].

Toksoplazmoze ogdlnie mozna podzielic na wczesng i przewlektg
(utajong). We wczesnej fazie choroby zmiany histopatologiczne mogg dotyczy¢
prawie wszystkich narzadéw i tkanek. W wielu narzadach moze wystepowac
martwica mikro- i makroskopowa. Dotyczy to takich narzgdéw jak: serce, ptuca,
caty przewdd pokarmowy, miesnie szkieletowe, miesien macicy, watroba i
Sledziona

Po wyleczeniu ostrej postaci toksoplazmozy nie wszystkie pierwotniaki
zostajg zniszczone. Czes¢ z nich wytwarza formy przetrwalne — cysty tkankowe
zawierajgce bradyzoity, ktore powstajg w wyniku rozwoju odpowiedzi
immunologiczne] pacjenta z  prawidtowo  funkcjonujgcym  uktadem
odpornosciowym. Cysty najczesciej umiejscowiajg sie w réznych miesniach
(takze oka). Nie wyrzadzajg w organizmie gospodarza zadnych szkéd, jednakze
nie mozna ich zniszczy¢ lekami. Pojawienie sie cyst tkankowych zwigzane jest

z przejsciem fazy wczesnej choroby w przewlekta.

3.7.1. Toksoplazmoza wrodzona
Toksoplazmoza wrodzona dotyczy ptodéw zarazonych przez tozysko,

podczas czynnej pierwotnej inwazji u matki. Toksoplazmoza wrodzona
wystepuje z czestoscig ok. 1 - 4 przypadkéw na 1000 urodzen. Ryzyko
zarazenia ptodu wzrasta z czasem trwania cigzy i zalezy od przepuszczalnosci
tozyska, zjadliwosci pasozyta oraz stanu uktadu odpornosciowego ptodu.

W | trymestrze cigzy dochodzi do zarazenia ptodu tylko w ok. 15%
przypadkéw. W nastepnym trymestrze ryzyko wzrasta do 45%, a w ostatnim
zarazeniu ulega ok. 70% ptodow. Trzeba jednak pamietac, ze skutki zarazenia
sg odwrotnie proporcjonalne do ryzyka zarazenia. Jezeli zarazenie ptodu
nastgpi w | trymestrze to zazwyczaj prowadzi to do poronienia, w wyniku zbyt
duzych zmian martwiczych w miesniach i ukfadzie nerwowym. Zarazenie w
pézniejszych trymestrach moze by¢ szybko przezwyciezone przez
nienarodzone dziecko, jednak choroba moze ujawni¢ sie pozniej (hawet w
wieku miodzienczym lub dojrzatym) jako zaburzenia psychiczno-ruchowe i/lub

zaburzenia wzroku.
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Poniewaz ryzyko zarazenia ptodu jest dosy¢ duze, a skutki powazne,
kazda kobieta ciezarna powinna przeprowadzi¢ badanie krwi na obecnosc¢
przeciwciat anty-T. gondii. Wynik stabo dodatni oznacza ze kobieta przebyta
chorobe dawno temu i nie powinna obawiaC sie zarazenia, poniewaz w jej
organizmie znajdujg sie przeciwciata anty-T. gondii, ktGre sg w stanie ochroni¢
ptéd w momencie ponownego kontaktu z pasozytem. W przypadku wyniku
silnie dodatniego niezbedne jest podjecie leczenia u lekarza. Natomiast wynik
negatywny oznacza, ze kobieta nie przebyfa jeszcze inwazji. Wynik ten kryje
duze ryzyko, gdyz zarazenie moze nastgpi¢ w kazdym momencie trwania cigzy.
Choroba moze przej$¢ bezobjawowo i zostaC¢ niewykryta, dlatego konieczne
jest powtorzenie badania krwi w széstym miesigcu cigzy, oraz na 6-7 tygodni
przed terminem porodu [Dymowska i Zielinska, 1976].

3.7.2. Toksoplazmoza nabyta
Zarazenie nabyte w duzej mierze ma charakter bezobjawowy lub skgpo-

objawowy. Objawy kliniczne obserwowane sg jedynie u 5-20% pacjentéw.
Przypominajg zarazenie grypowe, rzadko sg wiec wiasciwie rozpoznawane. Z
tego powodu w normalnych warunkach toksoplazmoza wtasciwie nie wymaga
leczenia. Komplikacje wystepujg bardzo rzadko. Réznorodnosé objawdw
chorobowych stwierdzanych w przebiegu toksoplazmozy nabytej jest powodem
tworzenia licznych podziatbw klinicznych. Najczesciej, biorac pod uwage
dominujgce objawy, rozréznia sie toksoplazmoze: weztowg, oczng, nerwowsg i

ptucna, a takze inne postacie narzadowe [Milewska-Bobula, 1992].

3.7.3. Drogi zarazenia
Zarazenie cztowieka moze nastgpic:

1. drogg pokarmowa, ktéra jest najczestszg przyczyng inwazji, w wyniku
kontaktu z pozywieniem, glebg oraz wodg zanieczyszczong oocystami
(cztowiek zaraza sie tylko dojrzatymi oocystami zawierajgcymi
sporozoity); w wyniku spozycia miesa surowego lub lekko
przysmazonego zawierajgcego cysty;
poprzez tozysko w wyniku przenikania tachyzoitow z matki do ptodu;

3. sporadycznie w wyniku przetoczenia krwi zawierajgcej tachyzoity
pierwotniaka, przeszczepu zarazonych narzaddéw, lub w czasie pracy

personelu laboratoryjnego z materiatem zakaznym.
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3.7.4. Toksoplazmoza u zwierzat
Toksoplazmoza to bardzo wazny problem weterynaryjny, poniewaz

stanowi jedng z gtdwnych przyczyn strat reprodukcyjnych w hodowli zwierzat. U
zwierzat zarazonych T. gondii wystepujg niespecyficzne objawy kliniczne takie
jak: utrata apetytu, wyciek sluzowy z nosa, a takze biegunka, wymioty,
bolesnos¢ powtok brzusznych. Niekiedy stwierdza sie podwyzszenie i
przyspieszenie tetna, nastroszenie wtosa, znaczny spadek masy ciafa i ogolne
ostabienie. Jednak najwieksze starty weterynaryjne powodowane przez T.
gondii wywotane sg przez wchtoniecia ptodu, poronienia i porody martwego
potomstwa, przede wszystkim u owiec, k6z oraz swih [Dubey i Beattie, 1998]. U
owiec poronienia wystepujg w kazdym wieku, jezeli zarazenie pasozytem ma
miejsce pierwszy raz podczas trwania cigzy. Takie owce pozostajg zarazone do
kohca zycia, jednakze nie dochodzi juz do kolejnych poronieh. Odpowiedz
immunologiczna owczego ptodu na pierwotniaka T. gondii rozwija sie po 70
dniach trwania cigzy. Zarazenia ptodu przed tym terminem powoduje jego
gwaitowng $mier¢ i poronienie, natomiast w pdozniejszym okresie zazwyczaj
powoduje porody martwych ptodéw lub stabych jagniat, ktére najczesciej majg
uszkodzenia centralnego ukfadu nerwowego [Esteban-Redondo i Innes, 1997].

3.7.5. Odpowiedz immunologiczna
Zarazenie T. gondii u oséb z prawidiowo funkcjonujagcym ukfadem

immunologicznym wywotuje kompleksowag odpowiedz opartg na mechanizmach
nieswoistych oraz swoistych. Przeciwciata powstajgce w nastepstwie inwazji
petnia mato znaczacg role w obronie organizmu, a zwigzane jest to z
wewnatrzkomérkowym sposobem bytowania pasozyta. Dziatanie przeciwciat
ogranicza sie jedynie do zewnatrzkomorkowych pasozytéw, a wiec okresu
krétkotrwatej parazytemii w organizmie gospodarza. Uwaza sie, ze odpowiedz
komérkowa z udziatem limfocytow T  (pomocniczych Th oraz
supresorowych/cytotoksycznych Ts/Tc) jest najistotniejszym mechanizmem
kontrolujgcym zarazenie.

Limfocyty pomocnicze Th zapewniajg pomoc limfocytom B poprzez
bezposrednie przekazywanie sygnatow podczas kontaktu miedzy tymi
komérkami lub przez wytworzone cytokiny niezbednej do wzrostu i

réznicowania limfocytéw B. Znane sg dwie subpopulacje limfocytow Th: Thl
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oraz  Th2, uczestniczace w regulacji odmiennych  odpowiedzi
immunologicznych, co z kolei zwigzane jest z profilem wydzielanych przez nie
cytokin. Limfocyty cytotoksyczne Tc biorg udziat w zabijaniu komdrek
zakazonych gtéwnie wirusami.

Kompleks receptorowy limfocytéw T sktada sie z receptora dla antygenu
(TCR, zbudowanego z tancuchoéw a i 3 lub y i ), ktéry potaczony jest z wieloma
innymi  polipeptydami  niezbednymi do  przekazywania sygnatow i
rozpoznawania. Najwazniejszym z nich jest czgsteczka CD3 ktora zbudowana
jest z kilku polipeptydéw. Niezwykle wazng czasteczkg wystepujgca na
powierzchni limfocytow T jest czagsteczka CD4, ktéra wigze sie z
niepolimorficznym regionem MHC klasy Il. Na limfocytach cytotoksycznych (Tc)
zamiast czasteczki CD4 wystepuje czasteczka CD8 ktéra rozpoznaje
niepolimorficzny region MHC klasy |

Zarazenie pierwotniakiem T. gondii bezposrednio aktywuje limfocyty Tap.
W likwidowaniu tachyzoitow uczestniczg limfocyty Tap, zaréwno z antygenem
réznicowania CD8 (Ts/Tc) dziatajgce bezposrednio cytotoksycznie, jak i CD4
(Th) [Suzuki i Remington, 1988; Gazinelli i wsp.,1992].

Mechanizmy swoistej odpornosci mediowanej przez limfocyty T mozna

opisac nastepujgco:

limfocyty CD8 mogq zabija¢ wolne, pozakomdérkowe tachyzoity T. gondii

(molekularne podstawy tego mechanizmu sg nieznane);

limfocyty CD4 i CD8 zabijajg komérki zarazone pasozytem, proces ten

podlega restrykcji MHC;

limfocyty CD4 i CD8, biorg udziat w ksztattowaniu odpornosci przeciw T.

gondii przez wytwarzanie cytokin [Diugonska, 2000].

Bardzo waznym czynnikiem ograniczajgcym rozprzestrzenianie sie pasozyta

w organizmie jest interferon gamma (IFN-y). Tachyzoity stymulujg makrofagi do
produkcji interleukiny - 12 (IL-12) i martwiczego czynnika nowotworu - a (TNF -
ang. tumor necrosis factor). Obecnosc tych cytokin stymuluje wydzielanie przez
komorki NK (ang. natural killer) IFN-y. Pod jego wptywem makrofagi wytwarzajg
reaktywne formy tlenu: H,O,, O,, czy *OH, wykazujace bezposrednie dziatanie
pasozytobodjcze [Murray i Cohn, 1979]. Rowniez IFN-y wspétdziatajac z TNF-a
umozliwia powstawanie NO°®, ktéry jest wolnym rodnikiem o aktywnosci

cytotoksycznej. Kolejng bardzo istotng rolg |IFN-y jest aktywacja
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enzymatycznego rozktadu tryptofanu, ktéry jest niezbedny do namnazania sie
T. gondii. Jednakze, niekontrolowane wytwarzanie IFN-y jest bardzo
niekorzystne dla organizmu (w niektérych przypadkach nawet $miertelne),
dlatego bardzo wazng funkcje petnig cytokiny regulatorowe. Limfocyty Th2
charakteryzujg sie wytwarzaniem IL-4, IL-5, IL-6 oraz IL-10, ktdre po pierwsze
dziatajg hamujgco na makrofagi blokujgc efekt dziatania IFNy, a po drugie,
hamujg ekspresje czasteczek MHC klasy Il oraz dziatajg hamujgco na
produkcje cytokin przez limfocyty Thl (m. in. IL-12). Tak wiec odpowiednia
relacja miedzy subpopulacjami limfocytbw Thl (promujgcymi odpowiedz
komoérkowg), a limfocytami Th2 (promujacymi odpowiedz humoralng) jest

niezwykle wazna i decyduje o rozwoju zarazenia.

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

toksoplazmozy w odniesieniu do ciezarnych z pierwotng toksoplazmoza, jak i w
odniesieniu do noworodkéw i dzieci z toksoplazmozg wrodzong. Od poczatku
lat 60-tych zaczeto wykorzystywacC spiramycyne (rowamycyne). Lek ten
wykazuje aktywnos$¢ przeciwpasozytnicza, a takze wykazano jego ochronne
dziatanie zabezpieczajgce przy wrodzonym zarazeniu. Zgodnie z rekomendacjg
WHO, u kobiet z toksoplazmozg nabytg podczas cigzy polecane jest
stosowanie spiramycyny do czasu uzyskania informacji odnosnie stanu ptodu.
Jezeli ptdéd nie jest zarazony, spiramycyna powinna by¢ podawana
nieprzerwanie do konca cigzy. Natomiast jezeli ptod Iub tozysko ulegtly
zarazeniu wtedy dodatkowo wykorzystuje sie pirymetanine oraz sulfadizyne.
Zamiast tych dwoéch lekow od lat 80-tych podawany jest kobietom Fansidar
(potaczenie pirymetaniny i dtugo dziatajgcego sulfonamidu). Toksoplazmoza
wrodzona u noworodkéw wymaga leczenia, bez wzgledu na to czy pojawity sie
objawy kliniczne czy nie. W zaleznosci od praktyki klinicznej leczenie to bywa
zroznicowane. Jedne osrodki wykorzystujg pirymetanine i sulfadizyne
podawang codziennie przez 6 miesiecy, potem przez kolejne 6 miesiecy
podawana jest dodatkowo spiromycyna (tzw. ,leczenie wysokimi dawkami”).
Natomiast inne osrodki stosujg Fansidar podawany raz na tydzien lub czasami

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

odpowiednich decyzji dotyczacych leczenia i zapobiegania inwazji. Metody
stuzgce do wykrycia T. gondii dzielimy na bezposrednie i posrednie. Metody
bezposrednie polegajg na wykryciu i izolacji antygenu pasozyta lub catego
pasozyta. Natomiast metody posrednie polegajg na badaniu reakcji
odpornosciowej organizmu — zaréowno humoralnej jak i komorkowej.

Najwieksze znaczenie diagnostyczne ma izolacja T. gondii z materiatu
pobranego od pacjenta (izolacja z krwi, ptynu mézgowo- rdzeniowego, tozyska,
ptynu gatkowego i innych). Ze wzgledu na to, ze metody bezposrednie sg
bardzo pracochtonne, a takze trzeba bardzo dtugo czeka¢ na wynik (nawet do 6
tygodni) — sg bardzo rzadko stosowane. Dlatego w praktyce najwieksze
znaczenie majg metody posrednie (serologiczne), ktore polegajg na wykrywaniu
swoistych przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom powierzchniowym oraz
cytoplazmatycznym pasozyta, ktére powstajg w wyniku reakcji odpornosciowej
organizmu [Pinon i wsp., 2001]. Pierwszym stosowanym w diagnostyce
toksoplazmozy odczynem serologicznym byt odczyn barwny wprowadzony w
1948 przez Sabina i Feldmana. Tworcy testu zauwazyli, ze w obecnosci
dopetniacza i specyficznych przeciwciat klasy 1gG i IgM, tachyzoity T. gondii nie
barwig sie. Natomiast gdy nie ma przeciwciat, tachyzoity pochtaniajg barwnik
jakim jest btekit metylenowy. Odczyn ten jest bardzo czuty, jednak wadg jest to,
ze nie roznicuje klas przeciwciat, a takze wymaga pracy z zywymi pasozytami.
Obecnie najczesciej] stosowanym testem serologicznym jest odczyn
immunoenzymatyczny - test ELISA (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay). Wykrywa on wszystkie typy przeciwciat (IgG, IgM, IgA i IgE). Jest to
metoda wysoce czuta i specyficzna. Dzieki zastosowaniu znacznikéw
fluorescencyjnych lub radioaktywnych mozliwe jest wykrycie przeciwciat z duzg
czutoscig. Przeciwciato moze byé rowniez zwigzane z enzymem (fosfatazg
alkaliczng lub peroksydazg chrzanowg), ktoéry zmienia czgsteczki dodanego
bezbarwnego substratu w barwne produkty [Bitkowska i wsp., 1989; Aubert i
wsp., 2000]. Rownie czesto w diagnostyce T. gondii stosuje sie odczyn
immunofluorescencji posredniej IFA (ang. Immuno FEluorescent Assay). Test
IFA wykrywa przeciwciata skierowane przeciwko antygenom powierzchniowym
pasozyta. Przeciwciata sg tutaj znakowane fluorescencyjnie, dzieki temu test
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ten jest czuty i powtarzalny. Wadg jest mozliwos$¢ uzyskania wynikow fatszywie
dodatnich. Kolejnym testem jest test aglutynacji immunoabsorbcyjnej (ISAGA)
(ang. ImmunoSorbent AgGlutination Assay). Test ISAGA wykrywa przeciwciata
przeciwko T. gondii wykorzystujgc zjawisko aglutynacji antygenu. Obecnie
dostepne sg czute i swoiste testy ISAGA PLUS IgA/IgM i IgE-ISAGA.
Wykrywanie przeciwciat tg technikg ma szczegolne znaczenie w diagnostyce
wczesnego okresu zarazenia T. gondii. Kolejnym testem stosowanym w
diagnostyce jest odczyn ELIFA (ang. Enzyme-Linked ImmunogEiltration Assay),
ktéry bada swoistos¢ przeciwciat metodg immunoprecypitacji i metodg
immunofiltracji z zastosowaniem przeciwciat znakowanych enzymem. Metoda
ma szczegodlne zastosowanie w diagnostyce toksoplamozy wrodzonej. Test ten
wywodzi sie z testu ELISA, ale wykorzystywana jest tutaj membrana filtracyjna,
przez ktorg przefiltrowywana jest probka, a nastepnie przeciwciata. Ze wzgledu
na duzg pracochtonnosc¢ i czasochtonnosc¢ rzadziej stosowane sg takie testy jak
odczyn posredniej hemaglutynacji IHA (ang. Indirect Hemagglutination Assay)
czy odczyn wigzania dopetniacza (OWD).

Obecnie w diagnostyce tokosoplazmozy oprécz testow serologicznych
mogq by¢ stosowane testy badajgce odpowiedz komoérkowag organizmu
(swoistg i nieswoistg) takie jak: badania subpopulacji limfocytow, test
transformacji blastycznej, badanie procesow fagocytozy.

W diagnostyce toksoplazmozy duze mozliwosci daje zastosowanie
technik biologii molekularnej. Najwazniejsze to wykrywanie DNA pasozyta
dzieki reakcji PCR — stosowane gdy wyniki testébw serologicznych nie dajg
jednoznacznej odpowiedzi diagnostycznej. Dotyczy to przede wszystkim
pacjentow z zaburzong produkcjg przeciwciat (chorych na AIDS, oséb
immunosupresyjnych) lub immunologicznie niedojrzatych ptodéw [Gotgb, 1995 i
1996].

Pomimo rozwoju metod diagnostyki laboratoryjnej toksoplazmozy, nadal
istniejg powazne trudnosci w odréznieniu wczesnego i przewlektego zarazenia
u ludzi, oraz wiarygodnego rozpoznania choroby. Inwazja T. gondii moze byc¢
rozpoznana jako choroba tylko wtedy, gdy uzyskano zaréwno kliniczne, jak i
laboratoryjne dowody jej aktywnosci, przy uzyciu nieraz bardzo drogich i
czasochtonnych badan uzupetniajgcych, ktére muszg by¢ wielokrotnie
powtarzane. Do rozpoznania nabytej neurotoksoplazmozy, ktéra poczatkowo
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moze by¢ mylona z r6znymi zespotami neurologicznymi (m.in. z guzem mozgu,
stwardnieniem rozsianym, polineuropatig), nieodzowna jest poza badaniami
klinicznymi i serologicznymi kompleksowa analiza ptynu mézgowo-rdzeniowego
pacjenta, uzupetniona technikami obrazowymi, np. badaniem mézgu za
pomoca rezonansu magnetycznego.

Serologicznymi dowodami, czesto potwierdzajgcymi aktywnosc¢ inwazji,
jest wystgpienie zjawiska serokonwersji (zmiana ujemnego wyniku badania
serologicznego na dodatni), znamienny (czterokrotny) wzrost miana przeciwciat
anty-toksoplazmozowych (obecnosc¢, badz wysoki poziom przeciwciat IgM oraz
wysoki poziom przeciwciat klasy G), stwierdzany przynajmniej w dwdch
kolejnych oznaczeniach, w okresie nie krotszym niz 3 tygodnie.

W celu uzupetnienia rutynowej diagnostyki toksoplazmozy wykonywane sg
testy umozliwiajgce: okreslenie awidnosci przeciwciat klasy 1gG, oznaczenie
przeciwciat anty-T. gondii w klasie IgA pojawiajacych sie we wczesnej fazie
zarazenia oraz nowoczesne techniki diagnostyczne, majgce na celu wykrycie
tachyzoitéw pierwotniaka lub jego krazacych antygenow albo DNA w ptynach
ustrojowych chorego. Wykrycie krgzgcego antygenu swiadczy o rozpoznaniu

ostatecznym.

3.8. Szczepionki przeciwko toksoplazmozie
Leczenie toksoplazmozy jest bardzo dtugotrwate i skomplikowane, dlatego

najlepszym sposobem walki z tg chorobg bytoby jej zapobieganie. Najbardziej
skuteczng metodg zapobiegania wielu chorobom infekcyjnym sg szczepienia.
Ciagty rozwdéj immunologii, biologii molekularnej prowadzi do nowych strategii w
konstruowaniu ,idealnej’ szczepionki, ktéra bedzie catkowicie bezpieczna dla
gospodarza, tania, tatwa w podawaniu oraz zdolna do indukcji szerokiej
odpowiedzi immunologicznej. Szczepionka taka powinna spetnia¢ trzy
podstawowe warunki:
1. antygen musi dotrze¢ do wlasciwego przedziatu komorki, aby mogt byé
prezentowany w kontekscie czasteczek MHC klasy | lub II;
2. wprowadzenie antygenu powinno indukowac¢ wytworzenie odpowiedniego
naturalnego $rodowiska cytokinowego i chemokinowego, ktére zainicjuje

rozwoj odpornosci swoistej;
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3. antygen powinien wzbudzi¢ silng ekspresje czasteczek kostymulacyjnych

na komoérkach prezentujgcych antygen i limfocytach T.

Jednakze, spetnienie tych trzech warunkéw w przypadku szczepionek
przeciwpasozytniczych jest niezmiernie trudne. Zwigzane jest to ze ztozonym
cyklem rozwojowy pasozyta, w ktorym pojawiajg sie kolejno rézne formy, nie
tylko pod wzgledem morfologicznym, ale i antygenowym. Reakcja
immunologiczna organizmu zywiciela jest ztozona i swoista dla danego
pasozyta, a takze poszczegdlnego stadium rozwojowego.

Obecnie dostepna jest tylko jedna szczepionka komercyjna o nazwie
»Toxovax’. Ztozona jest ona z zywych atenuowanych tachyzoitow szczepu S48,
ktéry nie ma zdolnosci tworzenia cyst tkankowych [Buxton, 1993]. Szczepionka
ta przeznaczona jest dla owiec, u ktérych powoduje obnizenie czestosci
poronien wywotanych wewnatrzmacicznym zarazeniem ptodu. Gtéwng wadgq tej
szczepionki jest to, ze powoduje wiele efektdw ubocznych, m. in. jest przyczyna
znacznego spadku masy ciala, ogolnego ostabienia szczepionych owiec, a
takze, nie chroni przed wertykalnym przenoszeniem pasozyta. Z tego powodu
caty czas prowadzone sg badania nad nowymi typami szczepionek.

Oprécz atenuowanego szczepu S48 do szczepienia zwierzat
wykorzystywane sg inne szczepy T. gondii. W przypadku szczepienia swin
pracuje sie nad wykorzystaniem szczepu TS-4 pasozyta [Lindsay i wsp., 1993;
Dubey i wsp, 1994]. Natomiast dla kotéw obiecujace moze by¢ wykorzystanie
szczepu T-263, ktéry moze indukowaé odpornosé, ale nie jest zdolny do
wytwarzania meskich gamet, a tym samym nie jest zdolny do zakonhczenia
swojego cyklu piciowego i rozprzestrzeniania [Cornelissen i Schetters, 1996].
Jednakze, z powodu mozliwosci rewersji pasozyta do postaci zjadliwej, zadna
atenuowana szczepionka nie moze by¢ rozwazana jako potencjalna
szczepionka dla ludzi.

W szczepieniu zwierzat mozliwe jest wykorzystanie biatek izolowanych
bezposrednio z komorek T. gondii (tzw. antygendéw dzikiego typu). Jednym z
takich przyktadow jest szczepionka oparta na surowej frakcji biatek roptrii
wyizolowanych ze szczepu LIV-5 pasozyta potagczonych z adjuwantem ISCOM
[Garcia i wsp., 2005]. Jednakze, szczepionki oparte na tego rodzaju
pojedynczych biatkach zazwyczaj dajg tylko czesciowg ochrone przed inwazja.

Z tego powodu prace w tym zakresie dotyczg prob okreslenia wiasciwosci
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ochronnych wybranych antygenéw naturalnych, uzytych nie w postaci
oczyszczonych pojedynczych biatek, ale jako mieszanki odpowiednich
antygenoéw. Dobre rezultaty w uodparnianiu owiec uzyskano wprowadzajgc im
donosowo surowy tzw. poliwalentny antygen (lizat tachyzoitéw), zamkniety w
mikrokapsutkach z PLG (DL-lactide-co-glycolide) [Stanley i wsp., 2004]. Do
immunizacji myszy wykorzystano rowniez wyizolowane chromatograficznie ze
szczepu BK T. gondii dwa antygeny mikronem: MIC1 i MIC4 [Lourenco i wsp.,
2006].

Wraz z rozwojem inzynierii genetycznej pojawita sie nadzieja na
produkcje antygendw protekcyjnych pasozyta w zmodyfikowanych genetycznie
bakteriach i drozdzach. Szczegdlne zainteresowanie skupiono dotychczas na
antygenie SAG1 i na biatkach organelli wydzielniczych, zaangazowanych w
proces adhezji pasozyta do komérki gospodarza (antygeny mikronem, MIC),
biogeneze (antygeny roptrii, ROP) i funkcje wakuoli pasozytniczej (antygeny
granul o duzej gestosci, GRA). Rzadziej badane sg wtasciwosci innych
antygenow, np. BAG1 (ang. bradyzoite antygen) czy MAG1. Doswiadczenia z
uzyciem antygenow rekombinantowych jako materialu szczepionkowego sg
dos¢ liczne, ale wyniki niejednoznaczne. Ostatnio potwierdzono silne
wiasciwosci ochronne antygenu SAG1 [Liu i wsp., 2006]. Dwukrotne podanie
myszom tego biatka z adiuwantem Freunda indukowato silng odpowiedz
ochronng u myszy. Niestety okazato sie, ze nie wszystkie antygeny protekcyjne
pasozytow ulegajg ekspresji w natywnej formie w dostepnych ukfadach
ekspresyjnych. Dlatego ostatnio podejmuje sie proby opracowania szczepionki
opartej na syntetycznych peptydach. Najlepsze rezultaty uzyskano dla 17
peptyddw obejmujgcych region od 1 do 336 reszty aminokwasowej antygenu
SAG1 (16 peptydéw diugosci 20 reszt aminokwasowych i jeden zbudowany z
16 reszt aminokwasowych). Myszy immunizowane peptydami obejmujgcymi
region pomiedzy 221 a 336 resztg aminokwasowsg i zarazone wysoce zjadliwym
szczepem RH przezyly dtuzej niz myszy kontrolne [Siachoque i wsp. 2006].
Jednkaze antygeny rekombinantowe wywotujg gtéwnie odpowiedz zalezng od
limfocytow Th2, podczas gdy w wiekszosci inwazji pasozytniczych kluczowg
role w protekcji odgrywa odpowiedz immunologiczna zalezna od pobudzenia

limfocytow Thl.
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Szczepionki nowej generacji wykorzystujg niepatogenne bakterie jelitowe
jako potencjalny nosnik materiatu szczepionkowego. Takie rekombinantowe
drobnoustroje z genami antygendéw pasozyta, podane drogg pokarmowa,
wywotujg obok odpowiedzi ogdlnej silng odporno$¢é miejscowg [Darji i wsp.
2000], ktéra moze okazac sie bardzo skuteczng ochrong m.in. w przypadku
zarazenie T. gondii drogg pokarmowa. Przyktadem takiej szczepionki moze byc¢
wykorzystanie  szczepu Salmonella typhimurium do  wprowadzenia
eukariotycznego plazmidu z wbudowanymi genami kodujgcymi dwa
powierzchniowe antygeny pasozyta rodziny antygenéw SAG: SAG1l i SAG2
oraz podjednostki A2/B toksyny przecinkowcow cholery jako adiuwant. Ta
doustna szczepionka okazata sporg skutecznosc: 40% myszy szczepionych 3-
krotnie przezyto zarazenie wysoce zjadliwym szczepem T. gondii (RH), a
wytworzona odpornos¢ wykazata typowy ochronny profii — z przewagg
swoistych przeciwciat izotypu 1gG, nad 1gG;, silng aktywnoscig proliferacyjng i
cytotoksyczng limfocytdw oraz wzmozonym wytwarzaniem przez nie kluczowej
ochronnej cytokiny — IFN-g[Cong i wsp., 2005]. Gorsze rezultaty uzyskano dla
Mycobacterium bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) z wbudowanym genem
kodujgcym antygen GRAL, ktore okazaty sie stabym induktorem odpornosci
ochronnej zarbwno u myszy jak i owiec. Do immunizacji wykorzystano takze
rekombinantowe adenowirusy, niezdolne do replikacji, niosace geny
zmodyfikowanych antygendéw powierzchniowych: SAG1, SAG2 i SAGS, ktore
spowodowaty silne zahamowanie wytwarzania cyst tkankowych po zarazeniu
cystotwdrczym szczepem T. gondii P-Br [Caetano i wsp., 2006].

Jednak najlepsze rezultaty i najwiekszym zainteresowaniem (mimo kilku
powaznych wad) cieszg sie szczepionki oparte na kwasach nukleinowych [Kofta
i Wedrychowicz, 2001; Ivory i Chadee, 2004]. W pierwszej fazie prac nad
skonstruowaniem efektywnej szczepionki przeciw toksoplazmozie skupiono sie
przede wszystkim na genie kodujgcym antygen SAG1 [Nielsen i wsp.,1999], a
takze na atygenach GRA, ROP oraz MIC. Nastepnie dla uzyskania lepszej
skutecznosci zaczeto testowac szczepionki wielogenowe, m. in. zastosowano
mieszanke plazmidéw z wbudowanym genem SAG1 oraz sekwencjg ROP2
(196-561 reszty aminokwasowe) [Fachado i wsp. 2003]. Innym przyktadem jest
zastosowanie mieszanki DNA kodujacej fragmenty antygenéw mikronem

[Beghetto i wsp., 2005]. Plazmidy wykorzystywane do immunizacji mogq
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zawierac¢ nie tylko geny pasozyta kodujgce biatka antygenowe, ale takze geny
kodujgce biatka wspierajgce odpornos¢ poszczepienng, np. gen kodujacy
czynnik wzrostu stymulujgcy rozwoj kolonii granulocytow makrofagow (GM-
CSF, granulocyte-macrophage colony stimulating factor). Skutecznos¢ takiej
szczepionki wykazano na modelu mysim, w ktérym gen GM-CSF skojarzony z
genem SAGL1 i GRA4 zwiekszyt przezywalnos¢ wrazliwego na toksoplazmoze
szczczepu myszy. Ostatnio zaczeto prowadzi¢ roOwniez badania na
szczepionkach opartych na plazmidach z wklonowanymi genami BAG1 lub
MAGL1 [Nielsen i wsp., 2006].

Ostatnie badania sugerujg, ze oprécz DNA do szczepieh moze byé
rowniez wykorzystane jako materiat szczepionkowy RNA. Mimo tego ze
preparatyka RNA jest trudna oraz ten rodzaj kwasu nukleinowego jest duzo
mniej stabilny niz DNA, to szczepionka oparta na RNA nie ma mozliwosci
integracji z chromosomem immunizowanego organizmu, co jest bardzo duzg
zaletg. Szczepionka zawierajgca RNA pasozyta chronita 50% myszy
zarazonych letalng dawkg cyst tkankowych T. gondii 76 K oraz obnizata poziom
wytwarzanych w mozgu cyst [Dimier Poisson i wsp., 2006].

Bardzo obiecujgce podejscie w wakcynologii prezentuje procedura
.heterologous prime-boost immunization”, w ktorej stosuje sie rézne wektory
podczas szczepienia podstawowego | przypominajgcego, np. nhajpierw
rekombinantowy plazmid, a potem rekombinantowy wirus, co prowadzi do
rozwoju silnej odpornosci komérkowej [Ramshaw i Ramsay, 2000].

Zupetnie nowym podejsciem do szczepionek jest wykorzystanie komorek
dendrytycznych oraz exosoméw. Tego rodzaju szczepionka powstaje w wyniku
pobrania z organizmu komérek dendrytycznych. Nastepnie komorki te sg
aktywowane poprzez ich inkubacje in vitro z antygenami pasozyta i tak
zaktywowane komorki lub wydzielane przez nie exosomy, sg wprowadzane
ponownie do szczepionego organizmu. Wysokg skutecznos$¢ tego rodzaju
szczepionek potwierdzono na modelach mysich, a przeprowadzone wstepne
badania potwierdzajg, ze moga by¢ one wykorzystane w immunoprofilkatyce
nie tylko zarazen pasozytniczych, ale takze mogq stanowiC¢ szczepionki
przeciwnowotworowe [Flamand i wsp.,1994; Flohe i wsp., 1998; Aline i wsp.,
2004].
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Prace dotyczace otrzymywania szczepionek przeciwko toksoplazmozie
prowadzone sg takze od kilku lat w Katedrze Mikrobiologii Politechniki
Gdanskiej we wspotpracy z Lincoln University w Nowej Zelandii. Dotychczas
otrzymano i oszacowano przydatno$¢ szczepionek opartych na biatkowych
antygenach rekombinantowych (SAG1, GRA1L, p22), a takze szczepionek DNA.
Jednak problemem przy wykorzystaniu biatek rekombinantowych, badz
szczepionek DNA, w tym konkretnym przypadku jest zbyt staba indukcja
odpowiedzi komorkowej organizmu. Mimo, ze nastepuje dos¢ silna stymulacja
produkcji przeciwciat owce nie nabywajg petnej odpornosci. Dlatego
chimeryczne fimbrie bakteryjne, ktore silnie indukujg odpowiedz komdrkowa,
wydajg sie by¢ doskonatym kandydatem na takg szczepionke [Goluszko i wsp.,
1997; Sauer i wsp., 2000].

3.8.1. Sposdbb podania szczepionKi
Waznym czynnikiem determinujgcym skutecznos¢ kazdej szczepionki

wydaje sie sposéb jej podania. Na przyktad tylko dojelitowe, ale nie podskorne,
szczepienie temperaturowrazliwym szczepem T. gondii TS-4 zapobiegato
transmisji pasozytow przez tozysko u myszy [McLeod i wsp.,1988]. O waznosci
drogi wprowadzenia materiatu szczepionkowego i jego formy swiadczg rowniez
wyniki badan Mohameda i wsp. (2003). Wytworzenie najsilniejszej odpornosci
ochronnej obserwowali oni po iniekcji genu dla HSP70 (heat shock protein 70)
technikg ,gene gun vaccination”, mniej efektywna okazata sie droga
domiesniowa (miesnie czworogtowe uda) i dootrzewnowa. Roéwniez srédskorna
iniekcja plazmidowego DNA wywotuje diugotrwatg ekspresje zakodowanego
antygenu przez skoérne keratocyty, fibroblasty, komorki Langerhansa i
makrofagi. Konsekwencjg tej ekspres;ji jest pobudzenie odpowiedzi komoérkowej
i humoralnej typu Thl, podczas gdy podanie tg samg drogg antygenu w postaci
biatkowej wywotuje odpowiedz typu Th2.

3.8.2. Adiuwanty
Bardzo waznym i trudnym problemem do rozwigzania jest uzycie

adiuwantow. Adiuwanty (fac. adiuvare - pomagac) to substancje dodawane do
szczepionek w celu pobudzenia lub zwiekszenia reakcji immunologicznej
organizmu. Wzmagajg one nieswoiscie odpowiedz immunologiczng na antygen.

Niestety wiele z nich wywotuje szereg niebezpiecznych efektéw ubocznych.
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Adiuwanty r6znig sie miedzy sobg pod wzgledem sposobu dziatania na ukfad
odpornosciowy, jak i efektami ubocznymi wynikajgcymi z nadmiernej aktywacji
systemu immunologicznego. Po raz pierwszy dziatanie adiuwantowe
zaobserwowano w 1920 r. w czasie badan nad produkcjg surowic zwierzecych
do celow leczniczych. Odkryto wtedy, ze niektore substancje, np. sole glinu
dodane Ilub zemulgowane z antygenem, wydatnie zwiekszajg produkcje
przeciwciat. Do najbardziej znanych adiuwantéw stosowanych w laboratoriach
nalezy tak zwany petny adiuwant Freunda. Rozwdéj badan nad srodkami
wspomagajacymi Freunda byt nastepstwem badan nad gruzlica. Kilku badaczy
stwierdzito, ze reakcje immunologiczne u zwierzat na rézne antygeny byly
wzmocnione przez wprowadzenie do organizmu zwierzecia zywych M.
tuberculosis (pratkéw gruzlicy). W obecnosci tej bakterii uzyskano reakcje typu
opO6znionego, przenoszong z leukocytami. Freund dokonat pomiaréw wptywu
oleju mineralnego na powodowanie nadwrazliwosci op6znionego typu na zabite
pratki. Stwierdzit wyrazny wzrost w reakcji wigzania dopetniacza przeciwciata,
jak réwniez w opdznionej reakcji nadwrazliwosci. Srodek wspomagajacy
Freunda stanowi emulsje wody w oleju wodnego antygenu w parafinie (oleju
mineralnym) o niskim ciezarze wiasciwym i niskiej lepkosci. Jako srodki
emulgujace ogolnie stosowane sg Drakeol 6VR i Arlacel A (mannide
monooleate). Sg dwa srodki wspomagajgce Freunda: niekompletne i
kompletne. Niekompletne srodki wspomagajace Freunda zawierajg emulsje
wody w oleju bez pratkéw, natomiast kompletne - te same zwigzki, ale z
dodatkiem 5 mg wysuszonych, zabitych przy pomocy podwyzszonej
temperatury M. tuberculosis lub zwigzkéw kwasu mastowego. Mechanizm
dziatania s$rodkéw wspomagajgcych Freunda jest zwigzany z trzema
nastepujacymi zjawiskami:

umieszczenie porcji antygenu w formie statej w miejscu wstrzykniecia

umozliwia stopniowe i state jego uwalnianie w celu stymulowania

przeciwciat;

zapewnienie $rodka przenoszenia dla zemulsyfikowanego antygenu

przez system limfatyczny do oddalonych miejsc, takich jak wezty

limfatyczne i Sledziona, gdzie moga powsta¢c nowe ogniska tworzenia

przeciwciat;
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tworzenie i akumulowanie serii komorek mononuklearnych, ktére sg

wiasciwe dla produkcji przeciwciat lokalnie i w miejscach oddalonych.

Wydaje sie, ze dziatanie adiuwantu zalezy od dwu jego aktywnosci:
zageszczania antygenu w miejscu obecnosci limfocytéw (efekt ,skladu-depot”)
oraz indukcji cytokin, ktére regulujg ich funkcje. W przypadku ludzi uzycie
adiuwantow nie jest zalecane, jednak do tej pory dopuszczono do stosowania
niektére sole nieorganiczne (wodorotlenek glinu, fosforan glinu oraz fosforan
wapnia), ktére wybiorczo wspierajg rozw6j Th2 swoiste] reakcji
immunologicznej. Sole glinu prawdopodobnie petnig funkcje deponowania
antygenu, tworzac mate ziarenka, w ktérych obecny jest antygen [Roitt, 2001].
Dobre rezultaty uzyskano takze po zastosowaniu innych soli mineralnych
metali, jak azotan ceru, siarczan cynku, koloidalny wodorotlenek zelazowy i
chlorek wapnia, jednak najlepsze wyniki daje wodorotlenek glinu. Réwniez
wodorotlenek berylu znacznie wzmaga odpowiedz immunologiczng organizmu,
jednak jest zbyt toksyczny aby mogt by¢ stosowany u ludzi. Fosforan wapnia
stosowany byt jako adiuwant w rownoczesnych szczepieniach przeciwko
dyfterytowi, kokluszowi, tezcowi, polio, gruzlicy, zottej febrze, odrze i zapaleniu
watroby B, réwniez z alergenami [Coursaget i wsp., 1986]. Korzysci ze
stosowania tego srodka wspomagajgcego upatrywano w fakcie, ze jest on
normalnym skfadnikiem ciata oraz jest lepiej tolerowany od innych adiuwantow.
Whytapuje on bardzo skutecznie antygeny i umozliwia ich powolne uwalnianie.
Ponadto organizm, ktoremu podano ten adiuwant wytwarza duze ilosci
przeciwciat typu 1gG i znacznie mniejsze przeciwciat typu IgE.

Adiuwantami moga by¢ réwniez produkty bakteryjne. Szczepionki
zawierajgce cate zabite bakterie, a takze pewne produkty metaboliczne oraz
skfadniki réznych mikroorganizméw wywotujg w odpowiedzi powstawanie
przeciwciat i dziatajg jako immunostymulanty. Dodanie takich mikroorganizméw
I substancji do szczepionek zwieksza reakcje immunologiczng na inne antygeny
znajdujgce sie w takich szczepionkach. U ludzi stosuje sie jako adiuwanty
produkty bakteryjne - Bordetella pertussis (z toksoidami btoniczym i tezcowym).
Innymi czesto stosowanymi jako adiuwanty produktami bakteryjnymi sa:
sktadnik o nazwie P40 uzyskiwany z Corynebacterium, toksyna cholery, a takze

pratki. Rowniez lipopolisacharydy (LPS) sa $rodkami wspomagajgcymi
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odpornos¢ humoralng i komérkowa. Zwiekszajg reakcje immunologiczna,
zaréwno na antygeny biatkowe, jak i polisacharydowe. Jednakze, LPS jest zbyt
toksyczny i gorgczkotworczy, nawet w znikomych dawkach, aby mogt by¢
stosowany jako srodek wspomagajacy u ludzi. Réwniez pratki i ich sktadniki
wykorzystywane jako adiuwanty okazaly sie zbyt toksyczne. Produkty
bakteryjne dziatajg najprawdopodobniej gtdéwnie przez stymulacje produkcji
przeciwciat. Teorie te potwierdza fakt, ze same cytokiny sg skutecznymi
adiuwantami, zwlaszcza gdy potgczone sg bezposrednio z antygenem.

Dzieki wykonanym badaniom majacym na celu detoksyfikacje produktow
bakteryjnych otrzymano N-acetyl muranyl-L-analyl-D izoglutamine oraz dipeptyd
muranylu (MDP). Zwigzki te podane bez antygenu zwiekszajg niespecyficzng
odpornos¢ przeciwko infekcjom bakteryjnym, grzybiczym, pasozytniczym i
wirusowym, a nawet przeciwko pewnym guzom [Woodard i wsp., 1980]. Do
gtébwnych wad zaliczy¢ nalezy to, iz sg one potencjalnie goragczkotworcze i ich
dziatanie nie jest catkowicie zrozumiate.

Kolejnym sktadnikiem bakteryjnym wykorzystywanym jako adiuwanty sg
tzw. liposomy, skfadajgce sie z koncentrycznych bton lipidowych zawierajgcych
fosfolipidy i inne lipidy w konfiguracji dwéch warstw oddzielonych przez komory
wodne. Ich rola polega najprawdopodobniej na zamykaniu antygenu i
dostarczeniu bezposrednio do komoérek prezentujgcych antygen. U ludzi byly
stosowane pozajelitowo jako nosniki biologicznie aktywnych substancji i sg
uwazane za bezpieczne. Jednym z ostatnio wykorzystywanych adiuwantow o
mechanizmie  dziatania takim jak liposomy jest tzw. kompleks
immunostymulujgcy (ISCOMs) [Lovgren i Morein, 1991]. Jest to stosunkowo
stabilny, ale niekowalentnie zwigzany, kompleks saponinowego zwigzku
wspomagajacego Quil-A, cholesterolu i antygenu amfipatycznego w stosunku
czasteczkowym okoto 1:1:1. Spektrum antygenéw kapsydu wirusa i
amfipatycznych antygenéw niewirusowych o istothym znaczeniu dla
szczepionek przeznaczonych dla ludzi, jakie zawiera ISCOMs, obejmuje grype,
odre, wscieklizne, gp340 z wirusa EB, gp120 z HIV, Plasmodium falciparum i
Trypanosoma cruzi. Wykazano, ze ISCOMs pobudzajg cytotoksyczne limfocyty
T. Ponadto, moze zosta¢ pobudzona specyficzna reakcja IgA. ISCOMs sg

stosowane jedynie w szczepionkach weterynaryjnych, czesciowo ze wzgledu na
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ich dziatanie hemolityczne i pewne reakcje miejscowe (aktywnos$¢ detergentowq
czagsteczki Quil-A).

Inne srodki wspomagajace odpowiedz immunologiczng organizmu to m.
in. skwalen. Jest to polimer organiczny, ktory stosowany byt w
eksperymentalnych szczepionkach od 1987 roku [Asa i wsp., 2000] i w
eksperymentalnych szczepionkach podawanych duzej liczbie uczestnikéw
wojny w Zatoce Perskiej. Adiuwant ten spowodowat jednak kaskade reakciji
zwanych “syndromem wojny w Zatoce", ktére stwierdzono u zotnierzy biorgcych
w nhiej udziat. Symptomy, jakie u nich odkryto, obejmowaty zapalenie stawow,
béle tkanki tgcznej, powiekszenie weztbw chtonnych, wysypki uczuleniowe,
uczulenie na $wiatto w postaci wysypki, wysypki w okolicy jarzmowej,
chroniczne zmeczenie, chroniczne bdle gtowy, nienormalng utrate wiosow ciata,
nie ulegajgce leczeniu ubytki skory, owrzodzenia aftowe, zawroty gtowy,
ostabienie, utrate  pamieci, napady, zmiany nastroju, problemy
neuropsychiatryczne, uszkodzenia tarczycy, anemie, podwyzszone OB,
systemowy liszaj rumieniowaty, stwardnienie rozsiane, ALS (stwardnienie
zanikowe boczne), zespot Raynauda, syndrom Sjérgena, chroniczng biegunke,
nocne pocenie i stany podgorgczkowe. Ta dtuga lista reakcji ubocznych
wskazuje, jak wielkie szkody powodujg adiuwanty wykorzystywane w
szczepionkach. Dlatego z jednej strony caty czas prowadzone sg badania
majace na celu poszukiwanie adiuwantow lepszych od tradycyjnie
stosowanych, szczegélnie dla odpowiedzi komérkowej (zaleznej od limfocytow
T), m. in. probuje sie jako adiuwanty stosowac¢ cytokiny promujgce droge Thl,
np. IL-2, IL-12 lub IL-15. Jednak z drugiej strony pracuje sie nad innymi
rodzajami szczepionek, ktére stymulowatyby odpowiedz komorkowa bez

dodawania adiuwantow.

3.9. Bakteryjne systemy heterologiczne jako szczepionki
Systemy pozwalajace na ekspresje heterologicznych biatek obejmujg

wykorzystanie zewnagtrzkomorkowych struktur bakterii E. coli oraz biatek
zewnatrzbtonowych (biatka fimbrii 1 i P, flageliny, biatka LamB, PhoE).
Wymienione biatka mogg by¢é nosnikiem sekwencji heterologicznych
determinant antygenowych, enzymdw, pojedynczych tancuchdéw przeciwciat

oraz peptydow chelatujgcych metale [Kjaergaard i wsp., 2000].
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Do najwazniejszych zastosowan biatek chimerycznych (zawierajgcych
biatko nosnikowe oraz sekwencje heterologiczng) nalezy tworzenie szczepionek
rekombinantowych oraz otrzymywanie antygenow wykorzystywanych w testach
diagnostycznych. Szczepionki, dla ktorych nosnikiem sg podjednostki fimbrialne
posiadajg podobne zalety do szczepionek zawierajgcych oczyszczone biatka
fimbrialne.

Doswiadczenia bedace potwierdzeniem tego typu zastosowania adhezyn
bakteryjnych to miedzy innymi:

wprowadzenie epitopu tancucha B toksyny cholery do biatka FimA,
tworzacego strukture rdzenia fimbrii typu 1 uropatogennych szczepéw E.
coli [Stentebjerg-Olesen i wsp., 1997];

wykorzystanie podjednostki strukturalnej fimbrii K88, FaeG, do
wprowadzenia epitopéw pochodzacych z ludzkiego wirusa grypy (o
wielkosci od 7-12 reszt aminokwasowych), wirusa HIV1 (o wielkosci 11
aminokwasow) [Bakker i wsp., 1990], pilinowej podjednostki biatkowej
Neisseria gonorhoea (0 wielkosci 11 aminokwasow) i hormonu
somatostatyny (o wielkosci 14 aminokwasow) [Thiry i wsp., 1989];
wykorzystanie bakteryjnych adhezyn fimbrii 987P pochodzacych z
enterotoksycznych szczepéw E. coli do ekspresji epitdbw wirusa HSV1 i
wirusa TGEV. Immunizacja krélikbw oczyszczonymi  biatkami
chimerycznymi powodowata wytwarzanie wysokiego poziomu przeciwciat
skierowanych przeciwko epitopom wirusa HSV1 i TGEV [Rani i wsp.,
1999];

wprowadzenie epitopu HSV1 do biatka podjednostkowego fimbrii typu
Dr, uropatogennych szczepéw 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 kazdej infekcji bakteryjnej pierwszym etapem jest interakcja na

poziomie molekularnym pomiedzy bakterig, a komdrkg gospodarza. Aby
zainicjowac infekcje patogen najpierw musi skolonizowaé¢ odpowiednig komorke

docelowg. Bez wzgledu czy mamy do czynienia z kolonizacjg
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zewnatrzkomorkowg czy wewnatrzkomérkowg najpierw nastepuje adhezja
bakterii do powierzchni komérki gospodarza. Proces ten umozliwiajg
wystepujace na powierzchni komorki bakteryjnej réznego rodzaju adhezyny. Sg
one odpowiedzialne za rozpoznanie i zwigzanie sie ze specyficznymi
receptorami wystepujgcymi na komérkach gospodarza. Wigzanie receptoréw
komérkowych prowadzi do aktywacji ztozonych kaskad transdukcji sygnatu.
Nastepuje uruchomienie wrodzonych mechanizméw obronnych organizmu
gospodarza, ale réwniez uruchomiane sg mechanizmy, ktére utatwig proces
kolonizacji i inwazji bakterii. Ponadto, adhezja moze réwniez aktywowac
ekspresje nowych gendéw bakteryjnych waznych w procesie patogenezy. W
wielu przypadkach adhezyny (budugce fimbrie lub pile) sg strukturami
witosopodobnymi, zbudowanymi z wielu podjednostek biatkowych, ktére wystajg
ponad powierzchnie bakterii. R6znorodnos¢ struktur fimbrialnych jest bardzo
duza, jednakze gtdwnag funkcjg wszystkich typow jest wigzanie sie ze
specyficznymi receptorami  komorkowymi, za co odpowiadajg adhezyny
rozmieszczone wzdtuz osi fimbrii lub znajdujgce sie na szczycie fimbrii.
Czasami biatko podjednostkowe budujgce fimbrie petni funkcje adhezyny
[Westerlund-Wikstrom i Korhonen, 2005]. Wiekszos¢ typdw fimbrii osigga okoto
2 uym dtugosci, a ich srednica waha sie od 2 do 10 nm. Pod wzgledem budowy
mozna podzieli¢ je na dwie gtbwne grupy. Pierwsza z nich obejmuje fimbrie,
ktore zbudowane sg z podjednostek tworzgcych ciasno upakowang skrecong
helise, w ktorej na jeden skret przypada okoto 3,2 podjednostek. Srednica
zewnetrzna tego rodzaju fimbri wynosi okoto 7 nm i ich cechg
charakterystyczng jest wystepowanie w srodku otworu o srednicy okoto 1,5 nm.
Druga grupa fimbri jest strukturg cienszg o srednicy 2 do 4 nm i nie posiada
wewnatrz otworu. Wystepujg rowniez przypadki kiedy adhezyny zwigzane sag
bezposrednio z powierzchnig komoérek bakteryjnych, sg to tzw. struktury
afimbrialne.

W celu wyksztatcenia adhezyny na powierzchni komorki bakteryjnej,
biatka budujgce tg strukture muszg zosta¢ przetransportowane przez btone
wewnetrzng i zewnetrzng, a nastepnie uformowane w odpowiednig strukture
polimeryczng. W procesie ewolucji wyksztatcity sie r6zne systemy transportu na
zewnatrz komoérki. Kazdy system odpowiedzialny jest za sekrecje zwykle

jednego typu organellum. Biogeneza tych struktur moze przebiega¢ w
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zaleznosci od rodzaju adhezyny z wykorzystaniem jednego z czterech réznych
mechanizméw: szlak sekrecji ,chaperone/usher” (pile typu P, typu 1 i typu Dr),
gtéwny szlak sekrecji (GSP) (pile typu 1V), pozakomdrkowa precypitacja (fimbrie
agregujace) lub alternatywny ,chaperonowy” szlak sekrecji (pile typu CS1) [Soto
i Hultgren, 1999].

3.10.1. PiletypuPitypul
Pile typu P wystepujg na powierzchni wiekszosci szczepow E. coli

wywotujgcych odmiedniczkowe zapalenie nerek [Kallenius i wsp., 1981]. W
biogeneze tego rodzaju struktur zaangazowane jest 11 biatek kodowanych
przez operon pap. Badania strukturalne wykazaty, ze w budowie fimbrii tego
typu mozna wyroznic¢ sztywny rdzen ztozony z powtarzajgcych sie podjednostek
biatka PapA (3,28 biatka na skret helisy) oraz wystepujacej na szczycie fimbrii
elastycznej struktury zwanej fibrillum zbudowanej z biatka PapE. Na samym
koncu fimbrii znajduje sie adhezyna PapG odpowiedzialna za wigzanie sie z
resztami Gal a(1,4) Gal, wystepujacymi na powierzchni glikolipidowe] btony
nabtonka wyscietajgcego drogi moczowe oraz na powierzchni erytrocytow.
Adhezyna PapG potgczona jest z fibrilum za pomoca biatka adaptorowego
PapF, natomiast fibrillum potaczone jest z rdzeniem fimbrii za pomoca
adaptorowego biatka PapK. Cafta fimbria do powierzchni komorki bakteryjnej
przytaczona jest za pomoca biatka PapH. Diugosc¢ takiej pili wynosi ok. 1 uym i
zbudowana jest z ok. 3000 podjednostek biatkowych.

Pile typu 1 wystepujg na powierzchni bakterii E. coli wywotujgcych
zapalenie pecherza moczowego, a takze na wiekszosci bakterii nalezacych do
rodziny Enterobacteriaceae. Sg one kodowane przez operon fim zawierajacy 9
otwartych ramek odczytu kodujgcych zarowno biatka strukturalne pili jak
rowniez biatka odpowiedzialne za regulacje ekspresji. W strukturze fimbrii tego
typu, podobnie jak w przypadku fimbrii typu P, wyrézniamy sztywny rdzen
zbudowany z podjednostek biatka FimA (3,125 biatka na skret helisy) oraz
elastyczne fibrillum (duzo krétsze niz w przypadku pili typu P) zbudowane z
biatka FIimG wystepujacego na szczycie fimbrii. Adhezyng w przypadku pili typu
1 jest biatko FimH odpowiedzialne za wigzanie sie z resztami mannozy.
Fibrillum do rdzenia fimbrii przytaczone jest za pomoca biatka adaptorowego

FimF. Pile tego typu maja bardzo zblizong budowe do fimbrii typu P.
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Fimbrie typu P oraz typu 1 powstajg na drodze sekrecji ,chaperone/usher”.
W biogeneze fimbrii zaangazowane sg dwa gtéwne biatka. Pierwsze z nich to
wystepujgce w przestrzeni periplazmatycznej biatko opiekuncze ,chaperone”
odpowiedzialne za interakcje z biatkiem podjednostkowym fimbrii oraz transport
biatek z btony wewnetrznej do zewnetrznej. Drugie biatko charakterystyczne dla
tego rodzaju sekrecji to ,usher”, wystepujgcy w btonie zewnetrznej i
umozliwiajagcy transport biatek podjednostkowych tworzacych fimbrie z
przestrzeni periplazmatycznej na zewnatrz komérki bakteryjnej (Rys. 12).

PapG\~
PapF ——g
PapE< ¢
PapK—

blona zewnetrzna

Przestrzen

N )
periplazmatyczna

I blona wewnetrzna

Rys. 12. Biogeneza fimbrii typu P [Soto i Hultgren, 1999]. Kolorem czerwonym oznaczono
biatko opiekuncze ,chaperone”, PapA (A) — biatko podjednostkowe tworzace rdzen fimbrii, PapE
(E) — biatko podjednostkowe tworzace fibrillum, PapF (F) — biatko adaptorowe tgczace
adhezyne z fibrillum, PapG (G) — adhezyna, PapK (K) — biatko adaptorowe taczace fibrillum z
rdzeniem fimbrii, PapH (H) — biatko adaptorowe taczace rdzen fimbrii z btong zewnetrzna.

3.10.2. Piletypu IV

Pile typu IV, petnigce rozne funkcje, wystepuja na powierzchni wielu
gatunkéw bakterii, m. in. Pseudomonas aeruginosa, chorobotwdérczych
gatunkéw Neisseria, Moraxella bovis, Dichelobacter nodosus czy Vibrio
cholerae oraz enteropatogennych E. coli. Pile tego typu zbudowane sg z wielu
takich samych podjednostek oraz kilku kopii innych biatek. [Rudel i wsp., 1995].
Cechg charakterystyczna pili typu IV jest specyficzna budowa biatka
podjednostkowego. Struktura krystaliczna pojedynczej podjednostki budujacej
takie pile u bakterii Neisseria gonorrhoeae wykazata m. in. wystepowanie
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dtugiej hydrofobowej a helisy wystepujacej na N-koncu biatka, ktora umozliwia
taczenie sie poszczegolnych podjednostek w strukture stabilnej pili.

Pile typu IV powstajg z wykorzystaniem gtbwnego szlaku sekrecji (ang.
general secretion pathway). System ten funkcjonuje niezaleznie od jakiejkolwiek
aktywnosci ,chaperonowej’, a takze nie wymaga systemu transportu
podjednostek fimbrialnych w formie rozpuszczalnej przez przestrzen
periplazmatyczng. W biogeneze tego rodzaju fimbrii zaangazowanych jest
kilkanascie biatek, z ktérych mozna wymieni¢ kilka charakterystycznych.
Pierwsze z nich to peptydaza odcinajgca krotkie sekwencje aminokwasowe z
biatek podjednostkowych fimbrii. Nastepnie zintegrowane z btong wewnetrzng
biatka wykorzystywane sg jako platforma w procesie biogenezy. Niezwykle
istotne jest rowniez biatko, ktérego funkcjg jest dostarczanie energii niezbednej
do biogenezy fimbrii. Wystepuje ono w cytoplazmie komorki bakteryjnej albo
ztaczone jest z btong wewnetrzng od strony cytoplazmy. Ostatnie biatko
charakterystyczne dla tego typu sekrecji wystepuje w btonie zewnetrznej i
tworzy kanat umozliwiajgcy powstanie fimbrii na zewnatrz komérki bakteryjnej.
Tego typu system sekrecji wykorzystywany jest nie tylko w przypadku
biogenezy fimbrii, ale takze w przypadku sekrecji r6znego typu proteaz, toksyn

czy innych substancji zewnatrzkomérkowych (Rys. 13).

c
PilQ
J blona zewnetrzna
PilP \
/“/‘ PilE
Pre-PilE
/—’"“‘ﬁ
0000 O J
periplazmatyczna
- btona wewnetrzna
PilDIFIGITI...

Rys. 13. Biogeneza pili typu IV N. gonorrhoeae [Soto i Hultgren, 1999]. PIlE — biatko
podjednostkowe pili, PiID/F/G/T... - grupa biatek tworzacych platforme w btonie wewnetrznej,
PilQ i PilP — biatka tworzace kanat w btonie zewnetrznej.
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3.10.3. Agregujace fimbrie
Wiele szczepéw klinicznych E. coli oraz Salmonella na swojej

powierzchni wytwarza fimbrie, ktére sg cienkie, nieregularne oraz majg
zdolnos¢ do tworzenia agregatow (ang. curli). Struktury te majg zdolno$é
wigzania sie do réznych biatek komérkowych i sg niezwykle stabilne. Gtéwnym
biatkiem budujgcym fimbrie tego typu jest w przypadku E. coli biatko CsgA,
bedace homologiem biatka AfgA wystepujgcego u Salmonella. W strukturze
fimbrii znajduje sie rowniez biatko CsgB, ktére wystepuje na powierzchni
zewnetrznej btony komorkowej lub rozmieszczone jest na catej diugosci fimbrii.
Ponadto, w proces biogenezy fimbrii zaangazowane sg takie biatka jak CsgE,
CsgF oraz CsgG, ktére zabezpieczajg podjednostki biatkowe fimbrii przed
degradacjg lub tworzg kanat umozliwiajacy ich transport na zewnatrz komorki
bakteryjnej. Jednakze, do tej pory nie udato sie okresli¢ w jaki sposob zachodzg
interakcje pomiedzy podjednostkami w procesie tworzenia fimbrii.

Proces ten przebiega w zupetnie odmienny sposéb niz w przypadku pili
typu P (typu 1) lub typu IV. Tworzenie struktury fimbrii w odréznieniu od innych
systemOw nastepuje na zewnatrz komorki bakteryjnej. Biatka podjednostkowe
fimbrii (CsgA) ulegajg sekrecji do Srodowiska zewnetrznego gdzie nastepuje
proces precypitacji biatka na powierzchni bakterii. Proces polimeryzaciji
najprawdopodobniej jest inicjowany przez biatko CsgB, co zostato pokazane z
wykorzystaniem mutantow CsgA™ CsgB® oraz CsgA" CsgB™ [Hammar i wsp.
1996]. Ponadto biatko CsgB moze dotaczy¢ sie do istniejgcej fimbri i
zainicjowac powstanie rozgatezienia (Rys. 14).
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przestrzen
periplazmatyczna

blona wewnetrzna

Rys. 14. Biogeneza fimbrii agregujacych E. coli [Soto i Hultgren, 1999]. CsgA — biatko
podjednostkowe tworzace fimbrie, CsgB — biatko inicjujace proces polimeryzacji, G (?) — grupa
biatek umozliwiajacych transport podjednostek fimbrailnych na zewnatrz komoérki.

3.10.4. Piletypu CS1

Pile typu CS1 zostaly odkryte na powierzchni enteropatogennych
szczepdw E. coli i zaangazowane sg w proces kolonizacji jelita przez te
bakterie. Zbudowane sg w gtbwnej mierze z jednego biatka CooA, a takze
wystepujgcego na koncu fimbrii biatka CooD. Ich struktura morfologiczna
podobna jest do fimbri typu P i typu 1, jednakze biatka strukturalne fimbrii typu
CS1 nie posiadajg charakterystycznych  sekwencji  pozwalajacych
zaklasyfikowac je do wczesniej wymienionych typdow.

W biogeneze tego rodzaju fimbrii zaangazowany jest szlak sekrecji zwany
alternatywnym szlakiem ,chaperonowym”. W tym przypadku wykorzystywane
jest biatko petnigce funkcje ,chaperonu”, jednakze o odmiennej budowie niz w
przypadku szlaku sekrecji ,chaperone/usher”. Dla pili typu CS1 ,chaperonem”
jest biatko CooB, ktére tworzy w przestrzeni periplazmatycznej kompleks z
biatkami podjednostkowymi fimbrii CooA oraz CooD. Podjednostki biakowe
fimbrii transportowane sg do przestrzeni periplazmatycznej z wykorzystaniem
sytemu sekrecji Sec-zaleznej. Oba biatka podjednostkowe posiadajg
zakonserwowane ewolucyjnie sekwencje znajdujgce sie we fragmencie C-
kohcowym, jednakze nie wykazujg one homologi z analogicznymi sekwencjami
znajdujgcymi sie na koncach biatek podjednostkowych fimbrii typu P lub typu 1.
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W btonie zewnetrznej wystepuje biatko CooC, ktére tworzy kanat umozliwiajgcy
powstawanie fimbrii. Biatko to ma mozliwos¢ wigzania sie ze stabilizujgcym je
.chaperonem” CooB. System biogenezy fimbri typu P (typu 1) oraz system
biogenezy fimbrii typu CS powstat najprawdopodobniej na drodze niezaleznej
ewolucji zbieznej (Rys. 15).

przestrzen
periplazmatyczna

btona wewnetrzna

Rys. 15. Biogeneza fimbrii typu CS1 E. coli [Soto i Hultgren, 1999]. B (CooB) — biatko
opiekuncze ,chaperone”, A (CooA) - biatko podjednostkowe fimbrii, C (CooC) — biatko tworzace
kanat w btonie zewnetrznej D (CooD) — adhezyna.

3.11. Charakterystyka adhezyn rodziny Dr

Patogenne szczepy E. coli powodujg szereg réznych choréb. Szczepy te
charakteryzujg sie obecnoscig roznych biatek Iub catych  struktur
umozliwiajgcych pokonanie ukfadu odpornosciowego atakowanego organizmu.
Jedng z szesciu gtébwnych grup patogennych szczepéw E. coli sg szczepy
nalezace do grupy DAEC (ang. diffusely adhering E. coli). Do jednej z klas
szczepdw DAEC zaliczamy bakterie u ktorych wykryto adhezyny Afa/Dr (Afa/Dr
DAEC). Szczepy te powodujg miedzy innymi zapalenie drég moczowych.
Adhezyny Afa/Dr zostaty odkryte w roku 1984. W wyniku prowadzonych badan
stwierdzono, ze geny odpowiedzialne za biogeneze tych adhezyn sg
zlokalizowane w operonach o podobnej strukturze. Kolejnosé genéw w tych
operonach jest taka sama, a wielkosci odpowiednich gendéw z poszczegdlnych
operondw sg prawie identyczne. Znaczng homologie wykazujg geny kodujace
biatka zaangazowane w biosynteze struktur adhezyjnych i biatka regulatorowe
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w przeciwienstwie do gendw kodujgcych adhezyny. Do rodziny adhezyn Afa/Dr

zaliczmy struktury o budowie fimbrialnej, afimbrialnej i niefimbrialnej,
obejmujgce 13 adhezyn o rdznej specyficznosci receptorowej (Tab. 3). W
wyniku prowadzonych badan stwierdzono, ze receptorem adhezyn Dr, Afak-I,
AfaE-lll oraz F1845 (odkrytych jako pierwsze) jest biatko DAF (ang. decay-
accelerating factor), bedace nosnikiem antygenu grup krwi Dr? co dato
poczatek nazwie rodziny adhezyn Dr [Nowicki i wsp. 1989; Carnoy i wsp., 1997;
Nowicki i wsp., 2001]. Jak do tej pory najlepiej poznanymi adhezynami sa:
Afag-l, Afak-lll, Dr, Dr-ll oraz F1845, w przypadku ktérych w petni zbadano
organizacje genetyczna, specyfike receptorowg i role w patogenezie szczepow

Afa/Dr DAEC [Servin, 2005].

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

Receptor komorkowy
Adhezyna Rodzaj Pochodzenie Kolagen DAF CEACAMS’
struktury typu IV

AfaE-| afimbrialna ludzkie negatywne | pozytywne | negatywne
AfaE-II afimbrialna ludzkie nieznane pozytywne nieznane
AfaE-lll afimbrialna ludzkie negatywne | pozytywne | pozytywne
AfaE-V afimbrialna ludzkie nieznane pozytywne nieznane
AfaE-VlI afimbrialna bydlece nieznane negatywne nieznane
AfaE-VIII afimbrialna Iu.dzkie, nieznane negatywne nieznane

zwierzece

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

*CEACAMl, CEA oraz CEACAMG6

3.12. Fimbrie Dr uropatogennych szczepow E. coli

Stworzony w Katedrze Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej modelowy
system ekspresji chimerycznych fimbrii opiera sie na fimbriach typu Dr. Fimbrie
Dr produkowane coli O75:K5:H wywotujgce

sq przez szczepy E.
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odmiedniczkowe zapalenie nerek. Struktury te kodowane sg przez operon dra,
sktadajacy sie z szesciu otwartych ramek odczytu (ORF- ang. open reading
frames): draA, draB, draC, draD, draP oraz drakE (Rys. 16) [Glouszko i wsp.,
1997, Nowicki i wsp., 2001]. Produktami genéw operonu dra sg biatka
odpowiedzialne za regulacje transkrypcji operonu (DraA i DraP), biatka
zaangazowane w biosynteze fimbrii (DraB, DraC, DraE) oraz inwazyna DraD.
Fimbria Dr zbudowana jest z powtarzajgcych sie sekwencji biatka
podjednostkowego DraE, bedacego jednoczesnie adhezyna. DraB jest biatkiem
opiekunczym, natomiast DraC to biatko tworzace kanat w btonie zewnetrznej

Lusher”.
draA draB draC draD draP draE

Rys. 16. Schemat operonu dra. draA — gen kodujacy biatko regulatorowe DraA o masie 11 kDa,
draB — gen kodujacy biatko opiekuncze DraB o masie 23 kDa, draC — gen kodujacy biatko DraC
o0 masie 90 kDa tworzace kanat w btonie zewnetrznej, draD — gen kodujacy inwazyne DraD o
masie 13 kDa, draP — gen kodujacy biako regulatorowe DraP, draE — gen kodujacy biatko
podjednostkowe fimbrii DraE o masie 16 kDa.

3.12.1. Biogeneza fimbrii typu Dr

Gtéwnym mechanizmem biosyntezy ponad trzydziestu rodzajow struktur
fimbrialnych i afimbrialnych jest mechanizm ,chaperone/usher”, w ktorym
wymagana jest obecnos$¢ biatka opiekunczego (ang. chaperone) oraz biatka
tworzacego kanat w btonie zewnetrznej (ang. usher). Na podstawie homologii
sekwencji aminokwasowej pomiedzy biatkiem DraB, a ,,chaperonami” majacymi
prawie identyczng strukture (np. FImC i PapD) stwierdzono, ze biosynteza
fimbrii kodowanych przez operon dra odbywa sie rowniez wedtug tego
mechanizmu (Rys. 17) [Sauer i wsp., 2000]. Przypuszczenia te zostaty
potwierdzone w doswiadczeniach z wykorzystaniem komplekséw DraE-DraB, a
takze mutantéw delecyjnych biatka podjednostkowego DraE [Pigtek i wsp.,
2005].
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Rys. 17. Mechanizm biogenezy fimbrii Dr. Oznaczenia: DraE - biatko adhezyny, DraB - biatko
opiekuncze, DraC - homooligomeryczne biatko tworzace kanat w zewnetrznej btonie
komodrkowej, DraE/DraB - kompleksy podjednostek fimbrialnych z ,chaperonem”, a takze biatka
systemu Sec: SecB, SecA, SecY, SecE. Kolorem czerwonym zaznaczono sekwencje sygnalng
biatka DraE.

W mechanizmie tym syntetyzowane prekursorowe podjednostki
fimbrialne DraE (z sekwencjg sygnalng na N-koncu) poprzez system Sec
(,chaperon” SecB, kompleks translokazy SecA, kompleks biatek tworzgcych
kanat w btonie - SecY, SecE) dostajg sie do periplazmy. Nie mogg one jednak
przyja¢ spontanicznie formy natywnej i za pomocg domen hydrofobowych wigzg
sie z btong wewnetrzng. Periplazmatyczne biatko opiekuncze DraB oddziatuje z
takg podjednostkg, utatwiajgc jej uwolnienie z btony cytoplazmatycznej w
wyniku fatdowania sie biatka DraE w natywng, zdolng do polimeryzaciji
strukture, na matrycy ,chaperonu” DraB. Dzieje sie tak dzieki mechanizmowi
komplementacji nici donorowej (ang. donor strand complementaton - DSC).
Biatko ,chaperonowe” zbudowane jest z dwoch domen immunoglobulino-
podobnych miedzy ktorymi znajduje sie szczelina. Cechg charakterystyczng
.chaperonow”, ktore nie sg potgczone z biatkiem podjenostkowym, sg wystajace
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dwie B harmonijki zawierajgce ewolucyjnie zakonserwowane hydrofobowe
reszty aminokwasowe. Natomiast w biatku podjednostkowym DraE, ktére ma
rowniez budowe immunoglobulino-podobng brakuje jednej antyréwnolegtej B
harmonijki, ktéra powoduje powstanie na powierzchni biatka duzej hydrofobowej
szczeliny. Biatko ,chaperonowe” wigze biatko podjednostkowe przez
dostarczenie brakujgcej B harmonijki. Hydrofobowa czes¢ fancucha
harmonijki pochodzacej z biatka ,chaperonowego” po zwigzaniu w
hydrofobowej szczelinie biatka akceptorowego staje sie integralng czescig
hydrofobowego rdzenia biatka podjenostkowego (Rys. 18). Biatko DraB
pozostaje w kompleksie z podjednostkg DraE, stabilizujgc jg | osfaniajgc
aktywng powierzchnie, zapobiegajac dzieki temu przedwczesnej agregacji w
periplazmie. Kompleksy biatko opiekuncze/podjednostka fimbrialna sg
nastepnie kierowane do biatka DraC (,usher”), tworzagcego kanat w btonie
zewnetrznej, ktory jest miejscem polimeryzacji podjednostek DraE.
Réwnoczesnie biatko podjednostkowe zwigzane z ,chaperonem” posiada
wlasng wystajgcg B harmonijke o zblizonej budowie do B harmonijki biatka
.chaperonowego”. Dzieki temu mozliwe jest taczenie sie poszczegdlnych
podjednostek w procesie zwanym donorowg wymiang nici (ang. donor strand
exchange - DSE). Donorowa [ harmonijka biatka ,chaperonowego” zostaje
zastgpiona przez N-koncowg cze$¢ kolejnego biatka podjednostkowego.
Nastepnie biatko DraB ulega oddysocjowaniu, a fimbria jest wydtuzana przez
dotaczanie kolejnych podjednostek DraE do jej podstawy w btonie zewnetrzne;.
Cechg charakterystyczng tego procesu jest to, ze uwolnienie biatka
podjednostkowego i polimeryzacja w strukture fimbrii nie wymaga dostarczenia
energii [Smyth i wsp., 1996; Sauer i wsp., 2000; Zavialov i wsp., 2003; Pigtek i
wsp., 2005].
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Rys. 18. Mechanizm DSC/DSE. A) Struktura krystaliczna biatka podjednostkowego fimbrii typu
P (PapE) przed i po procesie donorowej wymiany nici. Kolorem zottym zaznaczono (-
harmonijke pochodzacg od biatka ,chaperonowego”, natomiast kolorem czerwonym -
harmonijke pochodzaca od kolejnego biatka podjednostkowego. Cechg charakterystyczng jest
zmiana pozycji N i C-konca biatka (zamkniecie szczeliny) [Sauer i wsp., 2002]. B) Schemat
topologiczny potaczonych biatek podjednostkowych DraE [Anderson i wsp., 2004].

3.12.2. Charakterystyka fimbrialnej podjednostki strukturalnej DraE
Biatko podjednostkowe fimbrii DraE wykazuje budowe immunoglobulino-
podobnag. Struktura krystaliczna biatka AfaE-1ll, bedgcego homologiem biatka
DraE (r6znica 3 reszt aminokwasowych), wykazata istnienie dwoch grup f
harmonijek utozonych naprzeciwko siebie. Brak jednej 3 harmonijki w strukturze
podjednostki fimbrialnej potwierdza mechanizm DSC/DSE prowadzacy do
polimeryzacji podjednostek w strukture fimbrii [Anderson i wsp., 2004].
Adhezyna DraE wykazuje zdolnos¢ wigzania receptora DAF i kolagenu typu IV,
a oczyszczone rekombinantowe biatko DraE wigze sie z btong podstawng

57



kanalikow nerkowych i torebek Bowman’a [Nowicki i wsp., 2001]. W wigzaniu
sie do receptora DAF (zlokalizowanego na jego jednej stronie) zaangazowana
jest duza czes¢ biatka podjednostkowego DraE. Biatko to ma roéwniez
mozliwos¢ wigzania chloramfenikolu, co powoduje zahamowanie wigzania DraE
do receptora DAF. Najprawdopodobniej wynika to z czesciowego zakrycia
przez zwigzany chloramfenikol powierzchni biatka DraE zaangazowane] w
wigzanie receptora [Anderson i wsp., 2004]. Dodatkowo adhezyna DraE ma
zdolnos¢ wigzania sie z antygenem karcynoembrionalnym (CEACAMs ang.
carcinoembryonic antigenrelated cell adhesion molecules). Antygen ten bierze
udziat w adhezji miedzykomorkowej w wyniku oddziatywah zaréwno
heterotypowych jak i homotypowych. Do rodziny antygenow CEACAM nalezg
takie antygeny jak CEA, CEACAM1, CEACAM3, CEACAM4, CEACAMG,
CEACAMY7 i CEACAMS8. Wykazano, ze biatko DraE wigze sie z receptorem
CECAM1, CEA oraz CEACAMG6 [Berger i wsp., 2004]. Jednakze rola
receptorow  CEACAM w infekcji E. coli nie jest do konca wyjasniona.
Najprawdopodobniej, tak jak w przypadku N. gonorrhoeae, wigzanie z tymi
receptorami powoduje Sciste przyleganie bakterii do btony zewnetrznej
atakowanej komorki i w konsekwencji wchioniecie bakterii do jej wnetrza
[Korotkova i wsp., 2006].

Podjednostka DrakE zawiera N-koncowa, powierzchniowo eksponowana,
domene 2. Zakonserwowane reszty cysteiny w pozycji 19 (40 w przypadku
biatka DraE z sekwencjg sygnalng) i 51 (72) biatka DraE tworzg mostek
disiarczkowy, co powoduje powstanie petli ztozonej z 33 aminokwaséw na N-
koncu biatka (Rys. 19). Mutacja tych reszt cysteinowych w biatku DraE
powoduje utrate aktywnosci hemaglutynacyjnej oraz zdolnosci wigzania
kolagenu typu IV, a takze wptywa na biosynteze i stabilno$¢ catej fimbrialnej
podjednostki strukturalnej [Carnoy i Moseley, 1997]. Proces polimeryzacji
podjednostek fimbrialnych jest determinowany silnie zakonserwowanymi
sekwencjami zlokalizowanymi na N- i C-koncu biatka DraE. Pomiedzy tymi
regionami zlokalizowany jest fragment znacznie mniej zakonserwowany i zdolny
do akomodacji obcych sekwencji (np. antygenowych) (Rys. 20). Biatko
adhezyny DraE moze zatem penic funkcje nosnika determinant antygenowych,

a takie chimeryczne podjednostki fimbrialne, z obcymi sekwencjami
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antygenowymi posiadajg zdolnos¢ do polimeryzacji w wysoce immunogenng

strukture [Zalewska i wsp., 2003].

1 G-TPSGI TCTTKLTVTEECQVRVGEDLTVA
51 KTRGOLTDAAPI GPVTVQAL GCDARQVALKAD I NRD
101 KLYVNI RPTDNSAW TDNGVFYKNDVGSWGE | G YVDGQQTNTPPGNY
151 TGGYWAK

Rys. 19. Sekwencja aminokwasowa biatka DraE. Kolorem szarym zaznaczono sekwencje
sygnalng, niebieskim sekwencje odpowiedzialne za wigzanie z receptorem DAF, czerwonym
sekwencje domeny 2, fioletowym sekwencje odpowiedzialne za wigzanie z kolagenem typu IV,
zielonym sekwencje odpowiedzialne za wigzanie z CEA.

Adhezyna DraE zbudowana jest ze 160 reszt aminokwasowych, zawiera
sekwencje sygnalng umozliwiajgcg transport biatka do przestrzeni
periplazmatycznej. Oszacowana masa czasteczkowa z wykorzystaniem
programu komputerowego (Antheport) wynosi 17,0 kDa dla biatka z sekwencja
sygnalng i 14,9 kDa dla biatka bez sekwencji sygnalnej, a punkt izoelektryczny

jest rowny 6,55

Rys. 20. Struktura krystaliczcna biatka DraE opracowana z wykorzystaniem programu VMD.
Kolorem zoitym zaznaczono sekwencje domeny 2, czerwonym oraz biatym zaznaczono
sekwencje lub poszczegdlne aminokwasy odpowiedzialne za wigzanie z receptorem DAF
[Anderson i wsp., 2004]
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3.12.3. Analiza mutacyjna adhezyny DraE
Geny kodujgce biatka podjednostkowe fimbrii nalezgcych do rodziny

fimbrii typu Dr wykazujg duze zréznicowanie podczas gdy geny kodujgce biatka
regulatorowe oraz biatka zaangazowane w biosynteze fimbrii sg wysoko
zakonserwowane ewolucyjnie [Servin, 2005]. Naturalnie wystepujace punktowe
mutacje w genach adhezyn nalezgcych do rodziny Dr znaczaco wptywajg na ich
zdolnos¢ do oddziatywania z réznymi receptorami. Przyktadem moze by¢
podjednostka fimbrialna DraE opisana wczesniej i biatko AfaE-lll rdéznice sie
trzema resztami aminokwasowymi. Biatko AfaE-Ill, w odréznieniu od biatka
DraE, nie ma zdolnosci wigzania sie do kolagenu oraz wigzanie do receptora
DAF i CEA nie jest hamowane przez chloramfenikol [Korotkova i wsp., 2006].

Analiza réznych szczepow E. coli posiadajgcych fimbrie zbudowane z
biatka nalezgcego do grupy DraE wykazata, ze najwieksze zmiany w strukturze
I wtasciwosciach biatka wystepujg w wyniku mutacji reszt aminokwasowych w
pozycjach: D52(73), D61(82), 185(106), T88(109), 1111(132) oraz T131(152). W
wyniku mutacji poszczegolnych aminokwasow zaobserwano réznice w wigzaniu
sie adhezyny do receptora DAF jak i kolagenu oraz receptora CEA. Zamiana
reszty aminokwasowej w pozycji T131N lub 185M, T131A albo G68D, T88M
spowodowata wyrazny wzrost zdolnosci biatka do wigzania czerwonych krwinek
w tescie hemaglutynacji. Réwnoczesnie zaobserwowano, ze hamujacy
hemaglutynacje dodatek chloramfenikolu zostaje zniesiony w przypadku
adhezyn, w ktérych zostaty zmutowane reszty aminokwasowe w pozycji D61G i
[111T, a takze w biatku ze zmutowanym resztami D52M, T88M oraz 1111T.
Czesciowg odpornos¢ wykazaty szczepy bakteryjne posiadajgce adhezyne ze
zmieniong resztg aminokwasowg 1111T lub T131N. Réwniez zamiana jednego
aminokwasu w adhezynie 1111T lub T88M powoduje utrate zdolnosci do
wigzania sie z kolagenem typu 1V, a takze zmniejszenie zdolnosci do wigzania z
receptorem CEA [Korotkova i wsp., 2007].

W  celu identyfikacji reszt aminokwasowych biatka DraE
zaangazowanych bezposrednio w oddziatywanie z receptorem DAF dokonano
szeregu pojedynczych mutacji w podjednostce DraE. Pierwsze doniesienia na
temat regionu biatka DraE odpowiedzialnego za wigzanie z receptorem DAF
wykazaty, ze znajduje sie on miedzy 63(82), a 81(100) resztg aminokwasowa.

Analiza mutacyjna biatka DraE wykazata, ze wprowadzone w tym regionie
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mutacje znacznie zmniejszajq site wigzania sie biatka DraE z receptorem DAF
oraz w duzo mniejszym stopniu wptywajg na wigzanie sie z kolagenem typu IV.
Wykazano réwniez, ze najistotniejsze reszty aminokwasowe w wigzaniu
receptora DAF to D63(82) i N79(98). Stwierdzono takze, ze na zdolnosc¢
wigzania z receptorem wptywajg reszty w pozycji T10(29) oraz oraz T131(150)
[Van Loy i wsp., 2002]. Kolejne badania pozwolity stwierdzi¢, ze w proces
wigzania z receptorem DAF zaangazowane jest wiele innych reszt
aminokwasowych znajdujgcych sie gtéwnie w pozycjach 7(28) — 15(36) oraz
127(148) — 135(156) [Anderson i wsp., 2004]. Ostatnie badania dowodzg, ze w
proces wigzania sie biatka DraE z receptorem DAF zaangazowane sg 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 obrebie rodziny Dr charakteryzuje sie
zdolnoscia do wigzania kolagenu typu IV. Kolagen typu IV stanowi
charakterystyczny sktadnik btony podstawnej tkanki nabtonkowej drég
moczowych [Van Loy i wsp., 2002]. Zawiera trzy domeny, z ktérych domena N-
koncowa (7S) jest miejscem wigzania bakterii E. coli Dr* [Westerlund i wsp.,
1989]. Oddziatywanie 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 umozliwita
identyfikacje reszty aminokwasowej w pozycji 1111(132), ktéra wydaje sie mie¢
istotny wptyw na zdolno$é wigzania szczepdéw E. coli Dr* z kolagenem typu IV
[Carnoy i Moseley, 1997]. Rowniez reszty aminokwasowe znajdujgce sie w
pozycjach P40(61), P43(64), 1114(135) i Y115(136) majg bardzo istotny wptyw
na wigzanie sie biatka DraE do kolagenu [Korotkova i wsp., 2007].

Adhezyna DraE ma takze zdolnos¢ wigzania sie z antygenem
karcynoembrionalnym CEACAMs. Analiza mutacyjna wykazata, ze w wigzanie
to zaangazowane sg reszty P40(61), P43(64), 185(106), R86(107), 1111(132),
G113(134) oraz Y115(136). Interesujacy jest fakt, ze wigzanie sie adhezyny do
receptora DAF nie powoduje zaktocenia w wigzaniu do receptora CEA, dzieki
temu adhezyna moze roéwnoczesnie wigza¢c sie z dwoma receptorami
[Korotkova i wsp., 2006].

Badania  krystalograficzne i otrzymane kompleksy DraE z

chloramfenikolem wykazaty, ze jest on zwigzany na powierzchni czagsteczki
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biatka w kieszeni wystepujacej miedzy N-koncowa czescig  harmonijki B oraz
C-koncowg czescig B harmonijki E. Z jednej strony chloramfenikol sitami van
der Waalsa zwigzany jest z metylenowymi grupami P40(61), G42(63), P43(64),
oraz G113(134), natomiast z drugiej strony tgczy sie z 1111(132) 1114(135), a
takze Y115(136). Wigzanie chloramfenikolu w tym miejscu ttumaczy brak
mozliwosci wigzania biatka DraE z receptorem DAF. Spowodowane jest to tym,
ze chloramfenikol zastania czes¢ powierzchni biatka DraE zaangazowane] w

wigzanie receptora DAF [Pettigrew i wsp., 2004].

Rys. 21. Wigzanie chloramfenikolu do powierzchni biatka DraE. Kolorem czerwonym
zaznaczono reszty aminokwasowe odgrywajace najwazniejsza, pomaranczowym s$rednig i
zo6itym matq role, w procesie wigzania chloramfenikolu [Pettigrew i wsp., 2004].

3.12.4. Receptor DAF

Mimo, iz biatko DraE posiada zdolnos¢ wigzania sie do kolagenu typu IV,
czy antygendbw CEACAMs, to oddziatywanie z receptorem DAF odgrywa
kluczowg role w procesie inwazji bakterii do komérek gospodarza. Biatko DAF
jest receptorem komorkowym nie tylko dla adhezyn DraE, ale réwniez catej
rodziny adhezyn Dr. Przeprowadzone badania wykazujg, ze DAF jest takze
receptorem komorkowym dla wirusow (np. enterowirusow) oraz niektorych
bakterii (Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori i
Streptococcus pyogenes) [Das i wsp., 2005].

Ludzki receptor DAF jest glikoproteing o masie czgsteczkowej od 55 do
70 kDa w zaleznosci od stopnia glikozylacji. Duze ilosci tego receptora znajdujg
sie na powierzchni komorek nabtonka wyscietajgcego btony sluzowe drog

62



oddechowych lub drogi pokarmowej, kanalikow nerkowych, moczowddu czy tez
pecherza moczowego. Rolg czynnika przyspieszajgcego rozpad - DAF (ang.
decay-acccelerating factor) jest regulacja aktywacji systemu dopetniacza
poprzez bezposrednie wigzanie 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 sg przez powtarzajgce sie homologiczne egzony i
stwarzajq strukturalne rusztowanie czgsteczki zapewniajgce swoistos¢ wigzania
biatka. Oprocz czterech zewnatrzkomorkowych domen (SCR-1, SCR-2, SCR-3 i
SCR-4) biatko to posiada domene bogatg w reszty seryny, treoniny oraz proliny,
taczacg domeny SCR z resztami glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), dzieki
ktorym biatko DAF jest zakotwiczone w btonie zewnetrznej komorki (Rys. 22).

Adhezyny Afa/Dr rozpoznajg domene SCR-3 receptora DAF. Wystarczy
pojedyncza zmiana reszty aminokwasowej w tej domenie (seryna 165 na
leucyne) aby spowodowac catkowitg utrate wigzania adhezyjnej struktury
polimerycznej [Nowicki i wsp., 1993; 2001]. Jednakze, strategiczng role we
wzajemnym oddziatywaniu 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. Réwniez istotng role odgrywajq reszty fenyloalaniny w pozycjach 123 i
148, zlokalizowane na granicy domen SCR-2 i SCR-3, wymagane do
prawidtowego zwigzania z receptorem [Hasan i wsp., 2002]. Dalsze badania
wykazaty kluczowg role domen SCR-2 i SCR-3 biatka DAF w wigzaniu adhezyn
Dr. Ponadto, doswiadczenie z wykorzystaniem konstruktow delecyjnych
receptora DAF (SCR-1A, SCR-2A, SCR-3A, SCR-4A), wskazuje jednoznacznie,
ze bakterie E. coli Dr* w procesie inwazji wymagaja obecnosci tylko domen
SCR-2 i SCR-3 (Rys. 22) [Selvarangan i wsp., 2000].
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Rys. 22. Uproszczona struktura receptora DAF przedstawiajgca hipotetyczne miejsca
przytagczania adhezyn kodowanych przez operony dra, afa oraz daa. Niektére z adhezyn
rodziny Dr faczg sie réwniez z domeng SCR-2 (na rysunku linia przerywana) [Pham i wsp.,
1995].
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4. Materiaty

4.1.

Szczepy bakteryjne

Szczep Genotyp Pochodzenie

F’ {lacl® Tn 10 (Tet®)}, mcrA D(mrr- hsd Invitrogen,

E. coli TOP10F’ RMS- mcr BC) f 80lacZDM15, DlacX74 USA

deo R recAl araD139 D(ava -
leu)7697 galU galK rspL endAlnupG

E. coli F ompT hsdSg (rg” mg’) gal dcm (DES3) Novagen,
BL21(DE3)pLysS | pLysS (Cm®) Wielka
Brytania
E. coli F ompT hsdSg (rs" mg’) gal dcm lacY1l Novagen,
Rosetta(DE3)pLysS | (DE3) pLaclRARE (Cm®) Wielka
Brytania

4.2.

Materiat genetyczny
pUC19 - wysokokopijny plazmid wielkosci 2686 pz, wykorzystywany do

wstepnego klonowania DNA w komaorkach E. coli (Invitrogen, USA).
pPET-30 EkK/LIC - plazmid ekspresyjny o wielkosci 5439 pz, zawierajacy
gen warunkujacy opornos¢ na kanamycyne; promotor f10T7lac;
terminator transkrypcji faga T7; origin replikacji wektora pBR322; miejsce
operatorowe dla represora Lacl; gen kodujacy represor Lacl oraz miejsce
wielokrotnego klonowania (MCS) (Novagen, Wielka Brytania).

pBJN406 — plazmid rekombinantowy otrzymany przez wklonowanie do
plazmidu pACYC184 fragmentu DNA zawierajgcego sekwencje catego
operonu dra. Fragment DNA z sekwencjg operonu dra otrzymano przez
trawienie genomowego DNA pochodzacego z Kklinicznych szczepow
Escherichia coli 075:K5:H enzymem  Hindlll.  Transformacja
niepatogennych szczepow E. coli plazmidem pBJN406 powoduje, ze
stajg sie 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 wielkosci 8600 pz,
zawierajgcego sekwencje nukleotydowg operonu dra bez genow
regulatorowych. Wspotistnienie w jednej komorce bakteryjnej plazmidu
pCC90 razem z plazmidami z origin replikacji z grupy ColE1l (pBR322,
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pUC19) umozliwia replikon pl5A plazmidu pACYC177 (plazmidy
zgodne).

Sekwencje nukleotydowg operonu dra bez regionu promotorowego i
genow regulatorowych otrzymano poprzez wstepne trawienie DNA
plazmidu pBJN406 restryktazg EcoRI (po wprowadzeniu dodatkowego
miejsca rozpoznania dla restryktazy EcoRI 45 pz powyzej genu draB w
plazmidzie pBJN406) (otrzymany od prof. B. Nowickiego z University of
Texas) [Carnoy i wsp., 1997].

pCC90D54stop — plazmid rekombinantowy pCC90, w ktérym przy
pomocy mutagenezy miejscowo-specyficznej zastgpiono kodonem stop
trojke nukleotydowg (GAC), kodujacg kwas asparaginowy (Asp54).
Plazmid ten uniemozliwia ekspresje natywnego biatka adhezyny DraE
(otrzymany od prof. B. Nowickiego z University of Texas) [Carnoy i wsp.,
1997].

plazmidy rekombinantowe — otrzymane przez wklonowanie do DNA
wektora pUET1 [Dabrowski i Kur, 1999] DNA insertéw kodujgcych biatka
antygenowe SAG1, MAG1 Ilub GRA1l T. gondii (kolekcja Katedry
Mikrobiologii)

Nazwa Wklonowany insert Odnosnik
literaturowy
pUET1/SAG1 gen kodujacy antygen [Hiszczynska-

powierzchniowy SAG1 T. gondii | Sawicka i wsp.,
(reszty aminokwasowe od 49 do | 2003]

313)

pUET1/GRAL gen kodujgcy antygen granul o [Hiszczynska-
duzej gestosci GRAL T. gondii Sawicka i wsp.,
(reszty aminokwasowe od 24 do | 2003]
190)

pUET1/MAGL1 gen kodujacy antygen macierzy [Holec i wsp., 2007]

cyst taknkowych MAG1 T. gondii
(reszty aminokwasowe od 30 do
222)

4.3.

Pozywki i podtoza bakteriologiczne
Pozywka LB (Luria Bertani): trypton 10 g, ekstrakt drozdzowy 5 g, NaCl

10 g, woda destylowana do 1000 ml (pH=7,0-7,2)
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Pozywka 2YT: trypton 16 g, ekstrakt drozdzowy 10 g, NaCl 5 g, woda
destylowana do 1000 ml (pH=7,0)

Podtoze LA (Luria Bertani Agar): trypton 10 g, ekstrakt drozdzowy 10
g, NaCl 10 g, agar 15 g, woda destylowana do 1000 mi

Wszystkie pozywki i podtoza sterylizowano 30 min, w temperaturze 120°C.

4.4. Antybiotyki
Ampicylina — roztwor wyjsciowy: 100 mg/ml H,O
Chloramfenikol — roztwor wyjsciowy: 34 mg/ml 70% etanolu
Tetracyklina — roztwor wyjsciowy: 12,5 mg/ml 70% etanolu

Kanamycyna — roztwor wyjsciowy: 20 mg/ml H,O

4.5. Enzymy i bufory
Enzymy restrykcyjne i bufory do trawienia:

Enzym Rozpoznawana Bufor do trawienia Optymalna
restrykcyjny sekwencja temperatura
trawienia

BamHI(BioLabs) 5-G/GATCC-3' |NEBuffer for BamHI + BSA 37°C
Cfr10l (Fermentas) |5-R/CCGGY-3' |Cfr10I" buffer 37°C
EcoRI (BioLabs) 5-G/AATTC-3 NEBuffer for EcoRI 37°C
Hindlll (BioLabs) 5-A/AGCTT-3 NEBuffer 2 37°C
Kpnl (BioLabs) 5-GGTAC/C-3' |[NEBuffer 1 + BSA 37°C
Mspl (Fermentas) |[5-C/CGG-3 Y*/Tango (yellow) 37°C
Ndel (BioLabs) 5-CA/ITATG-3' |NEBuffer 4 37°C
BstElI(BioLabs) 5-G/GTNACC-3’ |NEBuffer 3 + BSA 60°C

Sktad buforéw:
@ NEBuffer BamHI + BSA: 150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI; 10 mM MgCly;
1 mM ditiotreitol; 100 ng/ml BSA;
@ NEBuffer EcoRI: 50 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 0,025%

Triton X-100;

@ NEBuffer 1 + BSA: 10 mM Bis Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 1 mM ditiotreitol,
100 ng/ml BSA;

@ NEBuffer 2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;; 1 mM
ditiotreitol,
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4.6.

NEBuffer 3 + BSA: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;; 1 mM
ditiotreitol; 100 ng/ml BSA;
NEBuffer 4: 50 mM octan potasu, 20 mM Tris-octan; 10 mM octan
magnezu; 1 mM ditiotreitol;
bufor Y*/Tango (yellow): 33 mM Tris-octan; 10 mM octan magnezu, 66
mM octan potasu; 0,1 mg/ml BSA,;
bufor dla enzymu Cfr10l: 10 mM Tris-HCI; 5 mM MgCl,; 100 mM NacCl;
0,02% Triton X-100; 0,1 mg/ml BSA.
polimeraza DNA Pwo (DNA Gdansk Il s.c) — polimeraza DNA
rekombinantowa  Pyrococcus  woesei, wykazujgca  aktywnos$c¢
polimeryzacji 5’-3’ i aktywnos¢ egzonukleazy 3'-5'. Dzieki aktywnosci
egzonukleolitycznej 3-5 ma mozliwos¢ odtgczania
niekomplementarnych nukleozydéw, w wyniku czego popetnia mniegj
btedow w procesie elongacji tancucha DNA i posiada 12 razy wiekszg
wiernos¢ syntezy DNA niz polimeraza Taq.

Enzym i odczynniki do reakcji ligacji:

@ ligaza polinukleotydowa faga T4 (Epicentre);

@ bufor do reakcji ligacji (Epicentre): 100 mM NaCl, 50 mM Tris
(pH=7,5); 0,2 mM EDTA; 1 mM ditiotreitol; 0,1% Triton X-100; 50%
glicerol;

@ roztwér ATP (Epicentre).

Bufory i odczynniki do reakcji PCR
Bufor do reakcji dla polimerazy DNA Pwo (10x stezony) — 50 mM KClI,

Tris (pH=8,8), 0,1% Triton X-100

Roztwdr 15 mM MgCl,

Trifosforany deoksynukleozydéw (dNTP): dATP, dGTP, dCTP, dTTP -
roztwor podstawowy o stezeniu 10 mM dla kazdego z nukleotydow
Woda redestylowana jatowa

Matryca do reakcji PCR - DNA plazmidu pBJN406

Startery:

Startery do amplifikacji fragmentu DNA genu draE kodujgcego N-terminalng

czesc¢ biatka adhezyny DraE z odpowiednimi epitopami SAG1, MAG1 i GRAL:
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@ starter forward” 1-DrakE:

57 - CGGECACGGTACCCAT ATGAAAAAATTAGCGATCATGECCG - 37
Kpnl Ndel

@ starter ,reverse” 2-DraE-SAG-epl:

57 - ATCGGATCCTGTCGATTTTTTATCTGEEGTCAGGT CACCAACCCG - 37
BamHI sekwencja nukleotydowa kodujaca epitop 1 SAG1

@ starter ,reverse” 2-DraE-SAG-ep2:

57 - ATAGGATCCGCTATCTTCTGCTTCAGGEGEGT CAGGT CACCAACCCG - 37
BamHI sekwencja nukleotydowa kodujaca epitop 2 SAG1

@ starter ,reverse” 2-DraE-SAG1-ep3:

5" -ATAGGATCCGI TCTCAGI TAATTTTGGCAAAATATCTTTGAACGATTTCT
BamHlI sekwencja nukleotydowa kodujaca epitop 3 SAG1
CGI' TGGT CAGGT CACCAACCCGTACCTGEC - 37

@ starter ,reverse” 2-DraE-MAG1;:

5" — ATAGGAT CCCGGAACGGECAACGT CCTCTGAGT TCTCATATAAAACAGCGT
BamHI sekwencja nukleotydowa kodujaca epitop MAG1
CGGTCAGGT CACCAACCCGTACCTGEC - 37

@ starter reverse” 2-DraE-GRAL:

5’ - TATGGATCCGI CCTCGI CCCTCTGCATGCTTTTCATAGIATCAATCACCT
BamHI sekwencja nukleotydowa kodujaca epitop GRA1
CGGTCAGGT CACCAACCCGTACCTGGC- 37

@ starter ,reverse” 2-DraE-GRA1-nowy:

5’ - TATGGATCCGI CCTCGI CCCTCTGCATGCCTTTTCATAGIATCCTTAGCCA
BamHI sekwencja nukleotydowa kodujaca epitop GRA1
CGGTCAGGTCACCAACCCG - 37

@ starter ,reverse” 2-DraE-SAG1-nowy:

5" - ATAGGATCCAGATAATTTTGGECAAAATATCTTTGAACCGATTTCTTAGCCC
BamHI sekwencja nukleotydowa kodujaca epitop SAG1
GGTCAGGTGACACCAACCC - 37

Startery wykorzystywane przy amplifikacji fragmentu DNA genu
kodujgcego C-koncowg czesc¢ biatka adhezyny DrakE:

draE
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5/

5/

5/

4.7.

4.8.

@ starter [forward” 3-DrakE:

- AGCGCGATCCGCACCAATAGGEGECCGGTCACCG 37

BamHI

@ starter ,forward” 3-DraE-nowy:

~AGCGGAT CCGT CACCGT GCAAGCGCTGGGATGC - 37

BamHI

@ starter ,reverse” 4-DraE-:

- GCGAGGAAGCTTGAATTCTCATTTTGCCCAGTAACCCCCGEE 37

Hindlll  EcoRlI

Markery wielkosci
Markery wielkosci DNA:

%)

%)

marker wielkosci M1 (DNA Gdansk Il s.c.): 110, 111, 147, 190, 242,
331, 404, 489, 501 pz

marker wielkosci M100-500 (DNA Gdansk Il s.c.): 100, 200, 300, 400,
500 pz

marker wielkosci MBstEIl: 702, 1264,1371,1929, 2323, 3646, 4324,
4822, 5686, 6369, 7242, 8454 pz

marker wielkosci GeneRuler™ 100 bp DNA (Fermentas, SM 0243):
80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031 pz

marker wielkosci GeneRuler™ 100 bp DNA (Fermentas, SM 0321):
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1001, 1200, 1500, 2000,
3000 pz

Markery biatkowe:

1%}

1%}

1%}

marker biatkowy firmy Sigma (M-4038): 6,5; 14,2; 20,1; 24; 29; 36;
45; 55; 66; 84, 97,4; 116; 205 kDa

marker biatkowy firmy Fermentas (SM 0671): 10; 16; 24; 35; 48; 54;
73; 100; 130; 180 kDa

marker biatkowy firmy Fermentas (SM 0431): 14,4; 18,4, 25; 35; 45;
66,2; 116 kDa

Roztwory i bufory do elektroforezy agarozowej

Bufor do elektroforezy agarozowey:

§ bufor 1 x TAE
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4.9.

4.10.

§ skiad buforu podstawowego 50 x TAE: 242 g Tris; 100 ml 0,5 M
EDTA; 57 ml kwas octowy; woda destylowana do 1000 ml
Barwnik obcigzajacy: 0,25% btekit bromofenolowy; 40% sacharoza
Roztwor podstawowy bromku etydyny (Sigma): 5 mg/ml

Roztwory i bufory do elektroforezy poliakrylamidowej
Zel poliakrylamidowy do rozdziatu biatek w warunkach denaturujgcych

(SDS-PAGE):
§ 30% roztwér akrylamidow (29% akrylamidu, 1% N,N-metyleno-
bisakrylamidu)
10% SDS (Sigma)
1,5 M Tris-HCI (pH=8,8) (Sigma)
1 M Tris-HCI (pH=6,8) (Sigma)
10% nadsiarczan amonu (Sigma)
§ TEMED (Sigma)

w w w W

Barwnik do nanoszenia probek na zel: 0,25% btekit bromofenolowy; 10%
glicerol; 10% SDS; 1 M b-merkaptoetanol; 1 M Tris-HCI (pH=6,8)
Roztwor barwigcy do zeli poliakrylamidowych: 50% metanol; 10% kwas
octowy; 0,05% Coomasie Brilant Blue R-250 (Sigma)
Roztwor odbarwiajacy do zeli poliakrylamidowych: 40% metanol; 7%
kwas octowy
Bufor do przeprowadzenia elektroforezy poliakrylamidowej:

§ 1 x Tris-glicyna (pH=8,3)

§ sktad buforu podstawowego 5 x Tris-glicyna (pH=8,3): 15,1 g Tris;

94 g glicyna; 50 ml 10% SDS; woda destylowana do 1000 mi

Inne bufory i roztwory
Bufor TE (pH=8,0): 10 mM Tris; 1 mM EDTA

Roztwor do indukcji: 1 M IPTG, (Sigma)

100 mM roztwor CacCl; (Fluka)

10% roztwér glicerolu

Bufor PBS (pH=7,5): 80 mM Na,HPO,4; 20 mM NaH,;PO4; 100 mM NaCl
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4.11.

4.12.

Odczynnik Bradforda: 85% kwas ortofosforowy — 100 ml; 95% alkohol
etylowy — 50 ml; Coomassie Brilliant Blue G 250 — 100 mg; woda
destylowana do 1000 ml

Bufory stosowane do oczyszczania bialek metoda chromatografii
metalopowinowactwa i do regeneracji ztoza

Bufor podstawowy A (pH=7,9): 5 mM imidazol; 20 mM Tris; 0,5 M NacCl,
0,1% TritonX-100

Bufor ptuczacy MA (pH=7,9): bufor A zawierajacy 5 M mocznik

Bufor ptuczacy MB (pH=7,9): bufor MA zwierajgcy 50 mM imidazol

Bufor elucyjny C (pH=7,9): bufor A zwierajacy 0,5 M imidazol

Bufor do regeneracji kolumny (His-bind® Resin, Novagen) (pH=8,0):
0,05 M EDTA; 1% SDS

Bufory i odczynniki do techniki Western blotting
przeciwciata pierwszorzedowe:

- poliklonalne krolicze przeciwciata anty-Dr, specyficzne dla biatka
adhezyny DraE (otrzymane od prof. B. Nowickiego z University of
Texas)

- poliklonalne krélicze przeciwciata anty-SAG1, specyficzne dla
antygenowego biatka SAGILT. gondii (otrzymane od prof. H.
Dtugonskiej z Uniwersytetu £odzkiego)

- poliklonalne krélicze przeciwciata anty-GRAL, specyficzne dla
antygenowego biatka GRA1 T. gondii (otrzymane od prof. H.
Dtugonskiej z Uniwersytetu £odzkiego)

- poliklonalne krélicze przeciwciata anty-MAG1, specyficzne dla
antygenowego biatka MAG1 T. gondii (otrzymane od prof. H.
Dtugonskiej z Uniwersytetu £odzkiego)

przeciwciata drugorzedowe:

- przeciwciata anty-mysie wyznakowane peroksydazg chrzanowg
(ang. Anti-Mouse IgG peroxidase conjugate) - Sigma, nr A-4416

- przeciwciata anty-krélicze wyznakowane peroksydazg chrzanowg
(ang. Anti-Rabbit IgG Peroxidase Conjugate) - Sigma, nr A-6154

Bufor TBST (pH=7,5): 10 mM Tris; 150 mM NacCl; 0,1% Tween 20
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4.13.

Bufor blokujacy: bufor TBST (pH=7,5) zawierajgcy 5% odtluszczone
mleko w proszku

Bufor do elektrotransferu biatek z Zelu poliakrylamidowego na btone
nitrocelulozowg: 12,5 mM Tris; 96 mM glicyna; 10% metanol

Btona nitrocelulozowa — wielkos¢ porow 0,45 um; (Sigma)

Bibuta Whatman 3 MM (Sigma)

Odczynnik do detekgciji:

§ DAB (3,3'diaminobenzydyna, 3,3,4,4’-tetra-aminobifenyl
otrzymywany w postaci tetrachlorowodorku (Ci2H14N4-4HCI)
(Sigma)

Przygotowanie: 6 mg DAB + 10 ml 0,05 M buforu Tris-HCI
(pH=7,6)
30% roztwor H,0O, - dodawano 0,1 ml H,O2 na 9 ml roztworu odczynnika
do detekcji DAB w 0,05 M buforze Tris-HCI (pH 7,6)

Bufory i odczynniki do testu ELISA
Bufor optaszczajacy (pH=9,6): 50 mM bufor weglanowy

Bufor ptuczacy (pH=7,4): 50 mM Tris; 0,88% NaCl; 0,1% Tween 20

Bufor blokujacy (pH=7,2): 0,5 M NaCl; 3 mM KCI; 1 mM KH,PO, 2H0;
1%TritonX-100; 1% BSA,; 0,001% czerwien fenolowa

Bufor substratowy i substrat reakcji barwnej: Fast o-phenylenediamine
dihydrochloride (Sigma)

Przygotowanie: na 20 ml wody - 1 tabletka buforu + 1 tabletka substratu
Roztwor stopujacy reakcje barwng: 1IN H,SO,

Przeciwciata: anty-krolicze 1gG, wyznakowane peroksydazg chrzanowg
(ang. Anti-Rabitt IgG Peroxidase Conjugate) (Sigma)

Poliwalentny antygen natywny (TLA ang. Toxoplasma Lysate Antigen) w
stezeniu 1 pg/ml (otrzymany od prof. H. Ditugonskiej z Uniwersytetu
t.6dzkiego)

Frakcja elucyjna otrzymana podczas oczyszczania lizatu komorek
szczepu E. coli szczepu BL21(DE3) metodg chromatografii
metalopowinowactwa

Mikroptytki do testu ELISA (NUNC — Immuno'™Plates, Surface —
MaxiSorp)
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4.14. Odczynniki do izolacji biatek podjednostkowych natywnych fimbrii

4.15.

4.16.

Dr oraz chimerycznych fimbrii Dr-epitop

bufor PBS (pH 7,5): 80 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO4, 100 mM NacCl
40% (NH4)2804 w buforze PBS
btona dializacyjna (M.W. 12,000) - Sigma, nr D-9652

Bufory i odczynniki do mikroskopii immunofluorescencyjnej
bufor PBS (pH 7,5): 80 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO4, 100 mM NacCl;

przeciwciata pierwszorzedowe:
- poliklonalne krélicze przeciwciata anty-Dr, specyficzne dla biatka
adhezyny DraE
przeciwciata drugorzedowe:
- przeciwciata anty-krolicze (ang. Anti-Rabbit IgG from goat, Whole
Molecule) znakowane FITC - Sigma, nr F-0382
olejek imersyjny (Olympus)
szkietka mikroskopowe (76 x 26 mm) i szkietka nakrywkowe (15 x 15
mm) (Medlab)

Materiaty wykorzystane do badan na liniach komorkowych
linie komorkowe HelLa Ohio (ECACC 84 121901) — komorki raka szyjki

macicy

pozywka minimalna (ang. minimum essential medium) zawierajgca sole
Earle’a oraz L-glutamine (GIBCO Laboratories, France)

10% ptodowa surowica bydleca inaktywowana termicznie (GIBCO)

1% mieszanina aminokwasow (ICN Biomedicals, Costa Mesa, Calif.)
0,25% roztwor trypsyny

Antybiotyki pencilana-streptomycyna (Sigma)

Barwnik Giemsa

74



4.17. Aparatura
Aparat do elektroforezy agarozowej Delfin (DNA Gdansk Il s.c.)

Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej (DNA Gdansk Il s.c.)
Aparat do HPLC (Merck-Hitachi), kolumna Superdex 75 (Amersham)
Aparat do techniki Western Blotting (Fermentas)

Autoklaw (Systec lub/i PrestigeMedical)

Czytnik ptytek ELISA: VICTOR 3V Perkin Elmer
Dezintegrator ultradzwiekowy Soniprep 150 MSE (SANYO)
Komora laminarna

Kuchenka mikrofalowa

Mieszadto magnetyczne (ATM)

MicroPulser Electroporator firmy Bio-Rad

Mikroskop immunofluorescencyjny (Olympus BX-60).
Mikrowiréwka Sigma (typ MPW-210)

pH-metr (Amersham)

Spektrofotometr SPEKTRO 23 (LabMed)

Termoblok (DNA Gdansk Il s.c.)

Termocykler (Perkin Elmer 2400)

Transiluminator UV (Sigma)

Versa Doc, Imagin System Model 1000 (BIO-RAD)

Waga laboratoryjna

Wiréwka High Speed Bruchless Centrifuge MPW — 350R
Wiréwka Sigma 1-15, nr 66315 (SIGMA)

Wytrzgsarka (DNA Gdansk Il s.c.)

Zasilacz stabilizowany pradu statego (DNA Gdansk Il s.c.)
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5. Metody

5.1. Hodowle bakteryjne
Hodowle bakterii E. coli w pozywce LB [Materiaty 4.3] prowadzono w

wytrzgsarce powietrznej, w temperaturze 37°C lub 30°C.
Hodowle bakterii E. coli na podtozu LA [Materiaty 4.3] wylanym na ptytki
Petriego prowadzono w cieplarce w temperaturze 37°C.

W razie potrzeby do hodowli dodawano ampicyline do stezenia 100 pg/ml,
chloramfenikol do stezenia 34 pg/ml, kanamycyne do stezenia 20 pg/ml,
tetracykline do stezenia 12,5 pg/ml [Materiaty 4.4], X-Gal do stezenia 32 pg/ml
oraz IPTG do stezenia 80 ug/ml [Materiaty 4.10].

5.2. Amplifikacja fragmentu genu draE kodujacego N-koncowag czesé
biatka adhezyny DraE z wprowadzonym epitopem biatka SAGI,
GRA1 lub MAG1 T. gondii

We wszystkich przeprowadzonych standardowych reakcjach PCR
wykorzystano:

polimeraze DNA Pwo [Materiaty 4.5];

bufor do reakcji (10x stezony) [Materiaty 4.6];
trifosforany deoksynukleozydow (dNTP) [Materiaty 4.6];
roztwér 15 mM MgCl, [Materiaty 4.6];

odpowiednie startery.

Zastosowany profil temperaturowo-czasowy we wszystkich przeprowadzonych

reakcjach PCR przedstawiono w ponizszej tabeli:

Temperatura ['C] |Czas Liczba cykli
[sekundy]
94 120 1
94 30
65 30 35
72 30
72 300 1
Schtodzenie do 4 °C
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sktad mieszaniny reakcyjnej (objetos¢ catkowita 50 pl):

Skiadnik oS¢ [ul]
Matryca DNA plazmidu pBNJ406 1
Bufor dla polimerazy Pwo (10x stez.) 5
dNTP 5
Starter 1-DraE 2
Starter 2-DraE-epl-SAG1; 2-DraE-SAG1- 2

ep2, 2-DraE-SAG1l-ep3, 2-DraE-MAG1, 2-
DraE-GRAL lub 2-DraE-SAG1-nowy, 2-DraE-

GRA1-nowy
Redestylowana woda jatowa 32
Polimeraza DNA Pwo 1

Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze Perkin Elmer 2400.

Amplifikacja fragmentu genu draE kodujgcego C-koncowg czesé
biatka 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 Liczba cykli
[sekundy]
94 120 1
94 30
65 30 35
72 30
72 300 1
Schtodzenie do 4 °C

sktad mieszaniny reakcyjnej:

Sktadnik llo$¢€ [pl]
Matryca DNA plazmidu pBNJ406 1
Bufor dla polimerazy DNA (10xstez.) 5
dNTP 5
Starter 1 3-DraE lub 3-DraE-nowy 2
Starter 2 4-DraE 2
MgCl, 2
Redestylowana woda jatowa 32
Polimeraza DNA Pwo 1

Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze Perkin Elmer 2400.
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5.4. Techniki wykorzystywane przy klonowaniu fragmentow DNA
5.4.1. Izolacja DNA plazmidowego wysokiej czystosci

DNA z 1,5 — 3 ml hodowli bakteryjnej izolowano z uzyciem 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 uzyciem zestawu
.Clean Up” firmy A&A Biotechnology (Polska).

5.4.3. Izolacja fragmentu DNA z zelu agarozowego

Fragmenty restrykcyjne rozdzielano w zelu agarozowym (1-1,5%) w
buforze 1 x TAE [Materiaty 4.8]. Wycinano z Zzelu bloczek agarozowy
zawierajgcy odpowiedni fragment DNA. Izolacje fragmentow DNA z zelu
agarozowego przeprowadzano z uzyciem zestawu ,DNA Gel Out” firmy A&A
Biotechnology (Polska).

5.4.4. Reakcja trawienia DNA (insertow i wektorow do klonowania)
enzymami restrykcyjnymi

Reakcje 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.
Objetos¢ koncowa mieszaniny reakcyjnej wynosita od 20 do 50 pl. Wyniki
reakcji trawienia obserwowano po przeprowadzeniu rozdziatu

elektroforetycznego w 1%, 1,5%, 1,7% lub 2% Zelu agarozowym.

5.4.5. Reakcja ligacji DNA wektora z insertem

Reakcje ligacji prowadzono przez dodanie do mieszaniny reakcyjnej:
DNA wektora i insertu, buforu dla ligazy DNA, roztworu ATP oraz ligazy DNA
faga T4 [Materialy 4.5]. Tak przygotowang mieszanine reakcyjng inkubowano
przez 2 do 3 godziny w temperaturze 18°C.

Sktad poszczegdlnych mieszanin ligacyjnych i ich objetos¢ koncowa (25-
50 pl) uzalezniona byfa od stezenia ligowanych fragmentow DNA (wektoréw i

insertéw).
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5.5. Sekwencjonowanie DNA plazmidowego
DNA plazmidowe sekwencjonowano w firmie AGOWA GmbH (Berlin,

Niemcy).

5.6. Transformacja komérek E. coli plazmidowym DNA
Komorki kompetentne E. coli okreslonego szczepu i transformacije

komérek kompetentnych DNA plazmidowym wykonywano wedtug standardowe;j
procedury [Sambrook i wsp., 1989].

5.7. Techniki elektroforetyczne
5.7.1. Elektroforeza w zelu agarozowym

Elektoforeze agarozowg prowadzono w 1; 1,5, 1,7% Ilub 2% zelu
agarozowym (w zaleznosci od wielkosci rozdzielanych czasteczek DNA)
[Sambrook i wsp., 1989].

5.7.2. Elektroforeza biatek w 2zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE)

Elektroforeze w Zzelu poliakrylamidowym prowadzono wedtug metody
Laemmli w 5% Zelu zageszczajacym i 12% Zzelu rozdzielajagcym, w buforze 1 x
Tris-glicyna, przy napieciu prgdu 80 V (zel zageszczajacy) i 120 V (zel
rozdzielajgcy) [Laemmli, 1970]. Rozdziat konczono w momencie, kiedy barwnik
dosiegat konca zelu. Zel barwiano roztworem barwigcym zawierajgcym
Coomassie Brilliant Blue [Materiaty 4.9], a nastepnie odbarwiano roztworem
odbarwiajgcym [Materiaty 4.9] przez 2 godziny.

Lizaty komérkowe do analizy elektroforetycznej przygotowywano przez
zawieszenie osadu komorek z 1 ml hodowli bakteryjnej w 0,4 ml buforu TE
[Materiaty 4.10]. Nastepnie 10 ul tak przygotowanej probki mieszano z 5 pl
barwnika do nanoszenia prébek na zel [Materiaty 4.9], prébke worteksowano i
inkubowano w temperaturze 98°C, przez 10 minut. Po zakonczeniu inkubacji

lizaty wirowano (30 sekund, przy 12000 x g) i nanoszono na zel.

5.8. Ekspresja genow kodujgcych poszczegolne biatka rekombinantowe
T. gondii w uktadzie Tabora-Studiera

Komorki poszczegélnych szczepdéw E. coli, zawierajgce odpowiednie
plazmidy rekombinantowe, zaszczepiano w 20 ml pozywki LB zawierajgcej

antybiotyki: ampicyline i chloramfenikol. Hodowle inkubowano przez noc w
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wytrzgsarce w odpowiedniej temperaturze (37°C, 30°C lub 20°C). Nastepnie 20
ml hodowli przenoszono do 1000 ml Swiezej pozywki LB, zawierajgcej takie
same antybiotyki. Gdy hodowla osiggneta odpowiednig gestosS¢ optyczng
(ODe60o), indukowano ekspresje genu przez dodatek roztworu IPTG [Materiaty
4.10] do koncowego stezenia 1 mM. Nastepnie hodowle inkubowano w
odpowiedniej temperaturze z wytrzgsaniem przez odpowiedni okres czasu (od 4
do 18 godzin w zaleznosci od produkowanego biatka).

Podczas inkubacji pobierano probki hodowli o objetosci 1 ml
bezposrednio przed indukcjg oraz w kolejnych godzinach prowadzenia hodowli
bakteryjnej az do momentu jej zakonczenia, po czym catg hodowle wirowano
przez 10 minut przy 4000 x g. Uzyskany osad zamrazano do dalszych badan.

Przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny uzyskanych prébek
catkowitych lizatéw bakteryjnych, w celu stwierdzenia obecnos$ci i oszacowania

ilosci wyprodukowanych biatek rekombinantowych.

5.9. Oczyszczanie biatek rekombinantowych metoda chromatografii
metalopowinowactwa

Biatka rekombinantowe oczyszczano z uzyciem metody chromatografii
metalopowinowactwa na kolumnie (10 ml objetosci martwe)) wypetnionej
ztozem Ni**-IDA (His-Bind® Resin, Novagen). Przed uzyciem zioze
regenerowano przemywajgc buforem do regeneracji (3-5 objetosci ztoza)
[Materiaty 4.11], a nastepnie ptukano wodg (10-20 objetosci ztoza) i nanoszono
roztwor NiCl, (3-5 objetosci ztoza), po czym ptukano buforem A o pH=7,9 (5-10
objetosci ztoza) [Materiaty 4.11].

Osad komoérek E. coli nadprodukujgcych odpowiednie biatka fuzyjne z
1000 ml hodowli zawieszano w ok. 80 ml buforu MA o pH=7,9 [Materiaty 4.11].
Nastepnie przeprowadzano dezintegracje komoérek przez sonifikacje (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 kolumne, po
czym zfoze ptukano buforem MA (ok. 15 objetosci ztoza), buforem MB (ok. 20
objetosci ztoza), a nastepnie eluowano odpowiednie biatka rekombinantowe

trzema — szescioma 5 ml porcjami buforu C o pH=7,9 [Materiaty 4.11].
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5.10. Elektrotransformacja komorek E. coli BL21(DE3) DNA plazmidu
pCC.0 lub E. coli BL21(DE3)pCC90D54Stop DNA plazmidu pDraE-
epitop
Nocng hodowle odpowiednich komorek bakteryjnych odmfadzano w 50

ml pozywki LB i inkubowano z wytrzgsaniem w 37°C do otrzymania ODeggo = 0,5-

0,7. Nastepnie komorki trzymano w tazni wodnej o temperaturze 0°C, przez 20

minut. Po schtodzeniu hodowle wirowano przez 15 minut, w temperaturze 4°C

przy 4000 x g. Osad zawieszono w 50 ml 10% zimnego glicerolu i wirowano

przez 15 minut, w 4°C, przy 4000 x g. Tak uzyskany osad zawieszano w 25 ml

10 % glicerolu i ponownie wirowano przez 15 minut, przy 4000 x g. Osad

koncowy zawieszano w 2 ml 10% glicerolu. Nastepnie do 50 ul komorek

dodawano 10 pl DNA odpowiedniego plazmidu rekombinantowego. Po
wymieszaniu, zawartos¢ probowki przenoszono do kuwety, ktdrg nastepnie
umieszczano w pojemniku elektropulsora [Materiaty 4.16]. Na generatorze
impulsu elektrycznego ustawiano odpowiednie parametry napiecia oraz czasu
trwania impulsu. Po wykonaniu impulsu do kuwety natychmiast dodawano
pozywke LB. Zawarto$¢ kuwety mieszano i przenoszono do probowki, ktorg
wytrzgsano przez 1 godzine w 37°C. Natepnie wysiewano komorki na ptytki LA

z dodatkiem odpowiednich antybiotykow. Ptytki inkubowano przez 16 godzin w

37°C.

Otrzymany rekombinantowy szczep E. coli BL21(DE)pCC90 umozliwia
ekspresje natywnych fimbrii typu Dr na powierzchni komorek bakteryjnych.
Natomiast szczep bakterii E. coli BL21(DE)pCC90D54stop/pDraE-epitop
wykorzystano do produkcji biatek chimerycznych DraE.

Szczep bakterii E. coli BL21(DE)pCC90D54stop stanowit kontrole
negatywng doswiadczenia ze wzgledu na brak ekspresji natywnych fimbrii typu

Dr na powierzchni komérek 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 [Materialy 4.14] (kazda kolonie bakteryjng

zawieszano w 400 m buforu PBS) i wykonywano posiew zawiesin bakteryjnych

na ptytki o srednicy 150 mm (350 nml zawiesiny bakteryjnej na kazdg ptytke) z

81



podtozem statym LA i dodatkiem odpowiednich antybiotykédw oraz IPTG w
przypadku fimbrii chimerycznych [Matriaty 4.3 i 4.4]. Po 24 godzinach inkubacji
w temperaturze 37°C komorki bakteryjne zbierano z ptytek za pomocq jatowej,
jednorazowej gtaszczki i zawieszano w 15 ml buforu PBS. Tak przygotowang
zawiesine bakteryjng worteksowano przez 1 minute i inkubowano w tazni
wodnej przez 1 godzine w temperaturze 65°C. Nastepnie zawiesine bakteryjng
wirowano w wirdwce Sorvall przy 6000 x g, przez 10 minut. Uzyskany
supernantant komérkowy zbierano do jatowych probéwek wirowniczych. Biatka
precypitowano siarczanem amonu do koncowego stezenia 20% przez noc, w
temperaturze 4°C [Materiaty 4.14]. Po 24 godzinach inkubacji wytrgcone biatka
wirowano w wiréwce 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% zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych [Metody 5.7.2].

5.12. Dializa
Dialize prowadzono wobec buforu PBS [Materiaty 4.14], przy delikatnym

mieszaniu za pomocg mieszadetka magnetycznego, przez 24 godziny w

temperaturze 4°C. Proces prowadzono trzykrotnie, uzywajac po 2 litry buforu.

5.13. Oznaczanie stezenia biatka
Do 0,1 ml preparatu dodawano 1 ml odczynnika Bradforda [Materiaty

4.10], inkubowano 15 minut, a nastepnie mierzono absorbcje przy dtugosci fali
595 nm. Stezenie wyznaczano wedtug krzywej wzorcowej sporzadzonej dla

roztworéw BSA w zakresie 5 - 200 ug/ml.

5.14. Testy immunologiczne

5.14.1. Test Western blotting
Przeprowadzono elektroforeze biatek w 12% zelu poliakrylamidowym w

warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE), a nastepnie wykonano
elektrotransfer biatek z zelu na btone nitrocelulozowa;:

- na powierzchni aparatu (elektroda natadowana dodatnio)

umieszczano trzy, odpowiednio wyciete bibuty, namoczone w

buforze do transferu [Materiaty 4.12];
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- nastepnie kfadziono przycieta, namoczong w buforze do transferu
btone nitrocelulozowa, a na niej zel przemyty kilkakrotnie tym
samym buforem (dokfadnie usunieto powstate pecherze powietrza
miedzy btong a zelem);

- zel przykrywano trzema nasgczonymi bibutami, nastepnie
zamykano aparat.

Transfer prowadzono przy natezeniu pradu wynoszacym 0,8 mA na cm?
zelu, przez 1 godzine.

Po zakonczonym transferze Zzel umieszczano w buforze blokujgcym
[Materiaty 4.12] i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzine, z
wytrzgsaniem.

Btone ptukano trzykrotnie buforem TBST [Materiaty 4.12], przez 5 minut w
temperaturze pokojowej.

Nastepnie btone inkubowano z przeciwciatami anty-Dr w rozcienczeniu
1:2000, przez 1 godzine, w temperaturze pokojowej z wytrzgsaniem. W
kolejnym etapie ptukano btone 3 x 5 minut buforem TBST, po czym
inkubawano z drugorzedowymi przeciwciatami  anty-kréliczymi  w
rozcienczeniu 1:2000, przez 1 godzine z wytrzgsaniem. Nastepnie btone
ptukano 3 x 5 minut buforem TBST i wywotywano roztworem
diaminobenzydyny [Materiaty 4.12], do pojawienia brgzowych prazkow, ktore

Swiadczyty o dodatnim wyniku reakcji immunoenzymatycznej.

5.14.2. Test ELISA

Do studzienek na mikroptytce do testu ELISA nanoszono: po 100 pl
odpowiednio rozcienczonych rekombinantowych biatek antygenowych T.
gondii; po 100 ul poliwalentnego antygenu natywnego (TLA) w stezeniu
1 pg/ml; po 100 pl roztworu frakcji elucyjnej otrzymanej podczas
oczyszczania lizatu komorek szczepu E. coli BL21(DE3)pLysS/pUET1 w
rozcienczeniu 1:500, a takze po 100 pl/ml oczyszczonych frakcji fimbrii
natywnych lub chimerycznych. Wszystkie rozcienczenia wykonywano w
buforze optaszczajgcym (weglanowym) [Materiaty 4.13].

Opfaszczone ptytki inkubowano przez catg noc w temperaturze 4°C.
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Po inkubacji ptukano studzienki trzykrotnie po 2 minuty z 200-300 pl
buforu ptuczacego na kazdg ze studzienek [Materiaty 4.13].

Dodawano do kazdej studzienki po 100 ul buforu blokujacego [Materiaty
4.13] i inkubowano ptytke przez 35 minut w temperaturze pokojowej, po
czym ptytke ptukano 3 x 5 minut buforem ptuczacym (200-300 pl buforu
na jedng studzienke).

Nanoszono po 100 pl surowic rozcienczonych 1:100 w buforze
blokujgcym [Materiaty 4.13].

Inkubowano ptytke w temperaturze 37°C, przez 45 minut.

Ptukano studzienki 3 x 5 minut buforem ptuczgacym (200-300 pl na kazdg
studzienke).

Nanoszono do studzienek po 100 ul roztworu przeciwciat anty-kroliczych
[Materiaty 4.13], rozcienczonych 1:4000 w buforze blokujgcym i
inkubowano w ciemni w temperaturze 37°C, przez 40 minut.

Ptukano studzienki 3 x 5 minut buforem ptuczgacym (200-300 pl na kazdg
studzienke).

Do kazdej ze studzienek nanoszono po 100 pl substratu [Materiaty 4.13] i
inkubowano ptytke w ciemni w temperaturze 37°C, przez 40 minut. W
studzienkach, w ktérych zaszta reakcja antygen—przeciwciato
obserwowano z6tto—brgzowe zabarwienie.

Reakcje hamowano poprzez dodawanie do studzienek po 100 ul
roztworu stopujgcego reakcje barwng [Materiaty 4.13].

Mierzono absorbancje przy dtugosci fali 490 nm.

5.14.3. Mikroskopia immunofulorescencyjna
Do badan mikroskopii immunofluorescencyjnej wykorzystano hodowle

bakteryjne:
E. coli BL21(DE)pCC90 eksprymujgce natywne fimbrie typu Dr (kontrola
pozytywna);
E. coli BL21(DE)pCC90D54stop-pDraE-ep3-SAG1, eksprymujgce
chimeryczne fimbrie typu Dr-ep3-SAG1;
E. coli BL21(DE)pCC90D54stop-pDraE-GRAL, eksprymujgce
chimeryczne fimbrie typu Dr-GRAL,;
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E. coli BL21(DE)pCC90D54stop-pDraE-MAG1, eksprymujace

chimeryczne fimbrie typu Dr-MAG1,

E. coli BL21(DE)pCC90D54stop nie eksprymujgce natywnych fimbrii typu

Dr (kontrola negatywna).

Komorki bakteryjne z poditéz statych przenoszono za pomocg jatowych
ez do jatowych probéwek Eppendorfa, ptukano trzykrotnie 1 ml buforu PBS i
rozcienczano w buforze PBS. Przygotowane frakcje, stanowigce zawiesiny
bakterii powyzszych rekombinantowych szczepow E. coli w buforze PBS,
inkubowano z przeciwciatami pierwotnymi i wtérnymi zgodnie z ponizszg
procedura:

100 m zawiesin odpowiednich bakterii w buforze PBS inkubowano z 50

m kroliczych poliklonalnych przeciwciat anty-Dr (rozciehAczonych w

stosunku 1:500), specyficznych dla biatka adhezyny DraE [Materiaty

4.15], w temperaturze pokojowej, przez 60 minut.

Nadmiar niezwigzanych przeciwciat usuwano przez trzykrotne ptukanie 1

ml buforu PBS [Materiaty 4.14].

Nastepnie 100 m zawiesin odpowiednich bakterii w buforze PBS

inkubowano z 50 m przeciwciat anty-kréliczych (rozcienczonych w

stosunku 1:25) znakowanych FITC, w temperaturze pokojowej przez 60

minut [Materiaty 4.15].

Nadmiar niezwigzanych przeciwciat usuwano przez trzykrotne ptukanie 1

ml buforu PBS.

Po 10 m kazdej zawiesiny bakteryjnej nanoszono na szkietka

mikroskopowe i obserwowano pod mikroskopem

immunofluorescencyjnym (Olympus BX-60).

5.15. Badania na liniach komérkowych
5.15.1. Prowadzenie hodowli komérek HelLa

Hodowle ludzkich komérek raka szyjki macicy (HelLa) prowadzono w
pozywce MEM z 10% dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej i antybiotykami
(streptomycyna 0,1 pg/ml; penicylina 100 U/ml), w inkubatorze zapewniajgcym
odpowiednie state, kontrolowane warunki srodowiska — 5% CO; 95%

wilgotnosc i temperatura 37°C.
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5.15.2. Badanie zdolnosci adhezji komorek E. coli do powierzchni
komérek HeLa
Zawiesine komorek Hela, bedacych w logarytmicznej fazie wzrostu
wysiewano do ptytek hodowlanych 6-cio studzienkowych, w ktérych
umieszczono szkietko nakrywkowe i inkubowano przez 24 godziny.
Do komérek HeLa dodawano odpowiednie bakterie E. coli zawieszone w
buforze PBS (ODg0=0,4).
Komoérki HelLa z bakteriami inkubowano przez 2 godziny w temperaturze
37°C.
Po inkubacji komorki utrwalono 70% etanolem.
Ptukano 3 x 4 ml buforu PBS.
Barwiono barwnikiem Giemsa i szkietka nakrywkowe oglagdano pod
mikroskopem (Olympus BX-60).

5.15.3. Badanie zdolnosci wigzania chimerycznego biatka DraE-epitop do
powierzchni komérek HelLa
Zawiesine komérek Hela bedgacych w logarytmicznej fazie wzrostu
wysiewano do ptytek hodowlanych 6-cio studzienkowych, w ktérych
umieszczono szkietko nakrywkowe i inkubowano przez 24 godziny.
Do komoérek HelLa dodawano odpowiednie kuleczki polistyrenowe
optaszczone wg standardowej procedury, oczyszczong frakcjg fimbrialng
zawierajacg chimeryczne biatko DraE-epitop lub biatko DraE dzikiego
typu. Jako kontrole negatywng wykorzystano kuleczki polistyrenowe
optaszczone biatkiem BSA.
Komorki HelLa z optaszczonymi kuleczkami polistyrenowymi inkubowano
przez 2 godziny, w temperaturze 37°C.
Po inkubacji komorki utrwalono 70% etanolem.
Ptukano 3 x 4 ml buforu PBS.
Do komérek dodawano przeciwciati anty-Dr (rozcienczonych w stosunku
1:500), specyficznych dla biatka adhezyny DraE [Materiaty 4.15], w
temperaturze pokojowej, przez 60 minut.
Nadmiar niezwigzanych przeciwciat usuwano przez trzykrotne ptukanie 1
ml buforu PBS [Materiaty 4.14].
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Nastepnie komérki inkubowano z przeciwciatami anty-kréliczymi
(rozcienczonymi w stosunku 1:25) znakowanymi TRITC, w temperaturze
pokojowej przez 60 minut [Materiaty 4.15].

Nadmiar niezwigzanych przeciwciat usuwano przez trzykrotne ptukanie 1
ml buforu PBS.

Nakrywkowe szkietka mikroskopowe obserwowano pod mikroskopem

immunofluorescencyjnym (Olympus BX-60).

5.16. Badania na zwierzetach
Eksperymenty na zwierzetach zostaty wykonane we wspotpracy z prof.

Henryka Dtugonskg z Uniwersytetu todzkiego. Lokalna komisja etyczna
wyrazita zgode na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach w zakresie
ztozonego wniosku (uchwata nr. 19/t B323/2006 z dnia 17 lipca 2006).

Do przeprowadzenia pierwszego eksperymentu wybrano 42 myszy ptci
meskiej, szczepu BALB/c, ktoére podzielono na 6 grup po 7 osobnikéw.

Procedure immunizacji przestawono w ponizszej tabeli.

kolejne dni dawka
procedura od pierwszej | preparatéw / | miejsce podania preparatu
immunizacji mysz
100 ug + podeszwy fap,
I 0 kompletny podskérnie
adiuwant d ’
Freunda ootrzewnowo
S0 pg +
immunizacja I 16 niekompletny - podskérnie,
adiuwant - dootrzewnowo
Freunda
S0 pg +
niekompletny
1l 30 adiuwant dootrzewnowo
Freunda
pobieranie krwi 45 - splot zylny oczodotu

Do przeprowadzenia drugiego eksperymentu wybrano 42 myszy ptci
meskiej, szczepu C3H/HeJ (odpornego na lipopolisacharyd), ktére podzielono
na 3 grupy po 8 osobnikbw i 2 po 9 osobnikbéw. Procedure immunizaciji

przestawono w ponizszej tabeli.
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kolejne dni dawka
procedura od pierwszej | preparatéw / | miejsce podania preparatu
immunizacji mysz
100 ug + podeszwy fap,
I 0 kompletny podskdrnie
adiuwant q ’
Freunda ootrzewnowo
100 ug +
immunizacja I 14 niekompletny podskdrnie,
adiuwant dootrzewnowo
Freunda
100 ug +
niekompletny
1l 28 adiuwant dootrzewnowo
Freunda
pobieranie krwi 56 splot zylny oczodotu
zarazenie T. gondii DX 58 5 cyst dootrzewnowo

5.17. Programy komputerowe

Analize restrykcyjng oraz symulacje klonowania wykonano przy
zastosowaniu programu Clone 3.1 (Scientific & Educational Software).
Analize domen transmembranowych, sekwencji sygnalnych oraz
obliczenie punktow izoelektrycznych i teoretyczne oszacowanie mas
czasteczkowych wykonano przy pomocy programu Antheprot 5.0
(Institute of Biology and Chemistry of Proteins, Lyon).

Analize determinant antygenowych wykonano przy zastosowaniu
programéw dostepnych na stornie internetowej: http://www.expasy.com
[Chow i Fasman, 1978; Hopp i Woods, 1981; Kyte i Doolittle, 1982].
biatek

oszacowano densytometrycznie z wykorzystaniem systemu Versa Doc

Procentowg zawartosc¢ uzyskang podczas oczyszczania
(program Quantity One).
Analize struktur krystalicznych biatek wykonano przy zastosowaniu

programu VMD (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/)
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6. Wyniki
6.1. Fimbrie jako szczepionka

Fimbrie sg to cienkie podobne do witosa struktury do 2 um dtugosci,
wystepujace w liczbie ok. 100-500 kopii na komorke bakteryjng. Biorac pod
uwage fakt, ze kazda fimbria zbudowana jest z kilkuset potgczonych ze sobg
takich samych podjednostek biatkka DraE mozliwe jest stworzenie
chimerycznych fmbrii, gdzie kazde biatko podjednostkowe bedzie zawierato
wybrang przez nas sekwencje epitopowg. Taki modelowy system ekspresji
chimerycznych fimbrii zostat stworzony w Katedrze Mikrobiologii Politechniki
Gdanskiej. System ten polega na koekspresji biatek z wprowadzonych do
komérek E. coli dwoch plazmidow tworzacych fimbrie, zawierajgce w biatku
podjednostkowym DraE immunogenny epitop wirusa HSV1 [Zalewska i wsp.,
2003]. Biatko DraE bedace podjednostkg fimbrialng zmodyfikowane jest w ten
sposOb, ze zamiast sekwencji kodujgcej domene 2 wprowadzona jest
sekwencja odpowiedniego epitopu. Takie zmodyfikowane biatko DraE moze
nadal tworzy¢ strukture fimbrii i zachowuje swoje wilasnosci adhezyjne oraz
posiada epitop, ktory indukuje odpowiedz immunologiczng. Elementem
ograniczajgcym zastosowanie bakteryjnych adhezyn jako nosnikéw determinant
antygenowych jest ich wielko$¢, ktdra nie moze zaburza¢ struktury adhezyny w
takim stopniu, aby uniemozliwi¢ jej polimeryzacje w strukture fimbrii.

Skonstruowane chimeryczne fimbrie bakteryjne mogg by¢é podawane
zwierzetom w dwoch postaciach. Pierwszg postacig otrzymanej szczepionki
moze byC oczyszczony preparat chimerycznych fimbrii, wystepujacych w
bardzo duzej liczbie na powierzchni komérek E. coli. Otrzymanie
oczyszczonych preparatéw fimbriowych jest metoda prosta, ekonomiczng i
bardzo wydajng. Drugg postacig szczepionki mogg by¢ oczyszczone kompleksy
biatka opiekunczego =z biatkiem podjednostkowym fimbrii zawierajgcym
odpowiednie determinanty antygenowe. Takie kompleksy wykazujg rowniez

bardzo duze wtasnosci immunogenne [Zavialov i wsp., 2002].
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6.2. Konstrukcja ekspresyjnego plazmidu rekombinantowego pDraE-
epitop

6.2.1. Amplifikacja DNA fragmentéw genu draE kodujacych C- i N-
koncowa czes¢ biatka adhezyny DraE z wprowadzong sekwencja
kodujaca odpowiedni epitop bialek pasozyta T. gondii

Pierwszym etapem otrzymania plazmidow rekombinantowych byto
przeprowadzenie reakcji amplifikacji. Jako matrycy uzyto DNA plazmidu
rekombinantowego pBJN406 zawierajgcego caty operon dra. Fragmenty DNA
kodujgce N- i C-koncowg czes¢ biatka adhezyny DraE uzyskano metodg PCR z
wykorzystaniem starterow [Materialy 4.6], umozliwiajgcych wprowadzenie
nastepujacych sekwencji epitopowych: trzech sekwencji pochodzacych z biatka
antygenowego SAG1 (PDKKSTGS, PEAEDSGS oraz
NEKSFKDILPKLTENGS), sekwencji DAVLYENSEDVAVPGS pochodzacej z
antygenu MAGL1 oraz EVIDTMKSMQRDEDGS pochodzacej z antygenu GRA1
T. gondii. Wszystkie sekwencje epitopowe zostaty 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 takze dzieki przeprowadzonej analizie
komputerowej.  Poszczegblne  epitopy wprowadzono do  sekwencji
aminokwasowe]j biatka DraE zamiast fragmentu 11 reszt aminokwasowych
(VAKTRGQLTDA) N-koncowej powierzchniowo eksponowanej domeny 2.
Reszty aminokwasowe zaznaczone kolorem niebieskim (GS) w przedstawionej
sekwencji epitopowej, pochodzg od wprowadzonego miejsca rozpoznania dla
restryktazy BamHl.

Startery wykorzystane w reakcji PCR zaprojektowano w taki sposob, aby
umozliwialy efektywne klonowanie produktow reakcji PCR do wektoréw
docelowych. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz zastosowany  profil
temperaturowo - czasowy reakcji amplifikacji we wszystkich przypadkach byt

identyczny [Metody 5.2].
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Rys. 23. Rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR w 2% zelu agarozowym.
M - marker wielkosci M 100-500 (DNA Gdansk)
1 - produkt reakcji PCR wielkosci 186 pz zawierajacy epitop 1 SAG1
2 - produkt reakcji PCR wielkosci 186 pz zawierajacy epitop 2 SAG1
3 - produkt reakcji PCR wielkosci 213 pz zawierajacy epitop 3 SAG1
4 - produkt reakcji PCR wielkosci 210 pz zawierajacy epitop MAG1
5 - produkt reakcji PCR wielkosci 210 pz zawierajacy epitop GRAL
6 - produkt reakcji wielkosci 333 pz
7 - kontrola ujemna reakcji PCR

W wyniku reakcji amplifikacji otrzymano pie¢ fragmentéw DNA
kodujgcych N-koncowg czesc¢ biatka DraE z epitopami: epl-SAG1 (186 pz),
ep2-SAG1 (186 pz), ep3-SAGL1 (213 pz), MAGL1 (210 pz) i GRAL (210 pz) (Rys.
23). Do produktéw PCR na koncu 5’ wprowadzone zostato miejsce rozpoznania
dla restryktaz Kpnl i Ndel, a na koncu 3’ sekwencje kodujgce odpowiednie
determinanty antygenowe biatek SAG1, MAG1 lub GRA1 T. gondii oraz miejsce
rozpoznania dla restryktazy BamHI (Rys. 24).

A
Kpnl Ndel
1 cggcgcggta cccat at gaa aaaattagcg atcat ggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
151 gacctgaccc cagat aaaaa atcgacagga tccgat
sekwencja kodujaca epitop 1 SAG1 BamHlI

Kpnl Ndel
1 cggcgcggta cccat at gaa aaaattagcg atcat ggccg cggccagcat
51 ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgectgg gttcaccccg agt ggcacca
101 ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggtt got

151 gacctgaccc ctgaagcaga agat agcgga tccgat
sekwencja kodujaca epitop 2 SAG1 BamHI
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51
101
151

201

51
101
151

201

E

1
51
101
151

201

Kpnl Ndel
cggcgcggt a cccat at gaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat

ggt gt t cgcc gtgagctccg cgcatgectgg gttcaccccg agtggcacca
ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
gacct gacca acgagaaatc gttcaaagat attttgccaa aattaactga

sekwencja kodujaca epitop 3 SAG1
gaacggat cc gat
BamHI

Kpnl Ndel
cggcgcggt a cccat at gaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgcectgg gttcaccccg agtggcacca
ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt

gacctgaccg acgctgtttt atatgagaac tcagaggacg ttgccgttcc
sekwencja kodujaca epitop MAG1

gggat ccgat
BamHlI

Kpnl Ndel
cggcgcgat Fc’;. cccat at gaa aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
ggtgttcgcc gtgagctccg cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
ccggcaccac caaactcaca gttaccgaag agtgccaggt acgggttgot
gacctgaccg aggtgattga tactat gaaa agcat gcaga gggacgagga
sekwencja kodujaca epitop GRA1

cggat ccat a
BamHI

Rys. 24. Sekwencje nukleotydowe produktow PCR otrzymanych w wyniku reakcji amplifikacji
(fragmentu genu draE kodujgcego N-kohncowg czes¢ adhezyny DraE) z wprowadzonymi
fragmentami kodujacymi: A) epitop 1 SAG1, B) epitop 2 SAGL, C) epitop 3 SAG1, D) epitop
MAG1, E) epitop GRAL. Podkreslono sekwencje pochodzace ze starterow, a w nich kolorem
zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne do matrycy; kolor czerwony i niebieski
wskazujg miejsca rozpoznania dla odpowiednich enzymdw restrykcyjnych; pogrubiono
sekwencje kodujaca odpowiednie epitopy.

W kolejnym etapie otrzymano fragment DNA kodujacy C-koncowg czesc¢

biatka DraE o wielkosci 333 pz (Rys. 23). W wyniku reakcji amplifikacji do

produktu PCR na koniec 5’ zostata wprowadzona sekwencja rozpoznania dla

enzymu restrykcyjnego BamHI, a na koniec 3’ miejsce rozpoznania dla
restryktaz EcoRlI i Hindlll (Rys. 25) [Metody 5.3].
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BamHI

1 agcggat ccg caccaat agg gccggtcacc gtgcaagcgc tgggatgcga
51 cgcccgccag gtcgcgttga aggcagacac cgataacttc gaacagggca
101 agttcttcct gatcagcgac aacaat aggg ataagctcta tgtcaatata
151 cggcctacgg ataactccgc ctggacgacc gacaatggtg tcttctacaa
201 aaacgatgtc gggagctggg gtggaattat cgggatctac gtagat gggc
251 aacaaacgaa cacaccgccc ggcaactaca cactgaccct gaccgggggt
301 tactgggcaa aatgagaatt caagcttcct cgc

EcoRl Hindlll

Rys. 25. Sekwencja nukleotydowa produktu PCR otrzymanego w wyniku reakcji amplifikaciji
fragmenu genu draE kodujacego C-koncowg czes¢ biatka DraE. Podkreslono sekwencje
pochodzace ze starter6w, a w nich kolorem zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne
do matrycy; kolor czerwony i niebieski wskazujg miejsca rozpoznania dla odpowiednich
enzymow restrykcyjnych.

6.2.2. Konstrukcja DNA plazmidow rekombinantowych pUC19-epitopA

Wstepne klonowanie do wektora pUC19 [Materiaty 4.2] ma na celu
utrwalenie produktu amplifikacji DNA w postaci stabilniejszej formy i warunkuje
otrzymanie duzej ilosci DNA zawierajgcego gen draE z wprowadzong
sekwencjg odpowiedniego epitopu.

Uzyskane w wyniku reakcji amplifikacji fragmenty kodujgce N-korcowag
czes¢ biatka DraE z sekwencjg epitopowg, a takze plazmid pUC19 poddano
reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi BamHI i Kpnl w odpowiednich
buforach, przez jedng godzine, w temperaturze 37°C [Metody 5.4.4]. Liniowe
czasteczki DNA insertu i wektora poddane zostaty reakcji ligacji w ukfadzie na
.epko” [Metody 5.4.5]. Nastepnie mieszaning ligacyjng transformowano
komorki kompetentne E. coli TOP10F' [Metody 5.6]. W wyniku transformaciji
otrzymano szereg biatych i niebieskich kolonii na ptytkach z podtozem LA
zawierajgcym ampicyline, tetracykline, IPTG oraz X-Gal. Biate kolonie z ptytek
po transformacji przesiano na nowe ptytki Petriego, ktére inkubowano przez 18
godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji z biatych kolonii bakteryjnych
izolowano plazmidy wykorzystujgc zestaw do izolacji ultraczystego DNA
plazmidowego [Metody 5.4.1].

W celu potwierdzenia czy DNA plazmidow wytypowanych na podstawie
roznicy wielkosci w stosunku do natywnego plazmidu pUC19 sg wtasciwymi
plazmidami rekombinantowymi, poddano je analizie restrykcyjnej z
wykorzystaniem enzymow Mspl i Ndel [Materiaty 4.5]. Wielko$¢ fragmentow
powstatych w wyniku reakcji trawienia oszacowano z wykorzystaniem programu
Clone [Metody 5.17].
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Zastosowana analiza restrykcyjna potwierdzita poprawnosc
skonstruowanych plazmidéw rekombinantowych pUC19-epitopA (pUC19-epl-
SAGI1A, pUC19-ep2-SAG1A pUC19-ep3-SAG1A, pUC19-MAG1A oraz pUC19-
GRAL1A), zawierajgcych wklonowane DNA kodujgce N-korncowg czesc¢ biatka
DraE z sekwencjg odpowiedniego epitopu antygenu T. gondii.

6.2.3. Konstrukcja DNA plazmidéw rekombinantowych pUC19-epitopB

Nastepnym etapem byto otrzymanie plazmidéw pUC19-epitopB,
zawierajacych caty gen kodujgcy adhezyne DraE z wprowadzong sekwencjg
odpowiedniego epitopu. Do ich konstrukcji wykorzystano odpowiednie plazmidy
rekombinantowe pUC19-epitopA otrzymane w poprzednim etapie.

Uzyskany w wyniku reakcji amplifikacji fragment DNA o wielkosci 333 pz,
kodujacy C-koncowg czesc biatka DraE, a takze odpowiednie plazmidy pUC19-
epitopA, poddano reakcji trawienia enzymami restrykcyjnymi BamHI i Hindlll, w
odpowiednich buforach, przez jedng godzine, w temperaturze 37°C [Metody
5.4.4]. W rezultacie otrzymano czasteczki DNA zawierajgce 5’ i 3’ ,lepkie”
konce. Liniowe czgsteczki DNA insertu i wektora, poddane zostaty reakcji ligacji
w uktadzie na ,lepko” [Metody 5.4.5]. Nastepnie mieszaning ligacyjng
transformowano komorki kompetentne E. coli TOP10F' [Metody 5.6]. Kolonie
otrzymane po transformacji przesiano na nowe ptytki Petriego z podtozem LA
zawierajgcym ampicyline i tetracykline. Po inkubacji kolonie zaszczepiano na
pozywke LB z ampicyling oraz tetracykling i hodowano przez 18 godzin w
wytrzgsarce, w temperaturze 37°C. Nastepnie hodowle wirowano i izolowano
plazmidy wykorzystujgc zestaw do izolacji ultraczystego DNA plazmidowego
[Metody 5.4.1]. W celu potwierdzenia czy otrzymane plazmidy sg wtasciwymi
plazmidami rekombinantowymi, poddano je analizie restrykcyjnej z
wykorzystaniem restryktaz EcoRI i Cfr10l [Materiaty 4.5]. Wielko$¢ fragmentow
powstajgcych po reakcji trawienia oszacowano z wykorzystaniem programu
komputerowego Clone [Metody 5.17].

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen otrzymano DNA plazmidéw
rekombinantowych pUC19-epitopB (pUC19-epl-SAG1B, pUC19-ep2-SAG1B,
pUC19-ep3-SAG1B, pUC19-MAG1B oraz pUC19-GRA1B), zawierajgcych gen
kodujacy cate biatko DraE z wprowadzong sekwencjg epitopowg odpowiednich

antygenow T. gondii. Analiza restrykcyjna wszystkich plazmidow potwierdzita
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poprawnos$¢ otrzymanych konstruktow. Otrzymane plazmidy rekombinantowe
pUC19-epitopB wykorzystano nastepnie do otrzymania rekombinantowych
plazmidow ekspresyjnych.

6.2.4. Konstrukcja DNA rekombinantowych plazmidéw ekspresyjnych
pDraE-epitop

Ostatnim  etapem  konstrukcji  plazmidéw  ekspresyjnych  byto
przeklonowanie genu kodujgcego biatko DraE z wprowadzong odpowiednig
sekwencjg epitopowg biatka SAG1, MAG1 lub GRA1l T. gondii z plazmidu
pUC19-epitopB do plazmidu ekspresyjnego pET-30LIC, umozliwiajgcego
kontrolowang i wydajng ekspresje chimerycznego biatka DraE w komérkach E.
coli BL21(DES3) w systemie ekspresyjnym Tabora-Studiera [Materiaty 4.2].

DNA genu kodujgcego biatko DraE z wprowadzong sekwencjg
odpowiedniej determinanty antygenowej biatka SAGl, MAG1l lub GRAl
otrzymano przez trawienie plazmidu pUC19-epitopB enzymami restrykcyjnymi
Ndel i EcoRI [Metody 5.4.4]. Tmi samymi enzymami restrykcyjnymi trawiono
DNA plazmidu pET-30LIC. Nastepnie przeprowadzono reakcje ligacji [Metody
5.4.5] i mieszaning ligacyjng transformowano komorki kompetentne E. coli
TOP10F' [Metody 5.6]. Kolonie otrzymane w wyniku transformacji przesiewano
na nowe ptytki z podtozem LA zawierajgcym kanamycyne i tetracykline, ktore
nastepnie inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji
kolonie zaszczepiano do pozywki ptynnej LB z tymi samymi antybiotykami i
hodowano przez 18 godzin w wytrzgsarce, w temperaturze 37°C. Nastepnie
hodowle wirowano i izolowano plazmidy wykorzystujgc zestaw do izolacji
ultraczystego DNA plazmidowego [Metody 5.4.1]. W celu potwierdzenia
poprawnosci konstrukcji plazmidéw ekspresyjnych poddano je analizie
restrykcyjnej przy uzyciu enzymu restrykcyjnego BstEIl [Materiaty 4.5]. Wielkos¢
produktéw powstajagcych w wyniku reakcji trawienia oszacowano Zz
wykorzystaniem programu komputerowego Clone [Metody 5.17].

Schemat catej procedury klonowania w celu uzyskania
rekombinantowych plazmidow ekspresyjnych pDraE-epitop przedstawiono na

rysunku 26.
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Rys. 26. Schemat podsumowujacy konstrukcje plazmidu rekombinantowego pDraE-epitop.
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W wyniku przeprowadzonych doswiadczen skonstruowano piec
ekspresyjnych plazmidéw rekombinantowych pDraE-epitop: pDraE-epl-SAG1
(o wielkosci 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), zawierajgcych sekwencje genu kodujgcego
adhezyne DraE z wprowadzonym odpowiednim epitopem biatek SAG1, MAG1
lub GRAL, znajdujgcego sie pod kontrolg fagowego promotora T7. Wszystkie
plazmidy rekombinantowe zostaty zsekwencjonowane [Metody 5.5].

Plazmidy rekombinantowe pDraE-epitop mozna uzy¢ do koekspres;ji
biatek zaangazowanych w biosynteze fimbrii Dr z plazmidu pDraE-epitop oraz
plazmidu pCC90D54stop zawierajgcego operon dra z mutacjg w genie draE,
prowadzacq do przedwczesnej terminacji syntezy biatka DraE.

promotor T7 —
GCGATCGAGAT CGATCTCGAT CCCCCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs Ndel
GCCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE —
ATGAAAAAAT TAGCGAT CAT GECCACGECCAGCATGGT GTTCGECCGT GAGCT CCGCGECA
M K KL AI MA A ASMVEF AV S S A H

TGCTGGEGT TCACCCCGAGT GGCACCACCGECACCACCAAACT CACAGT TACCGAAGAGT
AAGF TP S GTTGTTI KL TV TEE

«— 2-DraE-SAG-epl sekwencja pierwszego epitopu biatka SAG1
GCCAGGTACGGEGET TAGT GACCT GACCCCAGATAAAAAAT CGACAGGAT CCGCACCAATA
C Q VRVY GDULTWPDIKIKSTGS A P I

3-DrakE —
GGGECCGGET CACCGT GCAAGCECT GGGAT GCGACGCCCECCAGGT CACGT TGAAGGCARA
G PV TVQAL GCDARQQVA AL KA AD

CACCGATAACT TCGAACAGGGECAAGT TCTTCCTGAT CAGCGACAACAATAGGGATAAGC
T DNFEQGI K FUF LI S DNNRD K

TCTATGTCAATATACGGECCT ACGGATAACT CCGCCTGGACGACCGACAATSGTGTCTTC
L Y v NI RPTIDNSAWTTDNGVF

TACAAAAACGAT GT CGCGAGCT GEGEGT GGAAT TATCGGGAT CTACGT AGATGGGCAACA
Y K NDV G S WGGI I GI1I Y VDGOQDQ

«— 4-DraE stop
AACGAACACACCGECCCGGECAACTACACACT GACCCT GACCGEEGEEGT TACTGGECAAAAT
T NT P P GNY T L T L T GGY WAK
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EcoRlI
GAGAAT TCGCGGECCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCEECTGCTAAC

AAAGCCCGAAAGGAAGCT GAGT TGGCT GCTGCCACCGCT GAGCAGTAACTAGCATAACC

Terminator T7
CCTTGGEEECCTCTAAACGEGTCTTGAGEGGEITTTTTG

Rys. 27. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-ep1-SAG1
w rejonie insercji genu, kodujgcego biatko adhezyny DraE z pierwszym epitopem biatka SAGL1.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu biatka
SAGL1.

promotor T7 —
GGATCGAGATCGATCTCGAT CCCGCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs Ndel
GCCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE —
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGECCACGECCAGCATEGETG. o v e e e e e e
M K K L A | M A A A S MYV

«— 2-DraE-SAG-ep2 sekwencja drugiego epitopu biata SAG1
GCCAGGTACGGEGET TAGT GACCT GACCCCT GAAGCAGAAGAT AGCGGAT CCGCACCAATA
CcC Q VRVY GDLTWPIEAIEUDSGS AP I

3-DraE —
GGGECCGGTICACCGTIGCAAGCCGCTGCEGEATGCGACGCCCECCAG. v v e e e e e e
G PV TV QAL GCDARQ

«— 4-DraE stop
AACGAACACACCGECCCGGCAACTACACACT GACCCT GACCGEEGEEGT TACTGGECAAAAT
T NT P P GNY T L T L T GGY WAK

EcoRl Terminator T7
GAGAATTCG. . . CTAGCATAACCCCTTGGEGEECCTCTAAACGEGTCTTGAGEEGTTTTTTG

Rys. 28. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-ep2-SAG1
w rejonie insercji genu, kodujgcego biatko adhezyny DraE z drugg sekwencjg epitopowa biatka
SAG1. Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu
biatka SAG1.
promotor T7 —
GGATCGAGAT CGATCTCGAT CCCCCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs Ndel
GCCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE —
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGECCACGECCAGCATGEGETG. . v v e e e e e e e
M K K L A | M A A A S MYV

« 2-DraE-SAG-ep3 sekwencja trzeciego epitopu biata SAG1
GCCAGGTACGGEGET TAGT GACCT GACCAACGAGAAATCGTTCAAAGATATTTTGCCAAAA

C Q VRV GDLTNEIKSFKDI L P K
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3-DraE —
TTAACTGAGAACGGATCCGCACCAATAGEECCEGICACCGTIGCCAAG. . . v e e
L T E N G S A P | G PV T V Q

«— 4-DraE stop
AACGAACACACCGECCCGGECAACTACACACT GACCCT GACCGEEGEEGT TACTGGECAAAAT
T NT P P GNY T L T L T GGY WAK

EcoRl Terminator T7
GAGAATTCG. . . CTAGCATAACCCCTTGGEGEECCTCTAAACGGGTCTTGAGGEGTTTTTTG

Rys. 29. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-ep3-SAG1
w rejonie insercji genu, kodujacego biatko adhezyny DraE z trzecim epitopem biatka SAG1.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu biatka
SAGL.
promotor T7 —
GGATCGAGAT CGATCTCGAT CCCCCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs Ndel
GCCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE —
ATGAAAAAATTAGCGATCATGGECCACGEECCAGCATGEGETG. . v v e e e e e e
M K K L A | M A A A S MYV

«— 2-DraE-MAG1 sekwencja epitopu biata MAG1
GCCAGGTACGGEGET TAGT GACCT GACCGACGCTGT TTTATATGAGAACT CAGAGGACGT
C Q VRV GDLTWIDAVLYENZSE DV

3-DrakE —
TGCCGT TCCCEGAT CCGCACCAATAGEECCEGTCACCGTGCAAGCEC. . . o e
AV P GS A PI GP VTV QA
«— 4-DraE stop
AACGAACACACCGECCCGGECAACTACACACT GACCCT GACCGEEGEEGT TACTGGECAAAAT
T NT P P GNY T L T L T GGY WAK

EcoRl Terminator T7
GAGAATTCG. . . CTAGCATAACCCCTTGGEGEECCTCTAAACGGGTCTTGAGGEGTTTTTTG

Rys. 30. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-MAG1 w
rejonie insercji genu, kodujacego biatko adhezyny DraE z sekwencjg epitopowg biatka MAG1.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego epitopu biatka
MAGL.

promotor T7 —
GGATCGAGAT CGATCTCGAT CCCGCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs Ndel
GCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

1-DrakE —
ATGAAAAAATTAGCGATCATGECCGCGECCAGCATGGTG . L o oo e
MK KL AI MAAASMYV
«— 2-DraE-GRA1 sekwencja epitopu biata GRA1
GCCAGGTACGGGT TGGTGACCTGACCCGAGGT GATTGATACTATGAAAAGCATG

C QVRVGDLTEWV I DT MK S M

99



starter 3-DraE

CAGAGGGACGAGGACGCACCAATAGEGECCGGTCACCGTGCAAGCEL. . v v v e e e
Q RDEUDSGS API GPV TYV

«— 4-DraE stop

AACGAACACACCGCCCGECAACTACACACT GACCCT GACCGGEEGEGT TACT GGGCAAAAT

T NT P P GNY T L TL T GGY WA K

EcoRl Terminator T7

GAGAATTCG . . CTAGCATAACCCCTTGGEEECCTCTAAACCEGTCTTGAGEGGITTTTTG

Rys. 31. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa plazmidu ekspresyjnego pDraE-GRA1 w
rejonie insercji genu, kodujgcego biatko adhezyny DraE z sekwencjg epitopowq biatka GRAL.
Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonej determinanty
antygenowej biatka GRAL.

Skonstruowane plazmidy rekombinantowe pDraE-epitop pozwolity na

uzyskanie nastepujacych biatek fuzyjnych (Rys. 32):

51
101
151

51
101
151

DraE-epl-SAG1 zbudowanego ze 157 reszt aminokwasowych o masie
czasteczkowe] (oszacowanej z wykorzystaniem programu Antheport)
16,8 kDa dla biatka z sekwencjg sygnalng, umozliwiajgca jego transport
do przestrzeni periplazmatycznej i 14,6 kDa dla biatka bez sekwencji
sygnalnej oraz punkcie izoelektrycznym (pl) réwnym 6,55 [Metody
5.17];

DraE-ep2-SAG zbudowanego ze 157 reszt aminokwasowych o masie
16,7 kDa (14,6 kDa) oraz pl = 4,83;

DraE-ep3-SAG zbudowanego ze 166 reszt aminokwasowych, 0 masie
17,8 kDa (15,6 kDa) oraz pl =5,77;

DraE-MAG1 zbudowanego ze 165 reszt aminokwasowych, o masie
17,5 kDa (15,4 kDa) oraz pl = 4,70 oraz

DraE-GRAL1 zbudowanego ze 165 reszt aminokwasowych, o masie
17,7 kDa (15,6 kDa) i pl = 4,88.

GFTPSGITG TTKLTVTEEC QVRVGELTPD

KKSTGSAPI G PVTVQALGCD ARQVALKADT DNFEQGKFFL | SDNNRDKLY
VNI RPTDNSA WITDNGVFYK NDVGSWGE | G YVDGQQTN TPPGNYTLTL
TGGYWAK

GFTPSGITG TTKLTVTEEC QVRVAELTPE

AEDSGSAPI G PVTVQALGCD ARQVALKADT DNFEQCGKFFL | SDNNRDKLY
VNI RPTDNSA WITDNGVFYK NDVGSWGE | G YVDGQQTN TPPGNYTLTL
TGGYWAK
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C

1 GFTPSGITG TTKLTVTEEC QVRVGEDLTNE
51 KSFKDI LPKL TENGSAPI GP VTVQALGCDA RQVALKADTD NFEQGKFFLI
101 SDNNRDKLYV NI RPTDNSAW TTDNGVFYKN DVGSWGAE | G | YVDGQOQTNT
151 PPGNYTLTLT GGYWAK

1 GFTPSGTTG TTKLTVTEEC QVRVGDLTDA
51 VLYENSEDVA VPGSAPI GPV TVQALGCDAR QVALKADTDN FEQGKFFLI S
101 DNNRDKLYVN | RPTDNSAWI TDNGVFYKND VGSWGAE | A YVDGQQTNTP
151 PGNYTLTLTG GYWAK

E
1 GFTPSGTTGI TKLTVTEECQVRVGEDLTEV

51 | DTVKSMORDEDGSAPI GPVTVQAL GCDARQVAL KADTDNFEQGKFFLI S
101 DNNRDKLYVNI RPTDNSAW TDNGVFYKNDVGSWGAE | G YVDGQQTNTP
151 PGNYTLTLTGGYWAK

Rys. 32. Sekwencje aminokwasowe biatek DraE z wprowadzong sekwencjg epitopowg
odpowiednich antygenow T. gondii: A) epl-SAGL, B) ep2-SAG1, C) ep3-SAGL, D) MAGL, E)
GRAL1. Podkreslono sekwencje sygnalng, kolorem niebieskim oznaczono pierwszy aminokwas
w dojrzatym biatku, zielonym wprowadzong sekwencje odpowiedniego epitopu.

6.3. Ekspresja genu kodujacego rekombinantowe biatko DraE-epitop w
komorkach E. coli BL21(DE3)

Komérki E. coli BL21(DE3) transformowano DNA plazmidow
rekombinantowych pDraE-epitop (pDraE-epl-SAG1, pDraE-ep2-SAG1, pDraE-
ep3-SAG1, pDraE-MAG1l oraz pDraE-GRAl) [Metody 5.10]. Pojedyncze
kolonie bakteryjne, otrzymane w wyniku transformaciji, zaszczepiano do 20 ml
pozywki LB z kanamycyng [Materiaty 4.3] i hodowano w wytrzgsarce
powietrznej, w temperaturze 30°C, przez 18 godzin. Nastepnie hodowle
odmtadzano w 1000 ml pozywki LB z dodatkiem antybiotyku [Metody 5.1] i
prowadzono ekspresje [Metody 5.8].

Przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny uzyskanych probek
catkowitych lizatéw bakteryjnych w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujgcych [Metody 5.7.2]. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny biatek

zawartych we frakcjach catkowitych lizatow pokazany jest na rysunku 33
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DraE-ep3-SAG1

Rys. 33. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny biatek zawartych we frakcjach catkowitych
lizatbw komérek E. coli BL21(DE3) zbieranych podczas prowadzenia ekspresji genu
kodujacego DraE-ep3-SAGL.

1- 15ni lizatu komorek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych przed indukcja;

2- 15m lizatu komaérek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 1h po indukcji;

3- 15mi lizatu komarek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 2h po indukcji

4- 15n lizatu komorek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 3h po indukgcji;

5- 15m lizatu komérek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 4h po indukcji;

6- 15m lizatu komarek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 5h po indukcji;

7- 15m lizatu komarek E. coli BL21(DE3) + pDraE- ep3-SAG1 pobranych 20h po indukgji.

Na podstawie przeprowadzonych elektroforez poliakrylamidowych dla
pieciu badanych systeméw ekspresyjnych stwierdzono wysoki poziom produkciji
biatka rekombinantowego we frakcjach catkowitych lizatow zebranych po 3, 4 i
5 godzinach od momentu indukcji. Na elektroforogramach widoczne sg wyrazne
prazki biatka na tle pozostatych biatek komorkowych, ktérych masy
czgsteczkowe odpowiadaty masom biatek rekombinantowych DraE-epitop bez
sekwencji sygnalnej. Najwieksza ilos¢ zadanych biatek zawarta byta w lizatach
pobranych po 3 lub 4 godzinach od momentu indukcji, po czym ich ilosci
wyraznie spadajg (Rys. 33).

6.4. Immunoidentyfikacja biatek DraE-epitop metodga Western blotting
W celu detekcji poszczegodlnych biatek rekombinantowych DraE-epitop

przeprowadzono elektroforeze w warunkach denaturujacych w 15% Zelu
poliakrylamidowym [Metody 5.7.2] prébek catkowitych lizatbw komorek E. coli
BL21(DE3) zawierajacych plazmid rekombinantowy pDraE-epitop pobranych
podczas zoptymalizowanej procedury prowadzenia ekspresji, a nastepnie
wykonano elektrotransfer rozdzielonych biatek na btone nitrocelulozowa. Do
enzymatycznej detekcji biatka DraE-epitop uzyto 3,3’-diaminobenzydyny i H,O;
jako substratéw dla peroksydazy chrzanowej [Metody 5.14.1].
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Rys. 34. Wynik testu Western blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-Dr.
M- marker wielkosci (Fermentas);
1- lizat komaérek E. coli BL21(DES3) - kontrola negatywna;
2- lizat komérek E. coli BL21(DE3) + pDraE-ep3-SAG1 pobranych 4h po indukcji;
3- lizat komérek E. coli BL21(DE3) + pDraE-GRAL pobranych 4h po indukgj;
4- oczyszczona frakcja piliowa- kontrola pozytywna.

Pozytywny wynik przeprowadzonej analizy w przypadku zastosowania
przeciwciat anty-Dr  Swiadczy o  poprawnosci  konstrukcji  biatek
rekombinantowych DraE-epitop. Przykfadowy wynik testu Western blotting
pokazano na rysunku 34. Zmiana sekwencji genu draE nie spowodowata
trwatych zmian w strukturze determinant antygenowych rozpoznawanych przez
przeciwciata anty-Dr, co byto 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 komérek bakteryjnych
E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop.

6.5. Produkcja natywnych fimbrii typu Dr i chimerycznych fimbrii typu
Dr-epitop orazizolacja fimbrialnych biatek podjednostkowych DrakE i
DraE-epitop
Wykonano elektrotransformacje komérek kompetentnych E. coli

BL21(DE3) DNA plazmidu rekombinantowego pCC90 oraz niezaleznie

transformacje DNA plazmidu rekombinantowego pCC90D54stop [Materiaty 4.2;

Metody 5.10]. W ten spos6b uzyskano rekombinantowy szczep E. coli

BL21(DE3)pCC90 pozwalajgcy na ekspresje natywnych fimbrii typu Dr,
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zbudowanych z podjednostek biatkowych adhezyny DraE oraz rekombinantowy
szczep E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop, stanowigcy kontrole negatywng
doswiadczenia ze wzgledu na brak wytwarzania na powierzchni komérek
bakteryjnych natywnych fimbrii typu Dr, spowodowany przedwczesng
terminacjg syntezy podjednostek fimbrialnych DraE.

Nastepnie wykonano transformacje komorek kompetentnych E. coli
BL21(DE3)pCC90D54stop DNA plazmidu rekominantowego pDraE-epitop,
kodujgcego biatko DraE z odpowiednim epitopem biatka SAG1l, MAGL1 lub
GRA1 T. gondii [Metody 5.10]. Uzyskano rekombinantowe szczepy E. coli
BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, warunkujgce (przy odpowiednich
warunkach prowadzenia hodowli bakteryjnej) produkcje chimerycznych fimbrii
typu Dr-epitop zbudowanych =z podjednostek fimbrialnych DraE-epitop.
Plazmidy rekombinantowe pDraE-epitop kodujgce fuzyjne biatko DrakE z
epitopem wykorzystano do komplementaciji in trans zmutowanego genu drakE w
plazmidzie pCC90D54stop i ekspresji chimerycznych fimbrii typu Dr-epitop na
powierzchni komorek bakteryjnych E. coli. Dodatkowo sprawdzono mozliwosc
koekspresji biatek zaangazowanych w biosynteze fimbrii z dwdch plazmidow w
komorkach szczepu E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop.

W celu ekspresji natywnych fimbrii typu Dr oraz chimerycznych fimbrii
typu Dr-epitop wykorzystano hodowle rekombinantowych szczepow bakterii E.
coli BL21(DE3)pCCA0 oraz E. coli BL21(DE3)pCCI0Dstop/pDraE-epitop na
podtozach statych z dodatkiem odpowiednich antybiotykow [Materiaty 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% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (Rys. 35) [Metody,
5.7.2].
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Rys. 35. Rozdziat elektroforetyczny frakcji fimbrialnych w 15% Zelu polikarylamidowym.
M*- marker wielkosci (Sigma)

1 - 10ni frakgji fimbrialnej komorek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epl-SAG1
2 - 10m frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-ep2-SAG1
M? — marker wielkosci (Fermentas)

3 - 10m frakcji fimbrialnej komarek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-ep3-SAG1
4 - 10m frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-MAG1

5 - 10 frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-GRAL

6 - 10 frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90

Na podstawie przeprowadzonej elektroforezy stwierdzono wysoki poziom
fimbrialnych biatek DraE i DraE-epitop w wyizolowanych frakcjach fimbrii Dr i
Dr-epitop (Rys. 35). Widoczne sa intensywne prazki wsrdd innych biatek
powierzchniowych, ktérych masa czasteczkowa odpowiada masie biatka DraE
dzikiego typu bez sekwenciji sygnalnej oraz chimerycznych biatkek DraE-epitop
bez sekwencji sygnalnej. Jedynie w przypadku biatek DraE-ep2-SAG1l oraz
DraE-MAGL1 powstajgce biatko ma mase nieco wiekszg niz masa biatka DraE
dzikiego typu. Spowodowane jest to najprawdopodobniej tym, Zze punkt
izoelektryczny biatek DraE-ep2-SAG1 (pl=4,83) oraz DraE-MAG1 (pl=4,70) jest
duzo nizszy od punktu izoelektrycznego natywnego biatka DraE (pl=6,55) i w
zwigzku z tym moze zachodzi¢ anormalna migracja biatek podczas rozdziatu

elektorofretycznego.
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6.6. Immunoidentyfikacja biatka DraE-epitop metoda ELISA z

wykorzystaniem przeciwciat anty-epitop

W celu wstepnego sprawdzenia czy wprowadzona sekwencja epitopowa
do biatka DraE jest zdolna do oddziatywania z przeciwciatami anty-epitop,
wykonano test posredni ELISA. Na podtozu statym unieruchomiono natywne
biatko DrakE (kontrola doswiadczenia) oraz chimeryczne biatka DraE-epitop
(DraE-epl-SAG1, DraE-ep2-SAGL, DraE-ep3-SAG1, DraE-GRAL1 oraz DraE-
MAG1), a nastepnie dodawano poliklonalne przeciwciata anty-SAG1, anty-
GRA1 Ilub anty-MAG1 uzyskane z surowicy krolika immunnizowanego
odpowiednimi  biatkami  rekombinantowymi  [Metody 5.14.2].  Wyniki
przedstawiono na Rys. 36.
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0.8+

0,7
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0.5+

0,4

B anty-SAG1 (1:6000)
m anty-GRAT (1:4000)

O anty-MAGT (1:4000)

0.3+

DraE DraE-ep1-SAGT DraB-ep2-5AG1 DraB-ep3-5AG1  DraE-GRAT DraBE-MAGT bufor
optaszczajacy

Rys. 36. Wyniki posredniego testu ELISA z wykorzystaniem surowic anty-SAG1 (1:8000) kolor
niebieski, anty-GRA1 (1:4000) kolor czerwony, anty-MAG1 (1:4000) kolor zotty.

W wyniku przeprowadzonego testu ELISA z wykorzystaniem przeciwciat
anty-epitop stwierdzono, ze natywne biatko DraE nie ma zdolnosci do
oddziatywania z przeciwciatami anty-epitop. Skonstruowane biatka DraE-epl-
SAGL1 oraz DraE-ep2-SAG1 rowniez nie wykazujg zdolnosci do wigzania sie ze
specyficznymi przeciwciatami  anty-SAGL1. Spowodowane  jest to

najprawdopodobniej tym, ze wprowadzone sekwencje epitopowe, zbudowane z
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6 reszt amionkwasowych, sg zbyt krotkie aby mogty wigzaé przeciwciato. W
przypadku pozostatych trzech biatek zachodzi wyrazna reakcja z odpowiednimi
przeciwciatami i dlatego tylko te trzy biatka zostaty wykorzystane do dalszych

badan.

6.7. Badanie zdolnosci tworzenia struktur fimbrialnych przez biatka
DraE-epitop z wykorzystaniem metody Western blotting

W celu okreslenia zdolnosci skonstruowanych biatek DraE-epitop do
polimeryzacji i tworzenia struktury fimbrii przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny otrzymanych frakcji fimbrialnych bez wstepnej denaturacji
termicznej w 15% zelu poliakrylamidowym, a nastepnie wykonano test Western
blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-Dr (Rys. 37) [Metody 5.14.1].

M 1 2 3 4 M 5 6 7 8

Rys. 37. Wynik testu Western blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-Dr.

M - Marker wielkosci (Fermentas)

1 — 20 nmi frakcji fimbrialnej komarek E.coli BL21(DE3)pCC90 po 10 min denaturacji prébki w
98°C

2 — 20 m frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90 bez denaturacji termicznej

3 — 20 m frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-GRAL po 10
minutach denaturacji probki w 98°C

4 — 20 i frakgji fimbrialnej komorek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-GRAL bez
denaturacji termicznej

5 — 20 m frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-SAG1 po 10
minutach denaturacji probki w 98°C

6 — 20 m frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-SAG1 bez
denaturacji termicznej

7 — 20 m frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-MAGL1 po 10
minutach denaturacji probki w 98°C

8 — 20 mi frakcji fimbrialnej komérek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop-pDraE-MAG1 bez
denaturacji termicznej
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Natywne biatko DraE tworzy bardzo stabilng strukture fimbrii. Nawet po
podgrzaniu prébki przez 10 minut w 98°C struktura fimbrii nie ulega
catkowitemu zniszczeniu. Na przedstawionym zdjeciu wida¢ wyraznie sygnaty
pochodzgce od dimerdéw, trimeréw oraz multimerow biatka DraE. W probce
niedenaturowanej termicznie monomeryczne biatko DraE nie wystepuje.
Natomiast w przypadku skonstruowanych chimerycznych biatek DraE-epitop
jedynie w przypadku biatka DraE-GRA1 mozliwe jest zaobserwowanie
sygnatéw pochodzacych od dimerdw, trimerdw oraz tertramerdw (brak sygnatu
od multimeréw tego biatka). W przypadku biatek DraE-SAG1 oraz DraE-MAG1
nie zaobserwowano réznic miedzy prObkami denaturowanymi oraz
niedenaturowanymi, co moze swiadczy¢ o tym, ze wprowadzone sekwencje
epitopowe zaktOocajg proces polimeryzacji chimerycznego biatka DraE w
strukture fimbrii lub struktury te sg labilne i ulegajg tatwo rozpadowi w czasie
elektroforetycznego rozdziatu lub pod wptywem SDS-u.

6.8. Badanie zdolnosci tworzenia struktur fimbrialnych przez biatka
DraE-epitop z wykorzystaniem metody saczenia molekularnego

Z tego wzgledu, iz eksperyment w ktérym rozdzielano denaturowanane
lub niedenaturowane termicznie probki w Zzelu poliakrylamidowym nie byt
przeprowadzony w natywnych warunkach istniata mozliwos¢, ze chimeryczne
fimbrie ulegaty rozpadowi pod wptywem np. SDS-u zawartego w roztworach do
elektroforezy poliakrylamidowej. Zatem w celu przeprowadzenia rozdziatu
frakcji fimbrialnej w warunkach natywnych, preparat biatkowy poddano saczeniu
molekularnemu na kolumnie Superdex 75 (Amersham) sprzezonej z aparatem
HPLC firmy Merck-Hitachi. Na kolumne jednorazowo nastrzykiwano 200 mni
proby (do rozdziatu uzywano buforu PBS). Otrzymane wyniki przedstawiono na
rysunkach 38, 39, 40 ,41i 42.
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Rys. 38. Chromatogram przedstawiajacy zaleznos¢ absorbancji (280 nm) od czasu
retencji uzyskany dla frakcji fimbrialnej biatka DraE dzikiego typu.
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Rys. 39. Chromatogram przedstawiajacy zaleznos¢ absorbancji (280 nm) od czasu retenciji
uzyskany dla frakcji fimbrialnej chimerycznego biatka DraE-GRAL.
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Rys. 40. Chromatogram przedstawiajacy zaleznos¢ absorbancji (280 nm) od czasu retenciji
uzyskany dla frakcji fimbrialnej chimerycznego biatka DraE-SAGL.
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Rys. 41. Chromatogram przedstawiajacy zaleznos¢ absorbancji (280 nm) od czasu retencji
uzyskany dla frakcji fimbrialnej chimerycznego biatka DraE-MAG.

Wykorzystana do sgczenia molekularnego kolumna Superdex 75
(Amersham) ma zdolnos¢ rozdzielczg do 75 kDa. W przypadku natywnych
fimbrii typu Dr biatko eluowane jest po czasie 16,00 minut (Rys. 38) co
odpowiada martwej objetosci kolumny. Z tego wzgledu mozna wnioskowac, ze
natywne biatko DraE (o masie ok. 14,9 kDa) w warunkach natywnych
polimeryzuje tworzac struktury o masie powyzej 75 kDa. W przypadku fimbrii
typu DraE-GRA1 (Rys. 39) maksimum elucji nastepuje po 16,85 minuty co
odpowiada masie biatka okoto 70 kDa (warto$¢ oszacowana na podstawie
wykresu  wzorcowego). Oszacowana masa biatka DraE-GRAl, z
wykorzystaniem programy komputerowego Antheprot, wynosi ok. 15,5 kDa, tak
wiec w tym przypadku mozna wnioskowac, ze w warunkach natywnych biatko
DraE-GRAL przybiera forme tetrameru. W przypadku fimbrii typu DraE-SAG1
otrzymujemy czas retencji wynoszacy 17,51 minuty, czyli jest to
najprawdopodobniej trimer lub dimer (Rys. 40). Natomiast w przypadku fimbrii
typu Dr-MAGL1 czas retencji wynosi 21,08 minuty co odpowiada elucji biatka o
masie okoto 16 kDa (Rys. 41). Wyniki te potwierdzity dane otrzymane w
eksperymencie z wykorzystaniem metody Western blotting. Nalezy zwrécié
rowniez uwage na fakt, ze w przypadku biatek DraE-MAG1 oraz DraE-SAG1
poziom absorbancji jest zdecydowanie nizszy niz w przypadku biatek DraE i
DraE-GRAL, co réwniez moze Swiadczy¢ o lepszej zdolnosci do tworzenia

struktur multimerycznych przez biatko DraE-GRA1 w poréwnaniu do antygenow
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DraE-MAG1 oraz DraE-SAG1l. Wprowadzona sekwencja epitopowa zakiéca
proces polimeryzacji fimbrii, a tym samym chimeryczne biatka typu DraE-epitop
nie sg zdolne do stworzenia stabilnych struktur fimbrialnych tak jak biatko

dzikiego typu.

6.9. Badanie zdolnosci tworzenia struktur fimbrialnych przez biatka
DraE-epitop z wykorzystaniem mikroskopii immunofluorescencyjnej

Do badan imunofluorescencyjnych zostaly wykorzystane hodowle
bakteryjne E. coli:
@ szczepu BL21(DE3)pCC90, eksprymujgcego natywne fimbrie typu Dr
(kontrola pozytywna);
@ szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, eksprymujgcego
chimeryczne fimbrie typu Dr-epitop;
@ szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop nie eksprymujgcego fimbrii
(kontrola negatywna).
Hodowle bakteryjne odpowiednich szczepdéw rozcienczono w buforze
PBS, a nastepnie inkubowano z pierwotnymi przeciwciatami anty-Dr oraz
wtornymi przeciwciatami anty-kréliczymi znakowanymi fluorescencyjnie [Metody
5.14.3].
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Rys. 42. Mikroskopia immunofluorescencyja komaérek bakteryjnych E. coli szczepu BL21(DE3)
zawierajgcych plazmidy: A) pCC90, B) pCC90D54stop, C) pCC90D54stop/pDraE-GRAL, D)
pCC90D54stop/pDraE-SAG1, E) pCC90D54stop/pDraE-MAG1, inkubowanych z przeciwciatami
kréliczymi anty-Dr i anty-kroliczymi znakowanymi FITC. Prawa czes¢ panelu — swiatto widzialne,
lewa - UV (powiekszenie X 2500; mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60).
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Mikroskopia immunofluorescencyjna komérek bakteryjnych E. coli
okreslonych szczepow eksprymujgcych natywne fimbrie Dr lub chimeryczne
fimbrie DraE-epitop z uzyciem pierwszorzedowych przeciwciat anty-Dr oraz
drugorzedowych przeciwciat znakowanych FITC pozwolita na stwierdzenie
obecnosci biatka DraE na powierzchni komoérek bakteryjnych szczepu E. coli
BL21(DE3)pCC90. Jednakze, w szczepach bakteryjnych E. coli
BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, eksprymujacych chimeryczne fimbrie
Dr-SAG1, DraE-MAGL1 lub DraE-GRAL, stwierdzono sygnaty r6znigce sie od
sygnatu otrzymanego w przypadku fimbrii natywnych (Rys. 42). Potwierdza to
wczesniej wysuniety wniosek, iz wprowadzone sekwecje epitopowe w

znacznym stopniu zaktocity proces polimeryzacii biatka DraE.

6.10. Badanie zdolnosci adhezyjnych chimerycznych biatek DraE-epitop
do powierzchni komorek HelLa

Bakterie zaopatrzone w fimbrie Dr, zbudowane z adhezyny DraE, zdolne
sq do wigzania sie z komorkami zawierajacymi na swojej powierzchni receptor
DAF. Zatem mozliwe jest sprawdzenie czy wprowadzenie sekwencji epitopowej
do adhezyny DraE nie powoduje hamowania wigzania sie z tym receptorem
komérkowym. Do badah adhezji na liniach komérkowych Hela zostaty
wykorzystane hodowle bakteryjne E. coli:

@ szczepu BL21(DE3)pCC90, eksprymujgcego natywne fimbrie typu Dr
(kontrola pozytywna);
@ szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitop, eksprymujgcego
chimeryczne fimbrie typu Dr-epitop;
@ szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop nie eksprymujgcego fimbrii
(kontrola negatywna).
Hodowle bakteryjne odpowiednich szczepdw inkubowano z komaorkami

Hela, a nastepnie dodano do komorek barwnika Giemsy [Metody 5.15.2].
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Rys. 43. Mikrofotografia komoérek Hela inkubowanych z komérkami E. coli BL21(DE3)
zawierajgcymi plazmid: A) pCC90, B) pCC90D54stop, C) pCC90D54stop/pDraE-GRAL, D)
pCC90D54stop/pDraE-SAG1, E) pCC90D54stop/pDraE-MAG1. Powiekszenie x 2500;
mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60, barwienie barwnikiem Giemsy.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu okazato sie, ze bakterie E.
coli szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/DraE-epitop zachowujg w bardzo
niewielkim stopniu zdolnos¢ wigzania sie z powierzchnig komérek HelLa. W
poréwnaniu do komorek bakteryjnych eksprymujacych natywne fimbrie typu Dr,
ktére ulegajg bardzo wydajnej adhezji, tylko nieliczne bakterie eksprymujace
chimeryczne fimbrie ulegly adhezji. Jest to kolejny dowdd potwierdzajgcy fakt,
ze wprowadzenie sekwencji epitopowej do adhezyny DraE w znacznym stopniu
zaktoca proces biogenzy fimbrii. Jednakze, w dalszym ciggu mozliwe jest
oczyszczenie podjednostkowego biatka DraE z powierzchni komorek E. coli
szczepu BL21(DE3)pCC90D54stop/DraE-epitop. W celu sprawdzenia czy
oczyszczone chimeryczne biatko DraE nie utracito zdolnosci wigzania sie z
komérkami HeLa wykorzystano oczyszczone frakcje fimbrialne pochodzace ze
szczepdw E. coli: BL21(DE3)pCC90 oraz BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-
epitop. Nastepnie optaszczano  polistyrenowe  kulki  oczyszczonymi
chimerycznymi biatkami DraE. Jako kontrole negatywng doswiadczenia
wykorzystano kulki polistyrenowe optaszczone biatkiem BSA [Metody 5.15.3].
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Rys. 44 Mikrofotografia komoérek HelLa inkubowanych z polistyrenowymi kuleczkami
optaszczonymi oczyszczong frakcjg fimbrialng szczepu E. coli BL21(DE3), zawierajacych
plazmidy: A) pCC90, B) pCC90D54stop, C) pCC9O0D54stop/pDraE-GRAL, D)
pCC90D54stop/pDraE-SAG1, E) pCC90D54stop/pDraE-MAG1 inkubowanych z przeciwciatami
kréliczymi anty-Dr i anty-kréliczymi znakowanymi TRITC. Prawa czes$¢ panelu — swiatto
widzialne, lewa - UV (powiekszenie X 2500; mikroskop immunofluorescencyjny Olympus BX60).
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Przeciwnie w stosunku do badan przedstawionych powyzej, w ktérych
wykazano, ze bakteryjne szczepy E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-
epitop nie sg w stanie stworzyc¢ stabilnej struktury fimbrii o budowie zblizonej do
fimbrii natywnych, okazafo sie, ze oczyszczone biatka DraE-epitop nie stracity
swojej zdolnosci adhezyjnej. Na przedstawionych zdjeciach wyraznie widacé
komoérki HelLa ze zwigzanymi na swojej powierzchni  kuleczkami
polistyrenowymi, optaszczonymi natywnym jak i chimerycznymi biatkami DraE
(Rys. 44). W przypadku biatek DraE-SAG1 oraz DraE-GRA1l uzyskano
identyczne wyniki jak w przypadku biatka DraE dzikiego typu. Jedynie w
przypadku  biatka DraE-MAG1 adhezja byta nieco nizsza, co
najprawdopodobniej byto spowodowane prawie catkowitym brakiem zdolnosci
polimeryzacyjnych tego biatka. Te wyniki byly podstawg do przeprowadzenia
badan na zwierzetach dla oszacowania potencjatu szczepionkowego badanych
preparatow biatek DraE-epitop.

6.11. Badanie skutecznosci chimerycznych fimbrii Dr oraz biatek
rekombinantowych SAG1, MAG1 i GRAL jako szczepionki

Pomimo, iz wprowadzenie epitopdw antygenow SAGl, MAG1 oraz
GRA1 T. gondii do biatka DraE zakiécito proces biogenezy fimbrii nadal
mozliwe jest wykorzystanie podjednostkowych biatek fimbrialnych jako
szczepionki przeciwko toksoplazmozie. Otrzymane preparaty chimerycznych
fimbrii nie stracity swojej zdolnosci adhezyjnej, a takze wyraznie reagowaty z
przeciwciatami anty-epitop. W celu sprawdzenia skutecznosci szczepionek
opartych na chimerycznych fimbriach typu Dr niezbedne byto przeprowadzenie
doswiadczen na zwierzetach. Tylko takie badania mogty da¢ odpowiedz na
pytanie czy chimeryczne fimbrie typu Dr-epitop pobudza odpowiedz humoralna,

a przede wszystkim komoérkowg immunizowanego organizmu.

6.11.1. Otrzymanie biatek do szczepien zwierzat
Dodatkowo do szczepien jako kontrole wykorzystano biatka

rekombinantowe SAG1l, MAG1l oraz GRAl. Wykorzystujgc systemy
ekspresyjne E. coli skonstruowane uprzednio w Katedrze Mikrobiologii PG
[Hiszczyhska-Sawicka i wsp., 2003; Holec i wsp., 2007] otrzymano odpowiednie
preparaty do szczepien. Antygeny rekombinantowe zawieralty na N- i C-koncu

sekwencje oligohistydynowe umozliwiajgc ich oczyszczanie z wykorzystaniem
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chromatografii metalopowinowactwa. Z biatek tych zostaty réwniez usuniete

sekwencje domen transmembranowych oraz sekwecje sygnalne (Rys. 45).
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Rys. 45. Sekwencje aminokwasowe biatek fuzyjnych. A) Hisg-GRA1-Hisg, B) Hisg-SAG1-Hisg,
C) Hise-MAG1-Hisg. Kolorem czarnym oznaczono sekwencje pochodzaca z wektora pUETL.

Ekspresje gendéw kodujacych biatka rekombinatowe SAG1, GRAL i
MAG1 w komorkach E. coli BL21(DE3)pLysS, zawierajgcych odpowiednie
plazmidy rekombinantowe (pUET1/SAG1, pUET1/GRA1 oraz pUET1/MAGl),
przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang przez Hiszczyhskg-Sawickg i
wsp., (2003), z pewnymi modyfikacjami. Hodowle startowg inkubowano w 37°C
(w przypadku szczepu produkujgcego biatko MAG1 w 20°C) przez 18 godzin.
Nastepnie 2 ml hodowli bakteryjnej odmtadzano w 1000 ml pozywki ptynnej LB
zawierajgcej ampicyline i chloramfenikol i hodowano w wytrzgsarce w 37°C do
uzyskania ODsg5=0,2 (okoto 2 godzin), po czym dodawano IPTG do koncowego
stezenia 1 mM. Po indukcji ekspresji prowadzano hodowle przez noc (16
godzin), w hodowli

temperaturze 37°C. Pobierano probki bakteryjnej

bezposrednio przed indukcja, oraz 1, 2, 3, 4 i 16 godzin po indukcji. Prébki
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przygotowywano wg standardowej procedury [Metody 5.9], a nastepnie
rozdzielano elektroforetycznie w 12% zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych [Metody 5.7.2] (Rys. 46).

A

Rys. 46. Rozdziat elektroforetyczny lizatbw bakteryjnych E. coli BL21(DE3) pLysS
nadprodukujacych rekombinantowe biatka: A) Hiss-MAG1-Hisg, B) Hisg-GRAL-Hisg, C) Hise-
SAGl-HiSe.

M - marker wielkosci (Sigma)

1- 10m lizatu komérek pobranych przed indukcjg

2 - 10ni lizatu komorek pobranych 1 h po indukcji

3 - 10ni lizatu komorek pobranych 2 h po indukcji

4 - 10m lizatu komérek pobranych 3 h po indukcji

5- 10ni lizatu komorek pobranych 4 h po indukcji

6 - 10ni lizatu komorek pobranych 16 h po indukgji

Analiza otrzymanych elektroforograméw pozwolita zoptymalizowac
produkcje biatek rekombinantowych. Maksymalng produkcje biatka GRAL i
SAG1 uzyskano w temperaturze 37°C po 16 godzinach od momentu indukcji, a
w przypadku MAG1l w temperaturze 20°C réwniez po 16 godzinach od
momentu indukcji. Powyzsze zoptymalizowane warunki prowadzenia hodowli
zastosowano do wyprodukowania dostatecznej ilosci biatek rekombinantowych

do szczepien.
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Nastepnie biatka Hise-SAG1-Hisg, Hisg-MAG1-Hisg oraz Hisg-GRA1-Hise
oczyszczano z lizatbw  komorkowych, stosujgc ~ chromatografie
metalopowinowactwa na ztozu Ni*-IDA (His-Bind® Resin, firmy Novagen)
[Metody 5.9]. Wyniki oczyszczania przedstawiono na rysunku 47. Otrzymano
wysoko oczyszczone preparaty antygenow rekombinantowych, ktore zostaty

zastosowane do szczepien zwierzat.

Rys. 47. Rozdziat elektroforetyczny w 12% zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE) biatek
zawartych we frakcjach uzyskanych podczas ekspresji i oczyszczania biatka fuzyjnego. A) Hisg-
MAG1-Hisg, B) Hise-GRA1-Hisg, oraz C) Hiss-SAG1-Hiss.
M - marker wielkosci (Sigma)
1 - 10m lizatu komorek E. coli BL21(DE3) pLysS zawierajgcych plazmid rekombinantowy
pUET1/MAG1 lub pUET1/GRAL lub pUET1/SAG1 przed indukcjg
2 - 10m lizatu komdrek E. coli BL21(DE3) pLysS zawierajgcych plazmid rekombinantowy
PpUET1/MAG1 lub pUET1/GRAL lub pUET1/SAG1 pobranych 16 godzin po indukcji
ekspresji IPTG
3 - 10mi frakcji biatek zebranych po ptukaniu buforem zawierajagcym 0,5 M imidazol

Czysto$¢ preparatow oszacowanych z wykorzystaniem systemu
VersaDoc wynosita 90-95%. Po zmierzeniu stezenia biatka [Metody 5.13],
oszacowano ilos¢ poszczegodlnych biatek rekombinantowych otrzymywanych z
jednego litra hodowli bakteryjnej na ok. 55 mg dla biatka MAG1, 45 mg dla
biatka GRAL oraz 30 mg dla biatka SAGL1.

6.11.2. Immunizacja myszy oraz przeprowadzenie testu ELISA
Badania na zwierzetach zostaty wykonane we wspotpracy z prof. H.

Diugonskg z Uniwersytetu todzkiego. Do przeprowadzenia eksperymentu
wybrano 42 myszy szczepu BALB/c, ktére podzielono na 6 grup (po 7
osobnikow).
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Myszy immunizowane byly nastepujgcymi preparatami:

grupa l - 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-SAG1l oraz DraE-GRAl z

adiuwantem;

grupa 5 - natywne fimbrie;

grupa 6 - chimeryczne fimbrie DraE-SAG1 oraz DraE-GRAL.

W pierwszym przeprowadzonym eksperymencie myszy otrzymaty 3
dawki preparatow w odstepach 2 tygodni [Metody 5.16]. Pierwsza dawka (z
kompletnym adiuwantem Freunda dla grup 3 i 4) byta podawana do poduszek
tap, podskornie i dootrzewnowo. Do szczepienia zostaly wykorzystane
preparaty chimerycznych fimbrii typu DraE-SAG1l oraz DraE-GRAL, ktore
otrzymano wg wczesniej opisanej procedury [Metody 5.11] (jednak bez
strgcania siarczanem amonu). Szacowana czystosS¢ preparatu wynosita ok.
50%. Druga dawka (z niekompletnym adiuwantem Freunda dla grup 3 i 4)
podana zostata podskornie i dootrzewnowo, natomiast trzecia (réwniez z
niekompletnym adiuwantem Freunda dla grup 3 i 4) tylko dootrzewnowo.
Niestety w wyniku szoku endotoksycznego trzy myszy z grupy 3 nie przezyty
pierwszej dawki szczepionki, z tego wzgledu dwie kolejne dawki zostaty
dwukrotnie zmniejszone. Niestety po kolejnych dwéch dawkach padly jeszcze
dwie myszy z grupy 3. ROwniez do konca eksperymentu nie przezyty dwie
myszy z grupy 4.

Dwa tygodnie po ostatniej dawce szczepionki, od wszystkich myszy
zostata pobrana krew i poddana analizie. Test wykonano z uzyciem metody
ELISA, w ktérej ptytki optaszczono preparatem fimbrii typu Dr, preparatem
chimerycznych fimbrii typu DraE-SAG1, preparatem chimerycznych fimbrii typu
DraE-GRAL, biatkiem rekombinantowym SAG1, biatkiem rekombinantowym
GRAL, poliwalentnym antygenem natywnym (TLAvVBK) oraz lizatem komoérek E.
coli BL(21). Poczatkowo wszystkie uzyskane surowice zostaty przetestowane w
jednym rozcienczeniu 1:100. Okazato sie jednak, ze reaktywnos¢ wielu surowic

Z niektérymi preparatami antygenowymi jest bardzo wysoka, dlatego wykonano
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drugi test z surowicami o wysokim mianie w dwdéch rozcienczeniach: 1:1000 i
1:10000 [Metody 5.14.2]. Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresach w
postaci stupkow, przy czym jeden stupek reprezentuje wartos¢ absorbancji w
reakcji jednej surowicy z danym preparatem antygenowym (Rys. 48, 49, 50, 51,
52, 53).

3

Grupa 1 -

surowica przed immunizacja
rozcienczenie surowicy - 1:100

2,5

PBS

kontrola pozytywna
tto reakcji

OD495

15

0,51

DraE DraE-SAG1 DraE-GRA1 SAG1 GRA1 TLAVBK

BL-21

Rys. 48. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 1 traktowanych PBS. Kolorem niebieskim
zaznaczono surowice pobrane od dwéch myszy z grupy 1 przed immunizacja. Kolorem
czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizacji od 7 myszy z grupy 1.
Kolorem zottym zaznaczono surowice pobrang od myszy zarazonej T. gondii. Kolorem zielonym
zaznaczono tto rekacji.

Surowcie pobrane po immunizacji preparatem PBS nie wykazujg
reaktywnosci z biatkami rekombinantowymi SAG1 oraz GRA1L, a takze z lizatem
T. gondii (TLAVBK). Jednakze nalezy zwréci¢ uwage na stosunkowo wysoki
poziom przeciwciat zawartych w surowicach przed immunizacjg skierowanych
na oczyszczone preparaty fimbrii typu DraE oraz DraE-SAGL1 czy DraE-GRA1
(Rys. 48).
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surowica przed immunizacja
rozcienczenie surowicy - 1:100

Grupa 2 - TLAVBK/FA
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tto reakcji
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BL-21

Rys. 49. . Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 2 traktowanych TLAvBK z adiuwantem.
Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwoch myszy z grupy 2 przed
immunizacjg. Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizacji od 7
myszy z grupy 2. Kolorem zéttym zaznaczono surowice pobrang od myszy zarazonej T. gondii.
Kolorem zielonym zaznaczono tto rekacji.

Surowice pobrane od myszy z grupy 2 po ostatniej immunizacji bardzo
silnie reagowaty z lizatem TLAVBK oraz z biatkami rekombinatowymi. Widoczna
jest rowniez (chociaz znacznie stabiej) reakcja tych surowic z preparatami

chimerycznych fimbrii (Rys. 49).

rozcienczenie surowicy - 1:100

35 surowica przed immunizacja Grupa 3 - DraE / FA
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Rys. 50. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 3 traktowanych frakcjg fimbrii DrakE z
adiuwantem. Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od czterech myszy z grupy 3
przed immunizacja. Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizaciji
(tylko 2 myszy przezyly). Kolorem zo6ttym zaznaczono surowice pobrang od myszy zarazonej T.
gondii. Kolorem zielonym zaznaczono tto rekaciji.

Z grupy 3, myszy immunizowanych oczyszczonym preparatem fimbrii
typu DraE, do konca eksperymentu przezyty tylko dwa osobniki. Smieré
nastgpita najprawdopodobniej w wyniku szoku endotoksycznego. Przy analizie

wynikbw zwraca uwage wysoki poziom reakcji przeciwciat zawartych w

121



surowicach szczepionych myszy z preparatami fimbrii typu DraE-SAGL1 i DraE-

GRA1, poréwnywalny z preparatem fimbrii dzikiego typu (Rys. 50).

surowica przed immunizacja Grupa 4 - DraE-SAG1 +DraE-GRA1 / FA
rozcienczenie surowicy - 1:100

rozcienczenie surowicy - 1:10 000
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tto reakcji
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" il i
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Rys. 51. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 4 traktowanych frakcja chimerycznych fimbrii
DraE-epitop z adiuwantem. Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwdch
myszy z grupy 4 przed immunizacja. Kolorem jasnozielonym surowice pobrane 2 tygodnie po
ostatniej immunizacji rozcienczone 1:10000. Kolorem zottym zaznaczono surowice pobrang od
myszy zarazonej T. gondii. Kolorem zielonym zaznaczono tto rekacji.

Badania przeprowadzone na surowicach pobranych od myszy z grupy 4
(szczepionych preparatem chimerycznych fimbrii) wykazaty, ze fimbrie typu Dr
(natywne i chimeryczne) stymulujg bardzo silng produkcje przeciwciat. W
przypadku rozcienczenia surowic 1:100 otrzymywano wyniki w granicach
plateau. Z tego powodu wykonano drugi test, w ktérym wykorzystano
rozcienczenia surowic 1:10000. Mimo tak duzego rozcienczenia otrzymano
bardzo silny sygnat dla biatek DraE oraz rekombinantowego biatka GRAL1 (dla
biatka SAG1 sygnat byt rowniez silny jednak nieco nizszy). Niestety, mimo
zastosowania niskiego rozciehczenia surowic (1:100) nie zaobserwowano
sygnatu z TLAVBK (Rys. 51).
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3,5 surowica przed immunizacjq Grupas - DraE
rozcienczenie surowicy - 1:100
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Rys. 52. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 5 traktowanych frakcjg fimbrii DraE bez
adiuwantem. Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwoch myszy z grupy 5
przed immunizacja. Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po ostatniej immunizaciji
od 7 myszy z grupy 5. Kolorem zoitym zaznaczono surowice pobrang od myszy zarazonej T.
gondii. Kolorem zielonym zaznaczono tto rekaciji.

Surowice pobrane od myszy z grupy 5 (szczepionych fimbriami typu Dr
bez adiuwantu) bardzo silnie zareagowaly z preparatami chimerycznych i
natywnych fimbrii typu Dr. Natomiast zgodnie z przewidywaniami reakcja z
biatkami rekombinantowymi SAG1 i GRA1 oraz z poliwalentnym antygenem

natywnym (TLA) byfa stosunkowo niska (Rys. 52).

surowica przed immunizacja CliL 618 = [DEIESAEL 7 BIEIEEIRA

rozcienczenie surowicy - 1:100
rozcienczenie surowicy - 1:10 000
kontrola pozytywna

tto reakcji
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DraE DraE-SAG1 DraE-GRA1 SAG1 GRA1 TLAVBK BL-21

Rys. 53. Wynik testu ELISA surowic myszy grupy 6 traktowanych frakcja chimerycznych fimbrii
DraE-epitop bez adiuwantem Kolorem niebieskim zaznaczono surowice pobrane od dwdch
myszy z grupy 6 przed immunizacja. Kolorem czerwonym surowice pobrane 2 tygodnie po
ostatniej immunizacji (tylko 3 myszy przezyty) Kolorem jasnozielonym surowice pobrane 2
tygodnie po ostatniej immunizacji rozcienczone 1:10000. Kolorem zéttym zaznaczono surowice
pobrang od myszy zarazonej T. gondii. Kolorem zielonym zaznaczono tto rekaciji.
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Na rysunku 53 przedstawiono poziom absorbancji w przeprowadzonym
tescie ELISA, w ktérym badano surowice pobrane od myszy z grupy 6
(szczepionych  preparatem  chimerycznych  fimbrii  bez  adiuwantu)
rozcienczonych 1:10000. Zaobserwowano wysoki poziom reakcji z preparatami
chimerycznych jak i natywnych fimbrii typu Dr, a takze =z biatkami
rekombinantowymi SAG1 oraz GRAL. Niestety nie zaobserwowano wyraznej
reakcji z preparatem TLAvVBK.

Podsumowanie pierwszego eksperymentu na zwierzetach

Myszy odpowiadajg bardzo silnie na immunizacje zarowno fimbriami jak i
poliwalentnym antygenem natywnym (TLAvVBK). Zgodnie z oczekiwaniami
surowice od myszy kontrolnych, ktérym podawano PBS reagujg bardzo stabo z
antygenami rekombinantowymi, TLAvBK i lizatem E. coli szczepu BL(21)DE3
(przygotowanym w analogiczny sposob jak biatka rekombinantowe). Natomiast
wykazujg reaktywnos¢ w stosunku do fimbrii. Najprawdopodobniej
spowodowane jest to obecnoscig innych biatek E. coli w preparacie
optaszczonym na mikroptytkach. Podczas oczyszczania frakcji fimbrialnej (bez
strgcania siarczanem amonu) biatko DraE stanowi ok. 50% uzyskanego
preparatu. Reszte stanowig inne powierzchniowe biatka bakteryjne.
Prawdopodobnie przeciwciata skierowane na biatka E. coli byty obecne w krwi
myszy przed eksperymentem.

Surowice od myszy immunizowanych TLAVBK w tescie ELISA reagujg z
TLA immobilizowanym na ptytce, ale rowniez z antygenami rekombinantowymi
GRAl i SAG1l. W przypadku naturalnych zarazen myszy obserwowuje sie
silniejszg reakcje z antygenem SAG1l eksponowanym na powierzchni
tachyzoitbw. W przeprowadzonym eksperymencie surowice reagujg silniej z
antygenem GRAL, co mozna byto przewidzie¢ biorgc pod uwage, ze TLAVBK
stanowi lizat komérek zawierajacy gtéwnie biatka wydzielnicze. Myszy
immunizowane fimbriami odpowiadajg silnie na ten antygen, przy czym
immunizacja z adiuwantem stymuluje silniejsza produkcje przeciwciat.
Roéwnoczesnie surowice od myszy immunizowanych fimbriami z epitopami
rozpoznajg antygeny rekombinantowe, ale nieoczekiwanie nie reagujg z

TLAVBK. Zwraca uwage wysoka reaktywnos¢ z lizatem kontrolnym E. coli

124



BL(21)DES, jednak reakcja z antygenami rekombinantowymi (zwtaszcza GRA1)
wydaje sie zdecydowanie wyzsza.

W przypadku surowic myszy immunizowanych chimerycznymi fimbriami z
epitopami (bez adiuwantu) obserwuje sie bardzo wysokg odpowiedz na sam
antygen fimbrii, niemniej jednak reaktywnos¢ z preparatami fimbrii
zawierajagcymi epitopy wydaje sie nieco wyzsza. W grupie myszy
immunizowanych fimbriami z epitopami i adiuwantem produkcja przeciwciat
byta tak silna, ze nawet przy rozcienczeniu surowic 1:10000 uzyskuje sie
wartosci w granicach plateau. W tym przypadku takze mozna zauwazy¢, ze
surowice te reagujg troche wyzej z chimerycznymi fimbriami niz z natywnymi.
Wydaje sie, ze surowice rozpoznajg lepiej epitopy GRA1 w obrebie fimbrii DrakE
i reakcja z preparatem DraE-GRA1 jest nieco wyzsza niz z DraE-SAGI.
Prawdopodobnie spowodowane jest to tym, ze biatko DraE-GRA1L jest w stanie
polimeryzowac, tworzac struktury o wiekszej masie czasteczkowej. Wptyw na
poziom reakcji moze miec¢ takze dobdr epitopéw, ktére sg eksponowane na
powierzchni chimerycznych biatek DraE.

Surowice myszy immunizowanych natywnymi fimbriami reagujg ze
wszystkimi preparatami fimbrii, ale najsilniej w ukfadzie homologicznym (czyli z

natywnymi fimbriami).

6.11.3. Immunizacja myszy i zarazenie T. gondii szczepem DX
Wyniki pierwszego eksperymentu na zwierzetach pokazaty, ze frakcje

fimbrialne podawane zwierzetom powinny byc lepiej oczyszczone. Otrzymane
frakcje fimbrialne bez strgcania siarcznem amonu o czystosci ok. 50% okazaty
sie zbyt toksyczne dla zwierzat (liczne padniecia myszy w czasie
eksperymentu). Dlatego do drugiego eksperymentu zostaty przygotowane
preparaty o wiekszej czystosci (70%- 80%). Uzyto 42 myszy szczepu C3H/HelJ
(bardziej odpornego na endotoksyny), podzielonych na 5 grup, ktérym
podawano:

grupa 1 - PBS (grupa kontrolna) (8 osobnikéw);

grupa 2 - poliwalentny antygen natywny TLA szczepu BK T. gondii

(TLAVBK) z adiuwantem (grupa kontrolna) (8 osobnikow);

grupa 3 - natywne fimbrie z adiuwantem (8 osobnikéw);
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grupa 4 - chimeryczne fimbrie DraE-SAG1, DraE-MAGloraz DraE-
GRA1 z adiuwantem (9 osobnikow);

grupa 5 - biatka rekombinantow SAG1, MAG1 oraz GRAL z adiuwantem
(9 osobnikéw).

Podobnie jak w pierwszym eksperymencie myszy otrzymaty 3 dawki
preparatow w odstepach 2 tygodni przy zastosowaniu takiej samej procedury
szczepien. Nastepnie po uptywie 4 tygodni myszom zostata pobrana krew, a
nastepnie po 2 dniach zostaty zarazone dootrzewnowo pasozytem T. gondii
szczepu DX (szczep cystotworczy). Pierwszy eksperyment wykazat, ze
odpowiedz z adiuwantem ma taki sam profil jak w przypadku szczepien bez
adiuwantu, ale jest zdecydowanie silniejsza. Dlatego w drugim eksperymencie
immunizowano zwierzeta tylko preparatami z adiuwantem.

Niestety réwniez w tym wypadku preparat okazat sie zbyt toksyczny
chociaz nie byto koniecznosci zmniejszania dawki. Jedynie myszy z grupy 5
przezyty po wszystkich dawkach szczepien i1 zarazeniu pasozytem. W
przypadku myszy z grupy 3 jeden osobnik padt po drugiej dawce szczepionki
oraz 3 po trzeciej dawce szczepionki. Troche bardziej odporne byty myszy z
grupy 4, dwie padty po trzeciej dawce szczepionki i nastepne dwie po zarazeniu
pasozytem. ROwniez padfa jedna mysz z grupy 2 i cztery myszy z grupy 1.
Jednakze w przypadku tych dwéch grup bylty to padniecia przypadkowe
zwigzane ze ztg reakcje na eter stosowany przy pobieraniu krwi.

Celem tego eksperymentu byto stwierdzenie czy szczepionka oparta na
chimerycznych fimbriach jest w stanie ochroni¢ mysz przed zarazeniem
cystotwlrczym szczepem pasozyta. Dlatego po wszystkich szczepieniach
myszy byly zarazane pasozytem, a nastepnie zabijane i sprawdzano ilo$¢ cyst
utworzonych przez pasozyta w mézgu myszy (Tab. 5).
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Tabela 5. llo$¢ cyst wytworzonych przez T. gondii w mdzgach immunizowanych
myszy.

Nr Immunizacja llos¢ cyst wykryta w mézgach poszczegdlnych myszy
grupy preparatem
1 2 3 4 5 6 7 8 9 srednia

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-MAGLFA| 267 | 179 | 67 | 136 162
4 DraE/FA 119 | 220 | 236 | 184 | 364 225
5 | SAGL+GRALWMAGL | 45 | 37 | 7 | 19 | 13 | 60 | 59 | 23 | & 30

/FA

Podsumowanie drugiego eksperymentu

Podobnie jak w pierwszym eksperymencie tak i w drugim myszy
odpowiadajg bardzo silnie na immunizacje zaréwno fimbriami jak i
poliwalentnym antygenem natywnym (TLAVBK). U wszystkich zwierzat (oprécz
grupy 1) stwierdzono duzo wyzsze miano przeciwciat niz w pierwszym
eksperymencie. Spowodowane to byto tym, ze immunizowane myszy szczepu
C3H/HeJ byty duzo bardziej odporne na zawarty w preparatach LPS od myszy
BALB/c, a tym samym mogty by¢ immunizowane wiekszg dawka szczepionki.
Ponadto, preparat chimerycznych fimbrii, ktbrym szczepiono myszy byt duzo
czystszy w poréwnaniu do preparatu uzytego w pierwszym eksperymencie.
Profil powstatych przeciwciat byt identyczny jak w pierwszym eksperymencie.
Surowice od myszy immunizowanych TLAvBK w tescie ELISA reagujg z TLA
immobilizowanym na ptytce, ale rOwniez z antygenami rekombinantowymi
GRA1, MAG1 i SAG1. Natomiast myszy immunizowane fimbriami z epitopami
podobnie jak w przypadku pierwszego eksperymentu rozpoznajg odpowiednie
antygeny rekombinantowe, ale bardzo stabo reagujg z TLAvBK. Okazato sie, ze
preparaty do immunizacji, mimo wiekszej czystosci zawieraly nadal
endotoksyny wywotujgce niekorzystne efekty uboczne. Wszystkie myszy po
trzeciej immunizacji zaréwno preparatem natywnych fimbrii, jak réwniez

chimerycznych fimbrii, wyglgdaty na bardzo ostabione, a czes$¢ z nich zarazana
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pasozytem T. gondii szczepem cystotwérczym DX, ktory nie jest zjadliwy,
padfa. Z tych powodéw mato prawdopodobne jest wykorzystanie preparatéw
chimerycznych fimbrii jako szczepionki. Otrzymanie preparatu czystszego i
pozbawionego endotoksyn jest bardzo czaso- i pracochtonne co niweluje jedng
z zalet potencjalnych szczepionek opartych na chimerycznych fimbriach jakg
jest, tatwosé otrzymania. Trzeba rowniez zaznaczy¢, ze drugi eksperyment
wykonywany byt na myszach szczepu C3H/HeJ, ktore sg bardziej odporne na
endotoksyny, natomiast docelowy eksperyment miat by¢ wykonywany na
myszach szczepu C57BL/6, bardzo wrazliwego na endotoksyny.

Poréwnujg¢ ilos¢ cyst wytworzonych przez pasozyta w mdzgach
immunizowanych myszy mozna stwierdz¢, ze w przypadku grupy kontrolnej
ilos¢ ta wahata sie od 169 do 524 (srednio 284). W przypadku myszy, ktorym
podano preparat natywnych fimbrii srednia iloS¢ cyst zmniejszyta sie do 225
Natomiast w przypadku myszy immunizowanych chimerycznymi fimbriami ilos¢
ta zmniejszyta sie do 162. Wyniki te jednak sg zdecydowanie niezadowalajgce.
Z jednej strony obserwujemy spadek ilosci cyst, ale jest on generalnie niski, nie
jest statystycznie znaczacy. Wystepuje zbyt duza rozbiezno$é otrzymanych
wynikow (od 67 do 267), aby mozna mowi¢ o znaczacych wiasciwosciach
protekcyjnych chimerycznych fimbrii. Zdecydowanie lepsze wyniki otrzymano w
przypadku myszy z grup 2 oraz 5, ktore immunizowano odpowiednio
preparatem TLA oraz mieszankg antygenow rekombinantowych. W tych
przypadkach otrzymaliSmy powtarzalne wyniki i srednie wartosci 11 cyst w
przypadku myszy immunizowanych TLA oraz 30 cyst w przypadku myszy
immunizowanych mieszankg antygendw rekombinantowych. Tak wiec
szczepionka oparta nie na chimerycznych fimbriach, ale na rekombinantowych
biatkach antygenowych okazata sie duzo bardziej skuteczna. Jednakze trzeba
zwréci¢ uwage, ze wszytkie preparaty podawane byty razem z adiuwantem

Freunda co w znacznym stopniu poprawito ich wtasciwosci immunoprotekcyjne.

6.12. Préba uzyskania preparatow fimbrialnych DraE-epitop o wysokim
stopniu polimeryzacji
Wyboru sekwencji VAKTRGQLTDA wystepujacej w biatku DraE, ktérg

zastepowano sekwencjg epitopowg pochodzacg z antygendow T. gondii
dokonano na podstawie danych literaturowych oraz komputerowej analizy

sekwencji biatka. W trakcie wykonywanych badan zostata opublikowana
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struktura krystaliczna adhezyny DraE [Andreson i wsp., 2004]. Dzieki temu
mozliwe byto bardziej racjonalne wybranie miejsca wprowadzenia epitopu.
Okazato sie, ze trzy pierwsze reszty aminokwasowe z wymienianej sekwencji
domeny 2 nalezg do jednej z B harmonijek biatka DraE. Taka lokalizacja insercji
mogta byC¢ przyczyng niskiego stopnia polimeryzacji chimerycznych fimbrii
DraE-epitop. W celu ewentualnego poprawienia stopnia polimeryzacji badanych
chimerycznych fimbrii postanowiono skonstruowa¢ dwa nowe szczepy
rekombinantowe E. coli produkujgce biatka DraE z przesunietg wymieniang
sekwencjg (Rys. 54).

Rys. 54. Poréwnanie miejsca wstawienia sekwencji epitopowej w biatku DraE. Kolorem
zielonym zaznaczono wymieniang sekwencje w biatkach: A) DraE-epitop, B) DraE-epitop-nowe.

Caftg procedure klonowania przeprowadzno w analogiczny sposéb jak
opisano to wczesniej. Fragmenty DNA kodujace N- i C-koncowg czesc¢ biatka
adhezyny DraE uzyskano metodg PCR [Metody 5.2]. Do reakcji amplifikacji
uzyto DNA plazmidu rekombinantowego pBJN406. Startery wykorzystane do
reakcji PCR [Materiaty 4.9] umozliwity wprowadzenie nastepujgcych sekwenciji
epitopowych: sekwencja pochodzgca z biatka antygenowego SAG1l
KSFKDILPKLTGS oraz sekwencja DTMKSMQRDEDGS pochodzaca z
antygenu GRAL T. gondii. Sekwencje epitopowe byty odpowiednio o 4 i 3 reszty

aminokwasowe krétsze w poroéwnaniu do wczesniejszych konstruktéw tak, aby
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biatko

aminokwasowych jak biatko DraE dzikiego typu. Sekwencje te wprowadzono

chimeryczne DraE-epitop-nowy miato identyczng ilos¢ reszt

zamiast fragmentu kodujgcego 13 reszt aminokwasowych (TRGQLTDAAPIGP)
N-koncowej powierzchniowo eksponowanej domeny 2 biatka adhezyny DraE —
przesuniecie o trzy reszty aminokwasowe. W przedstawionych sekwencjach

epitopowych kolorem niebieskim zaznaczono reszty aminokwasowe
pochodzace od wprowadzonego miejsca rozpoznania dla restryktazy BamHI
(GS).

W wyniku reakcji amplifikacji otrzymano fragmenty DNA kodujgce N-
koncowg czesc¢ biatka DraE o wielkosci 210 pz (Rys. 55). Do produktu PCR na
koncu 5’ wprowadzone zostato miejsce rozpoznania dla restryktaz Kpnl i Ndel,
a na koncu 3’ sekwencja kodujgca determinante antygenowg biatka SAGL1 lub
GRAL T. gondii oraz miejsce rozpoznania dla restryktazy BamHI.

A Kpnl Ndel

1 cggcgcggt a cccat at gaa

51
101
151

aaaattagcg atcatggccg

ggt gt t cgcc gt gagctccg
ccggcaccac caaact caca
gacct gaccg tggct aagaa

cgcat gctgg gttcaccccg
gttaccgaag agtgccaggt
atcgttcaaa gatattttgce

cggccagcat
agt ggcacca
acgggt t ggt
caaaattatc

sekwencja kodujaca epitop biatka SAG1
201 tggatcctat

BamHI

Kpnl Ndel
1 cggcgcggta cccat at gaa
51 ggtgttcgcc gtgagctccg
101 ccggcaccac caaactcaca
151 gacctgaccg tggct aagga

aaaattagcg atcatggccg cggccagcat
cgcatgctgg gttcaccccg agtggcacca
gttaccgaag agtgccaggt acgggttggt
tact at gaaa agcat gcaga gggacgagga
sekwencja kodujaca epitop biatka GRA1

201 cggatccata

BamHI

Rys. 55. Sekwencje nukleotydowe produktow PCR otrzymanych w wyniku reakcji amplifikacji
fragmentu genu draE kodujgcego N-koncowg czes¢ adhezyny DraE z wprowadzonymi
sekwencjami kodujgcymi epitop: A) SAG1, B) GRAL. Podkreslono sekwencje pochodzace ze
starterébw, a w nich kolorem zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne do matrycy;
kolor czerwony i niebieski wskazujg miejsca rozpoznania dla odpowiednich enzymaéw
restrykcyjnych; pogrubiono sekwencje kodujaca odpowiednie epitopy.

Otrzymano rowniez fragment DNA kodujgcy C-koncowg czes$¢ biatka
DraE o wielkosci 318 pz. W wyniku reakcji amplifikacji do produktu PCR na

koncu 5’ zostata wprowadzona sekwencja zawierajgca miejsce rozpoznania dla
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restryktazy BamHI, a na koncu 3’ miejsce rozpoznania dla restryktaz EcoRI i
Hindlll (Rys. 56).

1
51
101
151
201
251

BamHI
agcggat ccg

t caccgt gca

agcgct ggga

t gcgacgccc

gt t gaaggca
gcgacaacaa
t ccgect gga

ctggggt gga
cgcccggcaa

gacaccgat a
t agggat aag
cgaccgacaa
att at cggga
ctacacactg

actt cgaaca
ctctatgtca
tggtgtcttc
tct acgt aga
accct gaccg

gggcaagttc
at at acggcc
t acaaaaacg
t gggcaacaa

ggggt tact g

gccaggt cgc
ttcctgatca
t acggat aac
at gt cgggag
acgaacacac
ggcaaaat ga

301 gaattcaagc ttcctcgce

EcoRlI Hindlll

Rys. 56. Sekwencja nukleotydowa produktu PCR otrzymanego w wyniku reakcji amplifikacji
fragmentu genu draE kodujacego C-kohncowg czes¢ biatka DraE. Podkreslono sekwencje
pochodzace ze starter6w, a w nich kolorem zielonym zaznaczono sekwencje komplementarne
do matrycy; kolor czerwony i niebieski wskazujg miejsca rozpoznania dla odpowiednich
enzymow restrykcyjnych.

6.12.1. Konstrukcja DNA plazmidu rekombinantowego pDraE-GRA1N

oraz pDraE-SAGIN
W wyniku przeprowadzonych analogicznych do wczesniej opisywanych

rekombinantowe
pDraE-epitopN (pDraE-SAGI1N oraz pDraE-GRAILN, o wielkosciach 5755 pz),

doswiadczen skonstruowano dwa ekspresyjne plazmidy

zawierajgce sekwencje genu kodujacego biatko DraE z wprowadzong
sekwencjg kodujgcg odpowiedni epitop SAG1 lub GRAL, znajdujgcego sie pod
kontrolg fagowego promotora T7 (Rys. 57 i 58).

promotor T7 —
GCGATCGAGAT CGATCTCGAT CCCCCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs Ndel
GCCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACAT

1-DraE —
ATGAAAAAATTAGCGATCAT GECCACGCECCAGCATGGT GTTCGECCGT GAGCT CCGCGECA
M K KL AI MA A ASMVEF AV S S A H

TGCTGGEGT TCACCCCGAGT GGCACCACCGECACCACCAAACT CACAGT TACCGAAGAGT
AAGF TP S GTTGTTI KL TV TEE

« 2-DraE-SAG-nowy sekwencja epitopowa antygenu SAG1
GCCAGGTACGGEGET TEGT GACCT GACCGT GGCTAAGGAAATCGT TCAAAGATATTTTCGC
C Q VRV GDLTVAIKIKSF KD I L

3-DraE-nowy —
CAAAATTAT CTGGAT CCGT CACCGT GCAAGCGCT GEGAT GCGACGCCCGECCAGGT CECG
P K L S GSVTVOQAL GCDARZOQOQVAL

AAGGCCAGACACCGATAACT TCGAACAGGGCAAGT TCTTCCTGATCAGCGACAACAATAGG
K ADTDNUFEQGIKFF LI S DNNR
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GATAAGCTCTATGTI CAATATACGGECCTACGGAT AACT CCECCT GGACGACCGACAAT GGT
D KLYV NI RPTIDNSAWTTDNG

GI CTTCTACAAAAACGAT GT CGGGAGCT GEGGT GGAAT TATCGGGATCTACGTAGAT GGG
VvV F Y K NDVGSWSGOGI I G111 Y V DG

— 4-DraE
CAACAAACGAACACACCGCCCGGECAACTACACACT GACCCT GACCGEEEGT TACTGGECA
Q QT NT PP GNY TULTULTGGY WA

stop EcoRlI
AAAT GAGAAT TCGCGGECCGCACT CGAGCACCACCACCACCACCACT GAGAT CCEaCTeCT

AACAAAGCCCGAAAGGAACGCT GAGT TGECT GCT GCCACCGCT GAGCAGT AACTAGCATAA

Terminator T7
CCCCTTGGEEECCTCTAAACGEGTCTTGAGEEGTTTTTTG

Rys. 57. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa fragmentu plazmidu ekspresyjnego pDraE-
SAGI1N w rejonie insercji genu kodujgcego biatko adhezyny DraE z sekwencjg epitopowa biatka
SAG1. Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonegoepitopu
antygenu SAGL.

promotor T7 —
GGATCGAGAT CGATCTCGAT CCCGCGAAATTAATACGACT CACTATAGGGGAATTGTGA

lac operator rbs Ndel
GCCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACAT

1-DrakE —
ATGAAAAAATTAGCGATCATGECCACGECCAGCATGGT GTTCGECCGT GAGCT CCGCGECA
M K KL AI MA A ASMVF AV S S A H

TGCTGGGT TCACCCCGAGT GGCACCACCGECACCACCAAACT CACAGT TACCGAAGAGT
AAGF TP S GTTGTTI KL TV T E E

« 2-DraE-SAG-nowy sekwencja epitopowa antygenu GRA1
GCCAGGTACGEGET TGGT GACCT GACCGT GECTAAGGATACT AT GAAAAGCATGCAGAGG
C Q VRVY GDLTVAKUDTMKSMQR

3-DraE-nowy —
GACGAGGACGGAT CCGT CACCGT GCAAGCECTGEEGATGCGACECCCECC. L L e v e
DEDGSVTVQAL GCD AR

«— 4-DraE stop
CGAACACACCGCCCGGECAACTACACACTGACCCT GACCGLEEEGTTACTGGEECAAAAT GA
T NT P P GNY T L T L T G GY WA K

EcoRlI Terminator T7
GAATTCG. . . CTAGCATAACCCCTTGGEGECCTCTAAACGEGTCTTGAGEEGTTTTTTG

Rys. 58. Sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa fragmentu plazmidu ekspresyjnego pDraE-
GRALN w rejonie insercji genu, kodujacego biatko adhezyny DraE z sekwencjg epitopowg
biatka GRAL. Kolor czerwony - sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa wprowadzonego
epitopu antygenu GRAL.
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Skonstruowane plazmidy rekombinantowe pDraE-epitopN umozliwiajg
uzyskanie dwoch biatek chimerycznych DraE-SAG1-nowy oraz DraE-GRAL-
nowy. Biatka te zbudowane sg ze 160 reszt aminokwasowych, a punkty
izoelektryczne wynoszg odpowiednio 8,51 oraz 5,30 (Rys. 59).

A
1 GFTPSGITG TTKLTVTEEC QVRVGEDLTVA
51 KKSFKDI LPK LSGSVTVQAL GCDARQVALK ADTDNFEQGK FFLI SDNNRD
101 KLYVNI RPTD NSAWITDNGV FYKNDVGSWG G | G YVDGQ QTNTPPGNYT
151 LTLTGGYWAK

B
1 GFTPSGITG TTKLTVTEEC QVRVGDLTVA
51 KDTMKSMQRD EDGSVTVQAL GCDARQVALK ADTDNFEQGK FFLI SDNNRD
101 KLYVNI RPTD NSAWITDNGV FYKNDVGSWG G | G YVDGQ QTNTPPGNYT
151 LTLTGGYWAK

Rys. 59. Sekwencja aminokwasowa biatka DraE z wprowadzong sekwencjg epitopowa
antygenéw T. gondii: A) SAG1l, B) GRAL. Podkreslono sekwencje sygnalng, kolorem
niebieskim oznaczono pierwszy aminokwas w dojrzalych biatkach, zielonym wprowadzong
sekwencje epitopowa.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej otrzymanych chimerycznych
biatek  DraE-SAGl-nowy  oraz DraE-GRAl-nowy z  sekwencjami
aminokwasowymi otrzymanych wczesniej biatek DraE-SAG1 oraz DraE-GRA1

przedstawiono na rysunku 60.

A
DraE O CT T GTTELTY G = APTGEVTVOALGCDARQVALEAD
DraE-SAG1 AllGT TCTTELTY
DraE-GRA1 BT T GTTELTY
B
DraE

Hl =TT =TTELTW
DraE-SAG1-nowy
DraE-GRA1-nowy

H T TGTTELTY

HECTTCTTELTY

Rys. 60. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej fragmentéw biatek: A) DraE, DraE-SAG1 i
DraE-GRAL, B) DraE, DraE-SAG1l-nowy i DraE-GRA1-nowy. Kolorem zielonym zaznaczono
wymieniang sekwencje w pierwszych konstruktach, czerwonym wymieniang sekwencje
przesunieta o trzy reszty aminokwasowe w kolejnych konstruktach, niebieskim kolorem
podkreslono wprowadzang krétszg sekwencje epitopowg do biatek DraE-SAG1-nowy oraz
DraE-GRA1-nowy.
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6.12.2. I_Ekspresja genu kodujacego chimeryczne fimbrie typu DraE-
epitop-nowy
Ekspresje gendw kodujgcych nowe chimeryczne fimbrie (DraE-SAG1-
nowy, DraE-GRAl-nowy) przeprowadzono w sposob analogiczny jak dla
uprzednio opisanych fimbrii DraE-epitop [Materiaty 4.2; Metody 5.10 i 5.11].
Uzyskane lizaty komoérek bakteryjnych rekombinantowych szczepow E.
coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitopN poddano analizie w 15% zelu

poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (Rys. 61) [Metody 5.7.2].

1 2 3

DrakE

Rys. 61. Rozdziat elektroforetyczny biatek zawartych we frakcjach catkowitych lizatow komaérek
E. coli BL21(DE3) w 15% zelu polikarylamidowym

1 - 10n lizatu komorek E.coli BL21(DE3)pCC90

2 - 10 lizatu komorek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-SAGIN

3 - 10n lizatu komorek E.coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-GRALN

Na podstawie przeprowadzonej elektroforezy biatek catkowitych lizatéw
komoérek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitopN, w warunkach
denaturujgcych stwierdzono wysoki poziom produkcji fimbrialnych, nowych
biatek DraE-SAG1N oraz DraE-GRA1N.

6.12.3. Badanie zdolnosci tworzenia struktur polimerycznych przez biatka
DraE-epitop-nowe z wykorzystaniem metody Western blotting

W celu oszacowania zdolnosci polimeryzacyjnych biatek DraE-SAG1-
nowy oraz DraE-GRAl-nowy, przeprowadzono elektroforeze probek
catkowitych lizatow komérek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-epitopN
w warunkach denaturujacych w 15% zelu poliakrylamidowym, bez wstepnej
denaturacji [Metody 5.7.2]. Nastepnie wykonano elektrotransfer rozdzielonych
biatek na btone nitrocelulozowg [Metody 5.14.1].
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M 1 2 3 4

Rys. 62. Wynik testu Western blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-Dr.

M - marker wielkosci (Fermentas):

1 -15 nilizatu komorek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop - (kontrola negatywna);

2 -15n lizatu komoérek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-SAG1N pobranych 16h po
indukcji — prébka niedenaturowana termicznie;

3 - 15ni lizatu komorek E. coli BL21(DE3)pCC90D54stop/pDraE-GRALN pobranych 16h po
indukcji — prébka niedenaturowana termicznie;

4 - 15m lizatu komérek E. coli BL21(DE3)pCC90 - (kontrola pozytywna) — prébka
niedenaturowana termicznie;

Podobnie jak we wczesniejszych eksperymentach wprowadzenie
sekwencji epitopowej pochodzacej z antygendw pasozyta T. gondii do biatka
DraE nie zniosto reaktywnosci epitopow z przeciwciatami anty-Dr. Jednakze,
biatka DraE-SAGl-nowe i DraE-GRAl-nowe wykazaty brak tworzenia sie
jakichkolwiek struktur multimetrycznych, co byto nieoczekiwane ze wzgledu na

przesuniecie sekwencji wymienianej, doktadnie w petle domeny 2 biatka DraE.

6.12.4. Badanie zdolnosci tworzenia struktur fimbrialnych przez biatka
DraE-epitop-nowy z wykorzystaniem metody saczenia
molekularnego

W celu sprawdzenia zdolnosci chimerycznych biatek DraE-epitop-nowy do
tworzenia struktur polimerycznych i porownania uzyskania wynikdéw z wynikami
otrzymanymi w przypadku biatek DraE-epitop, preparat biatkowy poddano
sgczeniu molekularnemu na kolumnie Superdex 75 (Amersham) sprzezonej z
aparatem HPLC firmy Merck-Hitachi. Otrzymane wyniki przedstawiono na

ponizszym wykresie (Rys. 63).
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Rys. 63. Natozone trzy chromatogramy przedstawiajgce zalezno$¢ absorbancji (280 nm) od
czasu retencji, uzyskane dla frakcji fimbrialnej biatka DraE dzikiego typu (kolor zielony), dla
frakcji fimbrialnej chimerycznego biatka DraE-GRAL (kolor czerwony) oraz dla frakcji fimbrialnej
chimerycznego biatka DraE-GRA1-nowy (kolor niebieski).

W przypadku nowo otrzymanych fimbrii typu DraE-GRA1-nowy czas eluciji
wynosit 17,00 minut, jednak na przedstawionym chromatografie wyraznie
widac, ze zdecydowanie wiecej biatka eluowane jest w pdzniejszym czasie. Na
podstawie tego doswiadczenia stwierdzono, ze nowo otrzymane biatko DraE-
GRAl-nowe ma zdecydowanie gorsze zdolnosci do polimeryzacji niz biatko
DraE-GRAL.

W przypadku biatka DraE-SAGI1N nie udato sie otrzymac frakcji fimbrialnej
wedtug standardowej metody oczyszczania fimbrii. Prawdopodobnie struktura
tego biatka zostata zakiécona w stopniu uniemozliwiajgcym jego transport na
powierzchnie komorki bakteryjne;.

W zwigzku z tym, ze przesuniecie wymienienej sekwencji w biatku DraE
dzikiego typu nie poprawito, a wrecz pogorszyto zdolnosci polimeryzacyjne
chimerycznych biatek DraE, zaprzestano dalszych doswiadczen z
wykorzystaniem szczepdw bakteryjnych produkujacych chimeryczne biatka
DraE-GRA1-nowy oraz DraE-SAG1-nowy.
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7. Podsumowanie i wnioski koncowe

Przeprowadzone badania dotyczyly otrzymania chimerycznych fimbrii
typu Dr zawierajgcych epitopy biatek antygenowych (SAG1, MAG1l i GRA1l)
pasozyta T. gondii, a nastepnie ocenienia ich przydatnosci jako szczepionki
przeciwko  toksoplazmozie. W konstrukciji chimerycznych biatek
podjednostkowych  fimbrii  najwazniejsze jest odpowiednie dobranie
wprowadzanej sekwencji epitopowej, ktéra z jednej strony powinna silnie
stymulowaé uktad odpornosciowy immunizowanego organizmu, a z drugiej nie
zaktoca¢ zdolnosci biatka DraE do polimeryzowania w diugie fimbrie. W
przypadku otrzymanych w tej pracy konstruktow stwierdzono, iz wprowadzane
sekwencje epitopowe hamowaty proces biogenezy fimbrii. Prawdopodobnie
jedng z przyczyn tego byta zmiana punktu izoelektrycznego otrzymanych biatek
w porownaniu do biatka DraE dzikiego typu. Epitopy antygenowe posiadajg
zdefiniowang sekwencje aminokwasowg i z tego powodu nie ma mozliwosci
wprowadzania jakichkolwiek zmian w jej obrebie tej sekwencji. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze wytypowanie sekwencji epitopowej, ktéra
nie zmieniataby charakteru fizyko-chemicznego i strukturalnego biatka
podjednostkowego fimbrii, a takze nie zaktdcata procesu jego polimeryzacji jest
skomplikowane. RoOwniez racjonalne wybranie miejsca insercji sekwencji
epitopowej, na podstawie struktury krystalicznej biatka DraE nie wptyneto na
poprawe zdolnosci polimeryzacyjnych chimerycznych biatek DraE.

Jednakze, mimo znacznego zaktGcenia procesu biogenzy fimbrii,
polegajacego na obnizeniu zdolnosci polimeryzacyjnych biatek DraE-epitop, w
dalszym ciggu mozliwe byto oczyszczenie chimerycznych fimbrii w stosunkowo
duzych ilosciach. Dzieki temu, a takze dzieki zachowanej zdolnosci
chimerycznych biatek do wigzania sie z receptorami DAF znajdujgcymi sie na
powierzchni komérek HelLa, mozliwe byto wykorzystanie otrzymanych
preparatbw do immunizacji myszy. W wyniku przeprowadzonych
eksperymentow okazato sie, ze chimeryczne biatka DraE-epitop bardzo silnie
stymulujg uktad odpornosciowy immunizowanych zwierzat. Jednakze po
przebadaniu surowic tych zwierzat stwierdzono bardzo wysokie miano
przeciwciat skierowanych na biatko DraE, natomiast niski poziom produkciji

przeciwciat skierowanych na wprowadzone epitopy. Znacznie lepsze wtasnosci
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immunizacyjne wykazaty zastosowane do szczepien biatka rekombinantowe
SAG1, MAGL1 i GRAL T. gondii. Ponadto, oczyszczone preparaty fimbrii byty
bardzo toksyczne dla zwierzat. W przypadku myszy szczepu BALB/c, ktérym
podano preparaty chimerycznych, badz natywnych fimbri z adiuwantem Freuda
widoczne byly wyrazne efekty uboczne (ogdine ostabienie, wypadanie siersci,
Smier¢) juz po pierwszej dawce szczepionki. Dalsze badania na myszach z
wykorzystaniem szczepu C3H/HeJ wykazaty, ze preparaty chimerycznych
fimbrii nie posiadajg znaczacych wtasnosci protekcyjnych u immunizowanych
zwierzat. Duzo lepsze wyniki otrzymano dla rekombinantowych biatek
podawanych razem =z adiuwantem. Wyniki wykonanych eksperymentow
wyraznie wskazujg na stabe zdolnosci chimerycznych biatek podjednostkowych
DraE-epitop do polimeryzacji w strukture fimbrii oraz stabe wasciwosci
protekcyjne. Dyskwalifikuje to chimeryczne fimbrie jako potencjalne szczepionki
przeciwko zarazeniom T. gondii. Poszukiwanie skutecznej szczepionki anty-T.
gondii powinno by¢ w przysztosci nakierowane na wykorzystanie odpowiednich
mieszanek antygenow rekominantowych pasozyta lub szczepionki DNA.
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9. Opis stosowanych skrotow

AIDS
ang.
ATP
BSA
Da
DAB
DNA
EDTA
ELIFA
ELISA
FITC

gr.

SDS
SDS-PAGE

RBS
RNA
Tc
TCR
Th
TLA
TNF
Tris
TRITC
X-Gal

zespot nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency
syndrome)

z angielskiego

adenozynotrifosforan

albumina osocza krwi bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin)

Dalton

3,3’ diaminobenzydyna

kwas deoksyrybonukleinowy

s6l sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego

test immunofiltracyjny (ang. Enzyme-Linked Immunofiltration Assay)
test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
izotiocyjanian fluoresceiny (ang. Fluorescein isothiocyanate)

z greckiego

biatko szoku termicznego (ang. Heat-Shock Protein)

Interferon

immunoglobulina

Interluekina

izopropylo-b-D-tiogalaktozyd

test aglutynacji immunoabsorbcyjnej (ang. Immunosorbent Agglutination Assay)
stezenie molowe [mol/dm?]

miejsce wielokrotnego klonowania (ang. Multyply Cloning Site)

gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. Major Histocompatibility Complex)
tancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

par zasad

s6l sodowa siarczanu dodecylu

elektrofreza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych z uzyciem
SDS (ang. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

miejsce wigzania RNA (ang. RNA Binding Site)

kwas rybonukleinowy

limfocyt T cytotoksyczny

receptor limfocytu T (ang. T Cell Receptor)

limfocyt T pomocniczy

poliwalentny antygen natywny (ang. Toxoplasma Lysate Antigen)

czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor)
tris[hydroksymetyloJlaminometan

izocyjanian tetrametylorodaminy (ang. Tetramethylrhodamine isothiocyanate)
5-bromo-4-chloro-3-indolilo-3-D-galaktopiranozyd
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